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52. Eugen Bamann und Paul  Laeverenz: 
Ober den Einflun von optisch aktiven Fremdstoffen auf die 
Konfigurations - Spezifitiit der Leber -Esterase verschiedener Tiere. 
(Dritte l) Mitteilung , ,Ober asymmetrische Ester-Hydrolyse durch 
Enzyme" in der von R. Willsti itter,  R. Kuhn und E. B a -  

rn a n n begonnenen Untersuchungsreihe.) 
[;\us d. Chem. 1,aborat. d. Bayer. Akadeniie d. Wssensch. in Munchen 

(Bingegangen am 14. 1)ezember 1929.) 
Das Wirkungsvermogen der f e t t -  u n d  ester-spal tenden E n -  

zyme i s t  von Begleitstoffen,  von aktivierenden und hemmenden, in 
ungemein hohem Mal3e a b h a n g  i g. Diese Erfahrung spricht schon aus Ilteren 
Untersuchungen. Genauere Kenntnis uber die Art dieser Stoffe und ihre 
Bedeutung fiir den Reaktions-Mechanismus verdankt man den systema- 
tischen Untersuchungen R. Wil ls ta t ters  und seiner Mitarbeiter. Die 
Berucksichtigung der natiirlichen Begleitsubstanzen fiihrte zunachst zu 
wertvollen, neuartigen Vorstellungen uber das l ipat ische Reaktions- 
System2) und zu Bestimmungs-Methoden8), die die Ausschaltung der 
wechselnden Einfliisse der Begleitstoffe errnoglichten. Untersuchungen uber 
das Enzym des Magenso) erbrachten den wichtigen Befund, daS sogar fur 
die pH-Abh&ngigkeit des lipatischen Wirkungsvermogens, die bisher als 
ein Charakteristikum des Enzyms selbst galt, Begleitstoffe mitverantwort- 
lich sind. Auch das Verhalten gegenuber Alkaloiden und anderen Giften, 
namlich Empfindlichkeit oder Resistenz, das P. Rona6) mit seinen Mit- 
arbeitern eingehend untersuchte und als eine Eigenschaft des Enzyms ansah, 
mu63 als wesentlich mitbedingt durch Begleitstoffe bezeichnet werdene). 

Nur bei einer Erscheinung konnte bis heute eine Abhangigkeit von der 
Umgebung des Enzyins no& nicht gefunden werden, bei der Konfigu- 
rations-Spezifi tat .  Diese Frage haben R. Wi l l s t a t t e r ,  E. Bamann 
und J. Waldschmidt-Graser') an den Beispielen der Pankreas-  und 
der Magen-Lipase, sowie der Leber-Esterase,  und zwar hauptsachlich 
an den Enzymen einer Tierart, des Schweines, gepruft. ,,Die Einwirkung 

1) R. W i l l s t a t t e r ,  R. K u h n  u. E. B a m a n n ,  Uber asymmetrische Ester- 
Hydrolyse durch Enzyme (I. Mitteil.). B. 61, 886 [1928j; E. B a m a n n ,  uber die Konfi- 
gurations-Spezifitiit der Leber-Esterase verschiedener Tiere und ihre Abhsngigkeit von 
der Substrat-Konzentration (11. Mitteil.), B. 63, I j38 [1gz91. 

*) R. Wil l s t i i t t e r .  E. W a l d s c h m i d t - L e i t z  u. Fr. Memmen,  Ztschr. physiol. 
Chem. 196, 93 [I923], u. zw. S. 99ff. ; die Vorstellungen uber die Kombinationswirkung 
inehrerer Alctivatoren sind in der neueren (attch referierenden) Literatur iiber die Katalyse 
unberiicksichtigt geblieben. 

a) Ztschr. physiol. Chem. 1%. 93 [1g23], IN, I [192$, 188, 229 [1924i. 
4) Ztschr. physiol. Chem. 188, 247 [rgq;.  140, 203 [ I ~ Z - + ] :  vergl. auch: K.  ( : y o -  

t o k u ,  Biochem. Ztschr. 1B8, 18 [1927/28;. 
6 )  Biochem. Ztschr. 111, I ~ G  [1920], 118. 213 [ I ~ z I ~ ,  180, 225 [rgzr]. 184, 108 

[I922/23], 184, 118 [1922/23], 141, 222  [I923], 146, 144 [192j], 168, 197 rI92.51, 167, I71 
[1926?. 181, 49 [Ig27]; vergl. a. J. A. Smorodinzew,  Biochem. Ztschr. 197, 160 [1928]. 

0 )  R. W i l l s t i i t t e r u .  Fr. Memmen,  Ztschr. physiol. Chetn. 188, Z I G  [19241,11. m. 
S. 241ff.; K. G p o t o k u ,  Proceed. Imp. Akad. Tokyo 8, 368 [1927]: Biochem. Ztschr. 
198, 39 [1927/28]: P. Rona  11. R. Aminon,  Biochem. Ztschr. 181, 49 [1927!. 11. zw. S. 75. 

