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B. Mit P a l l a d i u m o x y d  i n  Alkohol m i t  Alkal izusatz .  
2 g Keton XVII in 100 ccm Alkohol unter Zusatz von 0.2 g kzka l i  nehmen 

in 5 Stdn. 1 Mol H, auf mit PdO als Katalysator, worauf die Hydrierung 
zum Stillstand kommt. Die Ldsung wird abfiltriert, mit Eisessig neutralisiert 
and in gleicher Weise aufgearbeitet. Es wurde als einziges Hydrierungs- 
produkt quantitativ das trans-Nerolyl-methyl-cyclopentanon V, Schmp. 
81--83O, gefaBt. 

trans-Nerolyl-methyl-cyclopentan X V I I I  ( l -Methyl -2- [6-  
me thoxy-naph thy l -  (2) ] -cyc lopentan) .  

0.25 g trans-Keton V wurden nach Clemmensen rednziert durch 23-stdg. 
Kochen mit Salzsaure 1 : 1 und amalgamiertem Zink unter Zusatz von wenigen 
ccm Toluol. Das Reaktionsprodukt wurde bei l l O o  und 0.2 mm Druck destilliert 
und aus Methanol in grooen, flachen Platten vom Schmp. 52-54O erhalten. 

4.565 ing Sbst. : 14.200 mg CO,, 3.450 mg H,O. 
C,,H,,O. Ber. C 84.93. H 8.41. Gef. C 85.02, H 8.48. 

Das Pikrat bildet derbe, rote Nadeln vom Schmp. 112O. 
2.197 mg Sbst.: 0.176 ccm N, (27O, 744 mm Druck). 

C23H2308K;3. Ber. N 8.95. Gef. N 9.10. 

329. C. N. Ionescu, N. Stanciu und V. Radulescu: Untersuchungen 
uber das pH-Optimum der Fumarase. 

[hus d. Bio1og.-chem. Laborat. d. Pharmazeut. Fakultat, Bukarest.1 
(Bingegangen am 18. September 1939.) 

Die Fumarase, das Enzym, welches den reversiblen UmwandlungsprozeB 
der Fumarsaure in I-Apfelsaure katalysitrt , uerhalt sich, was die Kinetik 
anbetrifft, ziemlich eigenartig, eine Tatsache, auf welche wir in einer anderen 
Arbeit zuriickkommen werden. 

In unserer heutigen Arbeit werden wir unsere Beobachtungen iiber die 
Keaktionsgeschwindigkeit bei verschiedener H-Ionen-Konzentration dar- 
legen. Nach der Literatur liegt das p,-Optimum fur die Aktivitat von aus 
verschiedenen Organen extrahierter Fumarase und in Gegenwart verschiedener 
Puffer innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Ma nn  und W o olf l) fanden bei 
, ~uhenden" Colibakterien eine optimale Reaktionsgeschwindigkeit bei einem 
pH 6.4 und bei Zufuhrung von Salzen eine Verschiebung dieses Optimums -- 

je  nach der Natur des Salzes - zwischen pH 6.2--7.7. Mit Lehersaft fand 
K. P. Jacobs  o h n ,) eine optimale Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 
pH 6.5-7.7. Die Bestimmungen des pH-Optimums wurden nur entweder mit 
Fumarsaure oder mit Apfelsaure allein gemacht. Parallele Untersuchungen 
mit demselben enzymatischen Praparat bei beiden Sauren wurden unseres 
Wissens nicht angestellt. Das pH-Optimum sollte, ob man von der einen oder 
der anderen Seite der Reaktion gegen den Gleichgewichtszustand vorgeht, 
derselbe sein. Um festzustellen, ob dies der Fall ist, machten wir an beiden 
Sauren Versuche mit demselben Bnzym-Praparat und unter denselben Be- 
dingungen. Um alle Fehler, welche sich durch die Inaktivierung der Enzyme 

I )  Biochem. Journ. 24, 427 [1930] (nach T.  Culer ,  Chemie der Enzyme 11,531 j1934:). 
z, K. P. Jacobsohn 11. Xitarbb., Biochem. Ztschr. 254, 112 j19321. 
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niit der Zeit ergeben kiinnen, auszuschalten, haben wir alle Versuche in derselben 
Zeit durchgefiihrt. 

