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0bet ein gskulinspaltendes Enzym und fiber 
ein fettspall~endes Enzym in Aeseulus Hippo- 

eastanum L. 
v o n  

Dr. Wilhelm Sigmund, 
k. le. Realschul2rofesso~,  Pr i va tdoze~ t  an  de*" ~. k. deutsche~ technischer Hochschule  

i1~ Prag.  

(Vorge leg t  in der Si tzung am 9.1. Apri l  1910.) 

Das 5~skulinspaltende Enzym. 
Die erste und, soweit mir bekannt, die einzige Beobachtung 

fiber eine enzymatische )kskulinspaltung bei Aescttlus machte 
W e e w e r s ,  ~ welcher dieselbe bei einem Kaltwasserextrakte 
der RoBkastanienrinde wahrnahm; doch wurde die Frage nicht 
writer untersucht. 2 

Es ist mir gelungen, in einigen Organen der Ro13kastanie, 
Aesc,tlus Hippocastamtm L., ein /iskulinspaltendes Enzym 
nachzttweisen. 

Untersucht wurden insbesondere die Rinde, die Knospen, 
.die Blg.tter, die BlCtten und die Frtlchte, yon den letzteren 
gesondert die Samenkapseln, die Saturn im ganzen, die Samen- 
schalen und die Cotyledonen. Die Saturn wurden sowohl im 
ruhenden als auch im keimenden Zustande auf ein ;Askulin- 
spaltendes Enzym geprfift; yon den keimenden Samen wurden 
wieder die Wtirzelchen, die Stengelchen und die Cotyledone.~ 
gesondert untersucht. Die betreffenden Pflanzenteile wurden 
teils fl-isch, teils lufftrocken m6glichst zerkleinert (durch Zer- 
schneiden, Mahlen, Verreiben etc.), die zerkleinerten Organe 

1 Th. W e e w e r s ,  Die physiologische Bedeutung einiger Glykoside. 
Jahrb. f. wiss. Botanik, 39. Bd. (1904), p. 229. 

F. C z a p e k ,  Biochemie derPf lanzen ,  II. Bd., p. 563. 

Chemie-Heft Nr. 7. 46 



658  W. S i g m u n d ,  

mit Wasser unter Zusatz yon Chloroform 20 bis 40 Stunden 1 
bei Zimmertemperatur extrahiert. 

Zu Versuchszwecken wurden der Organbrei, der filtrierte 
w~isserige Extrakt und die aus dem letzteren isolierte enzym- 
haltige Substanz benfltzt. Zur Isolierung des Enzyms wurde 
der filtrierte Auszug mit Alkohol gef~illt, der Niederschlag rasch 
an der Saugpumpe filtriert, mit Alkohoi gewaschen und bei 
30 ~ C. im Trockenschrank oder bei gewShnlicher Temperatur 
im Val}uumexsikkator fiber Schwefels~iure getrocknet. 

Die Einwirkungsdauer des Extraktes, beziehungsweise des 
Enzyms auf ~skulin betrug 24 Stunden bis 10 Tage bei 30 ~ C. 
Um die Mitwirkung von Mikroorganismen auszuschliel3en, 
wurden sS.mtliche Versuche unter reichlichem Zusatz von 
Toluol, meist aber von Chloroform ausgeftihrt; bei I/ingerer 
Versuchsdauer wurden die Antiseptika erneuert. Die Abwesen- 
heit yon Bakterien konnte auch mikroskopisch festgestellt 
werden. 

Jeder Versuch war yon einem Kontrollversuch begleitet, 
indem nicht nur der normale, aktive Organextrakt, beziehungs- 
weise das daraus isolierte aktive Enzym auf Askulin einwirkte, 
sondern gleichzeitig und unter den vollkommen gleichen 
Versuchsbedingut~gen der gekochte Extrakt, respektive die 
gekochte Enzyml6sung auf ~skulin wirksam war. Dabei konnte, 
falls eine Spaltung des Askulins eintrat, diese nut bei dem 
aktiven Extrakt oder Enzym, nicht abet bei dem Kontroil- 
versuch beobachtet werden, wodurch die Enzymnatur der 
erfolgten 5.skulinspaltung sichergeseellt war. 

Die Untersuchung der Spaltungsprodukte des Askulins, 
des .:4skuletins und der Glukose geschah auf folgende Weise: 
Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde der Inhalt des Versuchs- 
gefg.13es kalt filtriert, der Rtickstand auf dem Filter mit heifiem 
Alkohol behandelt und die LBsung auf .~skuletin geprfift. 

