verfliissigt wurde. Zieht man nun den Papierstreifen ab, so 16st
sich an dieser Stelle die ganze Gelatine vom Film und dieser wird
hier durchsichtig (s. Bild 1).

Bild 1

Nachweis der Amylase: Ein anderer Streifen wird mit
2proz. Stéarkeldsung vorsichtig bespriiht und in einen mit Feuch-
tigkeit geséittigten Kasten der Temperatur 40-50° eingehingt.
Bespriiht man nach 15-30 min das Papier nun mit m/50 Jod-
Losung, so beobachtet man, daB die Jod-Stdrke-Reaktion in
einem etwa 12—-15 mm breiten Bereich ausbleibt, in welchem
offenbar die Stidrke durch das im Papier befindliche Enzym ab-
gebaut wurde (s. Bild 1).

Nachweis der Lipase: Als Substrat fiir die Lipase be-
niitzten wir eine 1 proz. methanolische Ldsung von p-Nitrophenyl-
stearat?). Die Substratlosung wird aufgespritht, das L&ésungs-
mittel 148t man verdunsten, dann wird der Streifen in den feuch-
ten Kasten von 40° gehdngt. Nach kurzer Zeit zeigt sich bereits
die Lage der Lipase im Papier durch einen stark gelb gefarbten
schmalen Streifen an. Die Intensitdt der Farbung verstarkt sich,
wenn man das Papier iiber eine gedffnete Ammoniakflasche hilt.

Nachweis der Phosphatase: Zur Sichtbarmachung der
Phosphatase-Wirkung beniitzten wir eine 1proz. waBrige Lo-
sung von Phenolphthaleinphosphat?). Die Methodik entspricht
der fur Lipase und Amylase angewandten.

’)_ E. v. Pechmann, unveriffentlicht.
3) Ch. Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1945].
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Ergebnis

Bei Anlegung der Spannung von ca. 120 Volt wandert dic
Proteinase in 12 h bei einem m/30 Phosphatpuffer von py 6.8
etwa 23 mm zum negativen Pol hin, wihrend sich die Amylase
etwa 10 mm zum positiven Pol bewegt. Lipase und Phosphatase
bewegen sich nur sehr wenig im elektrischen Feld, auch wenn
man andere Puffer von anderem py-Wert anwendet. Sic wer-
den, wie Versuche zur Papierchromatographie der Fermente ge-
zeigt haben, sehr fest adsorbiert. Immerhin zeigt die Lipase bei
py 6.8 eine geringe Verschiebung zum positiven Pol, wihrend dic
Phosphatase nur im selben Bereich nachweisbar ist, in welchem
das Gemisch vor der Elektrophorese aufgetragen wurde. Be-
zeichnet man auf dem Papier die Bereiche, in welchen sich in den
einzelnen Streifen die Fermente nachweisen lieBen, so erhidlt man
eine Verteilung wie es Bild 2b darstellt, wéhrend 2a die Position
des Gemisches vor der Elektrophorese illustriert.

(+)
1 Amylase

Ferment- A Vy~Lipase
Ldsung —_— Fhosphatase

—| .

:bé’} Froteinase

(-)
a o

Bild 2

Wir sind damit beschiftigt, diese Auftrennung der Enzym-
gemische durch geeignete Anordnung auch prédparativ auszu-

niitzen,

Eingeg. am 15. November 1950 [A 310]

Beitrage zur Bromometrie

Von Prof. Dr.-Ing. J. D’ANS und Dipl.-Ing. J. MATTNER, Berlin
Anorg.-chemisches Institut der Techn. Universitdt Berlin-Charlottenburg

Bei systematischer Nacharbeitung der bromometrischen Titrationsmethoden wurde eine brauchbare Apparatur zur

Vermeidung von Bromverlusten durch Verdampfung entwickelt. Ferner wurde die Bromtitration mit Thiosulfat

untersucht, eine jodometrische Endpunktsbestimmung bromometrischer Titrationen ausgearbeitet und u. a. die
Titration von Rhodanid ausgebaut,

