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69. H.v. Buler und K. Josephson: Uber Darstellung
eines hochaktiven Invertins und iber dessen Schwefel-Gehalt.
(Eingegangen am 27. Dezember 1922.)
I. Zur Mecthodik der Reinigung des Invertins?).

In der vorhergehenden Mitteilung?) haben wir die Darstellung eines
Invertins von der Wirksamkeit If =216 (Minutenwert 0.27) beschrieben.
Wir wollen hier zuniichst das bedeutend einfachere Verfahren angeben,
mit welchem wir unter Verwendung von »gealtertem Autolysesafts
(Willstidtters)) zu Priparaten von dhnlichen Reinheitsgraden (If .— 182;
Minutenwert 0.32) gelangt sind.

Ausgangsmaterial war ein Autolvsesaft von If = 0.48, welcher ca. 1 Monat
teils bei Zimmertemperatur, teils -—— zur Beschleunigung des Alterungs-
vorganges — Del 359 gestanden hatte. Zusatz von Alkohol erzeugte eine
ungewdhnlich geringe Fillung, da die duarch Alkoho! féillbaren hochmole-
kularen Verunreinigungen teilweise in einfachere Stoffc gespalten worden
waren. Durch Behandlung der Féllung mit Wasser wurde die Losung Xa
erhalten, deren Inversionsfihigkeit If den Wert 3.6 besaB. (Zwecks Raum-
ersparnis beschriinken wir 'uns hier auf die Angabe der aus den Inversions-
konstanten und dem Trockensubstanzgehalt ausgercchneten Zahlen fir [f.)
Die Losung, 1250 cem, wurde auf 51 verdiinnt und mit 250 cem Tonerde -
hydrat-Emulsion, enthaltend 85g Al;0,; versetzt. Das Sorbat wurde
abgesaugt, mit destilliertem Wasser gewaschen uand mit 800 cem 1-proz.
Kaliumarseniates + 0.1°/, Ammoniak eluiert. Dic Behandlung des Sorbates
mit der Elutionsfliissigkeit dauverte etwa 30Min. Nachdem dic Elution
abgesaugt war, wurde die schwach ammoniakalische Losung mit Mg Cl, ver-
setzt, wodurch die Arsensiure zum groBten Teil ausficl. Nach .\bfiltrieren
der Fillung wurde mit Essigsidure neutralisiert und die Aktivitit bestimmt.
Die "Elutionsausbeute betrug 70°/,. Bei der hierauf folgenden 16-stindigen
Dialyse veriinderte sich die Aktivitit nicht; Il =40. Der Reinheitsgrad war
somit von der gleichen GrioSienordnung wie bei den mit unseremy dlteren
Verfahren mit Kaolin sorbierten Priiparaten.”

Die Losung XaA (840 ccm) wurde auf 51 verdéinnt und mit 50 cem
Tonerdehydrat-Emulsion (1.7 g Al,Q;) versetzt. Die Sorption der Saccha-
rase war beinahe vollstindig. Die Elution (465 ccm; Elutionsausbeute 50 9,)
wurde dialysiert, und zwar zuerst gegen reines destilliertes Wasser und dann
vegen destilliertes Wasser, welches durch Zusatz- von Salpetersiure schwach
angesduert war (pg=23.5). Wihrend der Dialyse triible sich die Enzym-
lgsung; nach 24 Stdn. wurde die Dialyse abgebrochen und die Ldsung mit
Kieselgur behandelt. Nach Abfiltrieren der Kieselgur war die Lésune voll-
kommen klar; die Dialyse konnte nun wihrend weitercr 18 Stdn. gegen

