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452, Eugen Bamann und Paul Laeverenz:
Die Konfigurations-Spezifitdt der Leber-Esterase in ihrer Abhangig-
keit von Anderungen am Enzym-Komplex. (Fiinftel) Mitteilung
,,Uber asymmetrische Ester-Hydrolyse durch Enzyme‘! in der von
R. Willstitter, R.Kuhn und E. Bamann begonnenen Unter-
suchungsreihe.)
{Aus d. Chem. Laborat. d. Bayerisch. Akademie d. Wissenschaften in Miirichen.]
(Eingegangen am 15. Oktober 1930.)

Es ist noch nicht entschieden, ob die stereochemische Spezifitit
der Esterasen eine Eigenart der Enzyme ist, oder ob sie durch Begleit-
stoffe bedingt wird, mit denen sie in ihren physiologischen XKomplexen
mehr oder weniger eng assoziiert vorkommen. Diese Frage wurde zuerst
von R. Willstitter, E. Bamann und J. Waldschmidt-Graser? auf-
geworfen, und zwar zu der Zeit, als im Laboratorium von R. Willstéitter
insbesondere durch die Untersuchungen ,,Zur Kenntnis des Invertins die
Erfahrung gewonnen worden war, daB sich die Enzyme je nach ihrer Dar-
stellung und Reinigung mit den Begleitstoffen zn Aggregaten verschiedenster
Zusammensetzung zu vereinigen vermdégen, und da8 dadurch eine Reihe
von Merkmalen der Enzyme, wie ihre Stabilitit, ihr Adsorptionsverhalten
und sogar die Abhingigkeit des Wirkungsvermégens von der Wasserstofi-
Ionen-Konzentration stark beeinfluft werden kann3). Die wechselnde Ge-
sellschaft mit Begleitstoffen kénnte auch fiir die Konfigurations-Spezifitit
der lipatischen Enzyme verantwortlich sein; in diesem Falle erschiene die
grole Mannigfaltigkeit dieser Erscheinung, die sich dadurch ergibt, daB die
Lipasen nicht nur der verschiedenen Organe eines Tieres, sondern auch ein
und desselben Organes verschiedener Tiere bei der Spaltung eines ra-
cemischen Substrates quantitativ ganz verschieden auswihlen, gut verstindlich.

Durch weitgehende Reinigung mittels Adsorptionsverfahrens, die im
Falle der Lipasen und Esterasen gerade so, wie bei der Saccharase zu einer
Verinderung und Abtrennung der accessorischen Begleitstoffe fithrt4), ist
es jedoch bisher nicht gelungen, das optische Auswihlen zu beeinflussen.
Dasselbe Ergebnis zeitigte die Reinigung der Menschenleber-Esterase, die
wir nach dem Vorbild der Reinigung der Schweineleber-Esterase durch
H. Kraut und H. Rubenbauer nunmehr ausgefiihrt haben.

1) Fortsetz. d. III. Mitteil.; B. 68, 394 [1930].

%) Ztschr. physiol. Chem. 178, 155 [1927/28).

3) R. Willstdtter, J. Graser u. R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 128, 1 [1922],
u. zw. Teil D, Abschn. 2 u. 4; R. Willstdtter u. K. Schneider, Ztschr. physiol. Chem.
142, 257 [1924/25], u. zw. S. 264; R. Willstitter, K. Schneider u. E. Wenzel, Ztschr.
physiol. Chem. 161, 1 [1925/26].

4 R.Willstdtter u. E. Bamann, Ztschr. physiol. Chem. 173, 17 [1927/28];
H. Kraut u. H. Rubenbauer, Ztschr. physiol. Chem. 178, 103 [1927/28].
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Es ist aber auf einem anderen Wege méglich, die stereochemische
Spezifitit einiger Esterasen zu beeinflussen. Wir haben in der III. Mit-
teilung®) dieser Untersuchungsreilie berichtet, dall der Zusatz von optisch
aktiven Fremdstoffen, beispielsweise Strychnin, die optische Spezifitit
der Leber-Esterasen des Menschen und Kaninchens véllig verdndert. Diese
Zusatzstoffe vereinigen sich mit dem Enzym zu einem neuen Komplex mit
veranderten Eigenschaften. Dieser Komplex scheint nach den Befunden
der vorangehenden®) Arbeit dissoziabel zu sein, so dafl durch lingere Dialyse
wieder eine Trennung des Fremdkérpers vom Enzym erfolgt.