Die bromometrischen Analysenmethoden werden wenig in den
einschldgigen Lehrbiichern!) behandelt, obwohl es an gentigend
Anwendungsbeispielen in der Originalliteratur?) nicht mangelt.
Meist wird die Titration oxydierbarer Substanzen mit einer Brom-
Losung oder einer angesduerten Bromid-Bromat-Lgsung be-
schrieben. In anderen Fillen ist auch die Verwendung.von Bro-
mat-Losung allein zweckmaBig. Weniger bekannt ist die Bestim-
mung starker Oxydationsmittel mit Bromwasserstoff als Reduk-
tionsmittel, analog der Verwendung des Kaliumjodids in der
Jodometrie. :

Zur Riicktitration des ausgeschiedenen oder iiberschiissigen
Broms dient meist arsenige Sdure; auch Thiosulfat ist vorgeschla-
gen worden. Als Indikator werden durch Brom zersirbare Farb-
stoffe angewandt, wie Methylorange, Methylrot, Indigokarmin usw.

Das Oxydationspotential des Broms ist hiher als das des Jods,
so daf der Anwendungsbereich von Brom- gegeniiber Jod-Lésung
erweitert ist. In seinem Reduktionspotential ist der Bromwasser-

1) Z.B. R. Fresenius, G. Jander, Handb. d. analyt. Chemie; Berl-Lunge,
Chemisch~techn. Untersuchungsmethodenl], 373 [1931}; 11, 112 [1932];
Jander- Jahr, Mafianalyse I, 98—102,

2y Z. B. Manchot-Oberhauser, Z. anorg. Chem. 130, 161—67 [1923]}; Chem,
Zbl. 1924, 1, 938 und spater: Tomaki-Nakazono, Sci. Rep. Tohoku Imp.
Univ. Ser, 1, 26, 743—48 [1938]; Chem. Zbl. 1938, 11, 3123; Cernatescu-
Ralea, Ann, sci. Univ, Jassy 20, 118—128 [1934].
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stoff dagegen dem Jodwasserstoff wesentlich unterlegen. Die
Anzahl der Oxydationsmittel, die bromometrisch zu titrieren
sind, ist daher kleiner als die Zahi der jodometrisch bestimmbaren.

Apparatur zur Vermeidung von Brom-Verlusten
durch Verdampfung .

Der hohe Dampfdruck von Brom-Lésungen beeintrichtigt
die Genauigkeit der Titrationen sehr. Den Angaben der Original-
literatur kann man entnehmen, daB die Autoren dicses Fehlers
nicht ganz Herr geworden sind. So erhielten 2. B. C. del Fresno
und L. Valdes®) bei der potentiometrischen Titration von Brom-
Losung mit Thiosulfat trotz scharfen Potentialsprunges etwa um
89 zu niedrige Werte. Durch Zusatz von viel Alkalibromid — man
muB nach D’Ans und Hdfer?) die Lésungen etwa 2n an Bromid
machen — wird der Dampfdruck des Broms wesentlich erniedrigt.
Diese Senkung der Brom-Tension geniigt aber noch nicht fiir
héhere Genauigkeitsanspriiche, denn Fehler von 19 der Menge
sind so kaum zu vermeiden. Die im folgenden beschriebene ein-
fache Apparatur verhindert jeglichen Brom-Verlust.

3) C.del Fresno u. L. Valdes, An. Soc. espaf. Fisica.Quim. 3¢, 81317 [1936],
4) D’Ans u, Hdfer, diese Ztschr. 47, 71 [1934].
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Auf einen Schliffkolben ,,06° von 100—250 em® Inhalt pait cin Keil-
schliff ,, K, in dem ein Tropitrichter ,,T* von 50 em3 Inhalt und ein
Rohrehen ,,G* (Auflendurchinesser 4--5 mm) mit ausgezogener Spitze
eingeschmolzen sind. In den geschliffenen Hals ,,E‘ des Tropftrichters
kann ein kleines Schliffrohrchen ,,F*‘ eingesetzt werden. Kolben und
Keilschliff ,,K*' werden durch 2 Spiralfedern oder Gummiringe iiber die
Hakchen ,,HI** zusammengehalten. Das Glas-
rohrchen ,,G** wird durch einen [esten, diin-
nen und trockenen Gummischlaueh von
3—4 e¢m Lénge mit der Auslaufspitze der
Biirette ,,B*‘ fast Glas an Glas verbunden.
Die Apparatur hingt dann freischwebhend
an der im Stativ eingespannten Biirette.
Die Verbindung ist auch dann fest genug,
wenn der Kolben mit Flissigkeit gefillt ist.