Die Versuchslosungen hatten folgcnde Zusammensetzung: 
:I) 20 cciii l+'umarsaurelosung (10 y,) b) 23.1 ccm 1-Apfelsaurelosung (10 %) 

10 , , Enzyni-Prapnrat 10 ,, Enzym-Praparat 
20 ,, Phosphatpuffer 20 ,, Phosphatpuffer 
50 ,, Wasser 46.9 ,, Wasser 

2 ,, 'roiuoi 2 ,, 'Coluol 

Die Saureliisungen wurdeii zuerst in Gegenwart von Lakmus mit ,NaOH 
neutralisiert. Beide Sauren (Schering-Kahlbauni)  wurden durch wieder- 
holte Krystallisierungen gereinigt . Der Schmelzpunkt fur Funiarsaure war 
286O (ini geschlossenen Rohr) und fur Apfelsaure looo. Der Puffer wtirde 
xis Phosphat (p. an. Merck) nach Sbrensen3) hergestellt und cler pa-Gehalt 
tier 1,iisungen mit einem Potentiometer-Pe h a v i  bestimmt. Wir erhielten 
cine p:,L-Stufe zwischen plr 4.49-pIT 9.18. Bei allen Versuchen verwendeten 
wir dasselbe Enzym-Praparat, iiiazerierte Muskel nach der Technik Clu t te r  - 
t) ucks4), welches eine Fuinarase ziemlich frei von Ballaststoffen und Succino- 
deliydrase und niit einer auf Methylenblau untersuchten sehr geringen Reduk- 
tionskapazitat gibt. 

Die Enzyinlosung wurde bei einer 'l'emperatur von 30° zur gleichen Zeit 
n i  den Iieal~tionsliisungen (Fumarsame und I-Apfelsaure) gegeben und div: 
'l'emperatur wahrend der Reaktion auf 30° (* lo) gehalten. 

I k r  Verlauf der Reaktion wurde von Stde. zu Stde. durch polarimetrische 
Hestiiiimung der I-Aipfelsaure in Gegenwart von Ammoniummolybdat und 
l3isessig verfolgt 5). l)a wir beobachtet hatten, dal3 die Reaktion zwischen 
dem Molybdan-Ion und Apfelsaure nicht pliitzlich, sondern erst allmahlich 
stattfindet, wurden die Bestinimungen ungefahr 6 Stdn. nach der Mischung 
tfer Versuchslosung init der Molybdatlijsung vorgenommen. Die Drehung 
\\:urde in eineni Polarimeter nach.I,ipp i ch , mit monochromatischem Natrium- 
licht (Osrani) his zu einer Prazision von 0.01O festgestellt. 

T a f c l  1. pa-Optiiiiuiii fur Fumarsaure. 

1)T.I. 

* 4.40 5.2s 6.54 7.t6 7.73 8.33 9,18 : c  ?.a 
r d  

in in 0 

1 kchschn. 9.976 20.37 28.46 26.8 17.25 
Substrat: 2 g ro3 = +13-56* I =- 2. 
ICnzym: 10 ccni T == 30°. 

