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p r o d u i t  commerc i a l  j u s q u ' k  la p remibre  c r i s ta l l i sa t ion  
es t  de  12°/o. 

L a  comparaison  e n t r e  los e - a m y l a s e s  de panc rdas  e t  
de  bac t6r ie  m o n t r e  que  cos d e u x  s u b s t a n c e s  ne s o n t  pas  
iden t iques ,  car  los PH o p t i m u m  de  l ' ac t iv i t6 ,  I ' in f luence  
des sels su r  l ' ac t iv i t6  e t  l ' a f f in i t6  p o u r  le s u b s t r a t u m  1 
s o n t  d i f f6rents .  L ' a c t i o n  sur  l ' a m i d o n  es t  p a r  c o n t r e l a  
m~me p o u r  los d e u x  amylases .  

Ce travail a 6t6 eneourag4 par des er6dits ouverts par la Conf6d6- 
ration en vue de cr6er des possibilitds de travail. 

K.  H. MEYER, MARIA FULl) e t  P.  BERNFELD 

L a b o r a t o i r e s  de ch imie  i no rgan ique  et  o rgan ique  de 
l 'Un ive r s i t 6  de Gen6ve,  le 12 aofl t  1947. 

S u m m a r y  

The  pur i f i ca t ion  a n d  c ry s t a l l i z a t i on  of bac te r i a l  
a - a m y l a s e  are  desc r ibed .  I t  is no t  iden t ica l  w i t h  p a n c r e a s  
e - amy la se ,  b u t  i ts  ac t ion  on s t a r c h  is t h e  same .  

I p. BERNFELD et H. SZUDER, ~t publier. 

Aktivierung einer alkalischen Phosphatase 

Die Frage ,  ob aus  e iner  f l - G l y z e r o p h o s p h a t a s e  eine 
p r o s t h e t i s c h e  G r u p p e  bzw. eine C o p h o s p h a t a s e  revers ibe l  
a b g e t r e n n t  w e r d e n  kann ,  ist  in l e t z t e r  Zei t  w iede rho l t  
b e a r b e i t e t  worden .  DaB ,~alkalische P h o s p h a t a s e n , ,  
d u r c h  Mg ++ a k t i v i e r t  werden ,  w u r d e  s c h o n  1927 in die- 
s em I n s t i t u t  1 nachgewiesen .  Ana loge  \ V i r k u n g e n  des 
Mn ++ s t e l l t en  J .  ROCHE u n d  M i t a r b e i t e r  2 fest .  SpXter  
h a t  H .  ALBERS ~ au~ G r u n d  v o n  V e r s u c h e n ,  we lche  v o n  
se inen  1935 h ier  ausge f i i h r t en  A r b e i t e n  4 d u r c h a u s  un-  
abh~ingig s ind,  C o f e r m e n t w a n d e r u n g e n  a n g e n o m m e n ,  
bei  w e l c h e n  e ine  H o l o p h o s p h a t a s e  ih r  C o e n z y m  an  eine 
zwei te  A p o p h o s p h a t a s e  abg ib t ,  so d a b  also der  Aufbau  
e iner  n e u e n  P h o s p h a t a s e  pos tu l i e r t  wi rd  5. E in ige  J a h r e  
sp/ i te r  s ch r i eb  D. ALBERS *, dab  es i h m  ge lungen  sei, 
d u r c h  Dia lyse  aus  e iner  a lka l i schen  P h o s p h a t a s e  ein 
C o e n z y m  a b z u t r e n n e n ,  welches  w iede r  ein A p o e n z y m  
ak t iv i e r t ,  u n d  / ihnl iche A n g a b e n  m a c h t e  A. RUFFO v. 
Speziel le V o r s t e l l u n g e n  fiber die K o n s t i t u t i o n  der  a lka-  
l i schen P h o s p h a t a s e n  h a t  d a n n  R. CLOETENS s en twicke l t .  

