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452. Eugen Bamapn und Paul Laeverenz: 
Die Konfigurations-SpezifitHt der Leber-Eeterase in ihrer AbhHngig- 
keit von Anderungen a m  Enzym-Komplex. (FiiPftel) Mitteilung 
, ,Ober aeymmetrische Ester-Hydrolyse durch Enzyme" in der von 
R. WilletHtter, R. Kuhn und E. Bamann begonnenen Unter- 

euchungereihe.) 
[Aus d. Chem. Laborat. d. Bayerisch. Akademie d. Wissenschaften in Miinchen.] 

(Eingegangen am 15. Oktober 1930.) 
Es ist noch nicht entschieden, ob die stereochemische Spezifi tat  

der  Esterasen eine Eigenart der Enzyme ist, oder ob sie durch Begleit- 
stoffe bedingt wird, mit denen sie in ihren physiologischen Komplexen 
mehr oder weniger eng assoziiert vorkommen. Diese Frage wurde zuerst 
von R. Wills ta t ter ,  E. Bamann und J. Waldschmidt-GraserB) auf- 
geworfen, und zwar zu der &it, als im Laboratorium von R. Wil ls ta t ter  
insbesondere durch die Untersuchungen ,,Zur Kenntnis des Invertins" die 
Erfahrung gewonnen worden war, daS sich die Enzyme je nach h e r  Dar- 
stellung und Reinigung mit den Begleitstoffen zu Aggregaten verschiedenster 
Zusammensetzung zu vereinigen vermogen, und da13 dadurch eine Reihe 
von Merkmalen der Enzyme, wie ihre Stabilitat, ibr Adsorptionsverhalten 
und sogar die Abhbgigkeit des Wirkungsvermogens von der Wasserstoff- 
Ionen-Konzentration stark beeinfldt werden kann3). Die wechselnde Ge- 
sellschaft mit Begleitstoffen konnte auch fiir die Konfigurations-Spezifitat 
der lipatischen Enzyme verantwortlich sein; in diesem Falle erscbiene die 
grol3e Mannigfaltigkeit dieser Erscheinung, die sich dadurch ergibt, dal3 die 
Lipasen nicht nur der verschiedenen Organe e i n e s Tieres, sondern auch e i n 
u n d  desselben Organes verschiedener Tiere bei der Spaltung eines ra- 
cemiscJienSubstrates quantitativ ganz verschieden auswiihlen, gut verstiindlich. 

Durcb weitgehende Reinigung mittels Adsorptionsverfahrens, die im 
Falle der Lipasen und Esterasen gerade so, wie bei der Saccharase zu einer 
Veranderung und Abtrennung der accessorischen Begleitstoffe fiihrt9, ist 
es jedoch bider nicbt gelungen, das optische Auswtihlen zu beeinflussen. 
Dasselbe Ergebnis zeitigte die Reinigung der Menschenleber-Esterase, die 
wir nacb dem Vorbild der Reinigung der Scbweineleber-Esterase dur& 
H. K r a u t  und H. Rubenbauer nunmehr ausgefiihrt haben. 

1) ~ortsetz. d. 111. Mitteil.: B. 88, 394 [1g30]. 
8, Ztschr. physiol. Chem. 173, 155 [1927/28]. 
3) R. Willstiitter, J .  Graser u. R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. l%3, I [ I~zz] ,  

u. ZW. Teil D, Abschn. z u. 4; R. Willstiitter u. K. Schneider, Ztschr. physiol. Chem. 
148, 257 [1gz4/z5], u. zw. S. 264; R. Willstatter, K.  Schneider u. E. Wenzel, Ztschr. 
physiol. Chem. 161, I [1925/26]. 

4) R. Willstiitter u. E. Bamann, Ztschr. physiol. Chem. 173, 17 [1927/28]; 
H. Kraut u. H. Rubenbauer. Ztschr. physiol. Chem. 173, 103 [1927/28]. 
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Es ist aber a d  einem anderen Wege moglich, die s te reochemische  
Spez i f i t a t  e iniger  Es t e ra sen  zu beeinflussen. Wir haben in der 111. Mit- 
teilung5) dieser Untersuchungsreihe berichtet, dal3 der Zusa tz  von op t i sch  
ak t iven  F remds to f fen ,  beispielsweise Strychnin, die optische Spezifitat 
der Leber-Esterasen des Menschen und Kaninchens vollig verandert. Diese 
Zusatzstoffe vereinigen sich rnit dem Enzym zu einem neuen Komplex rnit 
veranderten Eigenschaften. Dieser Komplex scheint nach den Befunden 
der vorangehendens) Arbeit dissoziabel zu sein, so da13 durch langere Dialyse 
wieder eine Trennung des Fremdkorpers vom Enzym erfolgt. 

