
nach obigem Verfahren mit Eimchlorid tiefviolette Nadeln der Zusammen- 
&ung 2 [ A n i s a l -  (o-chlor-benzal)-aceton]:lFeC1, ergab: Schmp. 
155-1560 U. Z. 

Q.1828 g Sbst.: 0.0195 g Fe, 03, 0.1053 g Ag C1. 
Cs,HsD0,C14Fe. Ber. C1 14.69, Fe 7.7. Gef. C1 14.65, Fe 7.4. 

U r  a n  y l c  h l o r  id. 
Addukte niit Uranylchbrid sind besonders schon und leicht zu er- 

halten. Versetzt 'man z.B. eine Losung von D i b e n z a l - a c e t o n  in Eis. 
essig mit einer ebensolchen von Uraaylchlorid, so scheiden sich dsbald 
kleine, goldgelbe Blattchen won der Zusammensetzung [(C,H,. CH : CH),CO], . . 
U 0 8  C12 aus. Schmp. 2640 unter Zersetzung, die schon gegen 2000 deut- 
lieh erkennbaf ist. 

8.68mg Sbst.: 3.0 mg UBOR. - Cg,H,s0,C12U. Ber. W 29.45. &€. U 29.32. 
No& leichter gelingt in analoger Weise die Darstellung der entsprechen- 

den Verbindung aus D i a n  i s  a1 - a c e  ton,  [ ( ( p - 1  CH,O. C, Ha.  CH: CO 3 . .  
U 0, Cl,, welche violettrote, sechseckige Blattchen bildet, die beim Erhitzen 
irn Ri3hrchen von 1500 ab Zersetzungserscheinungen aufweisen, aber erst 
geegen 2580 schmelzen. 

0.1492g Sbst.: 0.0450g Us08. - 6.6324 mg Sbst.. 1.9964 mg UsO,. 
C,,H3,08C12U. Ber. U 25.7. Gef. U 25.58, 25.54. 

A d d u k t e  m i t  V a n a d i n ( 2 )  - c h l o r i d .  
Hier gelang es nur, die Verbindung mit D i a n  i s a 1 - a  c e t o n zu fassen. 

Dieselbe krystallisiert aus Eisessig in braungelben Nadeln und enthalt sben- 
hlls 2Mol Keton auf 1 V Cl,. 

0.0509 g Sbst. : 0.0065 g V2 05. 

E r l a n g e n  und Bonn.  
[((p-)CH!,O.C,H,.CH:CH),CO]..VCI,. Ber. V 7.2. Gef. V 7.06. 

64. R. Fricke und P. Eaja'): Ober Ferment-Reinigung 
dumb Ellektro-Dialyse und Elektro-Osmose, I. : Mal%-Dtastase. 

[Aus d. Chem. Institut d. Univcrsitiit hfiinster i. W.] 
(Eingegangen am 14. Dczember 1923.) 

Die Schwierigkeibn und Umstnndlichkeit der bisher xur Ferment- 
Neinigun$ verwandten Methoden, nicht zuletzt auch der in W i l l  s t a t t e r  s 
Hand so erhlgreichen Methode der auswahlenden Adsorption, legten den 
Cedanken inahe, ob bei Fernenten nicht eine Reinigung auf elektrolytischern 
and elektroosmotischem Wege einfacher zum Ziele fuhre. Als crsles \c r -  
suchsobjekt wahlten wir M a 1 z - D i a s t a s e, deren Reinigung bisher ineist 
durch Fallung und Dialyse vorgenommen wurde 2), und erzielten hier aiich 
bald gute Erfolge. 

Als A u s g a n g s p r a p a r a t  diente uns die s o p .  ) ) D i a s t a s e  a b s o l u t a  vcn 
M e r c k .  Diese stellt ein leicht gelblich-graues Pulvw dar, welches init einem un- 
ldslichen Riickstand von ca. 120/, der angewandten Ilienge in Wasser von Zimnier- 
temperatur gut lBslich ist. Die LBwng besitzt braune Farbe und gibt krhftige Ei- 
wei5-Reaktionen (Flllungs- und Fgrbungsreaktionen). Der N-Gehalt des Prgwrates 

1) Dissertat., Miinster 1923. 
2) vergl. iiber Reinigung von Malz-Diastase bei E u l  e r )Xhemie dw Enzymecc, 

11. Teil, 1. Abschnitt [1922], S. 110ff. 
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nach 
Heratellung 
der L6sung 

1. Tag 
2. 
8. ' 
5. I) 

6. n 
7. 
8. * 
12. 
18. 
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Losung galten aber 11ur fur cinige "age 
alte Diastase-Losungen, denn es 

75 Minuton zeigte sich, daD die Aktivitat der 
70 * bei Zimmertemperatur stehenden 
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52 a Tagen nach der Herstellung bis zu 
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56 * wert zunahm. Diese Verhdtnisse 55 55 * B mogen etwas iilustriert werden 

64 * 
56 v 

3) Bezogen von den D e u t s c h e i i  T o n -  u n d  S t e i n z e u g w e r l i e n ,  Derliri- 
Chnriottenhurg. 