Benutzung der Apparatur: Bei abge-
nommenem Kolben filllt man zuerst das
ausgezogene Rohrchen ,,G*, das man bis
zur Waagerechten angehoben hat, durch
Offnen-des Biirettenhahns luftirei mit der
MaBfliissigkeit. Dann bringt man in den
Kolben den zu bestimmenden oxydierenden
Stoff, z. B. Chlorkalk oder Permanganat,
etwa 1 g Kaliumbromid und gegebenenfalls
etwas Wasser. Nachdem die Apparatur zu-
sammengesetzt ist, evakuiert man sie tber
das Réhrchen ,,F¢ durch eine Wasserstrahl-
pumpe oder mit dem Mund auf etwa hal-
bes Vakuum und schlieBt dann den IIahn
des Tropftrichters. In diesen fiilit man
10-—20 cm?® 2 n-Salzsiure und 1461 sie lang-
sam durch Offnen des Hahns in den Kolben
fliefen. Man mufl dabei vermeiden, daf
Luft in den Kolben tritt. Das in Freiheit gesctzte Brom kann dann
verlustlos titriert werden. Auch andere Reagenzien oder die Indikatoren
werden in der gleichen Weise wie die Salzsiure durch den Tropftrichter
in den Kolben gebracht.

Der Apparat eignet sich auch zur Titration von reduzierend
wirkenden Substanzen. Uberschiissiges Bromat in bekannter
Menge und die neutral oder alkalisch reagierende, oxydierbare
Substanz werden nebst reichlich Kaliumbromid in den Kolben ge-
bracht. In dem verschlossenen und evakuierten Apparat 4Bt
man dann Salzsédure einflieBen, die Reaktion vor sich gehen und
titriert das iiberschiissige Brom zuriick.

Die Zuverldssigkeit unserer Arbeitsweise sei beispielsweise
durch die folgenden Zahlen erwiesen und gleichzeitig die Brom-
Veriuste beim Arbeiten in offenen GefdBen dargetan. ' Die Titra-
tionen wurden jeweils sofort, nach 5 und nach 10 min Stehen vor-
genommen. Sie wurden nach Manchot-Oberhauser®) mit arseniger

Sdure und Methylrot als Indikatcr durchgefiihrt.

o
L

II.LIIIIIIII\

; Verbrauch an c¢m?® 0,1 n arseniger Saure
10 cin® KMnO-,Lésung

! sofort nach 5 min | nach 10 min
jodometrisch ............. 11,2
bromometrisch i. Apparat 11,2 11,2 11,2
mit viel KBr im offenen
Erlenmeyer ............ 11,1 10,8 10,5
mit wenig KBr im offenen
Erfenmeyer ............ 10,5 8,7 7,9

Statt der Schliffapparatur leistet behelfsmdBig auch ein Kol-
ben mit doppelt durchbohrtem Gummistopfen, mit einem Rohr-
chen und einem Tropftrichter, gute Dienste.

Wir haben zu vielen Titra-
tionen eine 0,05 n Brom-L.6-
sung, die 2 n an Kaliumbro-
mid war, verwendet. Sie
wurde in einer 51 Vorrats-
fiasche mit Zulaufbiirette auf-
bewahrt. Der Vorratsflasche
vorgeschaltet war cine Wasch-
flasche mit 0,1 n Bromlo-
sung, durch welche die beim
Titrieren eintretende Luft
hindurchperien mubBte. Die
héhere Brom-Konzentration
(und damit auch Brom-
Dampfdruck) wurde gewihit,
um zufillige Verdampfungs-
verluste auszugleichen. Die
Losung ist 2 Monate lang fast
vollig titerkonstantgeblieben.
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Die Brom-Titration mit Thiosulfat
Es ist auffallend, daB8 die Ansichfen im Schrifttum iiber dieses
einfache und elegante Titrationsverfahren nicht ganz iberein-
stimmen. Wir haben daher die Eignung des Thiosulfats zur Brom-
Titration nachgepriift. Es wurde gefunden, daB die Reaktion