Zur Erkennung desS_skuletins dienten folgende Reaktionen: 
die Grfinf~irbung mit Eisenchlorid, auf Zusatz yon Ammoniak 
rot; die Gelbf~rbung mit Kali- oder Natroniauge; die gelbe 

1 Je nach der Beschaffenheit des Materials in frisch gepfl~iektem Zustande 

ktirzere, in lufttrockenem Zustande 1/~ngere Zeit. 
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F~illung mit Bleiacetat. Die ~ntensit~it der Grfmf~rbung mit 
Eisenchlorid lJel3 auch bei Einhaltung vollkommen gleicher 
Versuchsbedingungen eine beil~iufige Beurteilung der Stgrke 
der erfolgten Askulinspaltung zu, indem sich die L6sung bei 
gleicher Menge und gleicher Konzentration der einwirkenden 
Stoffe je nach der Intensittit der erfolgten Askulinspaltung 
gelblichgrtin, rein hellgr~'m, grasgr~in bis intensiv dunkelgrfin 
f~rbte. Durch wiederholtes Umkrystallisieren konnten aus der 
tiskuletinhtiltigen L6sung feine, gl~inzende Nadeln dargestellt 
werden, deren Identit~it mit Askuletin durch die oben genannten 
Reaktionen %stgestelit werden konnte, aul3erdem wurde auch  
zur Kontrolle die Bestimmung des Schmelzpunktes heran- 
gezogen. 

Das zuerst erhaltene Filtrat wurde auf dem Wasserbade 
verdunstet, der Rtickstand mit heil~em Alkohol behandelt, wobei 
das Enzym ungel6st blieb, w~hrend die eventuellen Spaitungs- 
produkte des Askulins, das 5skuletin und die Glukose, in 
L6sung gingen; ein Teil der Glukose blieb, da in Alkohol 
schwer 16slich, im Rtickstande und wurde daraus dutch Wasser 
extrahiert. Nach dem Filtrieren wurde das Filtrat abermals auf 
dem Wasserbad verdunstet und der Rtickstand mit wenig 
kaltem Wasser behandelt, wodurch eine wenn auch unvoll- 
st~ndig-e Trennung des .~skuletins yon der Glukose bewirkt 
\vurde~ indem neben der Glukose auch ein geringer Teil des 
.~.skuletins in L0sung ging, der gr6fiere Tell blieb abet auf dem 
Filter zurtick; dieser wurde mit Alkohol behandelt und di3 
LOsung auf Askuletin untersucht. 

Im Filtrat wurde nach den gebr~iuchlichen Methoden, wo- 
bei insbesondere die Trommer'sche in An\vendnn a kam, auf 
Glukose geprCfft. Bei einer stattgefundenen ~4skulinspaltung 
ftirbte sich die F10ssigkeit auf Zusatz yon Natro~.lauge intensiv 
gelb infolge des in der LSsung gleichzeitig enthaltenen Asku- 
letins; bei dem Kontrollversuch mit dem gekochten Enzym trat 
diese intensive Gelbf~rbung nicht auf, die betreffende Flfissigkeit 
f~irbte sich nur hell strohgelb, bedingt dutch das unzersetzte 
)~skulin; auch die anderen Reaktionen aut" 5skuletin ergabcn 
bei den Versuchen mit dem gekochten Enzym ein negatives 
Resultat. Auch die Reaktion auf Glukose lieferte bei den Ver- 

4W 
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suchen mit dem normalen Enzym bei erfolgter Spaltung des 

zugesetzten ~skulins stets ein positives Ergebnis, die Reaktion 
verlief rasch und intetasiv; bei den Kontrollversuchen dagegen 

blicb die Glukosereaktion entweder gtinzlich aus oder sie 

e,,'t'olgte erst nach l~ingerer Zeit und minder intensiv. 

u  mit der Rinde. 

Untersucht wurde die Rinde der Zweige und der Wurzeln. 
Die Rinde der Zweige wurde in allen Jahreszeiten, im Fr0hjahr, 

Sommer, Herbst und Winter, die Rinde der Wurzeln im Frtih- 
jahr (M~irz) auf ein 5.skulinspaltendes Enzym gepr~ft. Die 

meisten Versuche wurden mit der im Mai und Juni ent- 

nommenen Rinde ausgeftihrt. 