7 ,  Ztschr. physiol. Chem. 178. Ijs [1928!; vergl. auch P. Rona  11. R. I t e l s o h n -  
S c h e c h t e r ,  Biochem. Ztschr. 197, 482 [1928]. 11. zw. S. 485. 
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der genannten drei Esterasen in rohen und reinsten Zustiinden auf Mandel- 
sliure- und Phenyl-cblor-essigsatue-ester hat zu dem Ergebnis gefiihrt, da13 
sich in keinem Fall bei der Steigerung des enzymatischen Reinheitspades 
der Sinn des stereocbemischen AuswUens hdert." 

Bei der g r o k  Bedeutung, die diesem Problem zunPchst fiir die Er- 
forschung der fettspaltenden Enzyme, dariiber hinaus aber fiir die 
Analyse der asymmetrischen Wirkungen von Enzymen iiber- 
h a u p t ,  deren wir heute eine ganze Reihe kennen, zukommt, sind wir emeut 
an die Frage herangetreten, ob und wieweit das optische Auswiihlen der 
Esterasen durch Stoffe nicht-enzymatischer Natur bedingt sein kanr. 

Auf Grund der eindrucksvollen Versuche von G. Bredig und K. F a -  
j am8), die die Spaltung der Camphocarbonsaure dwch Zusatz kleiner Mengen 
Chinin bzw. Chinidin so leiten konnten, daB im einen Fall rascher der 2-Cam- 
pher, im anderen der d-Campher gebildet wird, sowie unserer Erfahrungen 
iiber den Reaktions-Mechanismus asymmetrischer Ester-Hydrolyse haben 
wir die -age in der Form zum Ziele unserer Untersuchmg gemacht, ob 
und inwieweit das  optische Auswahlungsvermogen der Leber- 
Esterase durch Zusatze von Fremdstoffen beeinfluobar ist. Wir 
kniipfen dabei an Versuche von P. Rona und R. Ammons) an, die den 
EinfluB von Chinin und Chinidin auf das auswahlende Verhalten der Schweine- 
leber-Lipase an rae. Mandelsawe-methylester priiften, jedoch die Alkaloide 
in den untersuchten drei Fallen in dieser Hinsicht belanglos fanden. 

Als Zusatze zu den Enzym-Losungen wiihlten wir Fremdstoffe, die mit 
einer einzigen Ausnahme, dem Atoxyl, der Klasse der natiirlichen 
Pflanzenbasen zugehiirend, optisch aktiv waren. 

Bei derkber-Esterase des Schweines ist es uns in einer Reihe von Ver- 
suchen mit verschiedenen Alkaloiden und unter verschiedenen Reaktions- 
Bedingungen nicht gelungen, einen Einfld auf das optixhe AuswWen 
auszuiiben, trotzdem die Geschwindigkeit der Racemat-Spaltung mehr oder 
weniger stark herabgemindert war. Dagegen erfiillten sich unsere Er- 

-wartungen bei den Esterasen der Menschen-Leber und der Ka- 
ninchen-Leber. Ein Zusatz von Alkaloiden zur Enzym- bzw. R e -  
aktions-Losung ander t  das  Verhaltnis der Umsatze der ant i -  
podischen Komponenten des Racemates, in  vielen Fallen sogar 
so, d a o  es sich umkehrt .  Eine hderung der Spaltungs-Geschwindigkeit 
des Racemates braucht damit nicht verbunden zu sein; doch beobachtet man 
hadig eine Beschleunigung oder eine Hemmung derselben (Tabelle I). 

Der EinfluB auf das optische Auswiihlen erweist sich abhangig vom 
Alkaloid, von seiner Menge, von der Wasserstoff-Ionen- und von der Substrat- 
Konzentration des Versuchs-Ansatzes. 

Unsere Befunde regen zu neuer Arbeit auf dem Gebiete des biochemi- 
d e n  Asymmetric-Problems an. Im Mittelpunkt steht die physiologisch 
und chemisch gleich wichtige Frage, ob die Enzyme ,,no& im reinsten 
Zustand, der zurzeit erreichbar ist, ihre stereochemische Eigenart be- 
WahrenlO)". Vielleicht ist ihre Beantwortung ein noch fernes Ziel, das zuvor 
der Lasung anderer Teilfragen bedarf. 

8) B. 41, 752 [1908]; I(. Fajans ,  Ztschr. physikal. Chem. 73, 2j [~groj .  
B, Biochem. Ztschr. 181, 49 [1927], 11. zw. S. 67. 

lo) R. Wil l s tat ter ,  E. Bamann u. J .  Waldschmidt-Graser, Ztsclir. pliysiol. 
Chem. 173, 155 [1928]. 

