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165. H. v. l u l e r  und K. Josephson: Saccharase (11.). 
[Aus d. Biochem. Laborat. d. Universilat Stockholm.] 

(Eingegangen am 36. MBrz 1923.) 

Untersuchungen uber die chemische Zusammensetzung von Enzyni- 
Praparaten komrnt erst dann ein Wed zu, wenn es auf Grund geniigender 
experimenteller Anhaltspunkte m6glich wird, mit einiger Sicherheit zu ent- 
scheiden, welche Keaktionen der I’riiparate von Verunreinigungeu und welche 
vom Enzym selbst herruhren. Wir miissen hier zwei zu losende Aufgaben 
unterscheiden: Erstens ist der s p e z i f i s c h  a k t i v e  E n z y m a n t e i l ,  der 
E n z y m k e r n , festzustellen, welcher zusammen mit anderen, die Eigen- 
schaften des Enzyms (Stabiliiiit usw.) bestimmenden Gruppen das natiir- 
liche Enzym bildet, und zweitens ist diese letztere Verbindung, also ‘das 
G e s a m  t e n z y m , von solchen Begleitern abzugrenzen und z u befreien, 
die nicht wesentlich zu ihm gehoren und deren Anwesenheit in Praparat 
oder Losung nur durch die Beschaffenheit des Ausgangsmaterials und die 
Art der Reinigungsarbeit bedingt ist. 

Eine wesentliche Bedeutung gewinnen analytische Untersuchungen a n  
Enzym-Praparaten dann, wenn gezeigt werden kann, daB ein darin analytisch 
nachgewiesenes Element oder eine organischs Gruppe stets in Mstimmter 
Menge in das Enzym-Praparat eingeht, insofem Proportionalitkt zwischen 
einem solchen Element usw. und der enzymatischen Sktivit;it besteht. 
Naturlich ist kaum zu erwarten, da8 eine bolche Proportionalitlit :ganz 
scharf hervortritt, da ja immer ein Ted des Enzyms in inaktiviertem Zu- 
stand vorliegen kann. Immerhin scheint uns nur h Fall einer wenigstens 
angedherten Proportionalitat eine beachtenswerte Wahrscheinlichheit clafur 
vorzuliegen, daB das betreffende Element dem Totalenzyrn selbst angehijrt. 
Falls der Enzymgehalt des Praparates nul? einen Bruchteil der gesamten 
Substanzmenge ausmacht und die Verunreinigungen das gleiche Element 
enthalten, so kann offenbar die Annahme der F’roportiona1it;it nicht m f -  
rechl erhalten werden. 

Bei unseren Unlersuchungen uber das Enzym S a c b h a r  a s e haben wir 
in einigen Fiillen eine derartige Proportionalit gefunden, niimlich hin- 
sichtlich des S t i c k s t o f f - und S c h w e f e 1 - Gehaltes der hochaktiven Saccha- 
rase-Priiparate, woriiber im Folgenden die. Versuchsdaten mitgeteilt werden. 

In zwei vorhergehenden Arbeitenl) sind die Methoden, welche zu unwren 
reinsten Praparaten ’gefuhrt haben, beschrieben worden. Bei der erneukn 
Anwendung dieser Methoden haben wir neue Praparate vom gleich hohen 
Reinheitsgrad erhalten. Den Gang der Reinigung bei diesen neuen Versuchen 
stellen wir in gleicher Weise wie friiher in Tabellen zusammen. Aus der 
Bezeichnung der Praparate kann im ubrigen das jn jedem Fall angewandte 
lleinigungsverfahren direkt entnommen werden2). 

Die Sorptionen wurden mit den auf 20-50 1 verd. Enzymlbsungen vor- 
genomrnen. Zur Elution wurde Arseniat + Ammoniak verwendet. 

Mit diesen Methoden scheint man allgemein einen Reinheitsgrad der 
Saccharase erreichen zu konnen, welcher wenigstenw dem tausendfachen 
Wert entspricht, in welchem die Saccharase in iunsem Busgangsmaterial, 
nUnterhefe H(c vorkommt (Mittelwert von If = 0.2). 