Einen weiteren Fortschritt haben wir nun dadurch erzielt, daf wir auf
die stereochemische Spezifitit auch ohne Zusatz von Fremdstoffen,
allein durch geeignete Vorbehandlung der Enzym-Priparate,
EinfluB nehmen konnen. Vergleicht man einen ammoniakalischen Auszug
aus einem Trockenpriparat (dargestellt durch Behandlung der Frischleber
mit Aceton und Ather) von Menschen- oder Kaninchen-Leber, der durch
Ausfillen von Eiweitoffen und darauffolgende Dialyse gereinigt ist, mit
einem gleich vorbehandelten Auszug aus demselben Trockenpriparat, das
einige Tage im Trockenschrank bei 60—65° gestanden hatte, oder mit einem
ebenfalls vorgereinigten Auszug aus Frischleber, die, zerkleinert und mit
Toluol vermischt, etwa eine Woche dem proteolytischen Abbau bei schwach
saurer Reaktion ausgesetzt worden war, hinsichtlich ihres optischen Aus-
wihlens bei der Spaltung von rac. Mandelsdure-ester, so sto8t man
auf erhebliche Unterschiede. Wihrend das Enzym aus dem unvorbehandelten
Trockenpriparat die beiden Komponenten des Racemates etwa gleich rasch
spaltet, bevorzugt die aus dem gedorrten Priparat gewonnene Esterase
unter den gleichen Reaktionsbedingungen den (4-)-Mandelsiure-ester ([e}p
der Mandelsiure == +12°) und die aus dem autolysierten Hackbrei dargestelite
.den (—)-Ester ([a]}, der Mandelsdure = —159%). Einige Beispiele, welche diese
Effekte in Richtung und Gréfe ersehen lassen, fithren wir in Tabelle 1 an.

Tabelle 1.

AbhéngigkeitdesoptischenAuswihlensvonderVorbehandlungder Enzyme.

(Die Analysen-Proben von 1oo ccm enthalten in den Versuchen mit Menschenleber-

Esterase 0.50 g rac. Mandelsiure-dthylester und 4.0 g Phosphat py = 7, in den Versuchen
mit Kaninchenleber-Esterase 1.0 g Ester und 4.0 g Puffer.)

Herkunft Spal- {elp
Vers. und tung d.
Behandlung des Enzyms (Proz.) | Mandelsiure

1 | Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug aus unvorbe-
behandelt. Trockenprip. mnach Essigsiure-Fillung

und Dialyse ......oiiiniiii i 14.5 — 240
2 | Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt.

Trockenprip. nach Essigsidure-Fillung und Dialyse 14.0 + 11.8%
3 }| Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug aus autolysiert.

Hackbrei nach Essigsiure-Fillung und Dialyse .... 15.0 —14.8¢

4 | Kaninchenleber 37): Ammoniakal. Auszug aus unvor-
behandelt. Trockenprdp. nach Essigsiure-Fillung

und Dialyse .......iiiiiiiiiii i e i i 7.1 — 6.0%
5 | Menschenleber 3: Ammoniakal. Auszug aus geddrrt.
Trockenprip. nach Lssigsdure-Fillung und Dialyse. 7.3 + 10.1*
%) B. 63, 394 [1930]. ) Ztschr. physiol. Chem. (im Druck).

) Trockenprip. vom 6. V. 1930.
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Diese Befunde sind wohl so zu verstehen, daB der Enzym-Komplex
auf Grund der Vorbehandlung eine Verinderung in seiner Konstitution er-
litten hat. Solche Verinderung kénnte, dhnlich wie nach dem Zusatz von
Fremdstoffen, durch Anlagerung eines spezifischen Stoffes, eines in
der Enzym-Losung entstehenden Abbauproduktes von Begleitstoffen oder
eines Zersetzungsproduktes des Enzyms, an den physiologischen Komplex
erfolgen; sie konnte aber auch durch eine Zerlegung des im lebenden
Organ gebildeten, festgefiigten Komplexes zustande kommen. Die erste
Moglichkeit halten wir fiir die wahrscheinlichere. Denn es wird — falls es
iiberhaupt méglich ist — schwieriger zu erreichen sein, das im Organismus
entstelende Gebilde, den physiologischen Komplex im engsten Sinne, unter
Erhaltung der chemisch wirksamen Gruppe zu zerlegen. Dieser Komplex
bedingt die feineren Unterschiede hinsichtlich der Herkunft des Enzyms,
die wir nur durch reaktionskinetische Messungen auffinden, und die sich
in der Verschiedenheit der Dissoziationskonstanten und Zerfallsgeschwindig-
keiten der Enzym-Sulstrat-Verbindungen &uBern, die also auch fiir die
stereochemische Spezifitit verantwortlich sind. In den Enzym-Ldsungen
und bereits an den Entstehungs-Orten vermogen diese Komplexe mit einzelnen,
den verschiedenen chemischen Korperklassen angehérenden Begleitstoffen
Aggregate zu bilden. Diesen, mit dem Enzym assoziierten Stoffen, die be-
stimmend sind fiir dessen Kolloidverhalten, sowie fiir gewisse physikalische
Einfliisse und die durch Reinigungs- und Adsorptions-Verfahren in wechseln-
dem Mafle abgetrennt werden kénnen, kommt erfahrungsgemid im allge-
meinen keine spezifische Bedeutung zu. Denn der Tatsache von der Un-
abhingigkeit der Aktivitits-p,-Kurven vom Reinheitsgrad des Invertins$)
steht das unveridnderte stereochemische Auswihlen ungereinigter und ge-
reinigter Esterasen gegeniiber. Andererseits ist mit der Anderung der Kon-
figurations-Spezifitit, die durch eine Anderung der chemischen Konstitution
des Enzym-Komplexes infolge Anlagerung spezifischer, fiir die chemisch
wirksame Gruppe nicht unbemerkt bleibender Stoffe bedingt ist, die Affi-
nitdts-Verschiebung gewisser Saccharasen durch Zusatz von Kochsiften?)
zu vergleichen.