Na,5,0; - 4Br, i 5H,0 : 2 NaHSO, -- 8 HBr

in einem Bereich von 0,1--4 n Sdure (z. B. HCl) quantitativ ver-
lduft. Es wurde ferner beobachtet, daB bei der Titration neutraler,
namentlich weniger verdiinnter Thiosulfat-L&sung meist eine Ab-
scheidung von Schwefel eintritt. In geniigend alkalischem Me-
dium scheint aber die Oxydation wieder glatt bis zum Sulfat zu
verlaufen. Dicse Verhdltnisse wurden nicht genauer verfolgt,
weil in der Praxis nur saure Losungen iiber 0,1 n vorkommen, Es
erwies sich auBerdem eine sehr verdiinnte z. B. 0,001 n Thiosulfat-
Lasung, angesduert von 0,2 bis zu 4 n an Séure, als bestidndig ge-
nug, um umgekehrt mit einer Brom- oder Bromid-Bromat-Ldsung
titriert werden zu konnen. So konnte festgestelit werden, daf
obige Gleichung auch bei Thiosulfat-Uberschu® gilt.

Nachdem diese Versuche ergeben hatten, daB die Titration von
Brom mit Thiosulfat innerhalb sehr weiter Versuchsgrenzen ein-
wandfrei verlduft, sind wir den Griinden nachgegangen, warum
eine Thiosulfat-Losung manchmal einen vom Jod-Titer abwei-
chenden bromometrischen Titer aufweist. Diese zundchst merk-
wiirdig erscheinende Tatsache wurde namentlich bei dlteren Lo-
sungen beobachtet. (Natiirlich unter Beriicksichtigung der Tat-
sache, dafl Jod 8 mal mehr Thiosulfat verbraucht als Brom.) Be-
sondere Versuche ergaben, daB sorgfiltig hergestellte, frische
Thiosulfat-Losungen keine Abweichungen der Titer zeigen,
altere dagegen einen etwas zu hohen bromometrischen Titer
gegeniber dem gleichzeitig bestimmten jodometrischen aufweisen.
Daraus folgt, dafl beim Altern einer Thiosulfat-Losung der bromo-
metrische Titer etwas weniger rasch abnimmt als der jodome-
trische. Es entstehen offenbar kleine Mengen von Zersetzungs-
produkten des Thiosulfats, die wohl von Brom, nicht aber von
Jod oxydiert werden. Diese Verdnderung der Titer kann man
auch kiinstlich erzeugen, wern'n man durch eine Thiosulfat-Losung
Luft saugt. Ungereinigte Laborluft beeinfluBt die Titer stirker
als gereinigte, wie auch zu erwarten ist. Hieriiber cinige Versuchs-
ergebnisse:

1.) Alter d. Lsg. Ijodometr.Titer! bromometr. Titer
94 Tage | 0,019 1 0,1023
136 Tage 0,1012 0,1018

2.) Ungereinigte Luft in lebhaftem Strom durch eine frische Thiosul-
fat Losung gesaugt:

Alter d. Lsg. Differenz d. Titer
0 h 0
24 h 0,19,
72 h 0,59
120 h 0,9°,

3.) Mit Wasser gewaschene Luft durchgesaugt:

Alter d. Lsg. ||jodometr.Titeri bromometr. Titer

0,1031

0 Tage 0,1030

3 Tage 0,1029 0,1031
10 Tage 0,1026 0,1028
24 Tage 0,1024 0,1027

Bei bromometrischen Titrationen muf also der Thiosulfat-
Titer stets auch bromometrisch bestimmt werden. Es miiBte noch
versucht werden, die Natur der .sich bildenden Zersetzungspro-
dukte des Thiosulfats festzustellen.

