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166. H.v. Euler und K.Josephson: Saccharase (IL).
{Aus d. Biochem. Laborat. d. Universitit Stockholm.]
(Eingegangen am 26. Marz 1923.)

Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung von Enzym-
Priparaten kommt erst dann ein Wert zu, wenn es auf Grund geniigender
experimenteller Anhaltspunkte moglich wird, mit einiger Sicherheit zu ent-
scheiden, welche Reaktionen der Priparate von Verunreinigungen und welche
vom Enzym selbst herriilhren. Wir miissen hier zwei zu lésende Aufgaben
unterscheiden: Erstens ist der spezifisch aktive Enzymanteil, der
Enzymkern, festzustellen, welcher zusammen mit anderen, die Eigen-
schaften des Enzyms (Stabilitdt usw.) bestimmenden Gruppen das natiir-
liche Enzym bildet, und zweitens ist diese letztere Verbindung, also das
Gesamtenzym, von solchen Begleitern abzugrenzen und zu befreien,
die nicht wesentlich zu ihm gehoren und deren Anwesenheit in Pridparat
oder Losung nur durch die Beschaffenheit des Ausgangsmaterials und die
Art der Reinigungsarbeit bedingt ist.

Eine wesentliche Bedeutung gewinnen analytische Untersuchungen an
Enzym-Priparaten dann, wenn gezeigt werden kann, daf ein darin analytisch
nachgewiesenes Element oder eine organische Gruppe stets in bestimmter
Menge in das Enzym-Priparat eingeht, insofern; Proportionalitit zwischen
einem  solchen Element usw. und der enzymatischen Aktivitit = besteht.
Natiirlich ist kaum zu erwarten, daf eine solche Proportionalitit izanz
scharf hervortritt, da ja immer ein Teil des Enzyms in inaktiviertem Zu-
stand vorliegen kann. Immerhin scheint uns nur im Fall einer wenigstens
angeniherten Proportionalitit eine beachtenswerte Wahrscheinlichkeit dafiir
vorzuliegen, daB das betreffende Element dem Totalenzym selbst angehort.
Falls der Enzymgehalt des Priparates nur einen Bruchteil der gesamten
Substanzmenge ausmacht und die Verunreinigungen das gleiche Element
enthalten, so kann offenbar die Annahme der Proportionalitit nicht auf-
recht erhalten werden.

Bei unseren Untersuchungen iiber das Enzym Saccharase haben wir
in einigen Fillen eine derartige Proportionalitit gefunden, nimlich hin-
sichtlich des Stickstoff- und Schwefel-Gehaltes der hochaktiven Saccha-
rase-Priparate, woriiber im Folgenden die. Versuchsdaten mitgeteilt werden.

In zwei vorhergehenden Arbeiten?) sind die Methoden, welche zu unseren
reinsten Priparaten gefiihrt haben, beschrieben worden. Bei der erneuten
Anwendung dieser Methoden haben wir neue Priparate vom gleich hohen
Reinheitsgrad erhalten. Den Gang der Reinigung bei diesen neuen Versuchen
stellen wir in gleicher Weise wie friither in Tabellen zusammen. Aus der
Bezeichnung der Priparate kann im {ibrigen das in jedem Fall angewandte
Reinigungsverfahren direkt entnommen werden 2).

Die Sorptionen wurden mit den auf 20—501 verd. Enzymlgsungen vor-
genommen. Zur Elution wurde Arseniat -+ Ammoniak verwendet.

Mit diesen Methoden scheint man allgemein einen Reinheitsgrad der
Saccharase erreichen zu konnen, welcher wenigstens dem tausendfachen
Wert entspricht, in welchem die Saccharase in mnserm Ausgangsmaterial,
»Unterhefe H« vorkommt (Mittelwert von If =0.2).