1) E u l e r  und J o s e p h s o n ,  B. 56, 446 und 453 [1923]. 
0 )  J o s e p h s o n ,  Sv. Vt. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 26 [1922/23]. 
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Lusbeute 
bei der 
betreff. 
?nethode 

R e i n i g u n g  d e r  Auto lyse-SBf te  

I I  Ausbeute VOII 
Saccharase- 

Gehalt 
des Autolyse- 

Saftes 
Prtlparat 3) 

k.10 

ccm I ccm 

Autolyse-Saft XI . . . . . . . . .  
XIa . . . . . . . . . . . . . .  
XIa A nicht dialysiert . . . . . . .  
XIaAA vor der Dialyse . . . . . .  
XIaAA 3l/1 Tage dialysiert . . . . .  
XIaAAK nicht dialysiert . . . . . .  
XIaAAKA 6 Tage dialysiert . . . . .  

7360 
2100 
2300 
1500 
1500 
1850 

770 

70 
226 
137 
155 
146 

56 
68 

Autolyse-Saft XI1 . . . . . . . . .  
X I i a .  . . . . . . . . . . . . .  
XIIaA vor der Dialyse . . . . . . .  
XIIaA 14 Stdn. dialysiert . . . . .  
XIIaAK nicht dialysiert . . . . . .  
XIIaAK 8 Tage dialysiert (720 corn) . . 
XIIaAK 1100 ccm mit Al(OH)r adsorbiert 

XIIaAKA 8 Tage dialysiert . . . . .  XIIa AKA vor der Dialyse . . * . .  

[ u n d  XII. 
__- 

010 I 
- 
92 
66 
74 
94 
47 
44 

100 
92 
61 
45 
42.5 
20 

9 

~ 100 47 26 - 

- 56 
82 I (12)'9 

- - 

If 

-- 
0.3 
2.8 
- 
- 
108 

200- 
210 
0.3 
3.4 

- 

- 

- 
- - 
140 

- 
230 

Was die Berechnung dcs Reinheitsgrades (I€ bzw. Zeitwert) b'etrilft, so Iiihren 
wir dieselbe s t e t s  auf Grund desjenigen Wertes der Inversionskonstanten aus, welclise 
n a c h  der Dialyse erhalten wird. Nach unsereii E r f a h r u n p  rfihrt iiLmlich cine 
verinindmerte Inversionsfihigkeit nach der Dialyse nicht imm.er van einer teilweiseu 
Inaktivierung der Saccharase her, sonderii beruht in mznchen Flllen auch aul der 
Sorption dcs Enzyms in der Dialysier-Menibran oder auf einem Verlust, welchrr 
durcli eine gewisse Durchldssiglceit der I-Iiilse fur Saccharase bedingt ist. XIS d:is 
riclitigste Ma6 fur den Gehalt cines Priiparats an Enzym rnfissen wir also (so lange 
nicht rein analytische Untersuchungen zur Anwendung kommen konnen) den Wert 
betrachlen, wvclclier aus cler Inversionsfihigkeit iiach der Dialyse, aber VOI' ilein Iliu- 
duusten terhalten wird 4 ) .  

S t a b i l i t g t  v o n  S a c c h a r a s e - L o s u n g e n  u n d  D a r s t e l l u n g  \ i o n  
T r o  c k e  n p r.B p a r a t e n .  

Die Saechar,ase-Losung XIIa &A (If = 320) zeigte wiihreiid 3 llioclicri 
lceine SchwBchung der Aktivitat. Beim Eindunsten im Vakuurn von 0.02 f)/o 
auf 0.60/0 zeigte die Aktivit2.t keine Ver#anderung. Trotz des hohen Rein- 
heitsgrades war das Enzym also vollstandig stabil. Die Losung S I I a  AKA 
(ursprungl. If = 140) wurde w,ahrend 3 Wochen unter Toluol au€bewahrt 
und hierauf von 0.030/0 auf 0.560/0 eingedunstet, wobei If von 140 auf 117 
sank. Hierauf wurde das Eindampfen der Losung fortgesetzt, bis die L6- 
sung 10-proz. war, hierauf auf 50/0 verdunnt, schlieBlich rnit  absol. A1- 
kohol gefallt und mit absol. Alkohol einmal ,gewaschten; der Allcohol wurde 
durch &her ersetzt und der lither im Vakuum-Exsiccator entfernt. Das so 
erhaltene Trockenpraparat zeigte nach Wiederauflosung im Wasser If= 97. 
Die Schwachung der Aktivitlt bei der Ausfallung und der weiteren Behand- 
lung war also nicht mehr erheblich. 

