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so errechnet sich aus obiger Drehuug eine Ausbeute an a-Methyl-glucosid von 81 %. Diese 
Zahl wird aber etwas zu giinstig sein, da infolge der Fliichtigkeit der Amide beim Ein- 
dampfen der Losung etwas verlorengegangen sein kann. Der wirkliche Wert der Ausbeute 
wird also zwischen 71 % und 81 % liegen; er ist als ungefahrer Mittelwert mit 75 % an- 
genommen. 

Einem Einwand mul3te bei dieser Berechnungsart der Ausbeute aus der 
Drehung noch begegnet werden, namlich dem, daB die spez. Drehung von 
Methyl-glucosid eine andere ist, wenn drei Mol. Acetamid und ein Mol. Tri- 
chlor-acetamid in der wal3rigen Losung zugegen sind. Ein entsprechender 
Versuch rnit einem kunstlich hergestellten Gemisch von reinem a-Methyl- 
glucosid rnit obigen Mengen an Amiden ergab, dal3 diese Befiirchtung unzu- 
treffend ist. Die spez. Drehung war innerhalb der Fehlergrenzen identisch 
mit der von reinem or-Glucosid allein. 

SchlieBlich wurden noch Versuche angestellt, wie die Temperatur bei 
der Umsetzung des Tetrachlor-Korpers rnit Methylalkohol und Silbercarbonat 
die Ausbeute an a-Glucosid beeinflu&. Es wurde im Gegensatz zu den anderen 
Versuchen bei Zimmer-Temperatur gearbeitet. 

2.82 g Tetrachlor-Korper wurden in 80 ccm wasserfreiem Ather gelost, 
120 ccm Methylalkohol und 5 g Silbercarbonat zugegeben und etwa 60 Stdn. 
bei Zimmer-Temperatur geschuttelt. Von Vorversuchen war bekannt, da13 die 
Umsetzung etwa 50 Stdn. erfordert. Nach dieser Zeit wurde im Vakuuni 
auf die Halfte eingedunstet, um den Ather zu vertreiben, dann mit Ammoniak 
verseift und nach q-stdg. Stehen ganz eingedampft. Der Ruckstand 1oste 
sich in Wasser nur unvollstandig, unter Abscheidung einer Fliissigkeit, die 
auf Grund der starken Isonitril-Reaktion und des hohen Chlorgehalts wohl im 
wesentlichen Trichlor-essigsaure-methylester war. Da die Triibung durch 
Filtrieren nur teilweise fortzuschaffen war, mul3te in einem Gemisch von 
Wasser und Aceton polarisiert werden. Auf 250 ccm aufgefullt, wurde im 
2-dcm-Rohr eine Drehung von +o.66 i 0 . 0 1 ~  gefunden. Unter Vernach- 
lassigung etwaiger Verluste berechnet sich ein Gehalt an a-Methyl-glucosid 

In einem Kontrollversuch wurde noch festgestellt, daI3 weder die Gegenwart von 
Aceton, noch die der Saureamide die spez. Drehung wesentlich beeinflu&. 

Das Arbeiten in der Siedehitze ist bei weitem vorteilhafter und gestattet 
einen vie1 grol3eren Anteil des Tetrachlor-Korpers in a-Glucosid zu ver- 
wandeln. 

Dal3 die Versuche bei dem Interesse, das die Synthese von or-Glucosiden 
beanspruchen kann, fortgesetzt werden, bedarf wohl keiner besondereii 
Betonung. 

von 54%. 

252. Richard WillstBtter: Zur Frage der protein-artigen Natur 
der Saccharase. 

(Eingegangen am 15. Juni 1926.) 

Hinsichtlich der Schlufifolgerungen, die sich aus den Analysen zahlreicher 
und verschiedenartiger Praparate von S a cc h a r a s  e ziehen lassen, suchen die 
an der Arbeit beteiligten Forscher, wie die Mitteilung ,,Saccharase (VI.)" von 
H. v. Eu le r  und K. Josephson1) zeigt, ~bereinstirnmung zu erzielen. 

l) 8. 59, 1129 119261. 
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Es wird von Nutzen sein, die Ansichten uber die Bedeutung der Protein- 
substanzen fur die Zusammensetzung der Saccharase und anderer Enzyme 
noch scharfer auszudrucken, damit noch bestehende Unterschiede in den 
Auffassungen zu klarenden weiteren Analysen anregen konnen. 