:I) Oppenlieinier ,  .Die I'ermelite uiid ihrc Wirkungen, l!P'9, 615. 
4, Biochem. Journ. 22, 1193 [1928]. 
6, 1'. A u e r b a c h ,  D. K r u g e r ,  %tschr. Unters. Nahr.- 11. (:eriuWinittel 46, 423 [1910] 

(nach J n c o b s o h n ,  Biocheni. Ztschr. 1. c. 117). 
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Tafe l  2. pH-Optimum fur Apfelsaure 

- _ _  -- ~ 

PH 
~ ~ 

9 18 

in in 0 in 

5 5  449 7 16 

in in 0 

1)rchschn 11 6 45 o x  13 33 
Substrat 2 g % ro : -16 82O T = 30" 
Enzym 10 ccxn % rco = - 13 56O 1 = 2 

Die Keaktionsgeschwindigkeit murde durch die Geschwindigkeits- 
konstante k aus dem Ausdruck der nionomolekularen Reaktion errechnet 2, 

Aus den Tafeln 1 und 2 ersieht man, dalj das p,,-Optimum fur Fumarsaure 
und 1-bpfelsaure verschieden ist. Miahrend bei dem Versuch mit Fumar- 
saure die optimale Wirksamlteit der Fumarase bei pH 7.16 liegt, wurde sie 
bei den1 Versuch mit Apfelsaure bei pa 8.33 gefunden. Das Vorhandensein 
zweier verschiedener pn-Optimen fur Fumarase, je nachdem oh man von der 
einen oder der anderen Richtung der Reaktion Fumarsaure + Apfelsaure 
ausgeht, konntc durch folgende HI pothese erklart werden: bei einer enzy- 
matischen Reaktion, niit einem in Ionen dissoziierbaren Substrat beeinfluflt 
der p,-Gehalt der Losung die Reaktionsgeschwindigkeit auf zwei Weisen. 
I .  Verandert er den Dispersionsgrad der Enzyme, indem er die Reaktions- 

oberflache vergrooert oder verkleinert. 
2 Beeinflul3t er den Dissoziationsgrad des Substrats 

Addierung dieser beiden Wirkungen. 

Sauren, ihre Dissoziationskonstante als Na-Salz ist6) : 

Die Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenem pH ergibt sich aus der 

Fumarsaure und besonders Apfelsaure sind zwei ziemlich schwachhe 

Fumarsaure 100K = 0.104 und Apfelsaure 100K = 0.0395. 
\Venn sich diese Sauren nun in einer Losung als Na-Fumarat oder Jlalat 

befinden, also kombiniert mit einer starken Base, dann sind sie einenn 
Hydrolyse-ProzeB folgender Art ausgesetzt 

.2- t HOH ,i A H  OH- 
Diese Reaktion zeigt, dafl die 1)issoziation der Saure von einer Ver- 

niehrung der OH+-Ionen in der LLiisung begiinstigt wird. Je schwacher die 
Saure ist, um so notwendiger ist eine starker alkalische Losung, um eine 
grol3ere Dissoziation zu erhalten. Wenn wir annehmen, dalj das Substrat an 
der Reaktion in einer dissoziierten Form teilnimmt, mul3 man annehmen, 
dal3 die Reaktion in einer basischen Losung mehr in Richtung nach Apfel- 
same als nach Fumarsaure begiinstigt ist Die Alkalinitat der Losung darf 
aber nicht zu stark sein, da sie sonst eine ungunstige Modifizierung der Enzyme 