Die Parallelen, die der Vergleich der Beobachtungen am Invertin und
an den KEsterasen ergibt, machen es aussichtsreich, die Auffassung, die
R. Kuhn%) beziiglich der Identitit der Saccharasen verschiedener Herkunft
ausgesprochen hat, auch auf die Verhiltnisse bei den Esterasen anzuwenden.
Da jedoch die reaktionskinetischen Messungen bei diesen Enzymen noch
nicht das klare Bild wie bei den Saccharasen gegeben haben, wahrscheinlich
auch nicht geben werden, so mufl es vorerst noch als Arbeits-Hypothese
gelten, dafl die Unterschiede hinsichtlich des optischen Auswihlens nicht
durch eine Verschiedenheit der reaktionsfihigen chemischen Gruppe der
Esterasen zu erkliren sind, sondern dal sie in der im Organismus vorge-
nommenen, wechselnden Verkniipfung mit spezifischen, die katalytisch wirk-
same Gruppe tragenden und beeinflussenden Korpern ihre Ursache haben.

8 R.Willstitter, J. Graser u. R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 123, 1 [1922],
u. zw.S. 50 u. 51; R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 125, 28 [1922/23], Teil 11, Abschn. 3.

%) Uber Spezifitit der Enzyme, von R. Willstitter u. R. Kuhn; II. Saccharase-
und Raffinase-Wirkung des Invertins von R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 125, 28
[1922(23], Teil II, Abschn. 6.

10) Ztschr. physiol. Chem. 125, 28 {1922/23], u. zw. S. 54.
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Beschreibung der Versuche.

I. Vergleich des optischen Auswihlens ungereinigter und ge-
reinigter Leber-Esterase des Menschen.

Zum Vergleich des optischen Auswihlens der Menschenleber-Esterase
in verschiedenen Reinheitsgraden stand uns das Enzym-Material der voran-
gehenden Abhandlung!!) dieser Reihe zur Verfiigung. Es waren ammoniaka-
lische Ausziige aus den mittels Acetons dargestellten Trockenpriparaten
zweier Lebern des Menschen, miBig gereinigt durch Abtrennen der durch
Essigsidure ausfillbaren FEiweillstoffe, sowie durch darauffolgende Dialyse
gegen flielendes destilliertes Wasser, ferner die durch Adsorptionsverfahren
daraus gewonnenen reinsten, heute zuginglichen Priparate. Die Reinheits-
grade entsprachen bei den Trockenpulvern dem Lipase-Wert!?) = 0.2 und
bei den daraus dargestellten und hinsichtlich ihres optischen Auswihlens
zu vergleichenden wenig- und hoch-gereinigten ILdsungen den Lipase Werten
=etwa 3 bzw. = 25.

Die weitgehende Abtrennung der zufilligen Begleitsubstanzen mittels
des schonenden Adsorptionsverfalirens wirkt sich auf das optische Auswéihlen
der Menschenleber-Esterase in den untersuchten Fillen nicht in erkennbarer
Weise aus.

Tabelle 2.
Vergleich des optischen Auswéihlens der Menschenleber-Esterase in ver-
schiedenen Reinheitsgraden.

