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382. A. Stepanow und A. Kusin:
Uber die Synthese einer Kohlenstoffkette mittels Enzyme. II. Mit-
teilung: Zum Studium der Carboligase.
(Aus d. Laborat. fiir organ. Chemie d. Medizin. Fakultit u. d. Wissenschaftl. Forschungs-
Instituts fiir Chemie an d. I. Moskauer Universitit.]
(Eingegangen am 11. Juni 1930.)

Unsere vorhergehende Arbeit!) {iber die Wirkung der Hefen-En-
zyme auf die Glyoxylsidure veranlafite uns, an die Untersuchung des
synthetisierenden Agens, der Carboligase, ndher heranzutreten. Unser
Interesse richtete sich auf die Darstellung eines trocknen Prdparates, da
das Arbeiten mit dem Macerationssaft es unméglich macht, die Konzen-
tration des wirkenden Agens zu erhéhen, und anderseits der Macerationssaft
ein Aufbewahren ausschliefit, wodurch das Anstellen von Versuchen zur
quantitativen Untersuchung der Enzym-Wirkung erschwert wird. Zur
Fillung des wirkenden Agens benutzten wir Alkohol, ein Gemisch von
Alkohol und Aceton, Ammoniumsulfat, sowie die Adsorption durch
Aluminiumhydroxyd. Zur Bestimmung der Aktivitit der erhaltenen
Priaparate diente uns die Synthese von Methyl-acetyl-carbinol aus
Brenztraubensiure?). Die Fillung durch Alkohol lieferte kein aktives Pra-
parat; die durch ein Alkohol-Aceton-Gemisch gab nur schwach wirkende
Niederschlige, die durch Ammoniumsulfat fithrte zu ausreichend aktiven
Priaparaten, die erhaltenen Niederschlige waren aber unbedeutend, ins-
besondere bei Anwendung eines durch lang dauernde Maceration erhaltenen
Saftes (s. Versuchsreihe 1) (die lang dauernde Maceration war zwecks voll-
stindigerer Enzym-Extraktion erwiinscht).

Die erhaltenen Suspensionen lassen sich durch Zentrifugieren schwer
trennen, und nur ihre Adsorption durch Aluminiumhydroxyd (Orthohydroxyd,
v-Form?3)) lieferte ein Priparat von ausreichender Aktivitit und in guter
Ausbeute. Der erhaltene Niederschlag, rasch im Vakuum getrocknet, gibt
ein weiles, schwach gelblich geténtes Pulver, dessen Aktivitat stets grofer
ist als die der zur Darstellung des Priparates bendtigten Menge des Saftes
(s. Versuchsreile 2, Versuche 4 und 6). Das erhaltene Priparat wurde 4 Mo-
nate aufbewahrt (s. Versuchsreihe 3). Es wurde das proportionale Verhiltnis
zwischen der Konzentration des erhaltenen Priparates und der Ausbeute
an Methyl-acetyl-carbinol gezeigt (s. Versuchsreihe 4).

Die Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Reaktion bildete den Inhalt
der Versuchsreihe 5. Um die Abhingigkeit des Verlaufs der Synthese von
der Temperatur aufzuklaren, wurden Versuche bei verschiedenen Tem-
peraturen angestellt und die Mengen des entstandenen Methyl-acetyl-carbinols
bestimmt. Wie aus der Versuchsreihe 6 ersichtlich ist, kann die Synthese
schon bei 0° nachgewiesen werden; als Hochsttemperatur erscheint 60°,
das Optimum liegt bei 25—35°. Das Sinken der Aktivitit oberhalb
35° veranlaBte uns, die Entaktivierung des Enzyms durch vorldufiges Er-
wirmen auf verschiedene Temperaturen einer niheren Betrachtung zu unter-
ziehen (s. Versuchsreihe 7). 5 Min. langes Erhitzen ergab ein scharfes Sinken
der Aktivitit bereits bei 40° (um 58%). Bei 50° sank die Aktivitit um 9o9%,.
Bei 55° wurden nur Spuren Methyl-acetyl-carbinol gebildet. Parallel wurden
Versuche mit demselben Priparat angestellt, um die Ausscheidung des