Wir haben ferner eine bequeme und genaue jodometrische
Endpunktsbestimmung bromometrischer Titrationen
ausgearbeitet: '

Man titriert das Brom zuerst mit Thiosulfat auf schwach gelb, liest
ab, (a cm3) gibt dann 2—3 Tropfen einer 20 proz. Kaliumjodid-Losung
zu, wodurch alles Brom umgesetzt wird, und titriert nach Stirke-Zusatz
mit der gleichen Thiosulfat-Lésung auf farblos (b em?®). Es ist nicht zu-
lissig, Kaliumjodid gleich anfangs zuzusetzen. Fiir eine rein jodome-
trische Titration wiren dann (8a + b) em® Thiosulfat-Lisung verbraucht
worden, was als Grundlage zur Berechnung des Analysenergebnisses dient.
Die Genauigkeit der Titration ist lediglich von der Genauigkeit der Ab-
lesung an der Biirette bei der bromometrisehen Titration bestimmt.
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Bestimmungsmethoden

Nach dieser Methode wurden in der bereits beschriebenen Appa-
ratur Chlorkalk, andereHypohalogenite, Bromat, Jodat,Permanga-
nat und Peroxysduren mit bestem Erfolg bromometrisch titriert.

Reduzierende Stoffe wie Sulfit, Sulfid, Thiosulfat und 2-
wertiges Zinn werden mit einer gemessenen, iberschiissigen Menge
an Bromid-Bromat versetzt, im Apparat angesiduert und das iiber-
schiissige Brom, wie angegeben, zuriicktitriert.

Eisen-(11)-salzlosungen konnen nicht auf diese Weise mit
Thiosulfat bestimmt werden, da Eisen-(Itl)-salz mit Thiosulfat
zu Tetrathionat reagiert.

Mit Brom-Losung, meist ohne Verwendung der Apparatur,
haben wir z. B. Arsenit, Antimonit, 2-wertiges Zinn, Ammoniak
und Phenol titriert. Der Endpunkt wurde in diesem Falle durch
Entfdrbung zugesetzten Methylrots erkannt. Man kann auch in
geeigneten Féllen mit Brom-Losung evtl. unter Verwendung der
Apparatur auf schwach gelb iibertitrieren, etwas Kaliumjodid
und Stdrke zusetzen, (dann die Apparatur auseinandernehmen)
und das ausgeschiedene Jod mit 0,01 n Thiosulfat zuriicktitrieren.
Indirekt mit arseniger S&ure als im UberschuB angewandtes
Reduktionsmittel wurde Bichromat, Bleidioxyd, Blei-(I1)-Salze
iber das gefidlite Chromat usw. bestimmt.

Die bromometrische Titration vor Rhodanid verdient
einige erlduternde Bemerkungen.

Rhodanid wird durch Brom in saurer Lisung wie folgt oxydiert:

I. KSCN ; 3Br, : 4H,0 KHSO, i HCN - 6 HBr
11. HCN  Br, BrCN ;- HBr
IIL. K8CN ¢ 4 Br, + 1 HO KHSO; + BrCN ; 7 IIBr

Gleichung 111 ist die Summe der Gleichungen I und II.

Zuschrift

Titriert man eine Rhodanid-Lésung schnell mit Brom- oder Bromat-
losung auf schwach gelb, so beobachtet man nach kurzer Zeit wieder Ent-
firbung, weil das Brom durch die zweite, langsam verlaufende Reaktion
allmihlich verbraucht wird. Man setzt, ohne darauf Ricksicht zu neh-
men, nach dem ersten Auitreten einer Gelbfirbung Kaliumjodid zu. Es
treten Jann die Umsetzungen

v Br, - 2K]J

2 KJ

= 2 KBr - J, und

V. BrON HCI - = HCN - KBr - HCl . [, ein.

Gleichung V verlauft langsamer: Man titriert das Jod nach 5 min mit
1,01 n Thiosulfat unter Verwendung von Starke auf farblos zuriick. Sollte
heim Stehen ein Nachblduen eintreten, so titriert man jeweils nach einigen
Minuter weiter. Die Verwendung der Apparatur ist hier iberflissig.
Arbeitsvorschrift: Zur Rhodanid-Lésung (ea. 50 ¢m?® 0,01 n) gibt man
5 cm?® konz. Salzsiure und ca. { ¢ Kaliumbromid. Dann wird mit 0,1 n
Kaliumbromat sehnell auf sehwaeh gelb titriert und sofort 1- 2 cm?®
20proz. Kaliumjodid-Losung zugesetzt. Nach 5 min wird langsam mit
0.01 n Thiosulfat zurdcktitriert, wobei auf Nachblauen zu achten ist, wie -
oben schon beschrieben wurde. Der auf 0,1 n umgerechnete Thiosulfat-
Wert wird dann vom RBromat-Verhrauch abgezogen. Der Rhodanid-
Gehalt der zu untersuchenden Losung kanu unter Zugrundelegen von
Gleichung 1 berechnet werden. (Ein Rhodanid entspricht 6 Brom-
atomen).