(Die Analysen-Proben von 100 ccm enthalt. 0.50 g rac. Mandelsdure-dthylester; 4.0 g
Phosphat py = 7; 6 Lipase-Einh.!%); Reakt.-Dauer 5 Stdn.; t = 25°)

Beschreibung und Reinheitsgrad Spal- Dreh.-Winkel [elp
Vers. (Lipase-Wert) tung d. Mandelsdure d.
des Enzyms {Proz.) |(roccm;l=2 dm})| Mandelsdure

I Menschenleber 6: Ammoniakal. Auszug
nach Essigsidure-Fill. und Dialyse;
7« JP 11.0 4 0.00° + 0.0°
2 | Menschenleber 6: Elution Z22... I1.0 —o0.06° -——6.5°
3 | Menschenleber7: Ammoniakal. Auszug
nach Essigsidure-Fill. und Dialyse;
o 13.6 —o0.03° —2.6%
4 | Menschenleber 7: Elution S 25... 13.7 4 0.00% + 0.0

II. Unabhingigkeit der stereochemischen Spezifitit von der
Enzym-Menge.

Bisher ist noch keine Untersuchung niher darauf eingegangen, ob die
optische Auswahl der Esterasen von der Enzym-Menge abhingt. Das kénnte
sehr wohl der Fall sein, unter anderem und vor allem dann, wenn den iiblichen
Begleitstoffen des Enzyms ein Einflull auf sein Verhalten gegenilber den
Antipoden des Racemats zukime. Wir haben daher im AnschluBl an die

11y Ztschr. physiol. Chem., im Druck.

12) Die Enzym-Menge (Lipase-Einheiten der Tabellen) ist ermittelt unter den in
der II. Mitteil. (B. 62, 1538 [1929], u. zw. S. 1541) angegebenen Bedingungen. Der Rein-
heitsgrad ist bestimmt durch den Lipase-Wert, das ist die Zahl der in 1 cg der Trocken-
substanz enthaltenen Lipase-Einheiten.
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Versuche des vorstehenden Abschnittes diese Frage an einem groferen Enzym-
Material und in sehr weiten Spannen gepriift. Die Versuchs-Bedingungen
und -Ergebnisse sind in Tabelle 3 (8. 2944/45) enthalten.

Die Versuche mit Esterasen aus Menschen-, Schaf- und Schweine-Leber
zeigen iibereinstimmend, daB8 die stereochemische Spezifitit unabhingig ist
von der Enzym-Menge, selbst wenn man dieselbe in einem weiten Bereich,
bei Menschenleber-Esterase beispielsweise 1:50, bei Schweineleber-Este-
rase?8) 1: 60, variiert.

Vor kurzem haben P. Rona, R. Ammon und M. Werner4) in einer
Untersuchung iiber die stereochemische Spezifitit der Taka-Esterase auf
eine Abhingigkeit der optischen Spezifitit dieses Enzyms ,,von der Substrat-
und Ferment-Menge'* aufmerksam gemacht. ,,Wenn auch keine Anderung
des Drehungs-Sinnes' der Mandelsdure gezeigt werden konnte, so ist doch
deutlich eine Verminderung des [o]p durch VergréBerung der Ferment-
und Verkleinerung der Substrat-Menge erreicht worden.” Diese Darstellung,
sowie der Stab der Tabelle IIX: Verhaltnis von Ferment- zu Substrat-Menge
erwecken den Eindruck, als ob bei der von uns aufgefundehen und in der
I1. Mitteilung?®) dieser Untersuchungsreile beschriebenen Erscheinung der
,,Abhingigkeit der Konfigurations-Spezifitit von der Substrat-Konzen-
tration’” dem Verhditnis von Enzym- zu Substrat-Menge eine Bedeutung
zukime, Ein solcher Zusammenhang stiinde nicht im Einklang mit den
heute geltenden, von R. Kuhn?!$) entwickelten Vorstellungen iiber die Wir-
kung und die Spezifitit von Enzymen. Fir die von den genannten Forschern
gezogene Folgerung schien uns das eigene Material (3 Versuche) zu wenig
beweiskriftig, und in den aus fritheren Untersuchungen herangezogenen
Versuchen sahen wir keine Stiitze dafiir. Aus diesem Grunde unternahmen
wir eine Nachpriifung, welcher die Befunde von Rona auch nicht stand-
gehalten haben. Wir finden nidmlich das optische Auswihlen der Taka-
Esterase genau wie das der Leber-Esterasen unabhingig von der Enzym-
Menge und — wie nach den Aktivitits-ps-Kurven vorauszusehen war —
auch unabhingig von der Substrat-Konzentration.