Einen weiteren Fortschritt haben wir nun dadurch erzielt, daS wir auf 
die stereochemische Spezifitat auch ohne  Zusatz von Fremdstof fen ,  
a l le in  d u r c h  geeignete  Vorbehandlung de r  Enzym-Prapa ra t e ,  
E inf ld  nehmen konnen. Vergleicht man einen ammoniakalischen Auszug 
aus einem Trockenpraparat (dargestellt durch Behandlung der Frischleber 
mit Aceton und Ather) von Menschen- oder Kaninchen-Leber, der durch 
Ausfallen von EiweiStoffen und darauffolgende Dialyse gereinigt ist, rnit 
einem gleich vorbehandelten Auszug aus demselben Trockenpraparat , das 
einige Tage im Trockenschrank bei 60-65O gestanden hatte, oder rnit einem 
ebenfalls vorgereinigten Auszug aus Frischleber, die, zerkleinert und rnit 
Toluol vermischt, etwa eine Woche dem proteolytischen Abbau bei schwach 
saurer Reaktion ausgesetzt worden war, hinsichtlich ihres optischen Aus- 
wa.?dens bei der S p a l t u n g  von  rac. Mandelsaure-es te r ,  so stol3t man 
auf erhebliche Unterschiede. Wahrend das Enzym aus dem unvorbehandelten 
Trockenpraparat die beiden Komponenten des Racemates etwa gleich rasch 
spaltet, bevorzugt die aus dem gedorrten Praparat gewonnene Esterase 
unter den gleichen Reaktionsbedingungen den (+)-Mandelsaure-ester ([a] D 
der Mandelsaure = + IZO) und die aus dem autolysierten Hackbrei dargestellte 
den (-)-Ester ([.ID der Mandelsaure = -15”. Einige Beispiele, welche diese 
Effekte in Richtung und GroSe ersehen lassen, fiihren wir in Tabelle I an. 

Tabel le  I. 
A b h a n g i g k e i t  d e s  o p t i s c h e n  Auswahlens  von  d e r v o r b e h a n d l u n g  d e r  Enzyme.  
(Die Analysen-Proben von IOO ccm enthalten in den Versuchen rnit Menschenleber- 
Esterase 0.50 g ruc. Mandelsaure-athylester und 4.0 g Phosphat PH = 7. in den Versuchen 

mit Kaninchenleber-Esterase 1.0 g Ester und 4.0 g Puffer.) 
~~ ~ 

Herkunft 
und 

Behandlung des Enzyms 

Menschenleber 7 : Ammoniakal. Auszug aus unvorbe- 
behandelt. Trockenprap. nach Essigsaure-Fallung 

Menschenleber 7 : Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. 
Trockenprap. nach Essigsaure-Fallung und Dialyse 

Menschenleber 7 : Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. 
Hackbrei nach Essigsaure-Fallung und Dialyse .... 

Kaninchenleber 3 ’) : Amrnoniakal. Auszug aus unvor- 
behandelt. Trockenprap. nach Essigsaure-Fallung 
und Dialyse ................................... 

Menschenleber 3 : Ammoniakal. -4uszug aus gedorrt. 
Trockenprap. nach Essigsaure-Fallung und Dialyse . 

und Dialyse .................................... 

Spal- 
tung 
(Proz.) 

14.5 

14.0 

15.0 

7.1 

7.3 

D 
a. 

dandelsaure 

- 2.40 

+ rr.80 

- 1 4 . 8 ~  

- 6 . 0 ~  

+ I O . I @  

5 ,  B.  63, 394 [ r g ~ l .  
7)  Trockenprap. vom 6 .  V. 1930. 

e, Ztschr. physiol. Chem. (im Druck). 
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Diese Befunde sind wohl so zu verstehen, da13 der Enzym-Komplex 
auf Grund der Vorbehandlung eine Veriinderung in seiner Konstitution er- 
litten hat. Solche Veranderung konnte, ahnlich wie nach dem Zusatz von 
Fremdstoffen, durch Anlagerung eines spezifischen Stoffes, eines in 
der Enzym-Losung entstehenden Abbauproduktes von Begleitstoffen oder 
eines Zersetzungzproduktes des Enzyms, an den physiologischen Komplex 
erfolgen; sie konnte aber aucb durch eine Zerlegung des im lebenden 
Organ gebildeten, festgefugten Komplexes zustande kommen. Die erste 
Moglichkeit halten wir fur die wahrscheinlichere. Denn es wird - falls es 
uberhaupt moglich ist - schwieriger zu erreichen sein, das im Organismus 
entstehende 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-SuMstrat-Verbindungen adern,  die also auch fur die 
stereochemische Spezifitat verantwortlich sind. In den Enzym-Losungen 
und bereits an den Entstebungs-Orten vermogen diese Komplexe mit einzelnen, 
den verschiedenen chemischen Korperklassen angehorenden Begleitstoffen 
Aggregate zu bilden. Diesen, mit dem Enzym assoziierten Stoffen, die be- 
stimmend sind fur dessen Kolloidverhalten, sowie fur gewisse physikalische 
Einflusse und die durch Reinigungs- und Adsorptions-Verfahren in wechseln- 
dem MaBe abgetrennt werden konnen, kommt erfahrungsgemaB im allge- 
meinen keine spezifische Bedeutung zu. Denn der Tatsache von der Un- 
abhangigkeit der Aktivitats-pa-Kurven vom Reinheitsgrad des Invertins8) 
steht das unveranderte stereochemische Auswaen ungereinigter und ge- 
reinigter Esterasen gegenuber. Andererseits ist rnit der hderung der Kon- 
figurations-Spezifitat, die dur& eine Anderung der chemischen Konstitution 
des Enzym-Komplexes infolge Anlagerung spezifischer, fur die chemisch 
wirksame Gruppe nicht unbemerkt bleibender Stoffe bedingt ist, die Affi- 
nitats-Verschiebung gewisser Saccharasen durch Zusatz von Kochsiiftens) 
zu vergleichen. 