Die mit der Rinde der Zweige ausgeftihrten Versuche 

ergaben, daft in derselben in allen Jahreszeiten ein auf 5skulin 

wirksames Enzym'enthal ten  war. Selbst aus der im Winter 

(am 22. Dezember) gesammelten Rinde konnte noch ein/iskulin- 
spaltendes Enzym isoliert werden, welches zwar, was Ge- 

schwindigkeit und Intensit~it der 5skulinspaltung anbelangt, 
hinter den in den anderen Jahreszeiten hergestellten Enzym- 

pr/iparaten zurtickblieb, aber trotzdem eine deutlich nachweis- 
bare ~iskulinspaltende Wirkung erkennen liel3. Wtthrend n/imlich 

die aus den im Frflhjahr, Sommer und Herbst entnommenen 

Rinden hergestellten Enzympr~iparate bereits nach 24 Stunden 

eine deutliche Spaltung des zugesetzten 5,sl<ulins bewirkten, 
die sich mit zunehmender Versuchsdauer steigerte, so spaltete 
z. B. ein Enzympr~Lparat vom 8. Oktober nach dreit~igiger Ein- 

wirkungsdauer 45" 17% des zugesetzten Askulins, konnte bei 
dem aus der Winterrinde isolierten Enzym nach 24sttindiger 

Einwirkungsdauer nur eine minimale Spaltung beobachtet 
werden; doch nahm die Intensit/it der 5skulinspaltung inner- 
halb der siebent~igigen Versuchsdauer von Tag zu Tag zu, wie 
die vergleichenden kolorimetrischen Beobachtungen ergaben. 

Bei den Versuchen mit der Wurzel ~ wurden die dtinnen 
W'urzeln bis zur Federkieldicke im ganzen zerkleinert und bei 

den dickeren Wurzeln blofi die Rinde verarbeitet. Die Versuche 

1. Die Wurzel xvurde anfangs Miirz elnem iilteren Baume enmommen. 
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ergaben , dal~ die Einwirkung auf Askulin eine viel schw~ichere 
war als bei der Rinde der Zweige. 

Versuzhe mit den Knospen.  

Es wurden sowohl die Frtihjalars- als auch die Herbst- 
knospen auf die Gegenwart eines /iskulinspaltenden Enzyms 
tmtersucht. Die w/isserigen Extrakte wurden aus den nach 
Entfernung der harzigen Schuppenbl~itter zerkleinerten Knospen 
hergestellt. Weder die Extrakte noch die daraus durch Alkohol 
isolierte Substanz bewirkte eine Spaltung des zugesetzten 
~:iskulins, selbst nach neunt~igiger Versuchsdauer nicht. 

Versuche mit den B15.ttern und Bliiten. 

Die Versuche mit den Kaltwasserextrakten der B1/itter und 
mit dem daraus durch F~illung mit Alkohol erhaltenen K6rper 
ergaben bei ihrer Einwirkung auf 5skulin ein vorwiege~d 
negatives Resultat; erst bei 15.ngerer Einwirkungsdauer trat in 
einzelnen F~llen ein schwach positives Ergebnis auf. 

W~ihrend bei den gleichzeitig und unter denselben Ver- 
suchsbedingungen ausgeftihrten Versuct~en'mit den Rinden- 
extrakten und mit dem daraus isolierten Enzym bereits nach 
24 Stunden eine deutliehe Spaltung des zugesetzten A_skuIins 
beobacbtet wurde, konnte in derselben Zeit bei den Versuchen 
mit den BIS.ttern eine Askulinspaltung nicht nachgewiesen 
werden. Erst am vierten oder ffmften Tage trat mitunter eine 
kaum merkliche Spaltung ein und selbst nach 10 Tagen war 
die Spaltung noeh seI~r gering. 

Ein ~ihnliches Verhalten zeigten such die Versuche mit 
den F31titen. 

Versuehe mite den Friichten. 

Die S a m e n k a p s e l n .  

Die Versuche mit der stacheligen Fruchthtille ergaben 
durchwegs ein negatives Resultat. Weder der aus den zer- 
kleinerten Kapseln erhaltene wtisserige Extrakt noch der aus 
demselben durch Alkohol isolierte K6rper vermochte das zu- 
gesetzte -4.skulin zu spalten, selbst nach einer EinNirkungsdauer 
von 9 Tagen nicht. 
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Die Samen.  