311 

betrug 6.140/,, der Aschengehalt 5.050/,. I n  der Asche wurdeii gefunda:: Ca, My, 
K, POc, GI, Spuren von Na mid SO,. Zur Konservierung der Ldsungen wvrde  
Totuol verwandt, nachdem seine UnschPdlichkeit auf die Aktivitat von in Lbsung 
befindlicher Malz-Diastase nachgewiesen war. 

Die Aktivitiit des Praparates bzgl. Stiirke-Abbau war so, daD lcem 
5-pl.02. Diastase-Losung 10 ccm dner  1-proz. Losung von liislicher Sttirke 

(K a h 1 b a u In) bei Zhnertempera- 
tur (23O) i R  55Min. his zum v d l -  
kommenen Verschwinden einer FBr- 
bung wit Jod abbaiik. Diese Zahlen 
galten aber 11ur fur  cinige "age 
alte Diastase-Losungen, denn es 
zeigte sich, daD die Aktivitat der 
bei Zimmertemperatur stehenden 
Diastase-Losungen in den ersten 
Tagen nach der Herstellung bis zu 
einem ziemlkh konstanten MaximaI- 
wert zunahm. Diese Verhdtnisse 
mogen etwas iilustriert werden 
durch die Tabelle, in der die hb- 

bauzeiber, fiir die eben erwahnten Konzentrationen an verschiedenen Tagen 
nach Herstellung der Fermentlosung wiedergegeben sind. 

E r s t e  R e i n i g u n g  (durch Elektrodialyse). 
Fur die erste Reinigung des Fermentes wurde ein elektrolytischer Drei 

zellenapparat aus Steinzeug 9)  benutzt. Die zur Aufnahme der Ferment- 
1osung bestimmte Mittelzelle wurde von den beiden seitlichen Elektroden- 
zellen geetrennt durch zwei Kollodium-Mernbranen, die durch gleichmafiiges 
AufgieDen von etwa 33 ccm Ikproz. Eisessig-Kollodium-Lbsung auf eine 
Glasplatte von 1 4 x  18 cm und Ausgeldtinieren durch vorsichtiges Einlegen 
dux Gasplatte in kaltes Wasser hergestellt waren. Vor dem Gebrauch blieben 
die Membranen noch eine Reihe von Tagen in haufiger gewechseIkm 
dwstilliertem Wasser liegn. Ihre Undurchlassigk'eit fur Malz-Diastase wurde 
durch besondere Ultrafil'trationsversuche festgestell t. Als Anode wurde 
Lichtbogenkohle, als Kathode ein Eisendrahtnetz benutzt. 

Bevor der Apparat zur Fermentreinigung diente, wurdc nach Fullullg allw 
ZeIlen mit destilliertem Wasser unter 220 Volt Klemmenspannung iiiehl-ere Tage SLmm 
hindurchgeschickt, wobei wir das Wasser in den Elektrodenzellcn ICiufigw erneucrtcn. 
Diese Behandlung bewirkte sowobl die Austreibung der letzten i n  den hiembranen 
ndch haftenden Essigsaure-Reste, als auch eine gewisse Reinigung der Aiiodenltohle. 

Es wurde nun der Mittelraum mit je nachdem 1-5-proz. n e u t r a b  
Fermentlosung, die beiden Seitenzellen mit frischem destillierten Wasser 
beschickt und eine Klemmenspannung von 220 oder in anderen Versuchen 
22 Volt angelegt. Die mit einem Milliamperemeter verfolgte Stromstarke 
war zuerst minimal, stieg aber bald durch Abwandern von Elektrolyt aus 
der Mitk.izelle in die Elektrodenraume an. Hatk die Stromsttirke eine ge- 
wisse GrijDe erreicht (0.0045-0.006 Amp. pro qcm), so wurde das destil- 
lie& Wasser in den Elektrodenraumen ernewrt, wodurch die Stmmstarke 
wieder bis fast auf Null sank, dann erneut anstieg und so fort. Die Erneue- 

3) Bezogen von den D e u t s c h e i i  T o n -  u n d  S t e i n z e u g w e r l i e n ,  Derliri- 
Chnriottenhurg. 
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rung des Wassers der AuSenzellen hatte neben der Entfernung der a m  
dem Ferment abgewanderten Elektrolyte die Bedeutung, daS durch die so 
bewirkte Kleinhaltung der Stromstiirke die Temperatur im Mittelraum nicht 
cu hoch stieg (nicht uber 300) und. so eine Schadigung des Fermentes 
durch zu hohe Temperatur vlermieden wurde. 