Meine Versuche zur. Rein igung der  Saccharase  waren von dem 
Gedanken geleitet, das Enzym irnmer von denjenigen Begleitstoffen zu be- 
freien, die auf Grund von Analysen weniger reiner Praparate als wesentlich 
fur die Zusammensetzung und Natur des Enzyms galten. Jede neue Hypothese 
uber den chemischen Aufbau der Saccharase rief neue Fragen fur die prapara- 
tive und analytische Arbeit hervor und wurde deshalb dankbar aufgenomrnen 
und verfolgt. Die Enzyrnpraparate wurden planrnaBig von den einzelnen 
Bestandteilen, deren Bedeutung fur die Zusamrnensetzung des Enzyms zur 
Erorterung stand, rnehr und mehr, bis zur Bedeutungslosigkeit, befreit. Dabei 
gelang es zwar nicht, beispielsweise die Saccharase von allen nachweisbaren 
Begleitstoffen ganz zu befreien, aber doch immer von denjenigen, auf die es 
gerade ankarn. Das Ergebnis war, daB sich die Saccharase von chernisch 
definierbaren hochmolekularen Stoffen, wie Kohlehydraten, Phosphor- 
verbindungen und Proteinsubstanzen, ohne EinbuBe an Aktivitiit, sogar an 
Bestandigkeit, ganzlich oder fast ganz befreien lie13. Fur den Aufbau der 
Saccharase unentbehrliche kolloide Stoffe sind analytisch noch nicht definiert 
worden. 

Im Folgenden sol1 nochrnals gepruft werden, ob es berechtigt ist, den 
t ryp tophan-ha l t i gen  Begleitstoff de r  Saccharase  nach H. v. Eu le r  
und K. Josephson zu den Bestandteilen des Enzyms, zu den Bausteinen 
des , gewaltigen Enzym-Molekuls", zu zahlen und ihm eine biologisch wichtige 
Rolle zuzuschreiben, oder aber ob die tryptophan-haltige Substam, wie es 
meine Folgerung aus den veroffentlichten Analysen war, ein fur die Natur 
der Saccharase bedeutungsloser Begleitstoff, so etwa wie Hefegummi, ist. 

Meine III., IV. und V. Arbeit2) uber Invertin fuhrten als eine nutzliche 
Voibereitung fur die Anwendung der Adsorptionsmethode das Altern der Hefe- 
Autolysate ein; der proteolytische Abbau veranderte die Saccharase-Begleiter 
derart, daB das Adsorptionsverhalten gunstiger wurde, die Adsorptionswerte 
bedeutend anstiegen. Den so gewonnenen Praparaten war aber ein fruher 
nicht zu beobachtender hoher Gehalt an Proteinsubstanzen eigen, die durch 
die Millon-Probe gekennzeichnet waren. Dies waren so reichlich und hart- 
nackig anhaftende Begleitstoffe, dalj ihre Beseitigung als eine Probe auf die 
Abtrennbarkeit der Proteinsubstanzen gelten konnte. Quantitative Ver- 
suche uber die Millon-Reaktion lehrten dann (Abhandlung V und VII13)), 
daB bei neutraler Reaktion gewonnene, frische Autolysate und daraus bereitete 
Praparate vollig frei von den fur die Millon- Reaktion verantwortlichen, 
vermutlich tyrosin-haltigen Begleitern waren. 

Von da an suchten wir die Autolysate immer rascher zu bereiten und in 
frischem Zustand zu verarbeiten. Solches Material war in unseren Handen, 
als H. v. E u 1 e r und K. J o s e p h s o n4) den Tryptophan-Gehalt ihrer 

2, R. W i l l s t a t t e r ,  J .  Graser  und R. K u h n ,  H. 123, I [1922]; R. W i l l s t a t t e r  
und W. Wassermann,  H. 123, 181 [1922]; R. W i l l s t a t t e r  und K. Schneider .  
H. 133, I93 [1923/24]. 

