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113. C. N. Ionescu und A. Kizyk: lcinetik der P-Glucosidase- 
Wirkung . 

-Aus d.  Bio1og.-chem. Laborat. d.  Pharmazeut. Fakultlt. Rukarest.] 
(Eingegangen am 17. Januar 1936.) 

In  einer fruheren Arbeit, die in dieser Zeitschrift veroffentlicht worden 
istl), haben wir gezeigt, dal3 bei der biochemischen Synthese von p-Methyl- 
glucosid das Masenwirkungs-Gesetz seine volle Giiltigkeit behdt. Das 
Verhaltnis der Geschwindigkeits-Konstanten fur die Hydrolyse und Synthese 
des fi-Methyl-glucosids (beide Reaktionen unter gleichen Bedingungen aus- 
gefuhrt) hat denselben Wert wie die Gleichgewichts-Konstante. Diese Fest- 
stellung widerspricht den Schlul3folgerungen von H. v. Euler  und K. Jo- 
sephson ,  die auf Grund derselben von Bourquelo t  angegebenen experi- 
mentellen Daten, deren auch wir uns bedienten, den SchluB ziehen, daB die 
Gleichgewichts-Konstante, die aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeits- 
Konstanten fur die Hydrolyse und Synthese berechnet wird, einen 4-ma1 
groBeren Wert hat als die Gleichgewichts-Konstante, die sich aus den Kon- 
zentrationen der aktiven Korper am Ende der Reaktion ergibt. Die genannten 
Autoren ziehen a d  Grund dieser Zahl den SchluB. daB die Affinitat der (3-Glu- 
cosidase fur die Glucose 4-ma1 groaer ist als fur das Glucosid. Wie wir in der 
friiheren Mitteilung gezeigt haben, entspricht diese Ungleichheit . der Gleich- 
gewichts-Konstanten, die aus den Konzentrationen beim Gleichgewicht und 
aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeits-Konstanten berechnet werden, 
nicht der Wirklichkeit und ist nur einer fehlerhaften Berechnung der beiden 
Konstanten zuzuschreiben. Wenn man richtig rechnet, erhalt man sowohl 
fur die Gleichgewichts-Konstante aus den Konzentrationen beim Gleich- 
gewicht, als auch fur die, die sich aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeits- 
Konstanten ergibt, gemaB dem Massenwirkungs-Gesetz fast denselben Wert 
von 0.246. 

In  letzter Zeit hatten K. P. Jacobsohn und A. da Cruz2), die ebenfalls 
die Anwendung des Massenwirkungs-Gesetzes fur den reversiblen ProzeB : 
Fumarsaure + Wasser + Apfelsaure studierten, festgestellt, da13 die Gleich- 
gewichts-Konstante aus dem Konzentrationen beim Gleichgewicht 0.26 ist, 
das Verhaltnis der Geschwindigkeits-Konstanten aber, die gesondert fur den 
Wasser-Additions und -AbspaltungsprozeB bestimmt wurden, 0.50 betragt. 
Es konnte daher scheinen, da13 im Falle der Fumarase zum Unterschied von 
dem, was wir fur die Synthese der $-Glucoside festgestellt haben, das Massen- 
wirkungs-Gesetz nicht giiltig ist. Auf diese Arbeiten werden wir in Kurze 
in einer anderen Mitteilung zuruckkommen. 

Der Versuch von Bourquelo t  und Verdon, dessen sich fur die obigen 
Berechnungen sowohl H . v . E u l e r  und K. Josephson als auch wir uns 
bedienten, ist unter ganz besonderen Bedingungen durchgeiuhrt worden. 
Die Synthese und Hydrolyse des (3-Methyl-glucosids wurde mit 2 Losungen 
bewirkt, von welchen jede 30. 2 g-% Methanol enthielt. In dieser Alkohol- 
Konzentration geht sowohl die Hydrolyse als auch die Synthese, in den beiden 
Versuchs-Msungen, mit gleichen Geschwindigkeiten dem Gleichgewichts- 
Zustand entgegen. - 

Um zu zeigen, daB unsere Anschauungen, die im fruheren Artikel mit- 
geteilt wurden, nicht nur fur diese speziellen Bedingungen, unter welchen 

I )  B .  67, 9" ,19341. 2\  1%. 67, 1481 '1034j. 
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Bourquelot gearbeitet hat, gultig sind, haben wir die Geschwindigkeits- 
Xonstanten fur die Hydrolyse und Synthese des p-Methyl- 
g l  u cosid s b ei v e r sc hie den en A 1 ko h ol - K onz en t r a t i o n e n festge- 
stellt, bei welchen die beiden Geschwindigkeiten nicht mehr gleich sind, urn 
dann das Verhaltnis der unter diesen Bedingungen ermittelten Konstanten 
zu der Gleichgewichts-Konstanten zu vergleichen. 