Berichte d. D. Chem. Cdschaft .  Jahrg. LXIII. "G 
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- 

Hem- Beschleu- 
Spalt. iiiung , nigung 
(Proz.) d. Reakt.-Geschw. 

(Proz.) - 
I - 8 -  20.0 

19.5 - i  95 

20.2 - ! -  
18.5 - I 23 

18.6 I 8 
1 - 18.5 80 I - 

Tabelle 1. 
EinfluB von Alkaloiden auf die stereochemische Spezif i ta t  d e r  

I,eber-Esterase des Menschen und des Kaninchens. 
(Vers.-Ansatz \-on jo ccm, enthaltend in Vers. 1-3 0.25 g, in Yen. 4-6 0. jo g 

rac. M a n d e l s a u r e - a t h y l e s t e r  u. 2 g Phosphat-Puffer pH = 7.) 

[a][, 
der 

Mandel- 
saure 

+ 7.90 
-80. 10 

+- 1.20 
+20.3@ 
+14.2@ 

-27.3' 

Leber-Estera 
se voni: I Vers. 

Zusatze: 
(roomg) 

Real&- 
D auer : 
(Stdn .) 

I 

3 
2 Strychnin I'/* 

Cinchonin -- I zl/, 

Menschen . . 

Strychnin 3 
Chinidin - i 3  1 3 ~ 1 ~  

BercbreSb~  der Verruche. 
I. Enzym-Material. 

Als Enzym-Losungen verwendeten wir Ausziige aus Trockenprlparaten, 
die wir am der frischen I,eber durch Aceton- und Aceton-Ather-Behandlung 
nach der Vorschrift der 11.11) und XVTI. 12) Abhandlung iiber Pankreas-Enzyme 
gewannen. Es diente dazu stets die 1,eber nur eines einzigen Tieres, und zwar 
bei den Schlachttieren unmittelbar nach der Totung entnommen, wiihrend 
die Menschenleber erst 12-24 Stdn. nach dem Tode zughglich war. In der 
Literatur finden sich Angaben, wonach sich Praparate in nicht-gealtertem 
und gealtertem Zustand reaktionskinetisch verschieden verhielten ; wir ver- 
sehen nunmehr unsere Praparate unter Beifiigung des Tages ihrer Darstellung 
mit Kenn-Nummern, wodurch eine tfbersicht iiber das in den Arbeiten an- 
gewandte Enzym-Material ermoglicht wird. 

Schweineleber I (rj. VI. 1927). Schweineleber 2 (18. TI. ~gzg), Kaninchenlehr I 
(23. V. 1gz8), Kaninchenleber 2 (23. V. 1928), Menschenleber I (12. VI. 1928), Menschen- 
lcber 2 (4.  11. rgzg), Menschenleber 3 (28. V. 1929). 

Schm-eineleber I war das Enzym-Material der '1. Mittdung dieser Reihe, 
mit Losungen aus Kaninchenleber I und Menschenleber I wurden die ent- 
sprechenden Messungen der 11. Mitteilung ausgefiihrt, und die Ergebnisse 
der korliegenden Untersuchung wurden zum grol3en Teil mit Ausziigen a m  
denselben, also monatelang gealterten Praparaten, gewonnen. 

Die Enzym-Losungen stellten wir durch I-stdg. Extrahieren mit n/,,,- 
Ammoniak (50 ccm: I g Trockenpraparat) dar. Nach Abscheiden eines un- 
n-irksamen Niederschlages durch Zugabe verd. Essigsiiure und seiner Ent- 
fernung in der Zentrifuge wurden die Losungen 4 "age in Hammel-Blind- 
darmen gegen flieoendes, destilliertes Wasser dialysiert. Wir bestimmten 

11) R. \\'illstatter 11. E. ~ ~ a l d s c h i i i i d t - L e i t z ,  Ztschr. physiol. Chem. 126, 132 

1') R. U'illstatter, E. Bamann ti. J .  Waldschmidt-Graser, Ztschr. physiol. 
:19231. 

Chem. 178, 15 j :1928]. 
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alsdann ihre Wirksamkeit gegen Metbylb~tyratl~) und bewahrten sie ohne 
EinbuDe an Wirkungsvermogen im Eisschrank unter Toluol a d ;  sie ent- 
halten das Enzym in einem nur 15-20-fa& hoheren Reinheitsgrad als die 
Trockenpraparate. Das Enzym der Schweineleber 2 fand in einer Versuchs- 
reihe auch in Form des PreDsaftes, in einer anderen in Form eines Glycerin- 
Auszuges aus der frischen Leber Anwendung. 