) Als »Iavertinge wollen wir dic aus Hefezellen und dhnlichem Material
gewonnenen Enzympriparate bezeichmen, welche aus dem Autolysesaft der Hefe
oder durch Extraktion der getrockneten Zellen gewonmen werden und Rohrzucker
enzymatisch invertieren, also Saccharase als Hauptbestandteil enthalten. Invertin
bezeichnet dann also eine natirliche Enzymgruppe, wie Emulsin, Pankreatin u. o
Saccharase nennen wir das reine, spezifisch Rohrzucker spaltende Enzyon
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augesducrles Wasser (py ==3.5) und schlieflich noch 48 Stdn. gegen reines
destilliertes Wasser weitergefiihrt werden. Durch Anwendung einer sauren
Aubeaflii>sigkeit bei der Dialyse hofften wir, den Aschengehalt des Préparates
herabzudriicken, da die Dialyse evtl. beigemengter Metallsalze dadurch
erleichtert werden konnte. Indessen zeigte das Priparat nach der Dialyse
doch den gewdhnlichen Aschengehalt (2.869/,). Um die beabsichtigte Wirkung
zu erzielen, mul} vielleicht die Dialyse noch weiter verlingert werden.

Unter dem Einflufi der insgesamt 8-tigigen Dialyse und der eingeschal-
teten Behandlung mit Kieselgur sank dic Aktivitit um nor 10%,.. Das
solchermalien miltels einer Alkolol-Fillung und 2 Tonerde - Sorptionen ge-
reinigte Invertin zeigle eine Akfivitit entsprechend If=182 (Minuten-
wert 0.32).

Bei der Prifung des Priparates mit verschiedenen TNagenzien gaben folgende
positiven Ausschlag:

Molischs Reagens. Millons Reagens (Rotfirbung bei der Untersuchung
der 2.0-proz. Losung des Priiparates). Starke Salpetersiure fiarhte die 2.3-proz
Invertiniésung gelb. Biurctreaktion (25-proz. Invertin).

Es verdient viclleicht erwahnt zu werden. daf dic 2.3-proz.. durch Lindunsten
im  Vakuum erhaltene Enzymlosung nicht ganz klar war. Auch cine analoge
Losung von ctwas niedrigerer Konzeniralion zeigte cine schwache Opalescenz. Beim
Aunfbewahren dieser- Losung unter Toluol nahm die Tribung zu, so dal eine be-
absichtigte Prifung mit kolloidalem Lisen nicht ausgelihrt werden konnte.

Was die Reaktion von Molisch belrifft, so gaben alle unsere Invertin-
Losungen, selbst die verdinnten, cinen posiliven Ausschlag. Auch das in der vor-
hergehenden Mitteilung Deschricbene Priparat If =216 gab schwache Rotfirbung,
wenn !/, cem Enzymlosung von 00228 mil 1ecem konz. Schwelelsiure behandelt
wurde.

Somil gab die Losung des Invertinpriiparates typische EiweiB -Re-
aktionen.

II. Schwefel-Gehalt von Tnverlin-Priparaten.

Der Schwefelgehalt von fritheren IPriaparaten wurde in der vorher-
gehenden Mitteilung erwithnt. Um die daselbst ausgesprochenen Zweifel
hinsichtlich der Herstammung dieses Schwefels zu beseitigen, wurde bei
der Herslellung des oben beschriebenen Priparates XaAA nur solche Ton-
crde zur Sorption verwendet, welche aus Aluminiumchlorid hergestellt
worden war. .

Bei der Priifung des neuen Priparates XaAA init alkalischer Bleilosung.
wobel eine bedeulend gréfere Enzymmenge zur Anwendung kam als friiher,
konnie nunmmehr deutliche Schwarzfirbung nach 10 Min. langem kriftigem
Kocheun beobachtet werden. Das Priparat enthielt also leicht abspaltbaren,
organisch gebundenen Schwefel.

Zur quantilativen Bestimmung des S-Gehaltes wurde cin Praparat nach den
Vorschrifter. von Pregl verbrannt:

2376 mg Shst.: 0.681 mg Asche, 0.65mg BaSO,

Gef. Asche 286, S 0.38.