1y Euler und Josephson, B. 56, 446 und 453 [1923).
%) Josephson, Sv. Vt. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 26 [1922/23].
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Reinigung der Autolyse-Séfte XI und XIIL

Ausbeute vom|
Ausbeute
voL [-104 bei der Saceharnse-
ol.
B | ekt Y| 1
aftes
ccm %o %/n
Autolyse-Saft XI . . . . . . . . .] 7360] 170 — 100 0.3
XIa . . . e v e« . . ] 2100 226 92 92 2.8
XTa A nicht dxalysxert Lo o o <« .| 2800] 137 66 61 —
XIaAA vor der Dialyse . . . . . .| 1500] 155 T4 45 —
XIaAA 3Y,; Tage dialysiert . . . . .| 1500] 146 94 42.5 108
XIaAAK nicht dialysiert . . . . . .} 1850} 56 47 20 —
XIaAAKA 6 Tage dialysiert . . . . .| 770} 58 44 9 200—
210
Autolyse-Saft XII . . . . . . . . . |14300} 50 —_ 100 0.3
XIia . . . coe .o .. .| 2700 217 82 82 3.4
XIIaA vor der Dla.lyse .« <« .« . .| 2050|203 70 57 -
XIIa A 14 Stdn. dialysiert . . . . . .| 2050| 196 97 55 -
XIIa AK nicht dialysiert . , . . .| 1850| 104 47 26 —
XIIa AK 8 Tage dialysiert (720 ccm) . 720| 106 100 — 140
XIIaAK 1100 ccm mit A1(OH)g adsorblert
XIIa AKA vor der Dialyse . . 1 5401} 120 56 — —
XIIaAKA 8 Tage dialysiert . . . . .| 540| 98 82 (12) %) 220

Was die Berechnung des Reinheitsgrades (If bzw. Zeitwert) betrifft, so fiihren
wir dieselbe stets auf Grund desjenigen Wertes der Inversionskonstanten aus, welche
nach der Dialyse erhalten wird. Nach unseren Erfahrungen ribrt namlich eine
verminderte Inversionsfihigkeit nach der Dialyse nicht immer von einer teilweisen
Inaktivierung der Saccharase her, sondern beruht in manchen Fallen auch aul der
Sorption decs Enzyms in der Dialysier-Membran oder auf einem Verlust, welcher
durcl: eine gewisse Durchlissigkeit der Hilse fir Saccharase bedingt ist. Als das
richtigste MalB fir den Gehalt cines Priaparats an Enzym missen wir also (so lange
nicht rcin analytische Untersuchungen zur Anwendung kommen kénnen) den Wert
betrachten, welcher aus der Inversionsfahigkeit nach der Dialyse, aber vor dem Ein-
dunsten erhalten wird+).

Stabilitdt von Saccharase Losungen und Darstellung von
Trockenpriparaten.

Die Saccharase-Losung XITa AKA (If — 220) zeigte wihrend 3 Wochen
keine Schwichung der Aktivitit. Beim Eindunsten im Vakuum von 0.029/,
auf 0.6%, zeigte die Aktivitit keine Verénderung. Trotz des hohen Rein-
heitsgrades war das Enzym also vollstindig stabil. Die Losung XIla AKA
(urspriingl. If =140) wurde wihrend 3 Wochen unter Toluol aufbewahrt
und hierauf von 0.039, auf 0.569/, eingedunstet, wobei If von 140 auf 117
sank. Hierauf wurde das Eindampfen der Ldsung fortgesetzt, bis die Lo-
sung 10-proz. war, hierauf auf 59/, verdiinmt, schlieflich mit absol. Al-
kohol gefillt und mit absol. Alkohol einmal ‘gewaschen; der Alkohol wurde
durch Ather erselzt und der Ather im Vakuum-Exsiccator entfernt. Das so
erhaltene Trockenpriparat zeigle nach Wiederauflosung im Wasser If=97.
Die Schwiichung der Aktivitit bei der Ausfillung und der weiteren Behand-
lung war also nicht mehr erheblich. '

3) a = Alkoholfillung; A = Aluminiumhydroxyd; K == Kaolin-Adsorption.
32y Berechnet fir 1850 ccm XIlaAK.
¢y vergl, hierzu Willstéitter, Graser und Kuhn, H. 123, 1 u. zw. 37 [1922].
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Es verdient vielleicht erwihnt zu werden, dafl die 10-proz. Saccharase-
Losung schwach braun gefdarbt, ein wenig triibe und dickfliissig war.