Die Parallelen, die der Vergleich der Beobachtungen am Invertin und 
an den Esterasen ergibt, machen es aussichtsreich, die Auffassung, die 
R. Kuhnlo) beziiglich der Identitat der Sacdarasen verschiedener Herkunft 
ausgesprochen hat, auch auf die Verhaltnisse 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 muB es vorerst noch als Arbeits-Hypothese 
gelten, daB die Unterschiede hinsichtlich des optischen Auswahlens nicht 
durch eine Verschiedenheit der reaktionsfiihigen chemischen Gruppe der 
Esterasen zu erklaren sind, sondern da13 sie in der im Organismus vorge- 
nommenen, wechselnden Verknupfung mit spezifischen, die katalytisch wirk- 
same Gruppe tragenden und beeinflussenden Korpern ihre Ursache haben. 

8 ,  R. W i l l s t a t t e r ,  J. G r a s e r  u. R. K u h n ,  Ztschr. physiol. Chem. 123, I [1922], 
u. zw. S. 50 u. 51; R. K u h n ,  Ztschr. physiol. Chem. 126, 28 [I922/23], Teil 11, Abschn. 3. 

O) Uber Spezifitat der Enzyme, von R. W i l l s t a t t e r  u. R. K u h n ;  11. Saccharase- 
und Raffinase-Wirkung des Invertins von R. K u h n ,  Ztschr. physiol. Chem. 126, 28 
[1g22/23], Teil 11. Abschn. 6. 

lo) Ztschr. physiol. Chem. 126, 28 [1922/23], u. zw. S. 54. 
189. 
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Vers. 

Berchrelbund der Verruche. 
I. Vergleich des optischen Auswiihlens ungereinigter und ge- 

reinigter Leber-Esterase des Menschen. 
Zum Vergleich des optischen Auswiihlens der Menschedeber-Esterase 

in verschiedenen Reeeitsgraden stand uns das Enzym-Material der voran- 
gehenden Abhandlung") dieser Reihe zur Verfiigung. Es waren ammoniaka- 
liscbe Ausziige aus den mittels Acetons dargestellten Trockenprlparaten 
zweier Lebern des Menschen, m a i g  gereinigt durch Abtrennen der durch 
Essigsaure ausfdlbaren EiweiBstoffe, sowie durch darauffolgende Dialyse 
gegen flieBendes destilliertes Wasser , ferner die durch Adsoqtionsverfahren 
daraus gewonnenen reinsten, heute zuganglichen Praparate. Die Reinheits- 
grade entsprachen bei den Trockenpulvern dem Lipase-Wertla) =0.2 und 
bei den daraus dargestellten und hinsichtlich ihres optischen Auswiihlens 
zu vergleichenden wenig-, und hoch-gereinigten Gsungen den Lipase Werten 
=etwa 3 bzw. T25. 

Die weitgehende Abtrennung der dalligen Begleitsubstanzen mittels 
des schonenden Adsorptionsverfahrens wirkt sich a d  das optische Auswahlen 
der Menschenleber-Esterase in den untersuchten Fallen nicht in erkennbarer 
Weise aus. 

Tabelle 2. 
Vergleich des o p t i s c h e n  Auswahlens  d e r  M e n s c h e n l e b e r - E s t e r a s e  i n  v e r -  

(Die Analysen-Proben von IOO ccm enthalt. 0.50 g rac. Mandelsaure-lithylester; 4.0 g 
Phosphat PH = 7;  6 Lipase-Einh."); Reakt.-Dauer 5 Stdn.; t = 25O.) 

schiedenen  Reinhei t sgraden .  