2. Ausfuhrung der Versuche. 
Fiir die Versuche, die auswahlende Wirkung der Esterasen gegeniiber 

den spiegelbildlichen Estem im Racemat kennen zu lernen, haben wir sorg- 
faltig gereinigten, , ,induktion~-"1~)freien Man de 1 s 5 ur e - a t  h y le s t e r , vou- 
kommen neutral reagierend, verwendet. Die Messungen wuxden bei 25O in 
Anwesenheit von Phosphat-Puffer, p~ = 7.0, ausgefiihrt. Die Mengen Ester, 
Phosphat und gelegentlicher Zusatze, enthalten in 50 ccm Reaktionsgemisch, 
sind in den einzelnen Tabellen angegeben. In den Versuchen mit Zusatzen 
wurde so verfahren, d& die Fremdstoffe gelost (bei Alkaloiden die neutrali- 
sierte Losung der schwefelsauren Salze) zuerst in die den Puffer enthaltenden 
Enzym-Ikisungen gegeben wurden. Nach z Min. erfolgte dann die Zugabe 
des auf dem Wasserbade vorsichtig verfliissigten Mandelsaure-esters. Liingere 
Einwirkungszeit der Fremdstoffe auf das Enzym (bis 30 a n . )  iisderte in 
einigen Beispielen das Versuchs-Ergebnis in keiner Weise. In Ansiitzen, die 
no& ungelosten Ester enthielten, m d e  durch gleichmi4Biges Schiitteln fiir 
eine stiindige Sattigung der Losung und feine Verteilung des fliissigen Esters 
Sorge getragen. Das Volumen der Analysenproben betrug meist 50 ccm, bis- 
weilen ein Vielfaches davon : 100 oder 250 ccm, in einigen Beispielen (Schweine- 
leber) sogar 4000 ccm; das war in Versuchen bei geringer Substrat-Ronzen- 
tration zur Vermeidung allzu kleiner Drehungswinkel notwendig. 

Die Analyse der Versuchslosungen fiihrten wir wie in friiheren Arbeiten durch: 
Wir entfernten zunachst nach Binstellung schwach soda-alkalischer Reaktion durch 
Ausschiitteln mit dther den unverseiften Ester und entzogen dann der mit Schwefelsliurc 
stark angesauerten und mit Ammoniumsulfat gesattigten Liisung durch wiederholtes 
Ausathern die Mandelsaure. Die Auskiige wurden gewaschen, getrocknet und abgedampft. 
die hinterbleibende Saure in Wasser zu 10 ccm gelost und nach Bestimmung des Drehungs- 
winkels im 2-dm-Rohr mit n/,,-I,auge titriert. Besonderer Sorgfalt bedurfte die Auf- 
arbeitung der Versuche mit Alkaloid-Zuslitzen. Hier trugen wir den Loslichkeits-Verhalt- 
nissen des Alkaloids sowohl durch die Wahl wie die Menge des Extraktionsmittels (Ather, 
Chloroform) von Pall zu Fall Rechnung. Erst wenn die Ausschiittelungs-ProEen aus 
alkalischer Liisung frei von Alkaloiden waren - das traf stets fur die vierte Probe nt - 
wurde diese Operation beendet. 

Wir iiberzeugten uns auch in Blindversuchen ohne Substrat, dall keiner der ange- 
wandten Fremdstoffe mit dem Enzym so reagierte, dall der Titrations- oder optische 
Wert der Mandelsliure hatte gefiilscht werden konnen. 

la) Die Enzym-Menge (Lipase-Einheiten der Tabellen) ist ermittelt unter den in 
der 11. Mitteil. (S. 1541) angegebenen Bedingungen. Uber den Mengenvergleich von 
Esterasen verschiedener Herkunft siehe: E. Bamann ti. M. Schmeller,  Ztschr. physiol. 
Chem. 188, 149 [1g29]. 

14) uber die Erscheinung der ,,Induktion" vergl. R. Wi l l s ta t te r ,  R. Kuhn. 
0. Lind  u. Fr.  Memmen, Ztschr. physiol. Chem. 167, 303 [1927]. 
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3. Messungs-Ergebnisse. 
EinfluB von Fremdstoffen und Reaktions-Bedingungen auf das  

optische Auswlhlen der Schweineleber-Esterase. 
In den Untersuchungen uber die stereochemische Spi f i ta t  war die Leber 