Die Bromometrie hat neben dem biiligen Preis der Reagenzien
fiir die Technik den Vorteil, daB man hohere Einwaagen anwenden
kann, als es bei der Jodometrie zweckmifig ist. Es ist auch zu
erwarten, daB die Bromometrie in der organischen Chemie noch
eine wesentliche Erweiterung erfahren dirfte.

Eingeg. am 10. Juli 1950 [A 300]

Zur chemischen Struktur der ,,aktivierten Essigsiure‘
Von Prof. Dr. F. LYNEN wund ERNESTINE REICHERT

Aus dem chemischen Laboratorium der Universilat Minchen,
biochemische Abferlung

Die Frage nach der chemischen Struktur der ,,aktivierten Essig-
sidure'’, jenes im Intermedidrstoffwechsel der Zelle aufiretenden Derivats
der Essigsdure, das im Kpotenpunkt von 1)ssimilation und Assimilation
steht, gehort zu den aktuellsten Problemen der dvnamisechen Biochemiel).
Man vermutete urspriinglich, daf es sich dabei um ein energicreiches
Anhydrid zwischen Essigsiure und Phosphorsiure handle?, 3), muBte
aber diese Theorie aufgeben, als sich synthetisch bereitetes Acetylphos-
phat4) im Enzymversueh als nieht wirksam erwies.

Einen entscheidenden Fortschritt brachte die bedeutsame Ent-
deckung F. Lipmanns®), dali bei der Acetylierung von Sulfonamid in der
Leber, einer Reaktion, welche ehenfalls iiber die , aktivierte Essigsiure
geht, ein bis dahin unbekanntes Coferment im Spiele ist. Dieses Co-
ferment A erwies sich als Derivat der Pantothensiure; es enthalt aber,
wie die analytische Untersuchung weitgehend gereinigter Priparate er-
cab, auBerdem Adenosin, Phosphorsiure und eine schwefel-haltige Amino-
Verbindung, maglicherweise Cystein®). Welche Funktion dem Coferment
bei der Bildung der ,,aktivierten Essigsdure‘‘- zufillt, blieb ungeklirt,
wenn auch die letzten Arbeiten aus den Laboratorien von F. Lipmann’}
und S. Ochoa®) recht wahrscheinlich gemacht haben, daf die aktive Essig-
siure eine Verbindung zwischen Coferment A und Essigsdure ist.

In Fortsetzung unsrer Versuche zum biologischen Abbau der Essig-
siure?) isolierten wir nun aus Biaekerhefe, die in stark verdiinntem
Alkohol oder KEssigsdure kriftig geatmet hatte, eine Substanz mit den
bivlogischen Eigenschaften der ,aktivierten Essigsiure“. Man erkepnt
sie daran, dal beim Inkubieren mit Sulfanilamid und einer Ferment-
losung aus Taubenleber direkt, ohne weitere Zusatze Acetyl-sulfonamid
entsteht. Obwohl unser Priparat, das wir aus der kurz aufgekochten
Hefesuspension durch Extraktion mit Phenol und anschlieBende Frak-
tionierung der Bariumsalze gewannen, noeh stark verunreinigt ist, konn-
ten wir die wirksame Komponente als das am Schwefelatom acety-
lierte Coferment A identifizieren. Die Wirkungsgruppe des Co-
ferments A ist also eine SH-Gruppe, und seine Funktion ist

1y vgl. Zusammenfassung: C. Martius u. F.
167 {1950].

2) F. Lynen, Liebigs Ann. Chem, 546, 120 [1941].

*)y F. Lipmann, Adv. Enzymolog. §, 231 [1846].

') F. Lynen, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 367 {1940].

3y F. Lipmann u. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 162, 743 [1946]; 174,
37 {1948].