Beschreibung und Reinheitsgrad 
(Lipase-Wert) 
des Enzyms 

Menschenleber6 : Ammoniakal. Auszug 
nach Essigsaure-Fiill. und Dialyse; 
3.0 ............................ 

Menschenleber 6: Elution 
Menschenleber 7 : Ammoniakal. Auszug 

nach Essigsaure-Fall. und Dialyse ; 
2.9 ............................ 

5 22 ... 

Menschenleber 7: Elution 5 25 ... 

Spal- 
t u g  

(Proz.) 

11.0 

11.0 

13.6 

13.7 

Dreh.-Winkel 
d. Mandelsaure 

(1occm;1=2 dm 

f 0 . 0 0 0  

-0.060 

-0.030 

f 0 . 0 0 0  

[a1 D 
d. 

Mandelsaure 

* 0 . 0 0  

-6.5O 

' -2.6O 
f 0 . 0 0  

11. Unabhangigkeit der stereochemischen Spezif i ta t  von der 
Enzym-Menge. 

Bisher ist noch keine Untersuchung naher darauf eingegangen, ob die 
optische Auswahl der Esterasen von der Enzym-Menge abhangt. Das konnte 
sebr wohl der Fall sein, unter anderem und vor allem dann, wenn den iiblichen 
Begleitstoffen des Enzyms ein Einfld auf sein Verhalten gegenilber den 
Antipoden des Racemats zukame. Wir haben daher im Anschld an die 

11) Ztschr. physiol. Chem., im Druck. 
12) Die Enzym-Menge (Lipase-Einheiten det Tabellen) ist ecmittelt nnter den in 

der 11. Mitteil. (B. 62, 1538 [Ig2g], u. zw. S. 1541) angegebenen Bedingungen. Der Rein- 
heitsgrad ist bestimmt durch den Lipase-Wert, das ist die Zahl der in I cg det Trocken- 
substanz enthaltenen Lipase-Binheiten. 



Versuche des vorstehenden Abschnittes diese Frage an einem groBeren Enzym- 
Material und in sehr weiten Spannen gepruft. Die Versuchs-Bedingungen 
und -Ergebnisse sind in Tabelle 3 (S. 2g44/45) enthalh.  

Die Versuche mit Esterasen aus Menschen-, Schaf- und Schweine-kber 
zeigen iibereinstimmend, d d  die stereochemische Spezifitat unabhbgig ist 
von der Enzym-Menge, selbst wenn man dieselbe in einem weiten Bereid, 
bei Menschenleber-Esterase beispielsweise I : 50, bei Schweineleber-Este- 
rase13) I : 60, variiert. 

Vor kurzem haben P. Rona, R. Ammon und M. Werner14) in einer 
Untersuchung iiber die stereochemische Spezifitiit der Taka-Esterase auf 
eine Abhiingigkeit der optischen Spezifitat dieses Enzyms ,,van der Substrat- 
und Ferment-Menge" aufmerksam gemacht. , ,Wenn auch keine kderung 
des Drehungs-Sinnes - der Mandelsaure gezeigt werden konnte, so ist doch 
deutlich eine Verminderung des [cc]:a3n durch Vergrohnmg der Ferment- 
und Verkleinerung der Substrat-Menge erreicht worden." Diese Darstellung, 
sowie der Stab der Tabelle 111: VerhPltnis von Ferment- zu Substrat-Menge 
erwecken den E i n h c k ,  als ob bei der von uns aufgefundenen und in der 
11. Mitteilung16) dieser Untersuchungsreihe beschriebenen Erscheinung der 
,, Abhiingigkeit der Ronfigurations-Spezifitiit von der Substrat-Konzen- 
tration" dem Verhdtnis von Enzym- zu Substrat-Menge eine Bedeutung 
zukame. Ein solcher Zusammenhang SHinde nicht im Einklang mit den 
heute geltenden, von R. KuhnlB) entwickelten Vorstellungen uber die Wir- 
kung und die Spezifitat von Enzymen. Fiir die von den genannten Forscbern 
gezogene Folgerung schien uns das eigene Material (3 Versuche) zu wenig 
beweiskriiftig, und in den aus friiberen Untersuchungen herangezogenen 
Versucben sahen wir keine Stiitze dafiir. Aus diesem Grunde unternahmen 
wir eine N a c h p r h g ,  welcher die Befunde von Rona auch nicht stand- 
gehalten haben. Wir finden nadich das optische Auswiihlen der Taka- 
Esterase genau wie das der Leber-Esterasen unabhhgig von der Enzym- 
Menge und - wie nacb den Aktivitats-pS-Kurven vorauszusehen war - 
auch unabhhgig von der Substrat-Konzentration. 