Die Ausfiithrung der Versuche in Tabelle 4 wurde uns erméglicht durch
die freundliche Unterstiitzung der chemischen Fabrik Parke, Davis & Co.,
London W 1, der wir fiir die Ubersendung einer Probe frisch dargestellter
,undiluted Taka-Diastase Nr. 56020 unseren besten Dank ausdriicken.
Die Versuche 1a und 2 dieser Tabelle, in denen sich die Enzym-Mengen
wie 6: I verhalten, zeigen bei gleichen Spaltungsgraden die gleichen Werte
fiir [a]p der Mandelsiure. Und aus den Beispielen 3 und 4 darf man auf
eine Unabhingigkeit der Auswahl von der Substrat-Konzentration innerhalb

13) In der 1. Mitteil. (B. 61, 886 [1928]) wurde bei Schweineleber-Esterase ein An-
stieg der [a]p-Kurve bei kleinen Spaltungsgraden gefunden (Fig. 5, S. 89o). Die in
Anm. 12 dieser Mitteilung, sowie in Anm. 26 der II. Mitteilung gegebenen Erklirungen
fiir den Anstieg treffen nicht zu. Der Anstieg ist nimlich vorgetduscht durch Anwen-
dung eines nicht véllig sdure-ireien Esters. Die Nachpriifung mit demselben Enzym-
Material, sowie die Priiffung mit dem Enzym anderer Schweinelebern ergaben von den
ersten Spaltungsgraden an einen geringen, allméhlich zunehmenden Abfall der Kurve,
wie es die theoretischen Uberlegungen verlangen.

1) Biochem, Ztschr. 217, 42 [1929/30]. 15) B, 62, 1538 [1929].

18) Ztschr. physiol. Chem. 125, 1 u. 28 [1922/23]; Naturwiss. 1828, 732; C. Oppen-
heimer, R. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl. I, Leipzig 1925, S. 1931f.
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Ta-
Unabhéngigkeit der Konfigurations-Spezifitét der
(Die Analysen-Proben von 100 ccm enthalt. o.50 g rac. Mandelsdure-

Vers. Enzym

1a | Menschenleber 4: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u
b | Menschenleber 4: Ammoniakal. Auszug nach Essigsiure-Fill. u. Dialyse ......
2a | Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse ......
b | Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse ......
3a | Schafleber 1: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse .........
b ) Schafleber 1: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse .........
4a | Schweineleber 2: Ammoniakal. Auszug nach Essigséure-Fill. u. Dialyse ......
b | Schweineleber 2: Ammoniakal. Auszug nach Essigsiure-Fill. u. Dialyse ......

der Grenzen 0.10—0.60 g Ester: 50 ccm schlieBen. Das Maximum der Um-
satz-Geschwindigkeit ist bei einer Konzentration von o0.x g Ester: 50 ccm
noch nicht erreicht, sie nimmt bei Erhohung auf 0.25 g bzw. 0.60 g Ester zu.
Umgekehrt bewirkt die Vermehrung der Puffer-Menge (Versuch 5) eine Ver-
minderung der Spaltungs-Geschwindigkeit.

Tabelle 4.

Unabhingigkeit des optischen Auswihlens der Taka-Fsterase von der
Enzym-Menge, sowie von der Substrat-Konzentration.

(Die ‘Analysen-Proben von 350 ccm enthalt. als Substrat rac. Mandelsdure-ithylester.)

Enzym-| Substrat- |Phosphat-|Reakt.-] Spal- | Dreh.-Winkel [elp
Vers.| Menge Konzentrat.| Puffer | Dauer | tung | d. Mandelsiure d.
® (g:ccm) Ipu=7(g) |(Stdn.) {(Proz.)|(1occm; 1=2dm)| Mandelsdure
1a 0.30 0.25: 50 2.0 4 10.0 +0.46° +-109.50
b 0.30 0.25: 50 2.0 8 21.9 +0.92° + 99.7°
< 0.30 0.25: 50 2.0 14 37.2 +1.42° + 90.5°
2 0.05 0.25: 50 2.0 24 10.7 ~+0.49° +108.5°’
3 0.30 0.60: 50 2.0 16 19.5 +2.04° +103.5°
4 0.30 0.1I0: 50 2.0 4 18.7 +0.32° +-101.3%"
5 0.30 0.10: 50 6.0 8 27.1 +0.42°’ + 01.8°"

AuBlerdem stand uns ein jahrelang gealtertes, etwa 5-mal schwicher
wirksames Taka-Priparat zur Verfiigung?). Es war eines der iiblichen
Handels-Priaparate derselben Firma, die zur Behandlung der Stirke-Dys-
pepsie angewendet werden. Damit konnten wir in melhireren Versuchen die
Unabhingigkeit der optischen Spezifitit von der Enzym-Menge (1:20),
sowie von der Substrat-Konzentration bestitigen ; wir fanden groflere Enzym-
Mengen (4 g) (wohl wegen der dieses Gewicht ausmachenden Beimengungen),
sowie in Ubereinstimmung mit den obigen Resultaten gré8ere Puffer-Mengen

¥7) Wir verdanken dasselbe Frl. Dr. M. Rohdewald.
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belle 3.