8) F. Lipmann u. Mitarb., ebenda 186, 235 [1950}; J. Amer. Chem. Soc.

T. C. Chou, G. D. Novelli,

72, 4838 (1950].

’) E. R. Stadtman, Fed, Proc, 4, 233 [1950];
E. R. Stadtman u. F. Lipmann, ebenda 9, 160 [1850].

¥y 8. Korkes, J. R. Stern, 1. C. Gunsalus u. S. Ochoa, Nature [London} 166,
439 [1950].

7y V. Mitteilung:
[1948].

Lynen, Adv. Enzymolog. 10,

F. Lynen u. H. Scherer, Liebigs Ann. Chem. 3560, 163
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die einer Co-Transacetylase. Sie besteht darin, die Acetyl-Gruppe
von einem Donator (z. B. Acetylphosphat, Aecectessigsiure, Citronen-
siure) auf einen Acceptor {z. B. Sulfanilamid, Cholin, Oxalessigsiure)

zu iibertragen®},
R~ SH D(—‘ Acetyl-A
R~$-CO-CH, — A

Coferment A1)

Acetyl- D —
D+
Acetyl-Donator Acetvl-Acceptor

Unsere Beweisfihrunyg stutzt sich auf folgende Beobachtungen:

1) Die Substanz zeigt mit Nitroprussid-natrium ein Farbenspiel,
wie es fiir acylierte Mercaptane charakteristisch ist. Im Gegensatz zu
freien Mercaptanen, bei welchen nach Zugabe des Reagens zusammen
mit Ammoniak momentan eine intensive Rotfarbung auftritt, entwickelt
sich bei Acylmercaptanen die Farbe ganz allmihlich, nnd zwar um so
rascher, je konzentrierteres A mmoniak zugesetzt wurde. Der Farbwechsel
ist. auf die im alkalischen Mediuni ablaufende Hydrolyse der S-Acyl-
Bindung unter Freisetzung der farbgebenden SH-Gruppe zuriickzufithren.
Unter denselben Bedingungen, d. h. im alkalischen Medium bt unser
Priparat auch die Fihigkeit zur Acetylierung von Sulfonamid ein.

2) Eine weitere Eigenart aeylierter Mereaptane ist die von . Sachs!?)
am Acetyl-mercapto-ithan aufgefundene Labilitit gegeniiber Queck-
silbersalzen. Auch sic findet sich bei der ,,aktivierten Essigsiure®.

3y Uber das Quecksilbersalz gereinigte Praparate von Coferment A
werden, nach vorhergehender Reduktion, bei der Behandlung mit Jod-
essizsiure vollstindig inaktiviert. Unter den gleichen Bedingungen bleibt
aber in allen Fraktionen, die ,,aktivierte Essigsiure'‘ enthalten, Wirk-
samkoit bestehen, weil dort die mit Jodessigsidure reagierende SH-Gruppe
des Coferments dureh Acetyl geschiitzt ist.

R-S$H - T-CH,-COOH  ~—»

{wirksain)

R~S-CH,—COOH + H J
(unwirksam)

Nun ist es auch ohne weiteres verstindlich, warum beim Studium

“der Transacetylierung in vitro dem Versuchsansatz zusammen mit

Coferment A Cystein zugesetzt werden muB%, 13, 14). Nur so wird ver-
hindert, dafl die aktive SH-Form des Coferments durch Autoxydation
in das inaktive — aber im Gegensatz zum Produkt der Umsetzung mit
Jodessigsdure leicht wicder reaktivierbare — Disulfid ibergeht, eine Funk-
tion, die im Leben wahrscheinlich vom SH-Glutatbion iibernommen wird.

—2H

PR
==

2 R-SH R- 5-5-R

SH-Form (aktiv) Disulfid-Form (inaktiv)

'*) Vgl auch ) u, ¥).

1) R soll den Rest der Coferment A-Molekel bedeuten, also die restlichen
Atome von Cystein (?) zusammen mit den iibrigen Bausteinen: Pan-
tothensiure, Phosphorsaure und Adenosin.

12y Ber, dtsch. chem. QGes. 54, 1849 [1921].

13y M. Soodak u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 175, 999 [1948].

14) J. R. Stern u. S. Ochoa, ebenda 179, 491 [1949].