Die Ausfuhrung der Versuche in Tabelle 4 wurde uns ermoglicht dux& 
die freundliche Unterstutzung der chemischen Fabrik Parke,  Davis & Co., 
London W I, der wir fur die ijbersendung einer Probe frisch dargestellter 
,,undiluted Taka-Diastase Nr. 56020" unseren besten Dank ausdriicken. 
Die Versuche ra und 2 dieser Tabelle, in denen s i d  die Enzym-Mengen 
wie 6 : I verbalten, zeigen bei gleichen Spaltungsgraden die gleichen Werte 
fur [ a ] ~  der Mandelsaure. Und aus den Beispielen 3 und 4 darf man a d  
eine Unabhangigkeit der Auswahl von der Substrat-Konzentration innerhalb 

Is) In der I. Mitteil. (B. 61, 886 [1928]) wurde bei Schweineleber-Esterase ein An- 
stieg der [a],-Kurve bei kleinen Spaltungsgraden gefunden (Fig. 5, S. 890). Die in 
Anm. 12 dieser Mitteilung, sowie in Anm. 26 der 11. Mitteilung gegebenen Erkl-gen 
fiir den Anstieg treffen nicht zu. Der Anstieg ist niimlich vorgetauscht durch Anwen- 
dung eines nicht vollig siiure-freien Esters. Die Nachprufung mit demselben Enzym- 
Material, sowie die Priifung mit dem Enzym anderer Schweinelebern ergaben von den 
ersten Spaltungsgraden an einen geringen, allmMch zunehmenden Abfall der Kurve, 
wie es die theoretischen Uberlegungen verlangen. 

'3 Biochem. Ztschr. 217. 42 [1929/30]. 
In) Ztschr. physiol. Chem. 126, I u. 28 [I922/23]; Naturwiss. 1928, 732; C. Oppen- 

-- 

16) B.  63, 1538 [xgzg]. 

heimer, R. Kuhn, Die Fermente, 5. Aufl. I, Leipzig 1925, S. 1g3ff. 
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Enzym- 
Menge 

(g) 

0.30 
0.30 
0.30 
0.05 
0.30 
0.30 
0.30 

Ta -  
U n a b h a n g i g k e i t  d e r  Konf igura t ions-Spez i f i ta t  d e r  

(Die Analysen-Proben von roo ccm enthalt. 0.50 g rac. Mandelslure- 

Enzym I Vers. 

Substrat- 
Konzentrat. 

(g: ccm) 

0.25 : 50 
0.25 : 50 
0.25 : 50 
0 .25  : 50 
0.60 : 50 
0.10 : 50 
0.10 : 50 

- 
I a  
b 

2a 
b 

3 a  
b 

4 a  
b 

hosphat- 
Puffer 

H=7 (g) 

2 .o 
2.0 

2 .O 

2 . 0  

2 .O 

2.0 

6.0 

Menschenleber 4: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse . . . . . . 
Menschenleber 4: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse . . . . . . 
Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse . . . . . . 
Menschenleber 7: Ammoniakal. Auszug nach Essigslure-Fall. u. Dialyse . . . . . . 
Schafleber I : Ammoniakal. Auszug nach Essigsiiure-Fall. u. Dialyse . . . . . . . . . 
Schafleber I : Ammoniakal. Auszug nach Essigsgure-Fall. u. Dialyse . . . . . . . . . 
Schweineleber 2: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse . . . . . . 
Schweineleber 2: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fill. u. Dialyse . . . . . . 

Reakt. 
Dauet 
(stan.) 

4 
8 

I4 
24 
16 
4 
8 

der Grenzen 0.10-0.60 g Ester : 50 ccm scbliel3en. Das Maximum der Um- 
satz-Geschwindigkeit ist bei einer Konzentration von 0.1 g Ester : 50 ccm 
no& 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 . 

~ ~ 

3pal- 
tung 
Proz.) - 

Tabelle 4. 
U n a b h a n g i g k e i t  d e s  o p t i s c h e n  Auswahlens  d e r  T a k a - E s t e r a s e  von d e r  