Die E n t s c h e i d u n g ,  ob solche C o p h o s p h a t a s e n ,  wie die 
be sch r i ebenen ,  tats~ichlich exis t ie ren ,  e r s che in t  u m  so 
wich t iger ,  als h o c h g e r e in ig t e  P r / i p a r a t e  y o n  f l -Glyzero-  
p h o s p h a t a s e  s u c h  aus N u k l e o t i d e n  P O  4 a b s p a l t e n  und  
das  C o e n z y m p r o b l e m  a u c h  die N u k l e o t i d a s e n  be t r i f f t .  
V e r m u t l i c h  b e s i t z e n  s u c h  die Mkal i schen  P h o s p h a t a s e n  
e inen  h o h e n  G r a d  v o n  Subs t r a t spez i f i t / i t .  

Die R e i n i g u n g  unse re r  D a r m p h o s p h a t a s e  b e s c h r e i b e n  
wi t  a n  a n d e r e r  Stel le  u n d  k o m m e n  d a n n  a u f  die  be-  
m e r k e n s w e r t e n  E r g e b n i s s e  y o n  J .  ROCHE u n d  se iner  
Mi t a rbe i t e r  ~ zurfick, n a c h  we lchen  die a lka l i sche  P h o s -  

1 H. ERDTMAN, Z. physiol. Chem. 172, 18~ (1927) ; 177, 211 (19'28). 
J. ROCllE, C. R. Soc. Biol. 139, 807 (1944). - J. ROCHE lind 

Mitarbciter, C. R. Acad. Sci. 219, 102 (1944). 
3 H. ALBERS, Z. Angew. Chem, 49, 448 (1936); Ber. Dtseh. 

chem. Ges. 71, 1913 (1938). 
4 H. und E. ALBERS, Z. physiol. Chem. 232, 165 und 189 (1935). 

H. ALBERS, Zbl. inn. Med, 63, 111 (1941). 
s H. ALBERS, Z. physiol. Chem. 261, 43 und 269 (1939). 
v A. RVFFO, Boll. Soc. Ital. Spot. 19, 9 (1941). 
s R. CLOETENS, Naturwiss. '28, 252 (1940). - Siehe such: ERWIN 

BAUER, Z. physiol. Chem. 248, 2t3 (1937). - F. CXDRASGOLO, Arch. 
SoL Biol. 23, 504 (1937). 

9 j .  ROCHE, NGUYEN-VAN THOAI und M. RotEs, C. R. Acad. Sei. 
22`2, ~246 (1946). - Arch. intern. Physiol. 54, 209 (1946). 

p h a t a s e  t i n  Me ta l l p ro t e in  is t  u n d  d u t c h  Alan in  ak t i v i e r t  
wi rd  1. 

Auf  eine v o r h e r g e h e n d e  U n t e r s u c h u n g  yon  EULER, 
HAHN u n d  SALUSTE"- fiber f l - G l y z e r o p h o s p h a t a s e  aus  
D a r m s c h l e i m h a u t  yon  K a l b  ve rwe i send ,  k o n z e n t r i e r e n  
wir  uns  h ier  auf  die  B e s c h r e i b u n g  yon  Dia lyse-  u n d  
E l e k t r o p h o r e s e v e r s u c h e n ,  welche  s ich  au f  d e n  Nachwe i s  
e iner  C o p h o s p h a t a s e  bez iehen .  

M e t h o d i h  
Substratc. Reines/3-Glyzerophosphat verdanken wit Hcrrn Dirck- 

tor Dr. O. BAILLY, Montreuil-sur-Bois. 
Die PO4-Abspaltung wurde bei PH =- 9,2 in NH 3 - -  NH4C1-Puffer- 

16sung unter Zugabe von Magncsiumsulfat bei 37 o C kolorimetrisch 
im Stufenphotometer verfolgt. Das friiher beschriebene Verfahren 
wurde insofern modifiziert, sis die Menge des zugesetzten Magnesiulns 
auf das Dreifaebe erh6ht wurde (0,5 ml Mg-Azetatl6smlg enthaltend 
3 mg Mg/ml pro Ansatz). Auf diese Weise wird such bei weitgehender 
Spaltung und Ausfailen yon MgNH4PO 4 ein [~berschug yon Mg ge- 
sichert. Das Abbrechen der Enzymreaktion erfotgte durch Zusatz 
von 2 ml 0,5 of/o Ammoniummolybdatlhsung in "1% Schwefelsfiure 
+ 5 % Trichloressigs/iure. 