Die Ausfillung der Saccharase schien vollstindig zu sein. Der Stick-
stoff-Gehalt im ausgefillten Priparat war beinahe identisch mit dem vor
der Fillung.

Farbenreaktionen: Die durch die erwihnten Mecthoden gereinigten Pra-
parate zeigten eine Molisch-Reaktion, welche an Intensitit mit steigendem Rein-
heitsgrad deutliclh abnahm. Hieraus kénnte man den SchluB ziehen, daf8 die wesent-
lichste Verunreinigung, welche die verschiedenen Praparate (If > 100) unterschied, aus
einem Kohlenhydrat bestand. Da im Folgenden gezeigt werden wird, daBl der N-Ge-
halt mit dem Reinheitsgrad proportional ist, waren die Verunreinigungen hochst-
wahrscheinlich stickstoff-frei.

Bei der Untersuchung der EiweiBreaktionen wurden folgende Resultate erhalten:
Das Praparat XIaAAKA (If = 200) gab bei der Untersuchung der 0.25-proz. Lésung
einc gelbbraune Farbung mit Millons Reagens. Die Biuret-Reaktion war nicht
deutlich zu beobachten. Die 2.5-proz. Loésung gab dagegen eine vollkommen deut-
liche Biuret-Reaktion, wilhrend Millons Reagens auch jetzt noch nur eine gelb-
braune Firbung hervorrief. Das Priparat XIIaAKA (If =220) gab bei der Unter-
suchung der 0.6-proz. Losung mit Millons Reagens gelbbraune Firbung; die Xan-
thoprolein-Reaktion, die Biurct-Reaktion und die Ninhydrin-Reaktion fielen alle posi-
tiv aus.

In hinreichend konz. Losungen gaben somit auch diese Priiparate die
typischen Eiwei-Reaktionen.

Reaktion des Saccharase-Priparates mit Diazoniumsalz:
Benzoldiazoniumchlorid gab mit dem Priaparat XIIaAKA (If =140) bei
Zusatz von Soda eine rote Firbung, die mit Ather nicht extrahierbar war.
Von anderen untersuchten Stoffen zeigte Witte-Pepton eine idhnliche
Firbung, welche beim Schiitteln mit Ather ebenfalls nicht in die Ather-
schicht ging.

2.4-Dichlor-benzoldiazoniumchlorid gab mit gleichem Priparat Orange-
farbung. Beim Ansduern mit Salzsiure blieb die Firbung unverindert.
Nach Schiitteln mit Ather trat in der Grenzschicht zwischen der wibBrigen
und der #therischen Losung ein roter oder orangefarbener Ring auf. Falls
die Firbung auf einer Verunreinigung beruht, scheint der gebildete Farb-
stoff von der kolloiden Saccharase stark adsorbiert zu werden und kann
dadurch nicht in die Atherschicht {ibergehen. Pepton gab eine orange-
farbene bis rote Fiarbung und beim Ansduern mit Salzsiure fiel ein roter
Farbstoff aus. Worauf diese Farbenreaktion beruht, kénnen wir vorliufig
noch nicht angeben.