Enzym-Menge ,  sowie von d e r  S u b s t r a t - K o n z e n t r a t i o n .  
(Die Analysen-Proben von 50 ccm enthalt. als Substrat ruc. Mandelsaure-Bthylester.) 

~~~~~~ ~ 

Dreh.-Winkel 
d. Mandelsaure 

(Ioccm; l=zdm 

- - 
Vers. 

- 
I a  
b 
C 

2 

3 
4 
5 

10.0 
21.9 
37.2 
10.7 
19.5 
18.7 
27.1 

t0.46~ 
+o.gzO 
+ I . 4 2 O  

+0.49' + 2.04~ 
S0.320 
+ 0.420' 

[a] D 
d.  

Mandelsaure 

+ IOg.50 + 99.70 + 90.50 
+ 108.5~' + 103.5' 
+101.3~' 
+ g1.80' 

AuBerdem stand uns ein j ahrelang gealtertes, etwa 5-mal schwacher 
wirksames Taka-Praparat zur Verfiigungl'). Es war eines der iiblichen 
Handels-Praparate derselben Firma, die zur Behandlung der Starke-Dys- 
pepsie angewendet werden. Damit konnten wir in mebreren Versuchen die 
Unabhangigkeit der optischen Spezifitat von der Enzym-Menge (I : zo), 
sowie von der Substrat-Konzentration bestatigen ; wir fanden grofiere Enzym- 
Mengen (4 g) (wohl wegen der dieses Gewicht ausmachenden Beimengungen), 
sowie in Ubereinstimmung mit den obigen Resultaten groBere Puffer-Mengen 

l 7 )  Wir verdanken dasselbe Frl. Dr. M. Rohdewald .  
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belle 3. 
Leber-Esterase von der Enz 
athylester; 4.0 g Phosphat, p~ 

--___ 

Lipase- 
Einh. la) 

= ccm Losung 

50 = 88.25 ccm 
1 = 1.77 ,, 

30 = 78.6 ,, 
3 = 7.8 ,, 

20 = 86.2 ,, 
0.5 = 2.16 ,, 
60 = 81.0 ,, 
1 1.35 ,. 

Reakt.- 
Dauer 
(Stdn.) 

.-Menge. 
r ;  t = 250.) 

Spal- 
tung 
(Proz.) 

8.2 
5.4 
23.4 
11.9 
9.6 

5.9 
5.9 

10.2 

Dreh.-Winkel 
d. Mandelsaure 
(10 ccm; 1 = 2 dm) 

Jro.030 
+o.ozo 
+o.o6O 
*o.ooo 
+0.56O 
+0.590 
+0.430 
+0.430 

[a1 D 
d. 

Mandelsaure 

+ 4.3O + 4.4O 

f 0.00 
+69.20 
+68.5O 
+86.3O 
+86.3O 

+ 3.0' 

hemmend und die Umsatz-Geschwindigkeit bei Erhohung der Substrat- 
Konzentration von 0.10 g Ester a d  0.25 g : 50 ccm ansteigend18). 

111. Das optische Auswlhlen bei verschiedener Vorbehandlung 
der  Enzyme. 

Um einen weiteren Einblick in das Wesen der Konfigurations-Spezifitat 
zu bekommen, haben wir gepriift, ob es moglich ist, mit Hilfe weniger schonen- 
der Verfahren den Enzym-Komplex in spezifischer Weise zu veriindern. 
Eine Konsti tutions-hderg des Komplexes sollte sich auf die optische 
Spezifitat auswirken. In der Tat beobachten wir nach gewissen Verfahren 
der Einwirkung auf das Enzym in einer Reihe von Versucben, und zwar 
bei den Esterasen aus Menschen- und Kaninchen-Leber, eine erhebliche Be- 
einflussung des optischen Auswahlens. Vergleicht man Ausziige aus Trocken- 
praparaten, die 2-3 Tage bei eiher Temperatur von 60-65O im Trocken- 
schrank aufbewahrt und dabei in ihrer Wirksamkeit auf etwa zuriick- 
gegangen waren, mit solchen aus den unvorbehandelten Trockenpulvern 
hinsichtlich ihres optischen Auswliblens, so fallt eine starke Bevorzugung 
des (+)-Mandelsaure-esters auf; die Werte fiir [a30 der Mandelsaure sind 
daher positiv. Einen etwa ebenso groljen Amschlag der [a]o-Werte nach 
der negativen Seite beobachteten wir hingegen, wenn wir die Ausziige aus 
zerkleinerten Frischlebern, die, mit Calciumcarbonat und Toluol vermischt, 
etwa 6 Tage bei Zimmer-Temperatur dem proteolytischen Abbau iiber- 
lassen waren, herstellten. In einzelnen Fallen gelang es auch schon, allein 
dumb Einstellung alkalischer Reaktion ( p ~  = etwa. 8), die vor dem Versuch 
wieder aufgehoben wurde, das optische Auswaen des Enzyms zu beeinflussen; 
die Werte der spezifischen Drehung der Mandelsaure waren hier negativ. 
Eine fjbersicht iiber diese Ergebnisse gibt die Tabelle 5. Bei den meisten 
Beispielen enthielt die Analysen-Probe von IOO ccm 0.50 g Ester und 4 g 
Phosphat-Puffer. Unter diesen Bedingungen erfolgt namlich die Spaltung 

la) Die Beschreibung der Taka-Esterase erganzen wir dutch den Hinweis, daD sich 
weder das frische, noch das gealterte Enzym-Praparat durch Strychnin, Chinin und 