Das Wiederansteigen der Stromstirke nach Fiillung der Elektrodmriume mil 
destilliertem Wasser lie13 um so mehr nach, je weniger Elektrolyt aus dem Ferment 
uoch abwanderte, d. h. je weiter die Reinigung fortschritt. Das Durchleitai des 
Stromes wurde fortgesetzt, bis die Stromstirke nicht mehr merklich iiber die bei 
Fiillung des Troges rnit destilliertem Wasser vorhandene anstieg, d. h. bis kein 
Eleklrolyt mehr aus dem Ferment entwich, was in einigen Tagen erreicht war. 

Bei diesen ))elektrodialytischencc Reinigungen zeigte die Fermentlosung 
sk t s  folgende Veranderung: Sie trubte sich nach einiger Zeit und lieD einen 
weifilichen, flockigen Niederschlag fallen, wobei die braune Losung 
ment l ich  hellerfarbig wurde. Der Niederschlag erwies sich durch die Art 
seines Ausfallens und durch starke EiweiD-Reaktionen als mindestens teil- 
weise aus Globulinen bestehend. 

Nach beendeter Reinigung und Abfiltration des Niederschlages war der 
Trockengehalt der Losung in der Mittehelle stets bstrachtlich vermindert, 
W l i c h  auf 13-18 O/o des ursprunglicheo. Das "darin noch vorhandem 
Ferment dagegen hatte seine Aktivitat auf das 2.1-2.5-fache des Ausgangs- 
prlparates erhoht (beurbilt nach den Zeiten bis zum Verschwinden jeder 
Fiirbung mit Jod bei Vergleichsansatzsn rnit gleichem Trockengehalt an 
Fermmt, gleichem Stikkegehalt und gleichem Gesamtvolum). 

Zur weiteren Untersuchung wurde die gereinigte Fermentlosung duixh 
vorsichtiges (langsames), teilwleises Ausfrierenlassen konzentriert. Es aeigte 
gich nun, daS die Fermentlosung keine EiweiD-Reaktionen 4 )  mehr gab bis 
auf eine ganz schwache Millonsche Reaktion. Die Reaktion auf Kohlen- 
hydrate nach Mol i sch  war dagegsn stark positiv. Der Aschengehalt war 
von 6 auf lolo gesunken. In der Asche wurden nur noch nachgewiesen: 
K, PO, und SO4. Der N-&halt hatte sich von 6.14 auf 3.510/, vermindertl. 

Z w e i t e  R e i n i g u n g  (durch Elektroosmose). 
Es muDb weiterhin *mliglich sein, das seinem Verhalten nach offenbar 

kdloide Ferment im Stromgefiille elektroosrnotjsch zum Wandern zu brin- 
gen und e . ~  so von beigemengkn anderen Kolloiden, die entgegengsetzt? 
ader aber gleichgerichtet schneller bzw. langsamer wanderten, zu trennen. 
Nach M i c h a e 1 i s 6) wandert die Diastase bei neutraler und saurer Reak- 
tion vorwiegend kathodisch, bei alkalischer anodisch. Wir hatten demnach 
in dm von uns verwandten neutralen Losungen eine positive Ladung des 
Fermentes zu erwarten. 

Es wurde nun die der ersten Reinigung unterworfen gewesene Losung 
(z. B. 0.7-pmz.) in den Mittelraum eines elektroosmotischen 5-Zellenappa- 
rates gebracht. Die Genzen des Mittrelraumes nach den beiden Nachbar- 
mllm zu bestanden aus Pergamentmembran oder aus mit 2-proz. Eisessig- 
Kollodium-Liisung impragniertem, in Wasser ausgelatiniertem und gut aus- 
gewaschenem Filtrierpapier, d. h. aus Malerialien, deren Durchlassigkeit fur 

4: Negativ waren Biuret- uud Xantoprotein-Reaktion, aul3erdem die Fallungs- 

5 )  Bio. 2. 17, 231 [l909]. 
proben mit Umnylacetat, Bleiacetat und Phosphorwolframsaure. 
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Malz-Diastase im Ultrafiltrationsapparat festgestellt war. Die Grenzen der 
Slaitenzellen gegen die Elektrodenraume dagegen bestanden wieder aus 
den fiir Diastase' undurchlassigen 12-proz. Eisessig,-Kollodium-Membmnen. 