des Schweines - wohl wegen ibrer leichten Zugiinglichkeit - ein besonders 
bevorzugtes Esterase-Material. Mit diesem Emym sind auch zwei besondere 
Daten in der Erforschung der KonfigurationsSpezifitiit verbunden : Ihre Ent- 
deckung15) und die Aufklarung des ibr zugrunde liegenden Reaktions-Mecha- 
nismusl8). Auch fur die in dieser Untersuchung behandelte Frage, ob und 
wie weit das optische Auswiihlen der Esterasen durch Variation der Reaktions- 
Bedingungen und insbesondere durch Zusatze von Fremdstoffen zu beein- 
flussen ist, haben wir in erster Linie das Enzym der Schweineleber heran- 
gezogen. Dabei sind wir zu dem Ergebnis gekommen, daB das Auswiihlungs- 
vermogen bei mal3ig hoher Racemat-Konzentration unabhgngig ist von der 
Art der Enzym-Darstellung und unabhangig von der Reaktions-Temperatur. 
Weder im Prebaft oder im Glycerin-Auszug aus frischer I,eber nosh in Aus- 
zugen aus derselben, jedoch Aceton-Ather-getrockneten I,eber verhielt sich 
das Enzym beziiglich des Auswahlens verschieden. Dieses Resultat steht im 
Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchung von R. Wil ls ta t ter ,  
E. Bamann und J. Waldschmidt-Graser, die das Auswiihlungsvermogen 
der Schweineleber-Esterase unabhlingig vom Reinheitsgrad des E m p s  
fanden. Die Variation der Reaktions-Temperatur im Interval1 von 12-4o0 
iinderte an den Ergebnissen nichts. 

Weiterhin ist es auch durch Zusatz von Fremdstoffen nicht gelungen, 
das optische Auswiihlen in dem ublichen Gebiet mittlerer Substrat- 
Konzentration (0.25 g Ester : 50 ccm) 17) merklich zu beeinflussen, obgleid 
die Umsatzgeschwindigkeit der RacematSpaltung durch die verschiedenen 
Zusatze mehr oder weniger herabgesetzt wurde. Wir haben, wie Tabelle 3 
zeigt, eine Reihe von naturlichen Pflanzenbasen, ferner Atoxyl bei 
dieser Substrat-Konzentration gepriift. In den Versuchen 10-13 und 18-21 
erfolgte die Racemat-Spaltung in verdiinnten und in sehr verdiinntenLijsungen: 
0.2 g Ester : 2000 ccm bzw. 0.1 g Ester : 4000 ccm. Wenngleich diese Ver- 
suche von vornherein groBere Konzessionen hinsichtlich der Fehlergrenze 
verlangen als die Analyse von 50 ccm Reaktionsgemisch, so konnte a d  sie 
doch nicht verzichtet werden, da, wie in einem folgenden Abschnitt gezeigt 
wird, bei Esterasen, deren Auswiihlungsvermogen durch Fremdstoffe beein- 
fldbar ist, der Reaktions-Mechanismus diesem EinfluB nur bei bestimmter, 
und zwar niederer, Substrat-Konzentration unterliegt. In der Wahl des 
Konzentrations-Gebietes m a t e  der Affinitat des Schweineleber-Enzyms, die 
uns auf Grund der ersten Untersuchung dieser Reihe als sehr hoch bekannt ist, 
Rechnung getragen werden. 

la) H. D. Dakin,  Proceed. chem. Soc. London 19, 161 [1g03]; Journ. Physiol. 80. 
253 [19041, 32. I99 [I905!. 

16) R. Wills tat ter ,  R. K i h n  u. E. Bamann, B. 61, 586 [I~zS]. 
17) Die Mslichkeit des Esters betragt nach R. Wil lstatter u. Fr. Memmen. 

Ztschr. physiol. Chem. 138. 216 [I924], u. zm. S. 253, 0.805 g : 50 ccm bei zoo. 
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- _ _ _ _  

Re- Herkunft 

Enzyms Temp. 
dea 

? 

A 

- 
1a 

b 

d 
2a 

b 

3a 

b 

l a  
b 

5 
6 a  

b 

d 

C 

C 

C 

C 

Re- Drehungs- 
akt.- Spalt. winkelder 

Dauer (Proz.) JdandelsZiure 
(Stdn.) (Ioccm, I = 2  

Auszug aus getrockneter 
........... Schweineleber I 

I20 

25O 
25O 
25O 
250 

2 

6 

25 

22 

2 

6 
25 

2 

6 
9 
1 'I, 
5'18 

25 

2 

4 
2.1 
32'/* 

5.5 
16.4 
64.8 
72.8 

5 .3  
16.1 
68 .3  

6.1 
17.5 
28.1 
13.3 

+0.1gO 
+0.53° 
+0.8z0 
+0.40° 

43.8 . + I . I O O  

19.9 i +0.61O 

4.3 ; +0.14° 
9 .7  i 0 . 3 0 ~  

57.0 + I . I O o  

81.5 I +0.3T0 

[.ID 
Ler Mandel- 

same 

+77.8O 
+73.5O 
+35.40 
+21.2@ 

+76.0° 

+28.4O 

+74.2' 
+72.0° 
+@.I0 

+71.5' 
+59.3* 
+72.6O 

+ 73.5O 

+ 76.7O 
+73.5O 
+45.70 + 1 0 . 8 ~  

Selbst unter diesen Bedin gen konnten wir in drei von vier Beispielen 
nur eine recht unbedeutende %? derung des optischen AuswWens bei Zusatz 
von Strychnin feststellen, wiibrend in einem Fall der Wert der sped. 
Drehung der Mandeldure vollkommen unverbdert blieb. Die Unterschiede 
in den Werten fur [ a ] ~  betragen in Vers. 11 etwa 70 (+44.40 gegenuber +510 
bei 51% Spalt.), in Vers. 13 etwa 100 (+39.80 gegentiber +50° bei 52% 
Spalt.) und in Vers. 19 mit einer anderen Enzym-Probe etwa 8 0  (+35.30 
gegenuber 430 bei 30 yo Spalt.). Es mull als unentschieden gelten, ob in dim 
Abweichungen eine durch den Zusatz von Strychnin hervorgerufene Beein- 
flussung des optischen Auswahlens zu sehen ist. 

