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B. Mit Palladiumoxyd in Alkohol mit Alkalizusatz.

2 g Keton XVII in 100 ccm Alkohol unter Zusatz von 0.2 g Atzkali nehmen
in 5 Stdn. 1 Mol H, auf mit PdO als Katalysator, worauf die Hydrierung
zum Stillstand kommt. Die Lésung wird abfiltriert, mit Fisessig neutralisiert
and in gleicher Weise aufgearbeitet. Es wurde als einziges Hydrierungs-
produkt quantitativ das trans-Nerolyl-methyl-cyclopentanon V, Schmp.
81—83%, gefalit.

trans-Nerolyl-methyl-cyclopentan XVIII (1-Methyl-2-{6-
methoxy-naphthyl-(2}]-cyclopentan).

0.25 g trans-Keton V wurden nach Clemmensen reduziert durch 23-stdg.
Kochen mit Salzsiure 1:1 und amalgamiertem Zink unter Zusatz von wenigen
cem Toluol. Das Reaktionsprodukt wurde bei 1100 und 0.2 mm Druck destilliert
und aus Methanol in groBen, flachen Platten vom Schmp. 52—54° erhalten.

4.565 mg Sbst.: 14.200 mg CO,, 3.450 mg H,0.

CH,,0. Ber. C 84.93, H 8.41. Gef. C 85.02, H §48.

Das Pikrat bildet derbe, rote Nadeln vom Schmp. 1129,

2.197 mg Sbst.: 0.176 ccm N, (27° 744 mm Druck).
CyuH, 304N, Ber. N 8.95. Gef. N 9.10.

329. C.N.Ionescu, N.Stanciu und V. Radulescu: Untersuchungen
iiber das pg-Optimum der Fumarase.
[Aus d. Biolog.-chem. Laborat. d. Pharmazeut. Fakultat, Bukarest.l
(Eingegangen am 18. September 1939.)

Die Fumarase, das Enzym, welches den reversiblen Umwandlungsprozel}
der Fumarsiure in [-Apfelsiure katalysiert, verhilt 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
Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedener H-Ionen-Konzentration dar-
legen. Nach der Literatur liegt das pyp-Optimum fiir die Aktivitdt von aus
verschiedenen Organen extrahierter Fumarase und in Gegenwart verschiedener
Puffer innerhalb ziemlich weiter Grenzen. Mann und Woolf!) fanden bei
,,suhenden‘“ Colibakterien eine optimale Reaktionsgeschwindigkeit bei einem
pu 6.4 und bei Zufithrung von Salzen eine Verschiebung dieses Optimums —-
je nach der Natur des Salzes — zwischen py; 6.2—7.7. Mit Lebersaft fand
K. P. Jacobsohn? eine optimale Reaktionsgeschwindigkeit zwischen
pu 0.5—7.7. Die Bestimmungen des pg-Optimums wurden nur entweder mit
Fumarsdure oder mit Apfelsiure allein gemacht. Parallele Untersuchungen
mit demselben enzymatischen Priparat bei beiden Siuren wurden unseres
Wissens nicht angestellt. Das pg-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 Enzym-Priparat und unter denselben Be-
dingungen. Um alle Fehler, welche sich durch die Inaktivierung der Enzyme

') Biochemn. Journ. 24, 427 [1930] (nach v. Euler, Chemie der Enzyme II, 531 [1934]).
?) K. P. Jacobsohn u. Mitarbb., Biochem. Ztschr. 254, 112 [1932].
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mit der Zeit ergeben konnen, auszuschalten, haben wir alle Versuche in derselben
Zeit -durchgefiihrt.