1) B. 68, 1147 [1930]. %) Biochem. Ztschr. 181, 178 [1922].
3) Nach R. Willstdtter, H. Kraut u. O. Erbacher, B. §8, 1118 [1923], §7, 1088

[1924].
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Kohlendioxyds (EinfluB der Carboxylase) festzustellen. Wie die Tabelle
zeigt, wurde bis 50° keine merkliche Behinderung der Carboxylase-Wirkung
beobachtet. Schlieflich wurde die Einwirkung des Chloroforms auf das er-
haltene Praparat untersucht, die in einer fast vélligen Unterbindung der Carboli-
gase bei kaum verdnderter Carboxylase-Wirkung bestand (s. Versuchsreihe 8).

Die erhaltenen Resultate liefern das Material zur Beurteilung des en-
zymatischen Charakters der sich hier abspielenden Synthese und zeigen
einige Unterschiede in den Eigenschaften des hier wirkenden Agens (Carboli-
gase) von denen der Carboxylase, in deren Wirkung W. Dirscheld) die
einzige Ursache der Synthese der Kohlenstoffkette in den Versuchen mit.
dem Hefesaft sieht. Fiir diesen Unterschied kann auch die Synthese der
Oxy-oxo-bernsteinsdure in unseren Versuchen iiber die Einwirkung des.
Hefesaftes auf die Glyoxylsiure®) Zeugnis ablegen. In Zukunft werden wir
unsere Versuche mit der Glyoxylsiure unter Benutzung eines trocknen,
besser -gereinigten Carboligase-Priparates fortsetzen. Gegenwirtig sind wir
mit einer Untersuchung der Verbreitung des synthetisierenden Agens in
den Pflanzen beschiftigt.

Beschreibung der Versuche.

Zur Darstellung der Priparate benutzten wir in unseren Versuchen
bei 35° getrockneté Bierhefe fiir Obergirung. Die Aktivitit der erhaltenen
Priparate wurde folgendermaflen untersucht: das Préparat wurde in 5 ccm
Wasser -gelost und die Losung mit Io ccm einer 0.25 g Brenztrauben-
sdure und I1.64 g Na,HPO, + 12H,0 enthaltenden Lésung gemischt. Die
Gesamtlésung wurde unter Toluol-Zusatz in einen Thermostaten gebracht.
Nach Verlauf einer bestimmten Zeitdauer (s. Versuche) wurden zur Lésung
5cem einer gesdttigten Bleiacetat-Losung zugefiigt. Das bezweckte
einerseits, die Reaktion zum Stillstand zu bringen, andererseits die Haupt-
EiweiBmasse zu entfernen, da sie durch Schaumbildung die spitere Destil-
lation sehr erschwert. Hierauf wurde zentrifugiert, dann die klare Fliissig-
keit vom Toluol getrennt und in einen Wurtz-Kolben eingetragen; nach
Zusatz von 5 cem einer 20-proz. Eisenchlorid-Losung wurden genau
10 ccm Fliissigkeit in eine eisgekithlte Vorlage abdestilliert. Zur Gewinnung,
vergleichbarer Resultate wurde stets ein und derselbe Destillationsapparat.
benutzt. Das Destillat wurde der Reihe nach versetzt mit 20 Tropfen einer
25-proz. Ammoniak-Losung, 10 Tropfen einer Hydroxylamin-Hydro-
chlorid-Lésung und 5 Tropfen einer I0-proz. Nickelchlorid-Ldsung.
Nach 3-stdg. Erwiarmen und anschlieBendem 24-stdg. Stehenlassen wurden
die ausgeschiedenen charakteristischen Nadeln des Nickelsalzes des
Dimethyl-glyoxims mit Hilfe eines Mikro-trichters abfiltriert, bei 100°
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und schliefllich gewogen. Die Aktivitit
kommt in den folgenden Tabellen in Milligrammen des erhaltenen Salzes.
zum Ausdruck. Das wihrend der Reaktion sich ausscheidende Kohlendioxyd.
wurde volumetrisch bestimmt.