EinfluS von Alkaloiden auf die optische Spezifi tat  der Menschen- 
1 eber- und der Kaninchenleber-Esterase. 

Wenn in den Versuchen mit Schweineleber-Esterase die Wirkung zu- 
gesetzter Fremdstoffe auf das stereocbemische Auswiihlen dieses En- 
nicht so deutlich gemacht werden konnte, daS ihr Einflull a d e r  Zweifel 
steht, so tritt dieser bei den Esterasen der Menschenleber und der Raninchen- 
leber ungemein scharf hervor. Wahlt man fiir die Racemat-Hydrolyse durch 
Menschenleber-Esterase eine Substrat-Ronzentration von 0.25 g in 50 &m 
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ichweine-1 5 - O.Zj:,jO ' 6 

10 , 0.25:50 3 
,, 5 Chinidi ,  IOO 1 0.2j:jO ~IG*/, 

:: ~ I n  C h k ,  10 ' 0.2;:jo , G 

Strychnin, IOO 0 . 2 5 : 5 0  ir6J/, 

i I0 10 i 0.2j:jO I 3 

Tabelle 3. 
EinfluB von Fremdstoffen auf die stereochemische Spezifi tat  d e t  
Schweineleber-Esterase in  verschiedenen Konzentrationen des 

Racemates. 
(Die Puffer-Mengen betrugen pro Analysenprobe (Stab 5) in den Vers. I mit g u. 14 
mit 17: 2 g, in den Vers. 10 11. 11: 0.5 g, in den Vers. 18 11. 19: 0.2 g. in den Vers. 12, 13, 

17.j: -- +o.j3O I +72.0° 

16.0 9 , +0.50° , +74.0° 
28.8, 41 ~ + o . W  I +67.50 

28.21 IQ +o.8zo 

37.8, 20 +1.060 I +66.60 

15.1 14 I +0.460 I +72.20 

- .- 

a 

P 
1 
- 
I 
2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

I0 

I1 
I 2  

I 3  
I 4  

I 5  
16 
I7 
1 8  
I9 
20 

21 

3 
8 

I@/, 
r9 

1681, 
I@/, 

1 7 . j '  -- ' + O . j j O  

7.2 I 85 ~ +o.zzo 
60.7 --- ' +0.890 
51.3 26 +0.77' 

52 .2 ,  29 , +o.3s0 
73.1 I -- ~ $0.30' 

! 10 Codein, 10 n 2j:5n 
" ' I 10 Atoxyl, 10 ' o Zj: j 0  

- n 2 : 2000 5 
5 Sttpchnin, 500 O.Z:~OOO 
5 - 0.1 : 4000 
5 Strychnin. 400 I O.I:~OOO 

;ch;veinc- 
leher I 15 

15 

IS 
2.5 

. 2 . 5  

20 

. I  I 10 
' I0 . 

-- 
Strychnin, 50 
Chinidin, I o n  
Chinin, 50 - 
Strychnin, 500 

Strychnin, 1000 
- 

0,- - ' - - 3 . 3 0  
0.25 : 50 

0.25: 50 
0.2 j: .jO 

0 . 2  : 2000 

0 . 2  : 2000 
0. I : .po0 
0.1 : 4000 

+0.65O 

+I . 0 8 O  
+1.04'J 
+n..+So 
+0.36" 
+0.14O 
+o.15' 

+0.94" 

+&8.8" 
$73.3" 
f73.6'  
+72.4" 
+43.5O 
+44.4" 

+ 39.8" 

+73.7O 

+24.6O 

+76.z0 
+61.0° 
+74.0° 
+38.9O 
+35? 