Die Versuchslésungen hatten folgende Zusammensetzung:

a) 20 cem Yumarsdurelsung (10 %) b) 23.1 cem 1-Apfelsdureldsung (10 %)
10 ,, FEnzym-Priparat 10 ,, Enzym-Priparat
20 ,, Phosphatpuffer 20 ,, Phosphatpuffer
50 ,, Wasser 46.9 ,, Wasser
2 ,, ‘Toluol 2 ., ‘Toluol

Die Sdurelésungen wurden zuerst in Gegenwart von Lakmus mit NaOH
neutralisiert. Beide Sduren (Schering-Kahlbaum) wurden durch wieder-
holte Krystallisierungen gereinigt. Der Schmelzpunkt fiir Fumarsiure war
286° (im geschlossenen Rohr) und fiir Apfelsiure 1009. Der Puffer wurde
aus Phosphat (p. an. Merck) nach Sérensen?®) hergestellt und der py-Gehalt
der I,0sungen it einem Potentiometer-Pehavi bestimmt.  Wir erhielten
eine py-Stufe zwischen py 4.49—py; 9.18. Bei allen Versuchen verwendeten
wir dasselbe Enzym-Priparat, mazerierte Muskel nach der Technik Clutter-
bucks?), welches eine Fumarase ziemlich frei von Ballaststoffen und Succino-
dehydrase und mit einer auf Methylenblau untersuchten sehr geringen Reduk-
tionskapazitit gibt.

Die Enzymlosung wurde bei einer T'emperatur von 30° zur gleichen Zeit
zu den Reaktionslgsungen (Fumarsiure und I-Apfelsiure) gegeben und di-
Temperatur wihrend der Reaktion auf 30° (4-1°) gehalten.

Der Verlauf der Reaktion wurde von Stde. zu Stde. durch polarimetrische
Bestimmung der l-Apfelsiure in Gegenwart von Ammoniummolybdat und
Lisessig verfolgt®). Da wir beobachtet hatten, dafl die Reaktion zwischen
dem Molybdin-Ton und Apfelsiure nicht plétzlich, sondern erst allmihlich
stattfindet, wurden die Bestimmungen ungefahr 6 Stdn. nach der Mischung
der Versuchslosung mit der Molybdatlésung vorgenommen. Die Drehung
wurde in einem Polarimeter nach T,ippich, mit monochromatischem Natrium-
licht (Osram) bis zu einer Prizision von -+ 0.01° festgestellt.

Tafel 1. pg-Optimum fiir Fumarsiure.

pi
a8 449 5.28 6.64 716 7.73 8.33 918
g3 :
~E rI? | Rexao i | X108 ag Lx10¢ 93 . kx10t ¥ 104 rF et tF | x10*
in® in® | in? in?® | in @ in © in? |
! i

o0 1.()0“ 10.93 v172.07l‘ 11.99) - 3.35/21.97} - 4.43| 28.63] +- 4.02] 25.45] - 3.50{20.18| -- 2.88/12.27
1201 +-3.40: 10.44 +-3.62i 11.24] - 6.00{21.14] & 7.86] 28.32} -1- 6.94,25.95| -+ 5.30{17.93] - 4.06,12.87
180] - 4.6()3 9.99 | -}-4.86! 10.71} -+ 7.60/20.20] - 9.36 28.28] -~ 9.06, 26.61] -~ 7.89|21.42 -} 7.06|17.74
2400 -1 5.56° 9.54 - 6.()01 10.57} — — | - 10.70| 28.16] -1-10.55; 27.24] -+ 9.52121.91} + 8.6418.34
300 - w1 144-10.00)19.36) +-11.71-28.83] - 11.58 27.85] 4-10.701 22.53] 4+ 9.80[18.15
360] 1 7.120 8.98 | |-7.46] 9.63] 4-10.80] 19.20) 12.29| 28.55] 4-12.26( 28.28] -1-11.60} 18.81] -+10.79;19.16
Drchschn. 9.976 10.83 20.37 28.446] 26.89 20.46 17.25

Substrat: 2g % T, = +13.56° [ == 2.

Tinzym: 10 cem % T = 300

%) Oppenheinier, Die Fermente und ihre Wirkungen, 1929, 615.

%) Biochem. Journ. 22, 1193 [1928].

5 T. Auerbaeclh, D. Kriiger, Ztschr. Unters. Nahr.- u. GenuBmittel 46, 423 [1910]
(nachh Jacobsohn, Biochem. Ztschr. 1. ¢. 117).



Nr. 11/1939]

Untersuchungen tber das pg-Optimum der Fumarase.

1951

Tafel 2. pg-Optimum fiir Apfelsiure.