Jeber-Esterase von der Enzym-Menge.
dthylester; 4.0 g Phosphat, pg = 7; t = 25°.)

Lipase- Reakt.- Spal- Dreh.-Winkel [et]p
Einh.1t) Dauer tung d. Mandelsidure d.
= ccm Losung (Stdn.) (Proz.) (tocem; 1= 2dm) | Mandelsiure
50 = 88.25ccm Y 8.2 +o0.03° + 4.3°
I= 177 , 163/, 5.4 +0.02° + 4.4°
30 =786 ,, 2 23.4 +o0.06° + 3.0°
3= 78 ,, « 108/, 11.9 +o0.00° + o.0°
20 = 86.2 ,, . s 9.6 +0.56° +69.2°
0.5 = 2.16 ,, 26%, 10.2 +o0.59° +68.5°
60 = 8r0 ,, Yq 5.9 +0.43° +86.3°
I = 1.35 ,, 20 59 +0.43° +86.3¢

hemmend und die Umsatz-Geschwindigkeit bei Erhshung der Substrat-
Konzentration von 0.10 g Ester auf 0.25 g: 50 ccm ansteigend 18).

1I1. Das optische Auswéhleﬁ bei verschiedener Vorbehandlung
der Enzyme.

Um einen weiteren Einblick in das Wesen der Konfigurations-Spezifitit
zu bekommen, haben wir gepriift, ob es méglich ist, mit Hilfe weniger schonen-
der Verfahren den Enzym-Komplex in spezifischer Weise zu verindern.
Eine Konstitutions-Anderung des Komplexes sollte sich auf die optische
Spezifitit auswirken. In der Tat beobachten wir nach gewissen Verfahren
der Einwirkung auf das Enzym in einer Reihe von Versuchen, und zwar
bei den Esterasen aus Menschen- und Kaninchen-Leber, eine erhebliche Be-
einflussung des optischen Auswillens. Vergleicht man Ausziige aus Trocken-
priparaten, die 2—3 Tage bei einer Temperatur von 60—65° im Trocken-
schrank aufbewahrt und dabei in ihrer Wirksamkeit auf etwa !/; zuriick-
gegangen waren, mit solchen aus den unvorbehandelten Trockenpulvern
hinsichtlich ihres optischen Auswihlens, so fillt eine starke Bevorzugung
des (4-)-Mandelsaure-esters auf; die Werte fiir [«]p der Mandelsiure sind
daher positiv. Einen etwa ebenso groBen Ausschlag der {[«]p-Werte nach
der negativen Seite beobachteten wir hingegen, wenn wir die Ausziige aus
zerkleinerten Frischlebern, die, mit Calciumcarbonat 1ind Toluol vermischt,
etwa 6 Tage bei Zimmer-Temperatur dem proteolytischen Abbau iiber-
lassen waren, herstellten. In einzelnen Fillen gelang es auch schon, allein
durch Einstellung alkalischer Reaktion (pg = etwa 8), die vor dem Versuch
wieder aufgehoben wurde, das optische Auswihlen des Enzyms zu beeinflussen ;
die Werte der spezifischen Drehung der Mandelsiure waren hier negativ.
Eine Ubersicht iiber diese Ergebnisse gibt die Tabelle 5. Bei den meisten
Beispielen enthielt die Analysen-Probe von 100 ccm 0.50 g Ester und 4 g
Phosphat-Puffer. Unter diesen Bedingungen erfolgt nimlich die Spaltung

18) Die Beschreibung der Taka-Esterase erginzen wir durch den Hinweis, daf sich
weder das frische, noch das gealterte Enzym-Priparat durch Strychnin, Chinin und
Chinidin (100 mg: 50 ccm) hinsichtlich des optischen Auswihlens und der Umsatz-
Geschwindigkeit beeinflussen lieB.
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Ta-
Abhingigkeit des optischen Auswihlens

(Die Analysen-Proben von 100 ccm enthalt. in Vers. 1 mit 3, 6 mit 11, 15 mit 19: 0.50 g
0.20 g Ester und 2.0 g Puffer, in Vers. 20 mit 23:

Herkunft
Vers. und
Behandlung des Enzyms

I Menschenleber 6: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse, gealtert
2 . 6: Auszug Vers. 1, 2 Tage bei alkal. Reaktion...............
3 v 6: Auszug Vers. 2, 2 Tage bei saurer Reaktion..............
4 - 6: Auszug Vers. I .........covivivennnnnn D,
5 - 6: Auszug VeIS. 2 . ....uitniirinnrnnanrnnnenonnnannnannnsnn
6 v 5: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse......
7 " 5: Ammoniakal. Auszug aus geddrrt. Trockenprdp. nach Essig-
saure-Fall, und Dialyse ......ccoveeiniirennrncinnsanenens
8 " 7: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse......
9 v 7: Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse
10 ’s 7: Auszug Vers. 9 ...... Ceeeeeterarageereatae e,
I " 7: Ammoniakal. Auszug aus geddrrt. Trockenprdparat mnach
v Essigsdure-Fill. u, Dialyse ................c.oiiiivinn.
12 s 70 Auszug Vers. 9 ...ttt ie i
13 . 7: AUSZUE VEIS. O v iiiiiuiriririnsaessnoeeessoaseonnasnne
14 . 7: Auszug VerS. II .. .....viteresroancacsntossocosasansans
15 . 7: Ammoniakal., dialysiert. Auszug aus Trockenprdp. d. autoly-
siert. Hackbreis ..........cciuieriuniinenennenenneennnnns
16 " 81%): Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse ........
17 " 8: Wibrig. Auszug aus frischem Hackbrei ...................
18 » 8: Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse
19 . 8: Ammoniakal. Auszug aus gedérrt. Trockenprdp. nach Essig-
sdure-Fall. u. Dialyse «....vviiviiniinennnrniinannsannnss
20a |Kaninchenleber3: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill, u. Dialyse ........
b . 3: Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse ........
212 . 3: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprdp. nach Essig-
siure-Fall. u. Dialyse .......veeieiiiecitannncecenansnans
b " 3: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprip. nach Essig-
saure-Fall. u. Dialyse ....covieniiiiiininininerneninanens
22 " 4%): Ammoniakal. Auszug nach Essigsdure-Fill. u. Dialyse ........
23 " 4: Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse

der beiden Antipoden des Racemates durch die iiblichen Ausziige aus Men-
schenleber mit nahezu gleicher Geschwindigkeit, so daB} die Werte fiir [a]p
der Mandelsiure in der Nihe von + 0° liegen. Andert sich nun auf Grund
der eben beschriebenen Verfahren das optische Auswihlen, so nimmt das
[«]p positive oder negative Werte an. So betragen in den Versuchen 8, 1r
und 10 die Werte fiir die spezifische Drehung der Mandelsiure bei etwa gleichen
Spaltungsgraden im Falle des iiblichen Auszuges aus unvorbehandeltem
Trockenpriparat: —2.6°, im Falle des Auszuges aus gedorrtem Trocken-
priparat: -412.3° und im Falle des Auszuges aus autolysiertem Hackbrei:
—14.5°. In den Beispielen 4 und 5, sowie 12 mit 14 der Tabelle 5 wurde eine

1%} Trockenpridparat vom 8. VII, 1930. %) Trockenprdparat vom 11. VII. 1930.
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belie 5.

der Leber-Esterase (V.).

o ______ ___ ___ ________ _____________ _ _ _ __ _ ______ ______|

vonder Vorbehandlungdes Enzyms.

rac. Mandelsfiure-ithylester und 4.0 g Phosphat, pg = 7, in Vers. 4 und 5, 12 mit 14:
1.0 g Ester und 4.0 g Puffer; t = 259)

2947

Lipase- Reakt.- " Spal- Dreh.-Winkel #1) [elp
Einh. Dauer tung d. Mandelsiure der
18) (Stdn.) (Proz.) (1occm; 1=2dm) | Mandelséure
6.0 5 11.0 -+ 0.00° + o.0°
6.0 5 I1.0 —o.11° —11.8°
6.0 5 10.4 —o.07° — 8.0°
45 5 - 207 —o0.24" —34.3°
6.0 5 28.3 —-0.43° ~—45.2°
4.3 5 10.4 —o0.04° — 4.5°
6.0 5 11.9 +o0.21° + 21.0°
6.0 5 13.6 —o0.03° — 2,6°
6.0 5 8.7 —o0.12° —16.3°
12.0 5 15.5 —o0.19° ~14.5°
6.0 5 11.5 +o0.12° +12.3°
5.0 5 16.2 —0.26° —47.4°
10.0 5 32.0 —0.45° —41.7°
5.0 5 30.3 —o0.24° —23.4°
6.0 5 8.1 -+ 0.00° + o0.0°
4.0 5 10.4 -+ 0,00° + o0.0°
49 5 7.7 —o0.02° — 3.0
10.0 5 17.7 —o.10° — 6.7°
6.0 5 13.8 4 o0.10° + 8.6°
32.9 21/, 5.0 —0.02° — 2.4°
32.9 4Ye 9.9 —o.10° — 6.0°
75 15Y, 77 +o0.12° + 9.2°
7.5 233/, 11.8 +0.17° 4+ 8.5°
50.0 5 18.9 —o0.25° — 7.9°
50.0 5 18.4 —o0.47° —15.2°

niedrigere Substrat-Konzentration gewihlt (siehe Kopf der Tabelle); in diesem
Konzentrations-Gebiet bewirkt die Vorbehandlung des Enzyms je nach seiner
Art eine Erhéhung oder eine Erniedrigung des negativen Wertes der spezif.
Drehung der Mandelsiure.