Wenn andererseits die Hypothese von H. v. Euler im allgemeinen richtig 
ist, da13 die Geschwindigkeit der Hydrolyse und Spthese nicht von den 
Konzentrationen der aktiven Korper in jedem Moment abhZngt, sondern 
von den Konzentrationen der Zwischenkorper Enzym-Substrat, so konnte 
man behaupten, da13 unsere Schlusse, die sich aus den Studium des P-Methyl- 
glucosids ergeben, trotz ihrer Richtigkeit die Theorie von H. v. Euler un- 
beriihrt lassen, da die Affinitiit der P-Glucosidase fiir die Glucose und das 
Glucosid dieselbe sein kann. Dies ist im Falle des P-Methyl-Glucosids sogar 
wahrscheinlich, da dieses Glucasid sich sowohl durch seine Struktur, als auch 
durcli sein Molekulargewicht von der p-Glucose nicht besonders stark uiiter- 
scheidet. Urn diese Hypothp  zu kontrollieren, haben wir in der vorliegenden 
Arbeit von demselben Gesichtspunkt aus, die Anwendbarkeit des Massen- 
wirkungs-Gesetzes auf die Synthese und Hydrolyse des P-Athylen- 
g 1 y k o 1 - monoa t h yla t her - glu co si d s studiert. Zwischen diesem Glucosid 
und der Glucose besteht ein vie1 groBerer Unterschied, als zwischen der Glucose 
und dem P-Methyl-glucosid. Ganz gleich, ob wir nun annehmen, daB der Kom- 
plex Enzym-Substrat ein wahrer chemischer Korper ist oder ein Adsorptions- 
produkt des Substrats an das Enzym, wird die Affinitat der @-Glucosidase 
fur die Glucose einerseits und fiir  das Glucosid des Athylenglykol-mono- 
athylathers andererseits sehr verschieden sein mussen; wenn also die Hy- 
pothese von H. v. Euler einen realen Grund hat, wird man fur die Gleich- 
gewichts-Konstante, die nach dem Massenwirkungs-Gesetz aus dem Verhiiltnis 
der Geschwindigkeits-Konstanten oder aus den Konzentrationen beim Gleich- 
gewicht berechnet wird, verschiedene Werte erhalten mussen. 

a) Synthese und Hydrolyse des P-Methyl-Glucosids in  Methanol 

Bei der Glucosid-Spthese gehen im Reaktions-Medium vom ersten 
Moment an, gleichzeitig zwei entgegengesetzte Reaktionen vor sich. Einer- 
seits verbindet sich die Glucose mit dem Alkohol (Glucosid-Bildung) , anderer- 
seits vollzieht sich der entgegengesetzte Prozeu, die hydrolytische Spaltung 
des gebildeten Glucosids in Alkohol und Glucose. 

Nach dem Massenwirkungs-Gesetz wird die Geschwindigkeit der S p -  
these in jedem Moment proportional sein der Konzentration der Glucose und 
des Alkohols, so daB man schreiben kann: 

50 Val.-%. 

V, = k? [Glucose] [Alkohol]. . . . . . . . . . . .  

In derselben Weise erhalta? wir fur die Hydrolyse: 

V, = q) [Glucosid] passer] . . . . . . . . . . .  2) 

Die scheinbare Geschwindigkeit der Glucosid-Synthese wird eke  Resul- 
tante dieser beiden gleichzeitigen, aber entgegengesetzten Reaktionen sein 
und ist in jedem Moment gleich der Differenz zwischen den Geschwindig- 
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keiten der Synthese und der Hydrolyse nach den obigen Gleichungen, 
demnach : 

dx/dt = V, -V, =: k$@) [Glucose] [Alkohol] -ky) [Glucosid] [Wasser] . 3) 
Bezeichnen wir mit x die Glucose-Menge, die als Glucosid gebunden wird, 

mit a die Glucose-Menge zu Beginn der Reaktion, mit A1 den Alkohol und 
mit Wa das Wasser, so erhalten wir durch Integrieren: 

Ferner ist: q)/q) == Kt . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5) 

und man erhalt: 

und fur die Hydrolyse: 

wobei Kt die Gleichgewichts-Konstante fur die gesamte Glucose-Menge 
ist (nicht fur die Konzentration der P'-Glucose) und fur die bei dem Versuch 
angewandte Alkohol-Konzentration. 