Als Marl  der A h t i v i t d t  wurde ,  wie in de r  f r f iheren Mit-  
te i lung,  de r  r ez ip roke  VCert de r  Zei t  (Minuten)  gew~ihlt, 
de r  zur  A b s p a l t u n g  yon  10% P h o s p h a t  d u r c h  1 ml 
E n z y m l 6 s u n g  e r fo rder l i ch  ist. 

spez i / i s che  A k t i v i t d t =  Akt iv i t / i t  pe r  mg  Trocken-  
subs t anz .  

~lber  a b s o l u t e  Ak t iv i t i i t en  yon  A l k a l i - P h o s p h a t a s e -  
P r / i p a r a t e n  i s t  b i sher  wenig  b e k a n n t g e w o r d e n .  Die von 
H. ALBERS 3 b e r e c h n e t e  E i n h e i t  e n t s p r i c h t  0,1 unse re r  
an  f l - G l y z e r o p h o s p h a t  g e m e s s e n e n  E i n h e i t  (fl-glph. 
Einh . ) ,  u n t e r  V o r a u s s e t z u n g ,  dab  die PO4-/~bspal tung 
zwischen  0 u n d  10 % S u b s t r a t  l inear  verlXuft.  H.  ALBERS 
gab  Iiir se ine P r / i p a r a t e  40-80,  im bos ton  Fal l  108 Ein-  
he i t en  an .  Diese Zah len  e n t s p r e c h e n  also 4-8  bzw.  10,8 
unse re r  fl-gtph. E i n h e i t ,  w / ih rend  unse r  e l ek t rophore -  
t i s ch  gere in ig tes  P r g p a r a t  25 fl-glph. E i n h e i t e n  en th ie l t .  

Dia l y se  

Diese Ver suche  w u r d e n  bei 10 ° C ausgef i ih r t ,  u n d  zwar  
wurde  ein e l e k t r o p h o r e t i s c h  gere in ig tes  P r / i p a r a t  

A gegen f i iegendes  W a s s e r l e i t u n g s w a s s e r  (PH = 6), 
B gegen f l ieBenden A z e t a t p u f f e r ,  PH = 4,5, I o n e n s t ~ r k e  

0,01, u n d  
C gegen  fliel3enden B o r a t p u f f e r ,  p~t=:: 10,5, Ionen-  

s t / i rke 0,01, d ia lys ier t .  

D i a l y s e n d a u e r  im V e r s u c h  A 96 S t u n d e n ,  in den  Ver- 
s u c h e n  B u n d  C 48 S t u n d e n .  N a c h  b e e n d e t e r  Dialyse  
w u r d e  die Akt ivi t~t t  m i t d e r  be i  g le icher  T e m p e r a t u r  
a u f b e w a h r t e n  u n d i a l y s i e r t e n  E n z y m l 6 s u n g  verg l ichen .  
I m  V e r s u e h  A w u r d e  de r  G e h a l t  an  T r o c k e n s u b s t a n z  
vor  u n d  n a c h  de r  Dia lyse  e r m i t t e l t .  

Abna hme der 
Aktivit~t per AktivitSt in Q]o der Spezifische 

ml L6sung Au~gang~-Aktivit~t Aktivit~it 

Vor  Dia lyse  . . 6 ,5-7 ,2  0 8,0 
N a c h  Dia lyse  A 5,5 19 7,9 

B 1,4 79 - 
C 5,2 23 - 

EleMrophorese 

Der  hierzu v e r w e n d e t e  A p p a r a t  is t  e ine Vergr6Berung 
des  yon  HAHN u n d  TISELIUS 4 b e s c h r i e b e n e n  Mehrzel len-  