I. Ruhende  Samen.  

1. Die S a m e n  im g a n z e n .  

Die arts den gemahlenen Samen hergestellten Extrakte 
und das daraus isolierte Enzym ergaben in den wiederholt aus- 
geftihrten Versuchen bei ihrer Einwirkung auf )i, skulin durch- 
wegs positive Resultate. Insbesondere ergaben die mit dem 
isolierten Enzym ausgeftihrten Versuche bei verschiedener 
Konzentration der Enzym!6sungen und bei verschiedener Ver- 
suchsdauer, dab bereits sehr verdtinnte Lgsungen (0" l pro- 
zentige) ~ auf ,Askulin wirksam waren und daft schon nach 
24 Stunden die erfolgte Spaltung des zugesetzten Askulins 
nachgewiesen werden konnte. 

Ein quantitativ ausgefiihrter Versuch ergab folgendes 
Resultat: 0" 5g  des aus dem w~sserigen Extrakte durch Alkohol 
isolierten Enzyms wurden in 40 c~43 Wasser gel6st, die L6sung 
mit 0"2g  Askulin versetzt und 40 Tropfen Chloroform hinzu- 
geftigt. Nach dreit~igiger Einwirkungsdauer der Enzyml6sung 
auf Askulin bei 30 ~ C. wurden nach wiederholtem Umkrystalli- 
sieren 0"0410g 5_skutetin erhalten; diese Menge entspricht 
0"07677g gespaltenen Askulins, es wurden mithin yon den 
zugesetzten 0" 2g Askulin 38" 38% gespalten. 

2. Die C o t y l e d o n e n .  
(Die g e s c h i i l t e n  Samen. )  

Die gesch/tlten und gemahlenen Rol3kastaniensamen waren 
in Form eines Breies, dann in Form des filtrierten Extraktes 
und endlich in Form des aus letzterem durch Alkohol isolierten 
Enzyms auf ~i_skulin wirksam. In allen F/illen konnte eine 
enzymatische Spaltung des zugesetzten Askulins nachgewiesen 
werden. Das isolierte Enzym bewirkte noch in 0" 1 prozentiger 1 
L~sung nach 24 Stunden eine nachweisbare Spaltung des 
~skulins. 

1 In Wirklichkeit war der Verdiinnungsgrad der ~iskulinspaltenden 
Enzyml6sung ein noch viel gr~Sfierer, weil das nach der oben angegebenen 
Methode erhaltene Enzymprg.parat nicht aus dem ~.skulinspaltenden Enzym 
allein bestand, sondern noch andere dutch Alkohol fiillbare Stoffe enthielt, 

darunter auch verschiedene andere Enzyme. 
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3. Die S a m e n s c h a l e n .  

Die yon den Cotyledonenresten sorgf~iltig befreiten Samen- 
schalen wurden rein gemahlen und wirkten wie bei den Ver- 
suchen mit den Cotyledonen als Brei, als filtrierter Extrakt und 
als isoliertes Enzym auf Askulin ein. Die ~iskulinspaltende 
Kraft war in jeder Beziehung der der Cotyledonen vollkommen 
gleich. 

II. Keimende Samen. 

Die gekeimten Rol3kastaniensamen, deren Wfirzelchen 
18 bis 31cr~ und deren Stengelchen 5 bis l l c ~  lang waren, 
wurden in frischem Zustande zerkleinert und 24 Stunden unter 
Chloroformzusatz extrahiert, und zwar gesondert die Stengel, 
die Wurzeln und die Cotyledonen. Sowohl die erhattenen 
Extrakte als auch die aus demselben dutch F~illung mit Alkohol 
getrennten Substanzen wurden auf ihre ~iskulinspaltende Wir- 
kung untersucht. 

Die Versucbe ergaben, dal3 der aus den Stengeln der 
jungen Keimpflanzen erhaltene Extrakt und der daraus durch 
Alkohol isolierte K6rper bei einer 7t~igigen Versuchsdauer ohne 
Einwirkung auf A~l<ulin war; daf3 dagegen die Wt,,rzeln und 
die Cotyledonen der Keimpfl/inzclnen ein aufAskulin wirksames 
Enzym enthielten. 

Versuche mit Amygdalin. 

Es wurde weiterbin 'untersucht ,  ob die beobachtete 
Spaltung des ~'4.skulins akff ein spezifisch Rskulinspaltendes 
Enzym zurfickznftihren ist oder ob es sich hiebei um die 
Wirkung eines schon bekannten Enzyms handelt; insbesondere 
wfirde bier eine Amygdalase in Betracht kommen, indem 
Emulsin und andere amygdalinspaltende Enzyme im Pflanzen- 
reich weitverbreitet sind und Emulsin die F~ihigkeit besitzt, 
~skulin in Glukose und Askuletin zu spalten. 