Die Gleichungen (6) und (7) gestatten uns, die Geschwindigkeits-Kon- 
stanten fur die Synthese (k,) und Hydrolyse (k,) mittels der fur die Synthese 
(s) des P-Methyl-glucosids erhaltenen Daten zu berechnen. 

Dieselben Geschwindigkeits-Konstanten fur die Hydrolyse und Syn- 
these haben wir auch aus den experimentellen Daten, die sich aus dem Ver- 
such fur die Hydrolyse des P-Methyl-glucosids ergaben, der in gleicher Weise 
wie jene Synthese angestellt wurde, berechnet, indem wir uns auf dieselben 
Anschauungen wie oben stutzten. 

Die scheinbare Geschwindigkeit der Hydrolyse wird in diesem Falle 
gleich sein der Differenz zwischen der Geschwindigkeit der Hydrolyse und 
jener der Synthese. Wenn man mit a die anfangliche Menge des $-Methyl- 
glucosids (die molekular gleich ist der Glucose-Menge im Versuch fur die 
Synthese) bezeichnet und mit y die Menge des hydrolysierten Clucosids, 
dann kann man schreiben : 

d y / d t  =V,-Vv,=k@)ja-y][Wa]-~h)[Al][y]. . . . . . 8) 
Durch Integrieren 'erhaltcn wir : 

und fur die Synthese: 

1 a 
k(h) = ~ ' Wat(  Kt+w5) A1 lg a-y 
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Die Formeln (9) und (10) ergeben die Geschwindigkeits-Konstanten 
fur die Hydrolyse (k,) und Synthese (k,) mit den experimentellen Daten aus 
dem Versuch fur die Hydrolyse (h) des Glucosids. 

Bekanntlich ist die Gleichgewichts-Konstante nach dem Massenwirkungs- 
Gesetz gleich dem Verhaltnis der Geschwindigkeits-Kotanten: Kt = k,: k,. 
Um dies mit den aus den Formeln (6) und (9) wie auch (7) und (10) berech- 
neten Geschwindigkeits-Konstanten zu beweisen, haben wir &en Versuch 
fur dieSynthese und Hydrolyse des p-Methyl-glucosids in 5OVol.-% 
Methanol durchgefuhrt. 

Der Gang der Reaktion wurde in zwei Msungen polarimetrisch verfolgt, 
von welchen zu verschiedenen Zeiten Proben entnommen wurden. 

Mit den erhaltenen Daten haben wir die entsprechenden Geschwindigkeits- 
Konstanten fur die Synthese und Hydrolyse berechnet, indem wir die For- 
meln (6), (7) und (9), (10) anwandten. Wir konnten auf diese Art beweisen, 
daB die Geschwindigkeits-Konstante fur die Synthese zwischen 123.10-7 
und 132.10-' l icgt  (s. in Tabelle 1 die Reiben k; und kp). Fur die Ge- 
schfiindigkeits-Konstanten der Hydrolyse erhdt man Werte von 302. 
-334.10" (s. in Tabelle 1 die Reihen 14" und g). Das Verhdtnis k.!.!/k;=K,, 
uie auch das von g /kp=K,  hat Werte, die zwischen 0.2374.269 liegea 
(s. in Tabelle 1 die Reihen K: = k: /q und Kt = k: / kp) und ebenso der 
Konstanten Kt, die aus den Konzentrationen beim Gleichgewicht nach der 
Formel Kt = [Alkohol] [Glucose] / passer] [Glucosid] fur 50 Vo1.- % Me- 
thanol berechnet und = 0.252 gefunden wurde, sehr nahe kommenl). 