+2j.zo 
+I7.7' 

Reaktionsfliissigkeit bei Gegenwart von z g Phosphat-Puffer, so erfolgt die 
Spaltung ziemlicb unspezifisch, d. h. die Umsatzgeschwindigkeit fiir die Anti- 
poden ist fast gleich, und die Werte fiir [a]" der Mandelsiiure sind demnach 
schon von Beginn der Reaktion an sehr niedrig und nehmen rnit steigendem 
Spaltungsgrad weiterhin ab. Die Beispiele Ia-d der Tabelle 4 weisen fiir 
10, 25, 44, 60% Spaltung die Werte [a]n = +go. +go, +4O, +3O a d .  Das 
gleiche Resultat geben Versuche mit dem Enzym zweier weiterer Menschen- 
lebern (Vers. 14a und b und Vers. 17). Fiigt man diesem Versuchs-Ansatz 
Alkaloide in Mengen von 10-200 mg zu, so andert sich das Auswahlen, und 
zwar so, daB bei kleinen Zusatzmengen die positiven Werte von [a]n fallen 
und bei groI3eren Mengen von niederen zu hohen negativen Werten ansteigen. 
Die Versuche der Tabelle 4 zeigen den verschieden starken EinfluB mehrerer 
Pflanzenbasen. Es ist bemerkenswert, da13 Strychnin und Brucin,  in ihrer 
chemischen Konstitution nur wenig verschieden, sich in der Tabelle als Extreme 
gegeniiberstehen. Bei W i d e n  Spaltungsgraden (32 bzw. 41 %) erzielten wir 
fiir [aID rnit roo mg Brucin den Wert = +I.jo, entsprechend einem Unter- 
schied von 50, mit roo mg Strychnin den Wert = - 72.20, entsprechend einem 
Unterschied von etwa 800. Mit der hderung des optischen Auswahlens ist 
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meistens auch eine Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit der Racemat- 
Spaltung verbunden. Die Versuche 2, 3 und 4 mit wechselnden Mengen 
Strychnin zeigen eine anniihernd parallele Beeinflussung der beiden Er- 
schebungen. Doch ist darin wohl nur eine Zufdligkeit zu erblicken. Die opti- 
sche Spezifitiit ist bedingt durch das Verhiiltnis der Umsatzgeschwindigkeiten 
der spiegeltildlichen Ester, die ihrerseits wiederum von den Dissoziationskon- 
stanten und den 2erf allsgeschwindigkeiten der Reaktions-Zwischenprodukte 
abhangen. Die Anderung der optischen Spezifitiit kommt zustande durch 
d n e  bedeutende Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit des (-)-Esters (bei 
gleichbleibender oder nur wenig erhohter Umsatzgeschwindigkeit des (+)- 
Esters oder durch eine starke Hemmung der Umsatzgeschwindigkeit des 
,(+)-Esters, moglicherweise auch durch das Zusammenwirken beider Er- 
scheinungen. Somit luann mit einer hderung des Auswiihlens eine Beschleuni- 
gung oder eine Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit der Racemat-Spdtung 
verbunden sein, oder es bleibt, wenn sich der erhohte Umsafz des einen Anti- 
poden und der erniedrigte des anderen die Wage halten, iiberhaupt jeder 
EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit aus. Diese Folgerungen werden 
durch die verschiedenen Beispiele der Tabellen gestutzt. 

~ - - _ _ _ .  _ _  - 
Becrchleu-/ Hem- I Dreh.- ' 

Zusgtze IiigunR I mmg 1 W U e l  [ a i ~  

(4 
- 

,, 

Menschen- 
leber 2 

Menschen- 
leber 3 

- 
Menschen- 1 

leber I - 
I - 
1 - 

__ 
Strychnin, zoo 

50 
100 

! I 
;; I " 

I ,  '' [Ciniionin, too 
I0 

i " 

I0 
Chinidin, IOO 

Morphin, IOO 

Brucin, IOO , 51/* 

I0 

I0 

10 I 6 
I 

1 3  - 
6'13 - 

Strychnin, IOO I ~ / *  
Cinchonin, IOO 7Yz 

4 - 
StrFchnin, IOO , 2=/, 

G 
4 
G 
5 'It 
6 

34.3 
20.8 

35.5 - 
34.5 j 8 
32.0 ! -- 
32.3 -- 
32.8 i (6) 

I 
37.9 I - 
28.8 , 52 
60.5 I -. 

73.0 ' - 

12.1 - 
14.0 , 75 

der Xandelsaiure 
(IOCCrn. I = 2) 

$0.040 + 9.30 
+0.080 1 + 7 . 7 O  
+0.080 + 4.30 
+o.oSO + 3.20 
-1.j30 -84.10 

-0.510 -40.1~ 
-0.100 , - 7.00 
-0.370 -22.50 

- 1 . 2 j O  -72.2O 

+ 0.040 
-0.220 
$0.030 
&O.OOO 

+o.o.p 
+o.o?.o 
$0 .050  

S0.160 

+ 2.80 
-25.10~ 
+ 2.00 

=t 0 .00  + 3.00 

+ 3.6O 

+ 10.00 

-k 1.5' 

-_ +0.20° + 6.5O 
- -0.87' -71.5' 
37 ~ 0 . 0 0 0  f 0 . 0 0  

__ $0.060 +11.7O 
- --O.l_S0 -47.0e 
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3 Herkunft I zusiitze '. 3 gz 4"- + l o  