Urn diese Frage zu entscheiden, wurden die als auf.~_skulin 
wirksam erkannten Extrakte und die daraus isolierten ~iskulin- 
spaltenden Enzyme mit Amygdalin zusammengebracht; die 
Versuchsanordnung war analog wie bei den Versuchen mit 
Askulin. Ats Kontrollversuch wurde stets eine entsprechend kon- 
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zentrierte EmulsinlSsung* verwendet, die unter denselben Ver- 
suchsbedingungen wie alas/iskulinspaltende Enzym aufAmygda- 
lin wirkte. Die Priifung auf Blaus~ture erfolgte sowohl nach der 
Berlinerblaumethode als auch nach der Ferrirhodanidreaktion. 

Bei Einwirkung des Rindenextraktes (der Zweige) auf 
Amygdalin konnte selbst nach achtt/igiger Versuchsdauer keine 
Blausgure nachgewiesen werden, weder dem Gemche nach 
noch nach der Berlinerblaureaktion; wgthrend bei dem Kontroll- 
versuch mit Emulsin bereits nach einigen Stunden ein deutlicher 
Gerucb nach Blausg.ure, beziehungsweise BittermandelSl beob- 
achtet wurde und die Blaus~iure auch auf chemisehem Wege 
dutch Uberftihrung in Berlinerblau nachgewiesen werden konnte. 

Es wurde sodann die Wirkung des aus der RofJkastanien- 
rinde isolierten ~skulinspaltenden Enzyms aufAmygdalin unter- 
sucht; gleichzeitig wirkte Emulsin (Merck) in gleicher Konzen- 
tration auf gleich viel Amygdalin unter denselben Versuchs- 
bedingungen ein. Auch hier trat bei dem Versueh mit Emulsin 
bereits nach kurzer Zeit der Geruch nach Blaus~iure auf, 
w~ihrend bei dem Versuche mit dem /iskulinspaltenden Enzym 
w/ihrend der ganzen neunt/igigen Versuchsdauer kein Geruch 
nach Blaus/iure, beziehungsweise Bittermande151 beobachtet 
werden konnte. Nach zwei Tagen wurden gleiche Mengen der 
beiden Parallelversuche nach der Sulfoeyaneiaenreaktion auf 
BlausS.ure geprfift: bei Emulsin mit ausgesprochen positivem, 
bei dem ~tskulinspaltenden Enzym dagegen mit vollkommen 
negativem Erfolg. Auch bei den weiterhin tells naeh der Ferri- 
rhodanid-, tells nach der Berlinerblaureaktion ausgeffihrten 
Prfifungen reagierte nur die LSsung bei Emulsin auf Blaus/iure, 
nicht abet die beim ~iskulinspaltenden Enzym. 

Ein aus Rol3kastaniensamen hergesteIlter verd/.'mnter 
wg.sseriger Extrakt bewirkte bei seiner Einwirkung auf Amyg- 
dalin nach 48 Stunden keine Spaltung, es konnte weder nach 
der Berlinerblaureaktion noch nach der empfindlicheren Ferri- 
rhodanidprobe Blausg.ure nachgewiesen werden; erst am 
sechstenTage wurden Spuren yon BlausS.ure sichergestellt, indem 
sich die L6sung beim Priifen auf Ferrirhodanid orangegelb f/irbte; 

1 Emuls in  von E. Merck in Darmstadt.  
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Das aus den Rol3kastaniensamen isolierte Enzym bewirkte 

in einprozentiger L6sung nach 24sKindiger Einwirkung auf 
Amygdalin noch keine Spaltung, w/ihrend Emulsin, bei gleicher 
Menge und Konzentrafion auf gleich viel Amygdalin unter 
denselben Versuchsbedingungen wirkend, bereits bei der nach 
achtsttindiger Einwirkung vorgenommenen PrtKung Blaus/iure 
erkennen liefi. Erst am vierten Versuchstage konnten sehr geringe 
Mengen von Blaus/iure nachgewiesen werden, indem sich bei 
der Pr/.Kung auf Berlinerblau die L/Ssung gelblichgr/in f/irbte 
und nach einiger Zeit ein schwacher blauer Niederschiag 
entstand, w/ihrend bei dem Kontrollversuch mit Emulsin gleich 
ein reichlicher blauer Niederschlag auftrat. 

Diese schwach amygdalinspaltende Wirkung kommt abet 
nur den Cotyledonen zu, denn die Samenschalen allein 
bewirkten selbst in Form eines konzentrierten Extraktes inner- 
halb einer sechst~igigen Versuchsdauer keine Spaltung des 
zugesetzten Amygdalins. 