Wir konnten auf diese Art beweisen, daL3 die Affinitiit des Enzyms fur 
die beiden Substrate nicht in der von H. v. Euler und K. Josephson ge- 
zeigten Weise eine Rolle spielt, sondern daL3 man denselben Wert fur die Gleich- 
gewichts-Konstante sowohl aus dem Verhdtnis der Geschwindigkeits-Ron- 
stanten, als auch aus den Konzentrationen der aktiven Korper beim Gleich- 
gewicht erhdt, sogar in jenen Fallen, in welchem die beiden Geschwindig- 
keiten nicht mehr gleich sind, wie in dem von Bourquelot angestellten 
Versuch. 

Syn t h e s e :  2.000 g Glucose 
-4nfangs-Drehung a = +2.260 (1 = 2) 

Tabel le  I :  Synthese und Hydrolyse des ~-Methyl-glucosids. 

H y d r o l y s e :  2.1540 g @-Methyl-glucosid 
Anfangs-Drehung a = -1.350 (1 = 2) 

I 
I 

x a  

0.1108 123.10-' 314.10-8' 
0.5318 123.10-7,314.10-8 
0.7368 129.10-' 1326.10-8 
0.9860 132.10-7'334.10-8 

v) Y 

P ' .  . :  hh k,h j ! ; ~  A- 

It I /  

r3a 23 X A O  J A. 

-1.050 -1.22O 0.0720 316.10-8 126.10-' 0.256 0.249 
--0.660 - 4 . 7 5 '  0.3324 302.10-' 119.10-' 0.245 0.263 
- 4 1 . 4 7 ~  -0.55O 0.4598 313.10-@ 124.10-' 0.243 0.262 
--O.?3O -.-0.2S0 0.6150 313.10-' 124.10-' 0.237 0.160 

16.) 
986 

1506 
2566 

+1.6801 + 2 . 0 6 O  
+l.OSO! +1.30° 
+0.74B +0.93O 
+0.37O +0.4S0 
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b) S y n t he  se  u n d  H y d r o 1 y se  de  s ? - A t  h y le  n g 1 y k o 1 - mono a t  h y 1 - 
ather-glucosids .  

In derselben Weise, wie der Versuch mit 50 VOI. -~& Methanol ausge- 
fuhrt worden ist, studierten wir auch die Hydrolyse und Synthese des Athyl- 
englykol-monoathylather-glucosids. 

Mit den erhaltenen experimentellen Daten wurden hierauf die Geschwin- 
digkeits-Konstanten nach den fruheren Fornieln berechnet. Die Geschwin- 
digkeits-Konstante fur die Synthese hat den Wert von 355. 10-7-373.10-7, die 
Konstante der Hydrolyse ist 222.10-7-235.10--7 (s. in Tabelle I1 die Reihen: 
k;, ky und k;, k!), 

Die Gleichgewichts-Konstanten Kt = 14" / k; und kt = Q/ kp, die sich aus 
dem Verhaltnis der Geschwindigkeits-Konstanten fur die Hydro1 yse und 
Synthese ergeben, haben einen Wert von 0.615-4.653 (s. in Tabelle I1 
die Reihen: kt=k: /q  und e /k f ) .  

Die Gleichgewichts-Konstante, die man aus den Konzentrationen der 
aktiven Korper beim Gleichgewicht berechnet, betragt fur 60 Vo1.- yo Athyl- 
englykol-monoathylather 0.635. 

Wir erhielten also fur die Gleichgewichts-Konstante fast denselben Wert, 
ohne Unterschied, ob wir sie aus dem Verhaltnis der Geschwindigkeits-Kon- 
stanten oder &us der Formel fur das Gleichgewicht berechneten. 

T a  bel le  I1 : Synthese und Hydrolyse des ~-kthylenglgkol-monoathyl8ther-glucosids. 

Pithylen~ykol-mono~thy~th~thylirther60Vol.-%,Em~0.4000g. Eigendrehung desEmulsins a = 4.04*(1=2) 
- ._ - 

-- 

dl3 xi I II 

Besehreibang der Versnehe. 
a) Versuch m i t  50 Val.-% Methanol. 