Stickstoff-Gehalt der Saccharase-Priaparate.
l'olgende Tabelle enthilt eine Zusammenstellung des N-Gehaltes einiger Saccha-
rase-Priaparate mit 1f>> 100. Die N-Bestimmungen wurden nach der Mikromethode
von Kjeldahl-Bang ausgefiihrt.

i twert— 588 yo 1t
Priparat 11 Zeitwert = 1t N9y TaN
[VaAKA 107 0.55 5.0 214
XITaAK 140 0.42 6.7 20.9
XaAA 180 0.325 7.8 23.1
XlaAAKA 200 0.29 8.4 23.8
XIIaAKA 220 0.265 10.6 20.8

Wie aus der Reihe If/°/;N hervorgeht, besteht eine beinahe vollstin-
dige Proportionalitit zwischen If und °/,N, nur die frithers) erwiihnten

5) B. 56, 446 [1923].
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Priparate zeigten ein etwas niedrigeres Verhiltnis zwischen If und dem
N-Gehalt, niamlich ca. 17. Diese Priparate besaflen somit einen etwas
hoheren N-Gehalt als die Proportionalititsregel fordert. Von einem ge-
wissen Reinheitsgrade (If etwa 100) an scheint somit der N-Gehalt unserer
Saccharase-Priparate ziemlich konstant zu sein, indem eine gewisse Ak-
tivitit einem gewissen N-Gehalt entspricht. Der hohere N-Gehalt der ab-
weichenden Priparate kann auf eine ungewdhnlich grofie Inaktivierung
des Enzyms zuriickgefiihrt werden. Falls die Annahme gestattet ist, daf
ein Priparat von beispiclsweise If =220 (das beste, welches wir bisher
erhalten haben) von der reinen Saccharase nicht allzu weit entfernt ist,
konnte man den SchluB ziehen, dafi dieser konstante N-Gehalt wenigstens
zum gréBten Teil wirklich dem Ezym selbst zukommt. Der N-Gehalt (még-
licherweise auch der S-Gehalt, siehe unten) kénnte in diesem Fall ein
Maf} fir den wirklichen Gehalt eines Invertin-Priparates an aktiver oder
inaktiver Saccharase abgeben.

Was die Praparate dhnlicher Reinheitsgrade von Willstiatter und seinen
Mitarbeitern betrifft, so zeigen diese nicht die erwihnte Proportionalititsregel Lin-
sichtlich des N-Gehalles. Die von Willstitter, Graser und Kuhn (. ¢.) durch
fraktionierte Fillung mit Bleiacetat erhaltenen Priparale zeigen im allgemeinen einen
etwas hoheren N-Gehalt als unsere Priparate von entsprechendem Reinheitsgrad.
Dies kann ja auf eine "groBere Inaktivierung zuriickgefihrt werden, zum gréfBten
Teil dirfte indessen dieser Umstand auf dem Material beruhen, welches Will-
statter und seine Mitarbeiter zur Dialyse verwendet haben, welche ja bis jetzt
immer den Schlul des Reinigungsprozesses bildet. Die sogenannten Fischblasen
enthalten mamlich Stickstoff in solcher Form gebunden, daB 'bei einer eventuellen
Spaltung dieses Materials stickstoff-haltige Stoffe in die Enzymlésungen iibergehen
und sie wverunreinigen: »die Proteinsubstanz dieser Hiute unterliegt Zersetzungen,
ihre stickstoff-haltigen Abbauprodukte gehen in die Enzymlésungen aber« (Will-
stiatter, Grascr und Kuhn, L ec., S.32).

Aus diesem Grunde ziehen wir Kollodiumhiilsen bei der Dialyse vor, umso mehr
als die Enzymverluste bei Anwendung derselben meist unbedeutend und oft = 0 sind
{vergl. die Tabelle S.1098 wber die Heindarstellung). Die genannten Forscher schei-
nen auch selbst davon fiberzeugt zu sein, daB der Stickstoff-Gehalt in ihrem Pri-
parat nicht demjenigen des Enzyms entspricht: »namentlich die Stickstoff-Gehalte
des Invertins sind noch wesentlich gefilscht durch Beimischungen, die bei der Fort-
setzung der Versuclie vermieden werden miissen« (l. c., S.39). Was die tbrigen
bereits besprochenen N-haltigen Verunreinigungen betrifft, welche wihrend der Rei-
nigungsarbeit eingefuhrt werden, so kommen die Ammoniumsalze in Betracht, welche
bei den Elutionen aus Al (OH)j-Adsorbaten eingefiihrt werden. Man hat jedoch
Grund anzunelunen, daB diese kleinen Molekile bei der Dialyse entfernt werden.