3 )  a = Alkoholfiillung; A = Aluininiumliydrosyd; 6 = Iiaolin-Adsor1,tion. 
3a; Bereclinct f u r  18.50 ccrn XIIaAK. 
4 j  vergl. hi,erzu W i l l s l i i t t e r ,  G r a s ' e r  uiid K u h n ,  13. 123, 1 u. zw. 37 [1022]. 
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Es verdient vielleicht erwahnt zu wverden, da8 die 10-proz. Saccharase- 
Losung schwach braun gefarbt, ein wenig, triibe und dickfliissig mar. 

Die Ausfallung der Saccharase schien vollstiindig zu sein. Der Stick- 
stoff-Gehalt im ausgefallten Praparat war beinahe identisch mit clem vor 
der Fallung. 

F a r b e n r e  a I< t i o n e n  : Die durcli die erwiihnten Methoden gereinig ten PrB- 
parate zeigten ,cine AIolisch-Heaktion, welche an IntensitHt mit skigendem Rein- 
lieitsgrad deutlicli abnahm. Hieraus 1;bnnte man den SchluR ziehen, daW die wesent- 
lichste Verunreinigung, welche die verschiedenen Praparate (If > 100) unterschied, aus 
einem Heohlenhydrat b'estand. Da im Folgenden gezeigt werdem wird, daO der N-Ge- 
ha1 t mit dem R'einheitsgrad proportional ist, waren die Verunreinigungen hbchst- 
wa:irscheinlich sticltstoff-frei. 

Bei der Untersuchung der EiweiRrealctionen wurden folgende Resultate crhalten: 
Das Priiparat XIaAAKA (If = 200) gab h i  der Uiitersuchung dser 0.25proz. 1,Bsung 
eine gelbbraune Firbung init Mi 11 o ii s Reagens. Die Biuret-Reaktion war nicht 
tl~eullich zu beobachten. Di,e 2.5-proz. LBsuiig gab dagegen eine vollkoinmen deut- 
liche Biuret-Healttion, wiilirend M i l l o  us Reagens auch jetzt noch nur ehe  gelb- 
brauiie Piirbung hervorrief. Das Prdparat XIIaAKA (If = 220) gab bei der Uuter- 
sucliuiig der 0.6-piwe. Lasung niit M i l l o  11s Reagens gelbbraime Flrbuhg:; die Yan- 
tliopr~lein-Rcaktian, die Uiurct-Rmeaktion inid die Ninhydrin-Reaktion fielen alle posi- 
tiv nus. 

In hinreichentl konz. Losungen gaben somit auch diese Priiparate die 
typischen EiweiB-Reaktionen. 

R e  alr t i o n d e  s S a c c h a r a s e - P r  a p a r  a t e s m i  t D i a zo n i u  m s a1 z : 
Benzoldiazoniurnchlorid gab mit dem Praparat XI1 a AKL4 (If -= 140) bei 
Zusatz von Soda eine rote Fiirbung, die rnit Ather nicht extrahierbar war. 
Von anderen untersuchten Stoffen zeigte W i t  t e - Pepton eine Bhnliche 
Fiirbung, welchme beim Schiitteln rnit Bther ebenfalls nicht in die dther- 
schicht ging. 

2.4-Dichlor-benzoldiazoniumchlorid gab rnit gleicheni Priiparat Orange- 
farbung. Beim Ansauern mit Salzsaure blieb, die Farbung unveriindert. 
Nach Schiitteln rnit bther trat in der Grenzschicht zwischen der wafirigen, 
und der iitherischen Losung ein roter oder orangefarbener Ring auf. Palls 
di,e Fiirbung auf einer Verunreinigung beruht, scheint der gebildete Farb- 
stoff von der kolloiden Saccharase stark adsorbiert zu werden und kanri 
dadurch nicht in di'e Atherschicht iibergehen. P e  p t on  gab eine orange- 
farbene bis rote F,iirbung und beim Anskuern rnit Salzsaure fie1 ein roter 
Farbstoff Bus. Worauf diese Farbenreaktion beruht, konnen wir vorIBufig 
noch nicht angeben. 

S t i c k s t o f f  - G e h a l t  d e r  S a c c h a r a s e  - P r a p a r a t e .  
1;olgenda Tabelle enthiilt eine Zusaniineiistellung des N-Gehaltes einiger Saccha- 

rnse-Pr5parate init IF > 100. Die N-Bestinimungen wui-den nach der Mikronielhode 
von 1i j e 1 d a h 1 - B a n g ausgeffihrt. 