Es wurden 2 Losungen von 50 Vol.-yo Methanol bereitet, von denen 
die eine 2.oooOg Glucose, die andere die gleichwertige Menge (2.1540 g) 
p-Methyl-glucosid enthielt. Beiden Proben wurden hierauf zu gleicher Zeit 
0.4000g fein pulverisiertes Emulsin hinzugesetzt. Die Proben wurden auf 
einer Schuttelmaschine mit 20 Umdrehungen in der Minute bei einer Tem- 
peratur von + 200 geschiittelt. Urn die optische Eigendrehung des Emd- 
sins in Betracht zu ziehep, wurde ein Kontrollversuch mit 0.4OOO g Emulsin 
in 100 ccm Methanol (50 ccmo/o) getnacht, der eine Drehung von a = 0.040 
ergab. 
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Sach verschiedenen Zeiten wurden beiden Proben, nach Umschiitteln, 
um das Enzym gleichformig zu verteilen, zu gleicher &it 5.0 ccm entnommen 
und in ein Probierrohr, das 1.Occm 40-proz. Formol enthielt, gebracht, um 
die Reaktion sofort zu unterbrechen. Die Liisungen wurden hierauf unver- 
ziiglich wieder auf der Schiittelmaschine befestigt. Die so entnommenen Proben 
wurden filtriert und 24 Stdn. aufbewahrt. In dieser Zeit geht die Mutarotation 
der ?-Glucose, die bei der Hydrolysen-Reaktion entsteht und die der a-Glu- 
cose, die in der Synthesen-Reaktion in schwachem tfberschuB .vorhanden 
sein kann, vor sich, und die beiden epimeren Formen erreichen das Gleich- 
gewicht, das sich wkihrend der Reaktion schwach verschieben kann. Die so 
erhaltenen polarimetrischen Werte wurden hierauf korrigiert, wobei sowohl 
die Verdiinnung der Liisungen mit Foxmol, als auch die Eigendrehung des 
Emulsins in Betracht gezogen wurde. 

Um die Menge der gebundenen Glucose im Synthesen-Versuch, wie auch 
die des hydrolysierten Glucosids in der zweiten Losung zu berechnen, be- 
dienten wir uns der Foxmel: x = a (ao-a)/a,,-a,,'. - 

b) Versuch mit 60 Vo1.- yo Ath ylenglykol-monoathylather 
Die Liisungen wurden in gleicher Weise wie die friiheren bareitet. Die 

der Synthese enthielt 2.oooO g-yo Glucose, die der Hydrolyse die gleichwertige 
Menge (2.8000 g). Athylenglykol-monoiithyliither-glucosid mit [a]= = -25.620. 
Jede 1;ijsung enthielt ferner 0.4OoO g-yo Emulsin mit der Eigendrehung 
o! = - 0.040. 

Schlufifolgerungen. 
Sowohl aus den Versuchen von Bourquelot, die wir in einem friiheren 

Artikel besprochen haben, als auch aus den gegenwiirtigen Vexsuchen mit 
dem P-Methylglucosid und P-Athylenglykol-monoathylather-glucosid er- 
gibt sich, da13 keine Abweichungen vom Massenwirkungs-ktz festzustellen 
sind. Wenn man gesondert die Hydrolyse einer gewissen Menge p-Methyl- 
glucosid und parallel die Synthese ebendesselben Glucosids durchfiihrt, wobei 
man von einer gleichwertigen Menge Glucose und Glucosid ausgeht, kann man 
aus diesen beiden Versuchen vier Geschwindigkeits-Konstanten berechnen, 
und zwar aus dem Hydrolysen-Versuch eine Gdwhdigkeits-Konstante 
fiir die Hydrolyse kt und eine fur die Synthese kf, auf Grund des reversiblen 
Prozesses. In analoger Weise erhdt man aus dem Synthesen-Versuch eine 
Geschwindigkeits-Konstante fur die Synthese k: und eke fiir die entgegen- 
gesetzte Hydrolysen-Reaktion g. Das VerUltnis irgendeiner der Geschwin- 
digkeits-Konstanten fiir die Hydrolyse zu irgendeiner der Geschwindigkeits- 
Konstanten der Synthese bleibt immer dasselbe und ist identisch mit der 
Gleichgewichts-Konstanten aus den Konzentrationen beim Ende der Re- 
aktion. Das Massenwirkungs-Gesetz lat .$& also uneingeschriinkt anwenden. 
Die Hypothese von H. v. Euler findet keine Anwendung bei der Synthese 
der P-Glucoside, nicht einmal im Falle jener Glucoside, deren Affinitat fur 
die P-Glucosidase nach dieser Hypothese fiihlbar verschiedener sein m a t e  
als die der Glucose, was eine Abweichung vom Massenwirkungs-Gesetz zur 
Folge hatte. 
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