Priift man die Versuche der Tabelle 5 hinsichtlich des Verhiltnisses
des Wirkungsvermodgens der Esterasen gegenfiber Buttersiure-ester und
Mandelsiure-ester, indem man die angewandten lLipase-Einheiten in Be-
ziehung zur erreichten Spaltung des Mandelsiure-esters setzt, so verschiebt

1) Die Drehungswinkel stellen das Mittel aus etwa 6 Einzel-ablesungen dar, die
vom Mittel nie mehr als 4-0.02° differierten.
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sich im allgemeinen dieses Verhiltnis bei vorbehandeiten Enzymen zu Un-
gunsten der Mandelsaure-ester-Spaltung. Ob diese Quotienten-Verschiebung,
was sehr nahe lige, mit der Anderung des optischen Auswihlens in Zusammen-
hang zu bringen ist, kénnen wir noch nicht entscheiden. Es mufl zuerst
der Einwand entkriftet werden, dal die Esterasen durch die Vorbehandlung
instabiler werden und dann in der Versuchszeit von 5 Stdn. einer rascheren
Inaktivierung unterliegen als dieselben Enzyme ohne Vorbehandlung.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die
Forderung unserer Untersuchungen aufrichtigen Dank aus.

453. N. A. Orlow und W. W. Tistschenko: Uber neue Bil-
dungsweisen des Cumarons und des Diphenylenoxyds.
[Aus d. Laborat. fiir Kohlen-Chemie d. Kohlen-Forschungsinstituts Leningrad.]
(Eingegangen am 30. September 1930.)

Im Laufe unserer Arbeiten iiber die Bildungsreaktionen einzelner Be-
standteile des aromatischen Steinkohlenteers konnten wir die Beobach-
tungen von Kraemer und Spilker?) iiber die anBerordentliche thermische
Stabilitit des Cumarons in vollem MafBe bestitigen. In einer fritheren
Mitteilung stellte der eine von uns in Gemeinschaft mit Belopolsky?) fest,
daB3 bei pyrogener Spaltung des Hexahydro-diphenylenoxyds ein
(polymeres) Methyl-cumaron entsteht. Die Reaktion ist jedoch von
manchen Nebenprozessen begleitet, so dafl die Ausbeute an Methyl-cumaron
nur gering ist.

Untenstehend soll eine neue pyrogene Bildungsweise des Cumarons
beschrieben werden, die in glatter Weise vom Cumarin zum Cumaron fiihrt.
Die Zuganglichkeit des Ausgangsmaterials, gute Ausbeuten und der hohe
Reinheitsgrad des erhaltenen Cumarons lassen die neue Reaktion:

CH:CH
“<o . CO

als eine bequeme Darstellungsweise betrachten.

Auch in bezug auf die Bildungsweise des Cumarons im Kokerei-Teer
kann die neue Reaktion von einer gewissen Bedeutung sein, da die Cumarin-
Abkémmlinge im Pflanzenreiche sehr verbreitet sind und in einer mehr oder
minder verinderten Form auch als Bestandteile der Kohlensubstanz vor-
handen sein konnen.

DasCumarin kann alsa-Benzopyron betrachtet werden. Es lag deshalb der
Gedanke nahe, auch andere Pyron-Derivate den gleichen Versuchs-Be-
dingungen auszusetzen. Wenn die Reaktionsrichtung fiir Pyron-Derivate
allgemein ist, miissen dabei Furan- Abkémmlinge entstehen. Als ein zu-
gangliches Objekt wihlten wir zu weiteren Versuchen Xanthon, d. h. Di-
benzo-y-pyron. Der Versuch ergab als einzige Produkte seiner thermischen
Zersetzung nur Diphenylenoxyd (d. h. Dibenzofuran) und Kohlenoxyd:

O
CsH4<Fo_>CsH4 - Cstio‘/CeHA + CO.

CH
CeH ~ CeH,< . =CH + €O

1) B. 23, 81 [1890]. %) B. 62, 1752 [1929].