Welchenm Bestandteil unscrer Invertinpriparate der Schwelel zugehort,
kann natiirlich noch nicht entschieden werden. Die Méglichkeit, den Schwefel
mittels alkalischer Bleisalzlosung abzuspalien, deutel davaul hin, dal der
Schwelel hier in iihnlicher Weise vorhanden bzw. gebunden ist, wie in den
Proicinen. Die Anwesenheit einer SH-Gruppe in der Saccharase ist schon
frither (Fermentf. Bd. 4 [1920]) in Erwiigung gezogen worden.
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Folgende Berechnung wollen wir unter den schon frither gemachten
Vorbehalten mitteilen, da sie fiir unsere weiteren Versuche wegleitend ist:
fiin S-Gehalt von 0.389, in einem Priparat von If = 182 wiirde unter Vor-
ausselzung, daB der Schwefelgehalt der aktiven Saccharase zugeschrieben
werden kann, einem S-Gehalt von .489/, eines Priparates von If=230
colsprechen. Falls dieser S-Gehalt einem Atom Schwefel entspricht, so
berechnet sich das Verbindungsgewicht des Saccharase-Molekiils zu 6700.
Dieser Wert ist etwas hoher als diejenigen Zahlen, welche aus den Ver-
giftungsversuchen mit Silbersalz, mit Brom wund aus der Analyse einer
Silberfillung (»Silber-saccharase«) erhalten wurden.

Folgende Zusammenstellung enthilt die nach den verschiedenen Methoden ge-
wonnenen Verbindungsgewichte:

Silber-Inaktivierungty . . . . _ . _  _ {000—5000
Analyse der Silberfallung® . . . . . . _ 35000—6000
Brom-Inaklivieruagd) . . . . . . . . . 4000--5000
S-Gehalt . . £$000-—7000.

Wenn auch, wic wiederholt bemerkt, die Berechnungsweisen, welche
diesen Zahlen zugrunde licgen, viel Hypothelisches enthalten, so ist die
Ubereinstimmung der GroSenordnung doch bemerkenswert. Im besonderen,
mub natiirlich beriicksichtigt werden, dal die Berechnung sich auf die
Annahme [f=230 fur reinc Saccharase griindet. Hierbei ist ferner nich{
nur einc unbewiesene Annahme iber die Grenze der Reinigung gemacht,
sondern auch vorausgesetzt, dafl die Aklivitdt im wesentlichsten auf der
Ak.dvitdt einer cinzigen Saccharase-Molekiilart von maximaler Aktivitiit beruht.
Abgesehen hiervon, bleibt natiirlich die Méglichkeit offen, dal die Saccha-
rase mehr als 1 Atom S enthiilt.

60. Alfred Coehn und Heinrich Tramm: Zum Mechanismus
ptotochemischer Vorgénge, II.: Das Verhalten trocknen Knallgases.
(Eingegangen am 28, Dezember 1922}

In der ersten Mitteilung*) war gezeigt worden, daB ein Gemisch von
Kohlenoxyd und Sauerstoff nach so weitgehender Entfernung von
f'euchtigkeitsspuren, daB es am Funken weder explodiert, noch auch nur
sich eniziindet, von uliraviolettem Licht it derselben Geschwindigkeif
vereinigt wird wie ein feuchtes Gemisch.

Die Rolle des Wasserdampfes bei der Dunkelreaktion kann auch nach
den Unlersuchungen von Wieland®) und von v. Wartenberg®) nichi
als auwfgeklirt gelten. Denn — wie in der Dissertution von H. Tramm
in ausliihrlicherer Darlegung gezeigt wird — ist einerseits bei hoher Tem-
‘peratur dic Bildung der als Zwischenkdrper angenommenen Ameisensiure
sur in minimaler Menge mdglich und kann andrerseits ein Gemisch! von
Ameisensidure und Sauerstoff . .., das nach der Aunahme der genannten
Autoren Triager der Explosion sein soll, .. im Funken iiberhaapt nicht
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