1 Siehe hierzu: C. A. ELVEHJEM und E. B. HAter, J. biol. Chem. 
134, 425 (1940). 

2 H. v. EVL~R, L. HAHN und E. SALUNTE, Svensk Vet. Akad. Ark. 
f. Kemi 24 A, Nr. 5 (1946). 

a H. ALBERS, Z. physiol. Chem. 261, 43 (1939). 
4 L. HAHN und A. TISELIUS, Biochem. Z. 314, 336 (1943). 
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apparates, und faBt je nach Bedarf 200-1000 ml. Es 
wurden 200 ml der gereinigten Phosphatasel6sung wgh- 
rend 40 Stunden bei PH 8 der Elektrophorese unter-  
worfen. Dieses PH wurde in den Separationszellen mit-  
tels Durchspii lung der Elektrodenzellen mit  0,01 m 
NH,OH--NH4CI-Puffer von PH 9,6 erzielt. Stromst/irke 
33mA. Aktivit /gtsbestimmungen ergaben 79,5% der 
Aktivit/ i t  in der Anodenzelle und  20, 5 % in der Kathoden-  
zelle. \¥ie ersichtlich, ist die gesamte Ausgangsakt ivi t~t  
nach der Elektrophorese wiedergefunden worden. Da- 
gegen hat  der Troekensubstanzgehalt  der Gesamtl6sung 
w/*hrend der Elektrophorese durch Herauswandern der 
niedrigmolekularen Bestandteile abgenommen. Folgende 
Zahlen machen die Zunahme der spez. Aktivit / i t  er- 
sichtlich. 

Aktivit/it Spezifisehe 
per ml Aktivit~it 

Ausgangsl6sung . . . . . . . . . .  11,1 2,98 
Nach Elektrophorese { Anodenl6sung . 7,4 25,7 

Kathodenl6sung 2,0 7,3 

Aktivierung der Phosphatase durch thermisch inaktivierte 
EnzymtOsung 

Ein  Tell der elektrophoretisch gereinigten Phospha- 
tasel6sung wurde 1 Minute auf 100 ° C erhitzt. Diese 
L6sung erwies sich als vollstgndig inakt iv  und wurde zu 
folgenden Versuchen verwendet:  

A: 7 ,7ml  wurden mit  1 ,3ml  unbehandel ter  
Enzyml6sung vermischt. 

B~ und B2: 10,0ml wurden mlt  1 ,4ml  Phosphatase- 
16sung, die durch Dialyse bei PH 4,5 teil- 
weise inakt iv ier t  wurde, vermischt.  

C wie 13, jedochwurde die Mischung 24 S tunden  
bei Zimmertempera tur  und darauffolgend 48 
Stunden im Ktitllschrank aufbewahrt.  

D: wie B, jedoch wurden 2 ml hitzeinaktivierte 
Enzyml6sung start  10 ml verwendet. 

Die Aktivit / i t  dieser Mischungen wurde verglichen 
mit  der am gleichen Tage gemessenen Aktivit~tt der ent- 
sprechenden Mengen yon EnzymlSsung,  zu welcher kein 
Kochsaft zugesetzt wurde, 

~0. 

Die Figur zeigt den Reaktionsverlauf der PO4-Ab- 
spal tung im Versuch D. 

Tabelle I 

Versuch 

A 
B1 
B2 
C 
D 

Aktivitfit per nfl LSsung 

Ohne Zusatz 

4,05 
0.85 
0,68 
0,76 
0.72 

plus Kochsaft 

5,65 
1,63 [ 
1,43 i 

I 

1,70 1 
1,55 

Zunahnm der 
Aktivit~it in % 

39 
92 

110 
123 
115 

Zusatz veraschter Enzymliisung. 10 ml elektrophore- 
tisch gereinigte Phosphatasel6sung wurden eingedunstet  
und mit  Schwefels~ure verascht. Die Sulfatasche wurde 
in 5 ml warmer 1 n. HC1-L6sung gel6st, worauf die 
L6sung mit  KOH neutralisiert  wurde. Es wurden nun  
0,6 ml der elektrophoretisch gewonnenen +-L6sung zu- 
gesetzt und die Bes t immung wie fiblich ausgefiihrt. Par- 
allelversuch wurde mit  0,6 ml der gleichen +-L6sung  
allein gemacht. 

Substra t :  Na-fl-Glyzerophosphat in Ammoniak-  
puffer PH 9,2 in Mg-Azetat in den fibtichen Konzentra-  
tionen. 

Tabelle II 

Min. 