a )  H. 133, 193. und zwar 224 [1g23/24]; H. 142, 257, und zwar 291 [1924/25]. 
4, B. 57, 859 [1924]. 
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Saccharase-Praparate entdeckten. Die Stockholmer Praparate von S. W. 3.7 
und 4.0 enthielten 4.93 und 5.58%, die Praparate meines Laboratoriums 
(Abbandlung VII15)) von S. W. 6.67 und 3.57 sogar 8.9 und 9.2. Dam kam 
spater ein Praparat (Abhandlung X6)) vom S. W. 8.55 mit 8.6% Tryptophan 
und Praparate (Abhandlung XI17)) von S .  W. 8.4, 11.9 und 9.7 mit Trypto- 
phan-Gehalten von 2.0, 3.9 und 3.5%. Zum Zwecke des Vergleichs schlug 
ich vor, die analytischen Angaben, z. B. Gehalte an Hefegummi, am Trager 
der Millon-Reaktion, an tryptophan-haltiger Substanz auf I S. E. zu be- 
ziehen. So berechnet, betragen die Tryptophan-Mengen in den erwahnten 
letzten Saccharase-Proben (0.12, 0.16 und 0.18 mg auf I S. E.) nur bis 
*/a von den Werten der Stockholmer und Miinchener Praparate des Jahres 1924. 

Es ist auch daran zu erinnern, dafl schon ein allerdings weniger gutes, 
weitgehend inaktiviertes Praparat meiner I. Arbeit iiber Invertin von 
Tryptophan frei war, und daS auch wiederholt wohldefinierte, gute Saccharase- 
Proben von Tryptophan q u a n t i t a t i v  bef re i t  wurden, namlich ein Praparat 
der Abhandlung VIII vom direkt bestimmten S. W. 4.16 und eines der XTI. 
Abhandlung vom indirekt bestimmten S. W. 4.17. Es sollte geniigen, in 
irgendeinem Falle Saccharase ohne Tryptophan darzustellen, um die Belang- 
losigkeit dieses Bestandteils zu erweisen. 

Der Forderung von H. v. E u l e r  und K. Josephson,  es miifiten zur 
Abtrennung des Tryptophans, um dessen Entbehrlichkeit erkennen zu lassen, 
reproduzierbare Methoden angegeben werden, war damit noch nicht geniigt . 
Aber unsere Erfahrungen weisen doch auf einen neuen Weg hin, der sicher 
zu Saccharase-Praparaten von niedrigem, praktisch bedeutungslosem Trypto- 
phan-Gehalt fiihrt. 

Die Vermehrung des Enzyms in der Hefe nach dem Verfahren der Garung 
bei niedrigster Zucker-Konzentration von R. Wi l l s t a t t e r ,  Ch. D. Low r y  
und K. Schneider  (Abhandlung IXB)) lieferte uns Hefen mit 15- bis zo-ma1 
mehr Saccharase, aber nach den Analysen der Abhandlung Xl0) mit unver- 
andertem Tryptophan-, uberhaupt Eiweil3-Gehalt. Wahsend wir in Munchener 
Bierhefe auf I S. E. 150 mg Tryptophan, in den zugehorigen Autolysaten 
68-76 mg antrafen, betrug das Tryptophan in invertin-reicher Hefe 13, im 
Autolysat nur 2.5 mg auf I S. E.  Und allein die Dialyse geniigte, um von 
dieser Tryptophan-Menge mehr als go yo zu entfernen und uns ein Ausgangs- 
material von S. W. 2.5 mit nur 0.23 mg Tryptophan auf I S. E. (1.16 und 
1.25 % der Trockensubstanz) in die Hande zu geben. Da in den maflgebenden 
Praparaten des Stockholmer Laboratoriums 0.67 und 0.70 mg auf I S. E. 
trafen, so ist der Tryptophan-Gehalt des neuen Ausgangsmaterials, noch ehe 
die Reinigung mittels einer der Adsorptionsvornahmen begann, nur von 
demjenigen der friiheren guten Praparate, nicht einmal der tryptophan- 
reichsten. 

6 )  R. W i l l s t a t t e r  und I(. Schneider ,  H. 142, 257 [1g24/25]. 
6 )  R. W i l l s t a t t e r ,  K. Schneider  und E. B a m a n n ,  H. 147, 248 [I925], und 

7 )  R. W i l l s t a t t e r ,  K. S c h n e i d e r  und E. Wenzel ,  H. 151, I [1925/26], und 

8 )  R. W i l l s t a t t e r  und F. R a c k e ,  A. 425, I [1g20/21]; vergl. R. W i l l s t a t t e r  

zu'ar S. 274. 

zwar S. 22. 