58.6 If 
If Zeitwert = ~ No/o ~ 

If OIu N 
Priiparat 

IVaAIiA 107 0.55 5.0 21.1 
XIIaAIC 140 0.42 6.7 20.9 
SaAA 180 0.325 7.8 23.1 
XIaAAIiA 300 0.29 8.4 23.8 
XIIa AKA 220 0.265 10.6 20.8 

Wie aus der Reihe If/O/o N hervorgeht, besteht cine' beinahe vo1lstii.n- 
dige Proportionalitat zwischen If und o/o N, nur die friiher 5) erwiihnten 

5 )  I3. 56, 446 [1923]. 
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Priiparate zeigten ein etwas niedrigeres Verh2iItni.s zwischen If iind dem 
N-Gehalt, niimlich ca. 17. Diese Praparate besaBen somit einen etwas 
hoheren N-Gehalt als die Proportlonalitiitsmgel fordert. Von einem ge- 
w5ssen Reinheitsgrade (If etwa 100) an scheint somit der N-Gehalt unserec 
Sacchrase-Priipaxate ziemlich konstant zu sein, indem eine gewisse Ak- 
tivitiit einem gewissen N-Gehalt entspricht. Der hohere NGehalt der ab- 
weichenden Praparate kann auf eine ungewohnlich groBe Inaktivierung 
des Enzyms zuruckgefuhrt werden. Falls die Annahme gestattet ist, daB 
ein Praparat von beispie1,sweise If = 220 (das beste, welches wir bisher 
erhalten haben) von der reinen Saccharass nicht lallzu weit entEernt ist, 
konnte man den SchluB ziehen, daB dieser konstante N-Gehalt wenigstens 
zum groBten Teil wirklich dem Ezym selbst zukommt. Der N-Gehalt (mog- 
licherweise auch der S-Gehalt, siehe unten) konnte in dimem Fall ein 
RzaB fur den wirklichen Gehalt eines: Invertin-Praparates an aktiver oder 
inaktiver Saccharase abgeben. 

Was die I'riiparate iihnliclier Reinheitsgrade V Q I ~  W i 11 s t ii t t e r und seinen 
Mitarbeitern hetrifft, so zeigen diese nicht die erwihnte ProportionaliUtsregeI hin- 
sichtlich des N-klialtes. Dime von W i l l s t i i t t e r ,  G r a s e r  und I i u h n  (1. c.) tlurcli 
fraktionierte Fiillung mit Bleiacetat erhaltenen Priiparate zeigen im allgenieinen einen 
etwas lidheren N-Gehalt als unsere PrHparate von entsprechendem Reinheiilsgrad. 
Dices kann ja aul cine 'grb13ere Inalctivierung znriickgefiihrt werden, zum grbDten 
Teil diirfte indessen dieser Umstaiid aut dem Material beruhen, welclies W i l l -  
s t l t t e r  und seine Mitarkiter zur Dialyse verwendet h a k n ,  welche ja bis jetzt 
immcr den SchluB des Reinigungspmzwses bildet. Die sogenannten Fischblasen 
enthaltcn n b l i c h  Stickstoff i n  solcher Farm gebunden, daI3 'bei einer eventuellen 
Spaltung dieses Materials stickstoff-haltige Stoffe in die Enzymlbsungen fibergeheii 
nud site verunreinigen: ))die Proteinsu'bstanz dieser H h t e  unterliegt Zersetzungai, 
ilire stickstoff-haltip Abbaupmdukte gehen in di'e Enzymldsuiigen fiber(( (W i 11 - 
s t i i t t e r ,  Grase r  und K n h n ,  1. c., S.32) .  

Aus diesem Grunde ziehen wir I<ollodiumhiilsen bei der Dialyse vor, umso melir 
als die 'Enzymverluste bei Anwendang derselben meist unbedeutend uiid oft = 0 sind 
(vergl. die Tabclle S. 1098 fiber die Fkindarstellung). Die genannten Farscher schei- 
lien auch selbst davon iiberzeugt zu sein, daB der Stickstoff-Gehalt in ihrem 1%- 
para1 nicht demjenigen dcs Enzyms entspricht: ))namentlich die Stickstoff-&halts 
des Invertins sind noch wesentlich geffilscht durch Bdmischungen, die bei der Fort- 
sttzung d.er Versaclije vermieden werden miissen(( '(1. c., S. 39). Was die iibrigen 
hereits besprochenen N-haltigen Verunminigungen betriff t, welche w8hrend der Rei- 
nigungsarbeit eingefiihrt werden, so kommen die Ammoniumsalze in  Betracht, welche 
bei den Elutionen aus A1 (0H)a-Adsorbat.en einge€iihrt werdai. Man hat j edx l i  
Grund anzunehmen, daD diese lcleinen Molekfile bei drr Dialyse entfernt werden. 