0 
30 
60 

180 

EnzymlSsung I mit Aschenzusatz 

Extinktion yP 

0,421 34,8 
0,676 55,8 
0,776 64,1 
1,201 99,3 

% P 

12,2 
19,5 
22,4 
34,7 

Mitt. 

0 
30 
60 

180 

EnzymlSsung lI ohne Aschenzusatz 

Extinktion 

0,173 
0,404 
0,576 
1,022 

y P  

14,3 
33,4 
47,6 
84,5 

% P 

5,0 
11,7 
16,7 
29,6 

2o 

o, 

10. 

O .... , , ,  , , , ,  ,,,j 

fro 2~tOmin. 
Die durch die Kurven dargestdlten Enzyml/Ssungen slnd (yon oben) : 

undialysiert; aktiviert durch Kochsaft; dialyslert. 

Da die Asche selbst ohne Wirkung ist, erh/ilt man 
nach Korrektion fiir das freie PO4, das in der Enzym-  
16sung und im Subst ra t  enthMten ist, folgende Werte 
fiir die PO~-Abspaltungszeiten: 

Abspaltungszei ten:  

10 % ige Spal tung : 
Enzyml6sung I 52 Minuten Konst.  = 3,2 
EnzymlSsung II  48 Minuten Konst.  = 3,5 

20 %ige Spal tung:  
Enzyml6sung I 142 Minuten Konst.  = 1,18 
Enzyml6sung II  134 Minutcn Konst. = 1,25 

Der Effekt des Aschenzusatzes ist also sehr goring; 
die Wirkung der thcrmisch inakt ivier ten Enzyml6sung 
kann  also nicht  auf die dar in  en tha l tencn  Metall- 
spuren zuriickgeffihrt werden. 

Die gemessene Aktivierung unserer alkalischen Darm- 
phosphatase muB durch einen organischen, thermisch 
abspal tbaren Bestandteil  des durch Dialyse und elektro- 
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phoret isch gereinigten Phosphatasepr/ iparates  bewirkt  
worden sein. 

FrI. Ingenieur B A ~ o  EK danken wir fiir wertvolle Mitarbeit. 

H. v. EULER und L. HAHN 

Ins t i tu t  fiir organisch-chemische Forschung der Uni- 
versit/it  Stockholm, den 14. August  1947. 

/~-Glycerophosphatase prepared from the intest inal  
mucosa of the calf was purified by fract ionatcd preci- 
pi ta t ion with alcohol. A fur ther  concentrat ion of the 
enzyme ac t iv i ty  was a t ta ined by electrophoresis. 

The ac t iv i ty  of the purified enzyme solution was re- 
duced to :/~ of its original value when dialysed for 
48 hours at PH 4"5. At  PH 6 and at pH 10-5 only a less 
pronounced decrease of the ac t iv i ty  occured. 

By addit ion of heat - inact ivated fl-glycerophospha- 
tase to the enzyme solution which was par t ly  inac t iva ted  
by dialysis at PH 4-5 the ac t iv i ty  of the lat ter  was in- 
creased by about  100%. 

l n - v i t r o - V e r s u c h e  f i b e r  
d i e  M e t h ~ i m o g l o b i n b i l d u n g  d u r c h  C h i n o n d e r i v a t e  

]7IEUBNER 1 Iiihrt die Reakt ion des Hitmoglobins bzw. 
0xyh~Lmoglobins mit  chinoiden Substanzen auf das 
Bestehen einer Spannung zwischen zwei Oxydations-  
Redukt ions-Systemen zuri:ck. 

Da bei den Chinonen nach DIMROTH -~ eine ann{thernd 
,dynamisch  homologe Reihe,, vorliegt,  mfit3ten die 
Chinone untereinander in ihrer F~higkeit  zur Methamo- 
globinbildung der von DIMRO'rH angegebenen Formel  

k2 
lOg kl = m (E~ -- El) 

entsprechen, wenn diese F~ihigkeit tats/ichlich nur vom 
Oxydat ions-Redukt ions-Potent ia l  der beteil igten Sy- 
sterne abhAngig w~ire. In  der Formet  bedeuten k: und k 2 
die Gleichgewichtskonstanten 

k - 
[Methiimoglobin]. [Hydrochinon] 

[Hdmoglobinj • [Chinon] 

Itir die beiden zu vergleichenden Chinone, E:  und E~ 
die Oxydations-12eduktions-Potentiale,  die ja f/Jr die 
meisten Chinone bekannt  sind, und schliel31ich m einen 
konstanten Proportionati t / i tsfaktor.  