Die Versuche mit Amygdalin ergeben, daft in der Rinde 
und in den Samenschalen von Aesc~tl~ts kein auf Amygdalin 
wirksames Enzym vorhanden ist und dal3 daher das in der 
Rinde und in den Samenschalen der Ro~kastanie vorhandene 
~iskulinspaltende Enzym keine Amygdalase ist. 

Aber auch bei den Samen kann das tiskulinspaltende Enzym 
nicht identisch sein mit dem die Spaltung des Amygdalins 
bewirkenden Enzym; denn, w~ihrend alas aus den Samen 
isolierte Enzym schon in 0" lprozentiger LiSsung bereits nach 
24stfindiger Einwirkung das zugesetzte _~skulin spaltete, be- 
wirkte dasselbe Enzym selbst in 1 prozentiger LSsung nach 
24 Stunden noch keine Spaltung des zugesetzten Amygdalins, 
dieselbe trat vielmehr erst nach vierttigiger Einwirkung auf. 

In der Rinde und in den Samenschalen ist zweifellos ein 
~iskulinspaltendes Enzym vorhanden ;bezt'@ich der Cotyledonen. 
ist der direkte Beweis ftir die Existenz eines spezifisch/iskulin- 
spaltenden Enzyms nicht erbracht, insbesondere auch mit 
Rticksicht auf die im folgenden beschriebenen VersucI'ie, die 
aber wieder anderseits zugunsten eines spezifisch /iskulin- 
spaltenden Enzyms in der Rinde und in den Samenschalen von 
Aesc~dus sprechen. 
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Das fettspaltende Enzym. 

In den Samen der Rol3kastanie wurde eine Lipase nach- 

gewiesen, jedoch nur in den Cotyledonen, denn, wie die auch 

getrennt, d. h. mit den Samenschalen allein und mit den Coty- 

tedonen fiir sich ausgeftihrten Versuche ergaben, fand eine 

Spaltung des zugesetzten Fettes nur bei den Versuchen mit den 
Cotyledonen statt, nicht abet bei den Versuchen mit den 

Samenschalen. Ebenso ergaben auch die Versuche mit dcr 

Rinde und den Blg.ttern keine Fettspaltung. 
Als Versuchsfett wurde Oliven/51 bentitzt, welches mit dem 

Osganbrei, mit dem wtisserigen Extrakt oder mit dem isolierten 
enzymhaltigen K6rper, im letzteren Fatl unter Zusatz yon etwas 

Wasser, zu einer Emulsion vermischt wurde; als Antiseptikum 

wurde Toluol, meist abet Chloroform verwendet; die Versuchs- 

temperatur war wie bei den bisherigen Versuchen 30 ~ C. 

Um die enzymatische Fettspaitung sicherzustellen, wurde 

jeder Versuch doppelt ausgeftihrt, mit dem normalen und mit 
dem gekochten enzymhaltigen K6rpes. Nach Ablauf der Ver- 

suchsdauer wurde des Inhalt des Vessuehsgef~13es mit der 
fiinffachen Menge Alkohol gesch/ittelt, mit einigen Tropfen 

alkoholischer PhenolphthaleinlSsung als Indikator versetzt und 

mit */~o-Normalnatronlauge unter wiederholtem Schtitteln bis 
zur bleibenden Rosaf~trbung titriert. Da jeder Parallelversuch 

unter den vollkommen gleichen Versuchsbedingungen aus- 

gefflhrt wurde, so ergab die Differenz in des verbraucbten 
Menge */,o-Normalnatrontauge zwischen dem Versuch mit dem 
aktiven und mit dem gekochten Enzym die Menge der enzy- 

matiseh gespaltenen Fettsg.ure. 
Die Versuche mit den Rol3kastaniensamen, sowohl die mit �9 

den Extrakten als auch die mit dem isolierten Enzym, ergaben 
je nach der Menge des enzymhaltigen K6spers und je nach der 
Ve~suchsdauer duschwegs eine mehr oder minder erhebliche 
Differenz. So betrug z. B. bei Einwirkung yon je 0"2g  des aus 
den Rol3kastaniensamen isolierten Enzyms und je 4c',1r a Wasser  
unter Zusatz yon gleichen Mengen Chloroform auf je 2"7g 
OlivenS1 nach 5 Tagen die Differenz zwischen aktivem und 
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gekochtem Enzym 4"5cm ~ :/10-Normalnatronlauge, entsprechend 
127"0mg enzymatisch gespaltener 01sg, ure. 