B i n d u n g s a r t  d e s  S t i c k s t o f f s  i m  S a c c h a r a s e  - K o m p l e x .  
Zur Bestimmung des Amino-Stickstoffs in unserem Saccharase-Pra- 

parat haben wir die Mikromethode nach' v a n  SlykeG) verwendet. Es 
zeigte sich, daB der leicht nbspaltbare Amino-Stickstoff (10 Min. Reaktions- 
zeit) nur unbedeutend war. 

1. 9.11 mg XIIaAIi gaben 0.058 ccm N (17.50, 773 mm). - 2. 5 23 mg XIaAAICA 
gahcn 0 050 ccm N (200, 748 mm). - 3. 4 56 nig XIIaAKA gaben 0.060 ccm N (17.50, 
773 mni). 

GeP. 1. 0.370/0; 2 0 54 O/o; 3. 0 7 7 %  Amino-Stickstoff. 

6 )  D. D. v a n  S l y l t e ,  J. biol. Chem. 9,  185 [1911-19121, 275 [1912]; 16, 
121 [1913]; 23, 407 [1915]. 



In der folgenden Tabelle werden die Werte von If. des Total-Stick- 
stoffs und des Amino-Stickstoffs mit dem VerMltnis zwischen den beiden 
letztgenannten zusammengestellt : 

Pr'dpara t I1 Total-N Amino-N Total-N 

XIIaAK 140 6.7 0.37 18 
XIaAAIiA a00 8.4 0.54 16 
XIIaAKA 220 10.6 0.77 14 

010 o/o Amino-N 

Uer Amino-N steigt also wie auch der Total-N mit den1 Keinheitsgrad. 
TVegen der kleinen N-Volume sind natiirlicN die Fehler verhaltnismaBig 
gmS. Die Werte der letzten Reihe sind ja auch nicht genau konstant, die 
dbweichungen ubersteigen aber nicht die Fehlergwnzle.n. 

Es war von InteresF, zum Vergleich das V e r h a l t n i s  d e s  T o t a l - N  
Zuni A m i n o - N  unter den gleichen Dediiigungen i n  n a t i v e n  E iwe iB-  
k o r 1, e r n  zu untersuchen. ills Vergleichsobjekt haben wir S e r u m - A 1 - 
b u m i n  und E i e r - A l b u m i n  gewlhlt. 

1 .  5.64 mg Serum-Albumin gaben 0.100 c a n  N (190, 763 mm). - 2. 6.42 mg 
Eicr-.4lbumin gabcn 0.095 ccm N (190, 762 rnm). 

Gef. 1. 1.15 2. 039  Amino-N. 
Der Gehalt an Amino-N wurde hier also etwas hoher gefunden als 

gewohnlich fur EiweiBstoffe angegeban wird (1-2 O/,, des Total-N). 
Dies kann moglicherweise in denjenigen Fgllen, in welchen, wie hier, 

ein sehr kleines Volumen N gemessen weden rnuSte\ auf einem konstankn 
Fehbr beruhen. Moglicherweise sind somit auch: die gefundenen Mengen 
Amino-N in den Saccharase-Praparaten zu hoch. DaB in anderen Fallen, 
wo ein groSeres N-Volumen entwickelt wurde, die Genauigkeit unserer 
Bestimmungen befriedigend war, wird durch Kontrollanalysen bewiesen, 
welch wir mit A l a n i n  angestellt haben; wir g e b n  hier cin Beispireel an: 

2.624 iiig Alanin gaben 0.740 ccm N (200, 748 mm). 
Ber. N 15.73. Gef. N 15.79. 

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

Total-N 
OIu 0 1 0  Amino-N 

____ Protein 'rQki1-N hmino-N 

Seruni-Alb uniin 16.0 1.15 14 
Eier- Albumin 15.3 0.89 17 

Das experimentell gefundene Verhiiltnis zwischen T,otal-N und Amino-N 
steht hier in vollstandiger tfbereinstimmung mit dsm an Saccharase fest- 
gestellten. 