Bindungsart des Stickstoffs im Saccharase-Komplex.

Zur Bestimmung des Amino-Stickstoffs in wunserem Saccharase-Prii-
parat haben wir die Mikromethode nach' van Slyke®) verwendet. Es
zeigte sich, daB der leicht abspaltbare Amino-Stickstoff (10 Min. Reaktions-
zeit} nur unhedeutend war.

1. 9.11 mg XIIaAK gaben 0.058ccm N (17.50, 773 mm). — 2. 5.23 mg XIaAAKA
gaben 0.050 ccm N (200, 748 mm). — 3. 4.56 mg XIIaAKA -gaben 0,060 ccm N (17.59,
773 mm).

Gel. 1. 0.370/y; 2. 0.549,; 3. 0.779, Amino-Stickstoff.

6y D. D. van Slyke, J. biol. Chem. 9, 185 [1911--1912], 275 [1912]; 16,
121 (1913]; 23, 407 [1915].
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In der folgenden Tabelle werden die Werte von If. des Total-Stick-
stoffs und des Amino-Stickstoffs mit dem Verhiilltnis zwischen den beiden
letztgenannten zusammengestellt:

Priparat If Total-N Amino-N Total-N
%o °/o Amino-N
X1IaAK 140 6.7 0.37 18
XIaAAKA 200 84 0.54 16
XIIaAKA 220 10.6 0.77 14

Der Amino-N steigt also wie auch der Total-N mit dem Reinheitsgrad.
Wegen der kleinen N-Volume sind natiirlich! die Febler verhiltnismiBig
grof. Die Werte der letzten Reihe sind ja auch nicht genau konstant, die
Abweichungen iibersteigen aber nicht die Fehlergrenzen.

Es war von Interesse, zum Vergleich das Verhiltnis des Total-N
zum Amino-N unter den gleichen Bedingungen in nativen Eiweil-
korpern zu untersuchen. Als Vergleichsobjekt haben wir Serum-Al-
bumin und Eier-Albumin gewihlt.

1. 5.64 mg Serum-Albumin gaben 0.100 ccmm N (190, 763 mm). — 2. 6.42 mg
Eier-Albumin gaben 0.095cem N (190, 762 mm).

Gef. 1, 1.159/,; 2. 0.89°/, Amino-N.

Der Gehalt an Amino-N wurde hier also etwas hoher gefunden als
gewdhnlich fiir Eiweifistoffe angegeben wird (1—2¢/, des Total-N).

Dies kann moéglicherweise in denjenigen Fillen, in welchen, wie hier,
ein sehr kleines Volumen N gemessen werden muBte, auf einem konstanten
Fehler beruhen. Moglicherweise sind somit auch' die gefundenen Mengen
Amino-N in den Saccharase-Priparaten zu hoch. Daf in anderen Fillen,
wo ein groferes N-Volumen entwickelt wurde, die Genauigkeit unserer
Bestimmungen befriedigend war, wird durch Kontrollanalysen bewiesen,
welche wir mit Alanin angestellt haben; wir geben hier ein Beispiel an:

2.624 mg Alanin gaben 0.740ccm N (200, 748 mm).

Ber. N 15.73. Gef. N 15,79.

Die gute Ubereinstimmung zwischen den Saccharase-Priparaten und
den untersuchten EiweiBstoffen hinsichtlich des Amino-N geht deutlich aus
der folgenden Tabelle hervor:

Protein Total-N Amino-N Total-N

% /o Amino-N
Serum-Albumin 16.0 1.15 14
Eier-Albumin 15.3 0.89 17

Das experimentell gefundene Verhiltnis zwischen Total-N und Amino-N
steht hier in vollstindiger Ubereinstimmung mit dem an Saccharase fest-
gestellten.