b, R o t h ,  Wal lasch ,  Ph.islk chem. Tabellen 1912, Os twald ,  Ztschr. physik. 
Chem 3, 418 [l889] (nach K auffinan, Beziehungen zwischen Phvsikalischen Eigen- 
schaften nnd Chemischer Konstitution. Stuttgart 1920 342, 347) 
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hervorruft. Die pE-Optima, welche wir beobachten konnten, entstanden 
aus der Addierung der Begunstigung der Dissoziation des Substrats in alkali- 
schem Medium und der Hemmung der Enzyme durch eine VergroBerung 
der Alkalinitat. Diese zwei Optima konnten fur Apfelsaure und Fumarsaure 
nur dann gleich sein, wenn ihre Dissoziationskonstanten nahe beieinander 
Iagen. Da aber die Apfelsaure eine etwa 2.5-ma1 kleinere Dissoziations- 
konstante als Fumarsaure hat, ist es natiirlich, daB das pK-Optimum in 
dieser Reaktion bei alkalischen Werten fur Apielsaure gr6Ber ist, als fur 
Fumarsaure, welche weniger hydrolysiert ist . Wir geben diese Hypothese 
unter dem Vorbehalt einer spateren Nachpriifung, welche uni so notwendiger 
ist, als die Reaktion in groaerem oder kleinerem MaBe von sekundaren 
Reaktionen begleitet ist. Der EinfluW der H-Ionenkonzentration auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit durch die Anderung der Dissoziation des Sub- 
strats wurde vonNorthrop7) imFalle despepsins, TrypsinsundPapainsbetont. 

Die Beobachtung, daB diese reversible Reaktion zwei pH-Optima fur 
die beiden Richtungen zulafit, zeigt, daB bei demselben pH die Reaktions- 
geschwindigkeit nicht nur von der aktiven Masse des in der Liisung befind- 
lichen Salzes abhangig ist. In  Wirklichkeit sollte man als aktive Masse die 
in Ionen dissoziierte Fraktion annehmen, welche verschieden ist , obwohl die 
heiden Sauren in gleichmolekularer Konzentration angewendet wurden. 

K. P. Jacobsohn*), welcher die kinetischen Gleichungen dieses Pro- 
zesses auigestellt hat und welcher von der Hypothese ausging, daB dieses 
Phanomen dem Massenwirkungsgesetz folgt, hat in seinen Folgerungen als 
aktive Masse die Gesanitheit des in der Losung befindlichen Substrats ein- 
gefuhrt. 

Die Tatsache, daB das pn-Optinium in den beiden Richtungen dieses 
reversiblen Prozesses verschieden ist, kann eine der Ursachen dafur sein, 
daW die von J aco bso h n  aufgestellten Gleichungen und folglich auch die 
diesen zugrunde liegende Hypothese (aufier der Existenz der sekundaren 
Reaktionen, im speziellen der Entstehung von Bernsteinsaure und der Inakti- 
vierung der Fumarase bei der Reaktion) durch Versuche nicht bestatigt 
werden konnen. 

Zusammenfassung.  
Wir haben unter denselben Bedingungen das pE-Optimum fur den rever- 

siblen ProzeW Fumarsaure s Bpfelsaure bestimmt, und fanden fur die 
Reaktion mit Fumarsaure einen Wert von px 7.16 und in der entgegen- 
gesetzten Richtung einen Wert von 8.33. 

Die I'erschiedenheit des plI-Optimums in den beiden Reaktionsrichtungen 
erklaren wir durch die Hypothese, daB die Reaktionsgeschwindigkeit sich 
aus der Addierung der Wirkung der Dissoziation des Substrats in alkalischen 
Losungen (welche starker fur die Apfelsaure mit ihrer kleineren Dissoziations- 
konstante als fur die Fumarsaure ist) und einer Anderung des Dispersions- 
grades der Enzyme zusammensetzt. 

Die Tatsache, daW es fur die beiden Richtungen des Prozesses zwei 
pE-Optima gibt und daB sekundare Reaktionen und eine Inaktivierung der 
Enzyme init der Zeit eintreten konnen, kann sowohl die Abweichungen, 
welche Jacobsohn von der Theorie sowie von den fur die Kinetik der 
Fumarase aufgestellten Gleichungen erhielt, erklaren. 

') Journ. pen. Physiol. 6, 263 [1922! (nach H a l d a n e ,  S t e r n ,  iZllgenieine Cheniie 
drr Enzyme, Leipzig 1932). #) I(. 1'. J a c o h s o h n ,  1. c. u. K. 67, 1481 r1923 . 

I o n, es c u , X t  an c i u , Ri% d u 1 e scu.  