Dieser Befund, dab in den Rofgkastaniensamen ein fett- 
spaltendes Enzym vorkommt, gab Veranlassung, zu untersuchen, 
ob die Lipasen nicht Askulin zu spalten verm6gen. Zu diesem 
Zwecke lief3 ich die aus den Samen von Ricinus communis 

durch Alkohol isolierte lipasebaltige Substanz unter denselben 
Versuchsbedingungen wie oben auf 5skulin einwirken; tat- 
stichlich konnte ich eine Spaltung des zugesetzten A.skulins in 
Askuletin und Glukose nachweisen. 

Es entstand nun die Frage, ob die frflher beobachtete 
Spaltung des 5skulins durch verschiedene Organe yon Aescr 
Hippocastanum nicht durch eine Lipase verursacht wurde. Zur 
Entscheidung dieser Frage liel3 ich zun~ichst die Cotyledonen 
(die gesch/ilten Samen) ftir sich und die yon den Cotyledonen- 
resten vollkommen befreiten Samenschalen allein auf Oliven~l 
einwirken. 

Diese Versuche ergaben, dab nut die Cotyledonen eine 
Fettspaltung bewirkten, nicht abet die Samenschalen. 

Bei den Versuchen mit den Samenschalen war die Menge 
der verbrauchten Kubikzentimeter 1/10-Normalnatronlauge bei 
dem aktiven und dem gekochten Enzym entweder gleich oder 
die Differenz so gering (durchschnittlich 0" l cm a 1/lo-Normal- 
natronlauge), daft sie als innerhalb der Fehlergrenzen liegend 
angesehen werden konnte. 

Bei den Versuchen mit den Cotyledonen dagegen war die 
Menge der verbrauchten Kubikzentimeter :/lo-Normalnatron- 
tauge bei normalem Versuch durchwegs wesentlich grSi3er als 
beim Versuch mit dem gekochten enzymhaltigen K6rper, wie 
z. B. folgender Parallelversuch mit dem aktiven und gekochten 
Enzym zeigt: Je 0"4g des aus den geschtilten Ro!3kastanien- 
samen durch Alkohol isolierten Enzyms wirkten auf je 4"5g 
Oliven/51 bei Gegenwart yon gleich viel Chloroform bei 30 ~ C. 
Die am siebenten Versuchstage vorgenommene Titration mit 
:/:o-Normalnatronlauge ergab beim Versuche mit dem aktiven 
Enzym den Verbrauch von 12"8cm ~ V:o-Normalnatronlauge 
zur Neutralisation, beim gekochten Enzym dagegen nur 
4" 2cm ~ 1/lo-Normalnatronlauge. Die Differenz betrug demnach 
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matisch gespaltener Ols~ture. 

Es ist daher kein Zweifel, dal3 in den Rof3kastaniensamen, 
und zwar nur in den Cotyledonen derselben, nicht aber in den 
Samenschalen ein fettspaltendes Enzym enthalten ist. ~ 

Aus diesen Versuchen ergibt sich beztiglich der oben 
gestellten Frage, ob in den Rol3kastaniensamen eine Lipase 
oder ein spezifisch ~iskulinspaltendes Enzym die beobachtete 
Spaltung des .~skulins bewirkte, die Antwort, daft bei den 
Samenschalen die erfolgte Spaltung des .5.skulins nicht dutch 
eine Lipase erfolgte, sondern, da auch keine Amygdalase vor- 
liegt, durch ein in den Samenschalen enthaltenes besonderes 
~iskulinspaltendes Enzym. 

Was die Cotyledonen anbelangt, so ist der direkte Beweis 
fftr ein in denselben vorhandenes spezifisch ~iskulinspaltendes 
Enzym nicht gelungen, denn eine Trennung des fettspaltenden 
Enzyms vom 5.skulinspaltenden Enzym war nicht mSglich. 
Doch ist die Wahrscheinlichkeit, dab auch in den Cotyledonen 
ein besonderes ~iskulinspaltendes Enzym vorhanden ist, sehr 
grof3, um so mehr, als die beobachtete, sehr schwach amygdalin- 
spaltende Wirkung der Cotyledonen yon der energisch /iskutin- 
spaltenden Wirkung derselben so verschieden war, daft sie 
nicht ein und demselben Enzym zugeschrieben werden kann. 
Es ist auch nicht anzunehmen, da6 eine Amygdalase, die erst 
nach l~ngerer Zeit eine schwache Amygdalinspaltung bewirkte, 
imstande sein sollte, energisch auf.~skulin einzuwirken; es ist 
vielmebr wahrscheinlicher, daft in den Cotyledonen der RoB- 
kastaniensamen neben einem schwach amygdalinspaltenden 
Enzym auch ein besonderes tiskulinspaltendes Enzy m vor- 
handen ist. 