Hydrolyse der Saccharase: Auf Grund dieser Ubereinstimmung
und da es auch sonst von erheblichem Interesse war zu wissen, ob der
Stickstoff der Saccharase teilweise in Form von Peptid-Bindungen vorhanden
ist, haben wir eine Untersuchung iiber die Hydrolyse der Saccharase an-
gestellt. Wegen der kleinen Menge Priparat, welche uns fiir diese Unter-
suchung zur Verfiigung stand, haben wir nur konstatieren koénnen, ob die
Anzahl freier Aminogruppen bei der Hydrolyse wesentlich gesteigert wird
und ein wie grofler Teil des 'Total-N-Gehaltes der Saccharase auf diese
Weise hinsichtlich seiner Bindungsart charakterisiert werdepr konnte.

Zum Vergleich wurde mit der gleichen Methode eine Hydrolyse von
Serum-Albumin ausgefithrt. Dazu wurde eine Salzsiure von spez.
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Gew. 1.19 angewandt; Hydrolysezeit 6 Stdn. Zur quantitativen DBestimmung
des Amino-N mnach der Hydrolyse wurde folgendermaflen verfahren:

In einem kleinen 10-ccm-Rundkolben aus Jenaglas mit einer Marke am Hals
wurde die auf der Mikrowage abgewogene Substanz eingefiihrt. Hierauf wurden
mit der Pipette 2ccm Salzsidure zugesetzt. . Der Kolben wurde hierauf mit cinem
RickfluBkithler versehen und zuerst etwa 1 Stde. auf dem Wasserbad erhitzt und
dann weitere 6 Stdn. gekocht. Nachdem die Hydrolyse abgeschlossen war, wurde
bis zur Marke mit destilliertem Wasser verdinnt, nach Umschitteln mit einer
2-ccm-Pipelte eine Probe entnommen, welche eine fir die Amino-N-Bestimmung ge-
eignete Menge Substanz enthielt.

Bei der Hydrolyse trat eine starke Verkohlung der Substanz ein, besonders bei
den Versuchen mit dem Saccharase-Priiparat.

23.99 mg Serum-Albumin wurden in oben beschriebener Weise lydrolysiert. —
2 ¢em enksprechend 4.79 mg Serum-Albumin gaben 0.785cecm N (1850, 771 mm).

Gef. 9.439/, Amino-N.

2870 mg Saccharase-Priparat XIIaAK (If =140) wurden in oben Dbeschriebener
Weise hydrolysiert. Zwei Proben je zu 2ccm wurden enlnommen.

5.74 mg Praparat: 1. 0.425cem N (17.5°, 777 mm). — 2. 0432cecm N (17.50,

777 mm).
Gef. 1. 4.369/,; 2. 4420/, Amino-N.

Zunahme des Amino-Stickstoffs bei der Hydrolyse von
Serum-Albumin und Saccharase.

' 0/ Amino-N Amino-N nach Hydro~
Priparat Total-N vor der nach der lyse in Prozenten von
Hydrolyse Total-N
Serumalbumin 16.0 1.15 9.63 60
Saccharase If =140 6.7 0.37 4.39 66

Auch hier ist somit die Ubereinstimmung zwischen dem Saccharase-
Priparat und dem Albumin auffallend.

Saccharase-Priparate von diesen Reinheitsgraden scheinen also Blick-
stoff zwischen 60 und 70°/, in solcher Form gebunden zu enthalten, dal
nach 6-stiindiger Hydrolyse mit Salzsiure vom spez. Gew. 1.19 dieser Stick-
stoff sich wie freier Amino-N verhilt.

Schwefel-Gehalt der Saccharase.