Chinidin (100 mg : 50 ccm) hinsichtlich des optischen Auswahlens und der Umsatz- 
Geschwindigkeit beeinflussen lieB. 
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Ta- 
A b h l n g i g k e i t  d e s  o p t i s c h e n  A u s w l h l e n s  

(Die Analvsen-Proben von IOO ccm enthalt. in Vers. I mit 3, 6 mit 11, 15 mit 19: 0.50 g 

- __ 

Vers. 

- 
I 
2 

3 
4 
5 
6 
7 

8 
9 
I 0  
11 

I2 

I3 
I4 
I5 

16 
17 
I8 

19 

20 a 
b 

21 a 

b 

22 

23 

0.20 g Ester und 2.0 g Puffer, in Vers. 20 mit 23: 
_- 

Herkunf t 
und 

Behandlung des Enzyms 

Uenschenleber 6 : Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse, gealtert 
6: Auszug Vers. I, 2 Tage bei alkal. Reaktion.. . . . . . . . . . . . . .  
6: Auszug Vers. 2, 2 Tage bei saurer Reaktion.. . . . . . . . . . . . .  
6: Auszug Vers. I ..................... .:. ................ 
6: Auszug Vers. 2 ........................................ 

saure-Fiill. und Dialyse ................................. 
5 :  Ammoniakal. Auszug nach Essigslure-l'iill, u. Dialyse.. . . . .  
5 :  Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprap. nach Essig- 

7: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse.. .... 
7 : Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse 

7: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenpriiparat nach 

7: Auszug Vers. g ........................................ 

7: Auszug Vers. 11 ....................................... 
7: Ammoniakal., dialysiert. Auszug aus Trockenprap. d. autoly- 

siert. Hackbreis ........................................ 
810) : Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse ........ 

8 : Wiillrig. Auszug aus frischem Hackbrei ................... 
8 : Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse 
8: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprap. nach Essig- 

slure-.FHll. u. Dialyse ................................... 

7: Auszug Vers. g ................. .:.. ................... 
Essigsiiure-Fall. u. Dialyse .............................. 

7: Auszug Vers. g ........................................ 

Caninchenleber3: Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse . . . . . . . .  
3: Ammoniakal. Auszug nach Essigslure-Fall. u. Dialyse ........ 
3: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprap. nach Essig- 

saure-Fiill. u. Dialyse ................................... 
3: Ammoniakal. Auszug aus gedorrt. Trockenprap. nach Essig- 

saure-Fall. u. Dialyse ................................... 
420) : Ammoniakal. Auszug nach Essigsaure-Fall. u. Dialyse ........ .. 

,, 4: Ammoniakal. Auszug aus autolysiert. Hackbrei nach Dialyse 

der beiden Antipoden des Racemates durch die ublichen Ausziige aus Men- 
schenleber mit nahezu gleicher Geschwindigkeit, so d& die Werte fiir [ a ] ~  
der Mandelsaure in der Nkhe von -loo liegen. h d e r t  sich nun auf Grund 
der eben beschriebenen Verfahren das optische AuswUen, so nimmt das 
[a]D positive oder negative Werte an. So betragen in den Versuchen 8, 11 
und 10 die Werte fur die spezifische Drehung der Mandelsaure bei etwa gleichen 
Spaltungsgraden im Falle des ublichen Auszuges aus unvorbehandeltem 
Trockenpriiparat: --A0, im Falle des Auszuges aus gedontem Trocken- 
praparat: +12.3O und im Palle des Auszuges aus autolysiertem Hackbrei: 
-14.50. In den Beispielen 4 und 5 ,  sowie 12 mit 14 der Tabelle 5 wurde eine 

*O) Trockenpraparat vom 11. VII. 1930- I@) Trockenpraparat vom 8. VII. 1930. 
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belle 5. 
von der Vorbehandlung des Enzyms. 
rw. Yandelsiiure-iithylester und 4.0 g Phosphat, p~ = 7, in Vers. 4 und 5, 12 mit 14: 
1.0 g Ester und 4.0 g Puffer; t = 250.) 

Lipase- 
Einh. 

la) 

6.0 
6.0 
6.0 
4.5 
6.0 
4.3 

6.0 
6.0 
6.0 
12.0 

6.0 
5.0 

5.0 

6.0 
4 *o 
4.9 

10.0 

10.0 

6.0 
32.9 
32.9 

7.5 

7.5 
50.0 
50.0 

Reakt.- 
Dauer 
(Stdn.) 