Auf Grund s~imtlicher mit den Rof3kastaniensamen im 
ganzen und mit den Samenschalen und Cotyledonen getrennt 

1 Der  Fe t t geha I t  der  Ro t3kas t an i ensamen  betr~.gt n a c h  O. K e l l n e r ,  D ie  

E r n ~ h r u n g  der  l a n d w i r t s e h a f f l i c h e n  Nutzf ie re ,  3. Aufl. ,  p. 581 : 

Rol lkas tanien,  ungesch~ilt ,  f r isch . . . . . . . . . . . . . . .  1 �9 50/0 Rohfet t  

, t r oc ke n  . . . . . . . . . . . . . .  2 " 4  �9 

, geschii l t ,  f r isch . . . . . . . . . . . . . . .  3" 0 �9 

�9 , u n d  g e t r o c k n e t  . . . . . . . .  5" 4 - 
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ausgeffihrten Versuche dtirfte der Wahrscheinlichkeitsbeweis 
zul~issig sein, daf3 in den Cotyledonen neben anderen Enzymen, 
insbesondere neben einem fettspaltenden Enzym auch ein 
besonderes, auf 5_skulin wirksames Enzym enthalten ist. 

Es wurde weiterhin die obige Frage bezflglich der Identitttt 
oder Nichtidentit/it der die Askulinspaltung und die Fettspaltung 
bewirkenden Enzyme auch ftir die Rinde untersucht. Zu diesem 
Behufe wurde der Rindenextrakt und das daraus isolierte 
Enzym auf eine fettspaltende Wirkung geprOft, wobei ebenfalls 
stets Paraltelversuche mit dem normalen und mit dem gekochten 
enzymhaltigen K/Srper unter denselben Versuchsbedingungen 
ausgeftihrt wurden. 

In keinem Falle konnte eine enzymatische Fettspaltung 
des zugesetzten Fettes beobachtet werden; stets war die Menge 
der verbrauchten Kubikzentimeter 1/lo-Normalnatronlauge bei 
dem Versuche mit dem aktivem und mit dem gekochten Enzym 
entweder gleich oder die Differenz war so minimal, dab sie als 
innerhalb der Fehlergrenzen liegend angesehen werden mui3te. 

Auch bei den Versuchen mit den Bl~ittern konnte eine 
Fettspaltung nicht beobachtet werden. 

Aus den Versuchen mit der Rinde in ihrer Einwirkung auf 
Amygdalin und auf Fette ergibt sich demnach, daft die R013- 
kastanienrinde weder eine Amygdalase noch eine Lipase ent- 
h/tit und daft daher weder das eine, noch das andere Enzym 
die beobachtete Spaltung des Askulins bewirken konnte, sondern 
dal3 dieselbe vielmehr einem spezifisch ~iskulinspaltenden Enzym 
zugeschrieben werden mug. 

Die gesamten Versuchsergebnisse berechtigen zu dem 
Schlusse, daft in der Rinde und h~ den Samenschalen vonAescuhts 
_Hippocastammt ein besonderes, aufAskulin wirksames Enzym 
enthalten ist; ich schlage ftir das ~iskulinspaltende Enzym den 
Namen ,,_&skulase<, vor. 

Zusammenfassung der Resultate. 

In der Rinde und in den Samenschalen der Rol3kastanie, 
Aesc~d~tsHippocastam~m L., wurde ein tiskulinspaltenc~es Enzym 
nachgewiesen, welches _Askulin in Askuletin und Glukose 
spaltet. Die Mitwirkung yon Bakterien war ausgeschlossen. Das 
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isolierte Enzym war weder eine Amygdalase noch eine Lipase. 
Verfasser schliigt fflr das ~iskulinspaltende Enzym den Namen 
,,Askulase <,, vor. 

In den Cotyledonen der Rol3kastaniensamen ist htSchst- 
wahrscheinlich ebenfalls eine _~skulase vorhanden, doch konnte 
der direkte Beweis hieftir nicht erbracht werden, well die 
Trennung der einzelnen isolierten Enzyme nicht mSglich war. 

In den Cotyledonen der Roffkaataniensamen wurde ferner 
ein fettspaltendes Enzym gefunden. 