H y d r o l y s e  d e r  S a c c h a r a s e :  Auf Grund dieser Ulrereinstimmung 
und da es auch sonst voa erheblichem Interesse war zu wissen, ob br 
Stickstoff der Saccharase teilweise in Form von Psptid-Bindungen vorhanden 
ist, haben wir eine Untersuchung abler die Hydrolyse der Saccharase an- 
gestellt. Wegen der kleinen Menge Praparat, welche uns fur diese Unter- 
suchung zur Verfugung stand, haben wir .nur lronstatieren Ironnen, ob die 
Anzahl freier Aminogruppen bei der Hydrolyse wesentlich geskigert wird 
und ein wie grol3er Teil des' ,Total-N-Gehaltes der Saccharase auf diese 
Weise hinsichtlich seiner Bindnngsart charakterisiert werden. konnte. 

Zum Vergleich wurde mit der gleichen Methode eine €I y d r o 1 y s e v o n 
5 e r u m - A 1 b u m i n  'ausgefuhrt. Dazu wurde eine Salzsiium von spez, 
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Gew. 1.19 angewandt; Hydrolysezeit 6 Stdn. Zur quantitativen Bestirnrnung 
des Amino-N nach der Hydrolyse wurde folgendermaDen verfahren : 

In eiiiem lcleinen 10-ccm-Rundkolben aus Jenaglas mit einsr Marke am Hals 
wurde die auf der Milcrowage abgewogene Substanz eingefuhrt. Hierauf wurden 
mit deer Pipette 2 ccin Saleslure zugesetzt. Der Kolbsen wurde hierauf rnit cineni 
HiiclcfluOlc~liler vmerselieii uiid zuerst etwa 1 Stde. a d  dem Wasserbad erhitzt nnd 
d a m  weitera 6 Stdn. geliocht. Nachdem die Hydrolyse abgesclilossen war. wurde 
bis zur hlarke mit destilliertein Wasser verdunnt. nach Umschuttelii mit einrr 
2-ccm-Pipette cine Probe entnonimen, welche einc f h r  die Amin4o-N-Bestimnuug ge- 
eignete Menge Subslanz enthielt. 

Bei der Hydrolyse trat  einc starlie Vei-kolilung der Substaiiz eiu, besondcrs hei 
den Sersuchen mi t deni Sacchar~se-Pr~parat .  

23.99 mg Serum-Albumin wurdeii in oben besclriebener Weise ligtli-olysiert. .- 
2 ccm entsprechend 4.79 mg Serum-Albumin gaben 0.7% ccnl N (18.50, 771 mm). 

Gef. 9.43 o/,, Amino-N. 
28.70 nig Saccharase-I-’riparat XIIaAK (If = 140) wurden i l l  oben I~escl~ricl~cncr 

5.74mg PrBparat: 1. 0.425ccm N (17.50, 777mm). - 2. 0.432ccm S 1.17.50, 
Weise liydrolysiert. Zwei Proben je zu 2 ccm wurdeu eninommen. 

777 mm). 
Gef. 1. 4.360/,; 2. 1 . 4 2 0 / 0  z4inino-N. 

Z u n a h m e  d e s  A m i n o  - S t i c k s t o f f s  b e i  d e r  H y d r o l y s e  v o n  
S e r u m  - A l b u m i n  u n d  S a c c h a r a s e .  

010 Amino-N Amino-N nach Hydro- 
Priiparat Total-N vor der nach der lyse in Prozenten von 

Hydrolyse Total-N 
Serumalbumin 16.0 1.15 9.63 60 
Saccharase I f  = 140 6.7 0.37 4.39 66 

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

Saccharase-Praparate von diesen Reinheitsgraden scheinen also Slick- 
stoff zwischen 60 und 70Q/,, in solcher Form gebunden zu enthalbn, daB 
nach 6-stundiger Hydrolyse rnit Salzsaure vom spez. Gew. 1.19 dieser Stick- 
stoff sich wie freier Amino-N verhalt. 