und K. Schneider ,  H. 142, 257 [1924/25], und zwar S. 304. 
H. 146, 158 [I925]. lo) H. 147, 24s [1925]. und zwar S. 259. 
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Wenn ich auch an diesem Punkte die Arbeit abzubrechen genotigt wa:, 
so darf ich doch auf die Methode hinweisen, nach der man dieses neuartige 
Ausgangsmaterial verarbeiten muB, um auf einf ache Weise das Tryptophan 
noch weitergehend abzutrennen. Die aus invertin-reichster Hefe durch ,,ge- 
brochene Freilegung unter Neutralisation" gewonnenen Autolysate sollen 
vor der Dialyse der Alterung unterworfen werden, wobei erfahrungsgemiis 
der tryptophan-haltige durch andere Begleitstoffe verdrangt wird. Dann ist 
nach einer Dialyse von sehr langer Dauer die Reinheitssteigerung durch Ad- 
sorptionsmethoden auszufuhren. 

Es erscheint als nicht unbedenklich, FoIgerungen hinsichtlich des Stick- 
stoff-, Schwefel-, Protein-Gehaltes und dergl. auf Analysen der Praparate 
von If = 303 und 320, d. i. S. W. 6.5 bis 6.9, zu grunden, nachdem doch dcr 
Reinheitsgrad der Saccharase bis auf Saccharase-Werte von 10 bis gegen 12; 
gesteigert worden ist. 

Die Steigerung des Reinheitsgrades hat noch nicht zu dem Ende gefuhrt, 
daB ein Enzym in einem fur die Analyse geeigneten Zustand vorlag. Immerhin 
ist die Adsorptionsmethode so leistungsf ahig geworden, daB auBer allen 
moglichen, chemisch nachweisbaren Begleitstoffen auch so hartnackig an- 
haftende, wie es inaktiviertes Enzym ist, abgetrennt werden konnten. Aus 
dem Adsorptionsverhalten der reinsten Saccharase-Priiparate liii13t sich 
schlieBen, daB sie schon einen hohen Bruchteil von Enzym enthalten. 

265. J. Houben und E. Pfankuch: imer Imfno-lactone und Salze 
ungesHttigter Nitrile. 

[Aus d. Chem. Laborat. d. Biolog. Reichsanstalt Berlin-Dahlem.] 
(Eingegangen am 10. Mai 1926.) 

Primare Alkohole bilden nach den Untersuchungen von Pinner l )  mit 
Ni t r i len  und Halogenwasserstoff in recht allgemeiner Reaktion die Salze 
von Imino-a thern .  Auch die spater untersuchten2) sekundaren Alkohole, 
sowie Phenole reagieren in demselben Sinne, wahrend die Uinsetzung mit 
tertiaren Akoholen durch Wasser-Abspaltung verhindert wird. 

Wie im Folgenden gezeigt wird, reagieren Hydroxyl- und Cyan-Gruppen 
unter dem EinfluB von Halogenwasserstoff auch dann miteinander, wenn sie 
der gleichen Molekel angehoren, sofern das H y d r o x y l  in  8-Stel lung 
ZUT Cyan-Gruppe  steht. Es vollzieht sich eine in t r amoleku la re  An- 
lagerung u n t e r  RingschluB u n d  E n t s t e h u n g  von Imino-S-lactonen,  

charakterisiert durch die Gruppierung 0 - C  : NH. Diese Gruppierung ist 
gekennzeichnet dadurch, daB sich die NH-Gruppe leicht in die Oximino-, 
Hydrazon-, Phenyl-hydrazon- usw. Gruppe uberfuhren IaBt, nach dem 
gleichen Verfahren, welches von Houben3)  zur Uberfiihrung der Imino- in 
Oximino-kohlensaureester und der Imino-ather in Hydroximsaure-ester 
benutzt worden ist. 

Nur einzelne Imino-lactone waren bisher bekannt, wenn auch auf ganzlkh 
andere Weise dargestellt. G a b r  ie14) erhielt ein Imino-phthalid durch Er- 

I 1  

l) Die Imidoather. Berlin 1892. 
*) H o u b e n  und Blaese,  Dissertation d. letzteren, Berlin 1923. 
7 J. Houben und E. S c h m i d t ,  E. 46, 2447, 3616 [1913]; H o u b e n  und E. P f a n -  

*) Gabr ie l ,  13. 20, 2235 [1887], 31, 2732 r18g81. kuch,  J. pr. [ 2 ]  105. 20 [1922]. 