Nach Fullung aller Raumle bis auf ' den mit Fermentlosung beschickten 
Mittelraum mit destillierkm Wasser wurde 22 Volt Klemmenspannung an- 
gelegt. Nach etwa 5 T a p n  hatte sich der Stoff folgendermaBen auf die 3 
mittlenen Zellen verteilt : 390/0 waren in der Mittelzelle geblieben, 320/,, 
in die der Anode benachbarte Zelle gewandert und nur 16OfO in die der Ka- 
thode benachbarte. Die restlichen etwa 130/, d e n  in der Membranfeuch- 
tigkeit oder dsorptiv in den Membranen oder in den Elektrodenraumen. 
Die Aktivitht des Stoffes in der Mittelzelle war von 2.4 auf 0.8 gesunken 
(bezopn auf die Stiirke-AbbaugeschwindigJceit des Ausgangspraparates = 1 
vergl. oben). Das anodisch gewanderte Material zeigte uberhaupt keine 
Aktivital. Dagegen bandelta e s  sich bei den 16 O/o kathodisch gewanderter 
Subsbnz urn eine hoch-reine Diastase, deren Aktiviat 4.6 (gegen das Aus- 
gangspraparat = 1) betrug. 

Auch bei diesem minsten Praparat waren die EiweiO-Reaktionen bis 
auf schwache M i  11 o n sche Reaktion negativ, die Mo 1 i s  c h sche Reaktion 
auf Kohlenhydrate sehr stark positiv 6) .  Die Verbrennung ergab : 56.4 O/O C, 
7.90/, H, 3.280/0 N. 

Versuche, die elektroosmotische Reinigung mit 220 Volt IClemmenspannung vor- 
zunehmen, schlugen fehl, indem sich hierbei lediglich die AktiviMt in der Mittdeelle 
verringerte, in keiiier anderen Zelle aber AktivitAt auftrat?). Es ist anzunehmen, 
daO bei dem hier in den Membranen vorhaudenen h o h a  Spannungsgefille ,(hohw 
Widerstand der Membranen, das Ferment beim Durchwandern evtl. als guter Depolari- 
sator durch eine Art Elektrostenolyse zerstBrt wurde. Durch Adsorption an den 
Membranen traten ebenfalls stets Verluste auf. 

Die Versuche werden sowohl ftir Malz-Diastase, als auch fiir andere Fermente 
fortgesetzt. Hefe-Autolysat erfuhr z. B. schon bei der erstlen Reinigung Vervier- 
fachung der Invertin-AktiviUt bei Verschwinden der EiweiD-Reaktiomn bis aut 
schwache Xanthoprotein-Reaktion (Versuche w n  FrI E H o f m e i s t e r I .  

M u n s t e r  i. W., &n 10.Dezember 1923. 

65. R. Fricke und P. Kajal): Ober Inhomogenit&t und eolutige 
Mgeneohaften von Mals-Diastase. 

[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Mcnster ( i .  W.] 
(Eingegangen am 14. Dezeniber 1923.) 

Nacli E u 1 e r s auf Grund der bisherigen Literahrangaben wohlbegriiin- 
debr  Auffassung 2 )  bsteht  die Malz-Diastase aus mindestens 2 verschie- 
denen Komponenien, einer stiirke-verfliissigeden und einer die verflussigte 
Stkke bis zur Maltose abbauenden. Die bisherige Wahrscheinlichkeit dieser 
Auffassung nmBb zur GewiBheit werden, wenn man die Unabhangigkeit dieser 
2 Wirkunpb der Diastase voneinander unzweideutig nachweisen konnte. 

6 Dies steht in Dbereinstimmung mit einem Befund von F r B n k e I  und H a m -  

7) vergl. Bhnliche Beobachtungen von F r B n k e l  und H a m b u r g ,  1. c., bei 

1) Disserlat., Mfinster i. W. 1923. 
2) E n l e r ,  Chemie der Enzyme11 1. S.116ff. [1922]; vergl. auch U . O l s s o n ,  

b u r g ,  Hofm.  Beitr. 8, 389 [1906]. 

110 Volt Klemmenspannung. 

H.126, 29 [1922]. 
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Janrg. LVII. 21 