5 
5 
5 
5 
5' 
5 

5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 

5 
5 
5 
5 

5 
2% 
4'14 

15% 

23a14 
5 
5 

sgal- 
t a g  
(Proz.) 

11.0 
11.0 
10.4 
20.7 
28.3 
10.4 

11.9 
13.6 

15.5 

11.5 
16.2 
32.0 
30.3 

8.1 
10.4 
7.7 
17.7 

13.8 
5 .o 
9.9 

7.7 

11.8 
18.9 
18.4 

8.7 

Dreh.-Winkel*l) 
d. Yandelsiure 
(1occm;1=2dm) 

f 0 . 0 0 0  

-0.110 
-0.07~ 
-0.24~ 

-0.040 

+0.210 

- 0 . 0 3 ~  
-0.120 
-0.1go 

+ 0.120 
-0.26~ 
4.450 
-0.240 

* 0 . 0 0 0  * 0.000 
-0.020 

-0.100 

+ 0.100 
-0.020 

-0.100 

+0.120 

+ 0.17~ 
-0.250 

-0.43' 

-0.47' 

[a] D 
der 

dandelsiiure 

* 0.00 
-11.80 
- 8.00 
-34.30 

- 4.50 
+ 21.00 - 2.6O - 16.3~ 

-45.2' 

-14.5' 

-+ 12.3~ 
-47.4O 
-41.7' 
-23.4' 

* 0.00 

f 0.00 - 3.0~ 
- 6.7O 
+ 8.6O 
- 2 . 4 O  
- 6.0~ 
+ 9.2O 
+ 8.5O - 7.9O 
-15.20 

niedrigere Substrat-Ronzentration gewiihlt (siehe Hopf der Tabelle) ; in diesem 
Ronzentrations-Gebiet bewirkt die Vorbehandlung des Enzyms je nach seiner 
Art eine Erhohung oder eine Erniedrigung des negativen Wertes der spezif. 
Drehung der Mandelsawe. 

Priift man die Versucbe der Tabelle 5 hinsichtlich des Verhiiltnisses 
des Wirhgsvermogens der Esterasen gegeniiber Buttersaure-ester und 
Mandelsawe-ester, indem man die angewandten Lipase-Einheiten in Be- 
ziehung ZUI erreichten Spaltung des Mandelsauxe-esters setzt, so verschiebt 

*l) Die Drehungmidcel stellen das bfittel aus etwa 6 Einzel-ablesungen dar, die 
vom Mittel nie mehr als f o . 0 2 ~  differierten. 
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sich im allgemeinen dieses Verhdtnis bei vorbehandelten Enzymen zu Un- 
gunsten der Mandelsaure-ester-Spaltung. Ob diese Quotienten-Verschiebung, 
was sehr nahe lage, mit der Anderung des optischen Auswiihlens in Zusammen- 
hang zu bringen ist, konnen wir noch nicht entscheiden. Es mu13 zuerst 
der Einwand entkraftet werden, da13 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  Forschungsgemeinschaf t  sprechen wir fur die 
Forderung unserer Untersuchungen aufrichtigen Dank aus. 

453. N. A. Orlow und W. W. T i s t schenko:  Ober neue Bil- 
dungsweisen des Cumarons und dee Diphenylenoxyds. 

[Am d. Laborat. fur 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 Spi lker l )  iiber die aul3erordentliche the rmische  
S t a b i l i t a t  des Cumarons  in vollem Mal3e bestatigen. In einer friiheren 
Mitixilung stellte der eine von uns in Gemeinschaft mit Belopolsky2) fest, 
dal3 bei pyrogener Spaltung des Hexahydro-diphenylenoxyds ein 
(polymeres) M e t h y l  - c u m a r  o n entsteht. Die Reaktion ist jedoch von 
manchen Nebenprozessen begleitet, so da13 die Ausbeute an Methyl-cumaron 
nur gering ist. 

Untenstehend sol1 eine neue pyrogene Bildungsweise des C u m a r o n s 
beschrieben werden, die in glatter Weise vom C u m  a r i n zum Cumaron fiihrt. 
Die Zuganglichkeit des Ausgangsmaterials, gute Ausbeuten und der hohe 
Reinheitsgrad des erhaltenen Cumarons lassen die neue Reaktion : 

CH : CH CH 
. + C,H4<-O->/CH+C0 

C,H4<0 . 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- 
Abkommlinge im Pflanzenreiche sehr verbreitet sind und in einer mehr oder 
minder veranderten Form auch als Bestandteile der Kohlensubstanz vor- 
handen sein konnen . 

Das Cumarin kann als a-Benzopyron betrachtet werden. Es lag deshalb der 
Gedanke nahe, auch andere P y r  o n - Derivate den gleichen Versuchs-Be- 
dingungen auszusetzen. Wenn die Reaktionsrichtung fiir Pyron-Derivate 
allgemein ist, miissen dabei F u r a n - Abkommlinge entstehen. Als ein zu- 
gangliches Objekt wahlten wir zu weiteren Versuchen X a n t h o n ,  d. h. Di- 
benzo-y-pyron. Der Versuch ergab als einzige Produkte seiner thermischen 
Zersetzung nur Dipheny lenosyd  (d. h. Dibenzofuran) und Kohlenoxyd: 

C,Ha<yg>C,H4 3 C I J H ~ V C ~ . H ,  + c o .  
0 

l) B. 23, 81 [~Sgo]. *) B.  63, 1752 [IgZg]. 