S c h w e f e l - G e h a l t  d e r  S a c c h a r a s e .  
In einer vorhergehenden Arbeit haben wir niitteillen konnen, dafi e in  

Saccharase-Praparat von If = 180 (Praparat X a AA) Schwefel in so grofier 
Menge enthielt wie berechnet werdsn konnte, wenn ein Saccharase-Aqui- 
valent 1 At. Schwefel enthielt. Durch die Schwarzfiirbung beim Kochen 
rnit alkalischer Bleisalz-Losung ging hervor, da13 der Schwefel in einer auf 
diese Weise leicht abspaltbaren Form, evtl. als SH-Gruppe, vorhanden war. 
Bei der Bnalyse zweier neuer Praparate haben wir ebenfalls Schwefel 
gefunden und zwar in bestimmbarer GroDenordnung : 

26.60 mg Prlparat XIIaAK (If = 140) gaben bei Verbrennuiig nach 1’ I’ r g t 
0.51 m g  B.a SO1. 

Gef. 0.260/, S. 

16.13 ing Priparat  XIaAAKA (If = 200) gaben bei Scrbreuriuiig uach I’ r e g  t 
0.55 mg Ba SO&. 

Gef. 0.47oJO S. 
Dir drei geiiannten Prlparate ergabeii somit folgeiiden S-Gelialt : 
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Prapara t If S Ber. S in1 I'riparat 
If nit  If = 230 

~. 

010 010 s 010 
XIIaAIi 140 0.26 540 0.43 
XaAA 180 0.38 470 0.49 
XIaAAKA 200 0.47 430 0.5.1 

Wic ersichtlich, steigt der S-Gehalt in ahnlicher Weise wie der N-Gehalt 
mit dem Reinheitsgrad. Die KegelniaBigkeit ist in bezug auf Schwefel 
jedoch weniger deutlich als bzgl. des Stickstoffs. 

Die Schwierigkeiten, die kleineren S-Mengen, die liier in Betracht kominen, 
geiiau zu hestimmen, waren auSerordentlich grol3; in  allen Falleii lag jil das 
Gewicht der erhaltenen Bariumsulfat - Pillungen unter 1 mg. Die prozentischen 
Fmehler sind also hier groSer als bei den iibrigen Bestinimungen. Zu jeder hia1yse 
wurd'e stets ein Blindversuch angestellt, wohei d>er ganze Analysengang in nlleii 
Einzelheiten unter den gleicheu Bedingungen wie he! cien Analysen verfolgl wurde. 
Die angegebenen Gewichte Ba SO4 sind wegen der kleinen Gltihr6cltslln~de,' wdche 
hei den Blindversuchen erhalten wurden, korrigbert. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht zweifellos hemor, daD uns3re 
reinsten Saccharase-Praparale ihrer chemischen Natur nach in hohem Grade 
an native EiwkiBstoffe erinnern : Wir finden einen N-Gehalt, welcher mit 
dem Reinheitsgrad steigt und welcher der GroDenordnung nach mit dem 
fur Eiweiflstoffe im Mittel gefundenen insofern ubereinstimmt, als bei einer 
evtl. unbedeutenden Steigerung des Reinheitsgrades des Enzym-Praparates 
der Unterschied vollkommen verschwindet. Von diesem N-Gehalt bildet 
der Amino-N nur einen kleinen BruchteiJ. Bei der Hydrolyse mit starken: 
Sauren wird die Zahl der freien Aminogruppen im gleichen Grade vkr- 
mehrt wie bei den nativen EiweiDkorpern. SchlieDlich kann niit grober 
Wahrscheinlichkeit angenommen werden, daD Saccharase-Praparate von 
diesen Reinheitsgraden auch einen S-Gehalt aufweisien, welcher mit dem 
Reinheitsgrade proportional ist. Der GroBenordnung nach stimmt der 
S-Gehalt mit dem der untersuchten EiweiBstoffe uberein. Die mit d'en an- 
gewandten Reinigungsmethoden erhaltenen Praparate (If = 100-230) scheinen 
also zum groBen Teil Stoffe zu enthalten, welche den Proteinen nah,estehen. 
Damit steht dime Bnderung der Therniostabilittit mit der Temperatur (Tem- 
peratur-Kloeffizient von k ) in Ubereinstimmung. Wis betrachten nun den 
enzymatischen oder nicht enzymatischen Abbau dieses Proteins unter inog- 
lichster Schonung der Aktivitat der Saccharase als eine unserer nachsten 
Aufgaben. Auf Grund der hier mitgeteilten Versuche konnen wir na- 
tiirlich uber die chemische Natur der s p e z i f i s c h  r o h r z u c k e r - s p a l -  
t e n d e n  K o m p o n en  t e der Saccharase noch keinerlei Angaben machen. 