In einer vorhergehenden Arbeit haben wir mitteilen koénnen, dall ein
Saccharase-Priparat von If==180 (Prdparat XaAA) Schwefel in so grofier
Menge enthielt wie berechnet werden konnte, wenn ein Saccharase-Aqui-
valent 1 At. Schwefel enthielt. Durch die Schwarzfirbung beim Kochen
mit alkalischer Bleisalz-Losung ging hervor, daB der Schwefel in einer auf
diese Weise leicht abspaltbaren Form, evtl. als SH-Gruppe, vorhanden war.
Bei der Analyse zweier neuer Prédparate haben wir ebenfalls Schwefel
gefunden und zwar in bestimmbarer GréBenordnung:

26.60 mg Priparat XIIaAX (If = 140) gaben bei Verbrennung nachh Pregl
0.51 mg BaSO,.

Get. 0.269/; S.

16.13 mg Préparat XIaAAKA (If == 200) gaben bei Verbrennung nach DPregl

0.55mg BaS0,.
Gef. 0.470/y S.
Die drei genannten Praparate ergaben somit folgenden S-Gehalt:
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Ber. S im DPriparat

Praparat 1t S It mit 1f == 230
%% % S %,
XI1aAK 140 0.26 540 0.43
XaAA 180 0.38 470 0.49
XIaAAKA 200 0.47 430 0.54

Wie ersichtlich, steigt der S-Gehalt in &hnlicher Weise wie der N-Gehalt
mit dem Reinheitsgrad. Die RegelmiBigkeit ist in bezug auf Schwefel
jedoch weniger deutlich als bzgl. des Stickstoffs.

Die Schwierigkeiten, die kleineren S-Mengen, die hier in Betracht kommen,
genan zu bestimmen, waren auBerordentlich grofl; in allen Fillen lag ja das
Gewicht der erhaltenen Barinmsulfat-Fallungen unter 1mg. Die prozentischen
Fehler sind also hier grofler als bei den tbrigen Bestimmungen. Zu jeder Analyse
wurde stets ein Blindversuch angestellt, wobei der ganze Analysengang in allen
Einzelheiten unter den gleichen Bedingungen wie bei den Analysen verfolgl wurde.
Die angegebenen Gewichte Ba SO, sind wegen der kleinen Glihruckstinde, welche
bei den Blindversuchen erhalten wurden, korrigiert.

Aus den mitgeteilten Versuchen geht zweifellos hervor, daf unsere
reinsten Saccharase-Priparate ihrer chemischen Natur nach in hohem Grade
an native Eiweifistoffe erinnern: Wir finden einen N-Gehalt, welcher mit
dem Reinheitsgrad steigt und welcher der Gréfenordnung nach mit dem
fir Eiweilistoffe im Mittel gefundenen insofern iibereinstimmt, als bei einer
evtl. unbedeutenden Steigerung des Reinheitsgrades des Enzym-Priparates
der Unterschied vollkommen verschwindet. Von diesem N-Gehalt bhildet
der Amino-N nur einen kleinen Bruchieil. Bei der Hydrolyse mit starken:
Séuren wird die Zahl der freien Aminogruppen im gleichen Grade ver-
mehrt wie bei den nativen EiweiBkorpern. SchlieBlich kann mit grofier
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daB Saccharase-Priparate von
diesen Reinheitsgraden auch einen S-Gehalt aufweisen, welcher mit dem
Reinheitsgrade proportional ist. Der GréBenordnung nach stimmt der
S-Gehalt mit dem der untersuchten EiweiBstoffe iiberein. Die mit den an-
gewandten Reinigungsmethoden erhaltenen Priparate (If =100—230) scheinen
also zum groBen Teil Stoffe zu enthalten, welche den Proteinen nahestehen.
Damit steht die Anderung der Thermostabilitit mif der Temperatur (Tem-
peratur-Koeffizient von k ) in Ubereinstimmung. Wir betrachten nun den
enzymatischen oder nicht enzymatischen Abbau dieses Proteins unter mog-
lichster Schonung der Aktivitit der Saccharase als eine unserer nichsten
Aufgaben. Auf Grund der hier mitgeteilten Versuche koénnen wir na-
tirlich tiber die chemische Natur der spezifisch rohrzucker-spal-
tenden Komponente der Saccharase noch keinerlel Angaben machen.