PH
ot 4.49 5.28 6.64 7.16 7.73 8.33 9.18
25 _ )
SEl rm [ x10t rM Lx 104 ™ Kxiot ™ Lx10t ™ X108 ™ X108 ™ K10t
in® in?® in® in?® in?® in? in®

60]+-16.18|15.82] +16.14]16.93] +15.76] 28.47} +15.40 41.40] --14.96|61.17| --14.90, 64.35 +15.00{59.13
120{--15.89[12.15] -~15.86| 12.63] +-15.47[19.34] ~14.62} 40.66} -+14.40{49.07] --14.30| 53.6%] +-14.44[47.39
180]-15.66]10.61) -+-15.61|11.19 --15.20]16.57 --14.33| 34.82] -+ 14.08|44.29] --13.87| 56.72] +14.12]42.50
2400 +-15.41)10.25] +15.36] 8.53] -— — | -14.08| 33.22| --13.84[44.42] +13.70| 56.96{ - 13.94(38.39
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360}--15.00] 9.36] 4-14.98| 10.07| +14.50( 15.00] +-13.80| 31.48] 4-13.71| 37.14} 1-13.62| 48.20] - 13.741|34.92
Drchschn. 11.64 11.87] 18.84 35.79 45.08] 35.53# 43.33

Substrat: 2g 9% r, = +-16.82° T = 30°

Lnzym: 10 cem %, r, = +13.56° 1= 2.

Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde durch die Geschwindigkeits-
konstante k aus dem Ausdruck der monomolekularen Reaktion errechnet?).
Aus den Tafeln 1 und 2 ersieht man, dafl das py-Optimum fiir Fumarsiure
und [-Apfelsiure verschieden ist. Wihrend bei dem Versuch mit Fumar-
sdure die optimale Wirksamkeit der Fumarase bei py 7.16 liegt, wurde sie
bei dem Versuch mit Apfelsiure bei py 8.33 gefunden. Das Vorhandensein
zweier verschiedener py-Optimen fiir Fumarase, je nachdem ob man von der
einen oder der anderen Richtung der Reaktion Fumarsiure = Apfelsiure
ausgeht, konnte durch folgende Hypothese erklirt werden: bei einer enzy-
matischen Reaktion, mit einem in Ionen dissoziierbaren Substrat beeinfluB3t
der py-Gehalt der Losung die Reaktionsgeschwindigkeit auf zwel Weisen:

1. Verindert er den Dispersionsgrad der Enzyme, indem er die Reaktions-
oberfliche vergr6Bert oder verkleinert.
2. BeeinfluBit er den Dissoziationsgrad des Substrats.

Die Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenem py ergibt sich aus der
Addierung dieser beiden Wirkungen.

Fumarsiure und besonders Apfelsiure sind zwei ziemlich schwache
Sduren, ihre Dissoziationskonstante als Na-Salz ist®):

Fumarsiure 100K = 0.104 und Apfelsiure 100K = 0.0395.

Wenn sich diese Sduren nun in einer Lisung als Na-Fumarat oder Malat
befinden, also kombintert mit einer starken Base, dann sind sie einem
Hydrolyse-Prozel folgender Art ausgesetzt:

A- 4+ HOH == AH - OH".

Diese Reaktion zeigt, daB die: Dissoziation der Sidure von einer Ver-
mehrung der OH*Tonen in der Losung begiinstigt wird. Je schwicher die
Sdure ist, um so notwendiger ist eine stirker alkalische Losung, um eine
grollere Dissoziation zu erhalten. Wenn wir annehmen, dal3 das Substrat an
der Reaktion in einer dissoziierten Form teilnimmt, mull man annehmen,
dafl die Reaktion in einer basischen Losung mehr in Richtung nach Apfel-
sdure als nach Fumarsidure begiinstigt ist. Die Alkalinitit der Losung darf
aber nicht zu stark sein, da sie sonst eine ungiinstige Modifizierung der Enzyme

%) Roth, Wallasch, Physik. chem. Tabellen 1912; Ostwald, Ztschr. physik.
Chem. 3, 418 [1889] (nach Kauffman, Bezichungen zwischen Physikalischen Eigen-
schaften und Chemischer Konstitution. Stuttgart 1920, 342, 347).