Im Rahmen  unserer Untersuchungen fiber die bio- 
chemischen Eigenschaften der Chinone erschien uns eine 
Prtifung dieser Verhitltnisse als notwendig. Bei den Ver- 
suchen verwendeten wir Hundeblut ,  das aus einer Bein- 
vene entnommen wurde. Die Wirkung der Chinone wurde 
sowohl an durch H/imolyse freigesetztem H~tmoglobin 
als auch an unversehrten Ery th rozy ten  untersudl t .  
Die Meth/imoglobinbest immung wurde im Havemann-  
Kolorimeter  3 nach einer Vorschrift y o n  I - [ A V E M A N N ,  

JvNG und v. ISSEKUTZ jun.4 gemessen. Die Messungen 
wurden nach verschiedenen Zeitabst~inden vorgenom- 
men;  nach 5 Stunden wurden die Versuche abgebro- 
chen, da e twa nach dieser Zeit mit  stSrenden Neben- 

1 VV. HEUBNER, Erg. Physiol. 43, 9 (1940). 
20 .  D1MROTH, Z. angew. Chem. 46, 571 (1933). 
a p. HAVE.~ASN, Bioehem. Z. 301, 105 (1939). 
4 p. HAW.~ANN, F. JvNa und B. v. ISSEKUTZ jun., lb. 306, 224 

(1940). 

reaktionen zu rechnen ist. Die kolorimetriscbe Messung 
ist nur  mit  h~molysier tem t31ute mSglich, weshatb wir 
bei den Messungen an unverschrten Ery th rozy ten  
diese nachtr:iglich hXmolysieren muBten. Zur Ausschal- 
tung einer Einwirkung der Chinone mit  dem freigesetz- 
ten H{tmoglobin wurden die Ery th rozy ten  vor der 
t t~molyse dreimal mit  physiologischer Kochsalzl6sung 
gewaschen. 
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F~g. 1. Ordinate: mg Meth~moglobin/lO0 em a. 
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Fig. 2. Ordinate: nlg Methftmoglobin/100 ClIIa. 

Die StandardblutI6sung, die in der Hauptversuchs- 
reihe zur Anwendung gelangte, enthielt  0,8 • 10 -4 
5qu iva len te  H~tmoglobin im Liter. Zur Erreichung yon 
Gleichgewichten erwies es sich am giinstigsten, die 
Chinone im dreifachen ()berschuB zuzusetzen. Da 1 Mol 
Chinon theoretisch imstande ist, 2 ~qu iva len te  H~ilno- 
globin zu oxydieren, wurde eine Chinonkonzentration 
von 1 , 2 . 1 0  -4 Mol/1 angewandt.  V¢ir arbeiteten bci 
90 und PH = 6,8 (Phosphatpufferl6sung). \Vegen der 
geringen VVasserl6slichkeit mancher  Chinone enthietten 
sXmtliche VersuchsansAtze 12°//0 Athylalkohol.  Ver- 
gleichsversuche mit  rein w~tl3rigen LSsungen ergaben 
nur geringe Unterschiede gegeniiber unserer Haupt- 
versuchsreihe. 

Unsere Absicht, gut  vergleichbare Gleichgewichte 
zu erhalten, lieg sich nicht iiberall verwirklichen. Einige 
Chinone mi t  niedrigem Oxydations-Reduktions-Poten-  
t im ergaben keine Gleichgewichtseinstetlung; die Zeit- 
Konzentra t ionsdiagramme zeigen in dieseu Fiillen ein 
steres Ansteigen der ~'Ieth~moglobinkonzentration ohne 
Erreichung eines station~ren Zustandes. In  den anderen 
FS.11en wurden ausgezeichnet reproduzierbare Gleieh- 
gewichte erhalten. Die Ergebnisse der Hauptversuchs- 
reihe sind in Zei t -Konzentra t ionsdiagrammen in den 
Figuren 1-4 dargestellt.  