Versuchsreihe 1: Einflufl der Macerations-Dauer.

. Aktivitit Menge des Saftes
Macerations-Dauer von 1o cem Saft  aus 100 g Hefe
Versuch 1 ( 2.5 Stdn. .......... ... i, 32 80 ccm
g 5 sy e 50 173 ,,
" 2 4 s ee e reaereatu s 60 150
? 7 s et ree i atieeaae s 80 185 ,,

4) Ztschr. physiol. Chem. 188, 225 [1930]. %) B. 63, 1147 {1930).
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Versuchsreihe 3: Aufbewahrbarkeit des Enzyms.

Dauer der Aufbewahrung ............ frisch nach nach nach nach
bereitet 1 Monat 2 Mon. 3 Mon. 4 Mon.
Aktivitit von 0.2 g d. Priparats ...... 40 41 38 4T 39
Versuchsreihe 4: Abhidngigkeit des Reaktions-Verlaufs von der Enzym-
Konzentration.
Menge des Enzym-Priparats pro Volumen-Einheit. o.2g 0.3g 0.48g 08g
Aktivitdt ... .. e e 33 46 70 92
Versuchsreihe 5: Zeitverlauf der Synthese bei 35°
Zeit seit Beginn der Reaktion (inStdn.) .................. I 4 8 24 48 7z
Menge des entstandenen Methyl-acetyl-carbinols ......... 5 I7 32 103 Q4 70
Versuchsreihe 6: Verlauf der Synthese bei verschiedenen Temperaturen.
Versuchs-Temperatur in ¢ .................... o 10 25 30 40 50 55 60
Menge des in 24 Stdn. entstandenen Methyl-acetyl-
carbinols ......... . i i 8 18 115 122 78 23 10 O

Versuchsreihe 7: Entaktivierung des Enzyms durch Erwidrmen.
Die Entaktivierung dauerte 5 Min. bei der jeweiligen Temperatur. Nach dem Ab-
kithlen wurde Brenztraubensiure zugefiigt und die Aktivitit bei 30° gepriift. Zur
Entaktivierung wurden o.4 g des Priparats Nr. 18 in 5 ccm Wasser verwendet.

Entaktivierungs-Temperatur in ¢ ................ 30 40 50 55 60 62
Aktivitit der Carboligase ...................... 210 88 20 Spuren o o
. ,, Carboxylase (in ccm CO,) o...... .. 22 22 22 II 4 1

Versuchsreihe 8: Einwirkung des Chloroforms.

0.3 g des Priparats Nr. 18 wurden in 5 ccn Wasser geldst und 5 Min. mit o.5 comx
Chloroform geschiittelt, worauf wie stets Brenztraubensiure zugefiigt wurde.

Ohne Mit Chloroform

Chloroform Versuch 1 Versuch 2
Aktivitdt der Carboligase ..................cu.tn 200 3 5
. ,, Carboxylase (in ccm COjp) ....vvnnts 25 20 24

383. Stig Veibel und Margrethe Hejde Simesen:
Uber die Darstellung von Methyldthern der Chinon-oxime.
(Eingegangen am 25. August 1930.)

Die Methylither der Chinon-oxime sind nach zwei prinzipiell ver-
schiedenen Methoden dargestellt worden: 1. Aus Chinon und O-Methyl-
hydroxylamin und 2. ausSalzen derChinon-oxime (Nitroso-phenole)
und Methyljodid oder Diazo-methan. Wihrend die erste Methode
keinen Zweifel an der Konstitution der entstehenden Verbindungen laBit,
sind nach der zweiten im voraus zwei Moglichkeiten vorhanden: es kinnen
Nitroso-anisole oder Chinon-oximither entstehen, und die Konstatierung,
daB beim Behandeln des p-Nitroso-phenol-Silbers mit Methyljodid Chinon-
oxim-methylither entstand?), war ein sehr wichtiges Argument fiir die An-
nahme der Chinon-oxim-Struktur des p-Nitroso-phenols. Dal es sich wirklich

1) Bridge, A. 877, 86 [1893].