1952 lonescu, Stanciu, Rddulescu. [Jahrg. 72

hervorruft. Die pgy-Optima, welche wir beobachten konnten, entstanden
aus der Addierung der Begiinstigung der Dissoziation des Substrats in alkali-
schem Medium und der Hemmung der Enzyme durch eine Vergréferung
der Alkalinitit. Diese zwei Optima konnten fiir Apfelsiure und Fumarsiure
nur dann gleich sein, wenn ihre Dissoziationskonstanten nahe beieinander
ligen. Da aber die Apfelsiure eine etwa 2.5-mal kleinere Dissoziations-
konstante als Fumarsiure hat, ist es natiirlich, da das pg-Optimum in
dieser Reaktion bei alkalischen Werten fiir Apfelsiure grofler ist, als fiir
Fumarsidure, welche weniger hydrolysiert ist. Wir geben diese Hypothese
unter dem Vorbehalt einer spidteren Nachpriifung, welche um so notwendiger
ist, als die Reaktion in gr6Berem oder kleinerem Malle von sekundiren
Reaktionen begleitet ist. Der Einflul der H-Ionenkonzentration auf die
Reaktionsgeschwindigkeit durch die Anderung der Dissoziation des Sub-
strats wurde von Northrop?) im Falle des Pepsins, Trypsins und Papains betont.

Die Beobachtung, daBl diese reversible Reaktion zwei py-Optima fiir
die beiden Richtungen zuliBt, zeigt, daB bei demselben py die Reaktions-
geschwindigkeit nicht nur von der aktiven Masse des in der Losung befind-
lichen Salzes abhingig ist. In Wirklichkeit sollte man als aktive Masse die
in Tonen dissoziierte Fraktion annehmen, welche verschieden ist, obwohl die
beiden Siduren in gleichmolekularer Konzentration angewendet wurden.

K. P. Jacobsohn?), welcher die kinetischen Gleichungen dieses Pro-
zesses aufgestellt hat und welcher von der Hypothese ausging, dall dieses
Phinomen dem Massenwirkungsgesetz folgt, hat in seinen Folgerungen als
aktive Masse die Gesamtheit des in der Lésung befindlichen Substrats ein-
gefihrt,

Die Tatsache, daB das pyr-Optimum in den beiden Richtungen dieses
reversiblen Prozesses verschieden ist, kann eine der Ursachen dafiir sein,
daB die von Jacobsohn aufgestellten Gleichungen und folglich auch die
diesen zugrunde liegende Hypothese (auBer der Existenz der sekundiren
Reaktionen, im speziellen der Entstehung von Bernsteinsdure und der Inakti-
vierung der Fumarase bei der Reaktion) durch Versuche nicht bestitigt
werden koénnen.

Zusammenfassung.

Wir haben unter denselben Bedingungen das pg-Optimum fiir den rever-
siblen Proze3 TFumarsiure = Apfelsiure bestimmt, und fanden fiir die
Reaktion mit Fumarsiure einen Wert von py 7.16 und in der entgegen-
gesetzten Richtung einen Wert von 8.33.

Die Verschiedenheit des pp-Optimums in den beiden Reaktionsrichtungen
erkliren wir durch die Hypothese, dafl die Reaktionsgeschwindigkeit sich
aus der Addierung der Wirkung der Dissoziation des Substrats in alkalischen
Losungen (welche stirker fiir die Apfelsiure mit ihrer kleineren Dissoziations-
konstante als fiir die Fumarsiure ist) und einer Anderung des Dispersions-
grades der Enzyme zusammensetzt.

Die Tatsache, daB es fiir die beiden Richtungen des Prozesses zwei
pr-Optima gibt und daf sekundire Reaktionen und eine Inaktivierung der
Enzyme mit der Zeit eintreten konnen, kann sowohl die Abweichungen,
welche Jacobsohn von der Theorie sowie von den fiir die Kinetik der
Fumarase aufgestellten Gleichungen erhielt, erkliren.

?) Journ. gen. Physiol. 6, 263 [1922] (nach Haldane, Stern, Allgemeine Chemie
der Enzyme, Leipzig 1932). % K. P. Jacobsohn, L c. u. B. 67, 1481 [1923".