Priift man den EinfluB von Alkaloiden bei schwach alkalischer, neutraler 
und schwach saurer Reaktion, so findet man ihn am ausgepragtesten bei 
Anwesenheit des freien Alkaloids; Parallelversuche: 0.25 g Ester, 6 Lipase- 
Einheite~~'~), IOO mg Strychnin und 2 g Phosphat-Puffer in 50 ccm Reaktions- 
fliissigkeit ergaben folgende Werte : 

Reaktionsdauer Spaltung Dreh.-Whkel [@-ID der 
PR (Stan.) (Proz.) d. Mandelsiure MandelsSure 
7.5 33!. 13.0 - 1.63~ -89.80 
7.0  3Y' 40.2 -1.13~ --66.70 
6 .5  3s'4 29.6 -0 .500  --40.10 

Bei den Versuchen mit Kaninchenleber-Esterase, die in Tabelle 5 
wiedergegeben sind, tritt der EinfluI3 von Zusiitzen zum Spaltungsgemisch 
ebenfalls sehr deutlich hervor. Er auBert sich hier jedoch in einer Bevorzugung 
der (+)-Komponente des racemischen Substrates, also durch eine Erhohmg 
der [a]~-Werte in positivem Sinne. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist im 
allgemeinen gehemmt, mit Ausnahme des Versuches 8 mit Strychnin, der 
Erwiihnung verdient , weil bei gleichbleibender Umsatzgeschwindigkeit das 
[a],) doch die erwartete Verschiebung aufweist. 

Benchleu- Hem- Dreh.- [a]D 
iiigung ' nlmg Wlolielder 

I Mandel- der 

$ 

I 

2 

3 
4 
5 
6 ,  

7 
8 

7 

Die Beeinfluabarkeit  in verschiedenen Gebieten der Subs t ra t -  
Konzentration. 

Fiir das stereochemische Auswiihlen der Esterasen ist es in vielen Fallen 
nicht gleichgdtig, bei welcher Konzentration des Racemates die Hydrolyse 
vbr sich geht. Die Bedeutung dieses Umstandes geht daraus hervor, daB 
dumb geeignete Wahl der Konzentration die spezif. Drehung hinsichtlich der 
GroBe und sogar hinsichtlich des Sinnes festgelegt werden kann18). Wir haben 
I___- 

la) E. Bamann,  B.  6'2, 1538 jrg2gJ. 

Enzyms des 1 (mg) 4 2 $& d. Reakt.-Ge- $ ~ ~ ~ ;  Maadel- 
phwindigk. (Proz.) 1 = 2) d * e  

I a 

+o.ozo +- 0.90 

Kmincha- I ' I '  
' 15'/* I 26.0 - ' - 

I 8 +0.36O f 1 7 . 9 ~  
Chinidin. IOO 151/% 4.7 1 -- I 82 f O . I O O  I +2j.3O 

I ,* IOO 1 413/r 13.2 - ' 81 f0.20° +17.Q0 
Cinchonin, roo 2c.2  1 - ~ 70 f0.170 + 9.50 

28 + 0 . 0 7 0  + 4.40 

I _  ' +o.IIo i -+ j 80 

leber I __ 
I Strychnin, roo ' r511r 23.8 I - 

I I 
:: ;Chinin, IOO I :::;: 18.8 -- 

I rgS14 22.6 I - I 

Kaninchen-! i 
leber 2 I - 

; Strychin. roo r5S/, 22.9 I -- __ + o . p 0  f 1 6 . 5 ~  
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nun in einigen Versuchen gepriift, ob die BeeinfluSbarkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit und des optischen Auswiihlens durch Zusiitze unabhangig 
ist von der Substrat-Konzentration, oder ob mit ihrer Variation eine Anderung 
hinsichtlicb des Ausmal3es oder gar des Sinnes verbunden ist. Die Versuche 
mit den Esterasen aus Menschen- und Kaninchenleber (Tabelle 6) ergaben 
das iibereinstimmende Resultat, daJ3 der EinfiuB von Fremdstoffen hinsicht- 
lich des optischen Auswahlens nur in niederen Konzentrationen sich bemerkbar 
ma& und durch Erhohung der Konzentration ausgeschaltet werden kann, 
wiibrend die Beeinfldlbarkeit der Reaktionsgeschwindigkeit (Mensch : Akti- 
vierung, Kaninchen: Hemmung) - wenn auch in verringertem MaBe - 
bestehen bleibt. 

Tabelle 6. 
Vergleich des Alkaloid-Einflusses anf die stereochemische Spezi- 
f i ta t  von Esterasen bei verschiedener Substrat-Konzentration. 

(Die Angaben beziehen sich auf 50 ccm Analysenprobe. Die Vers. I mit 3 sind mit 
I .z Lipare-Einheiten, die Vers. 4 mit 7 mit 6 Lipase-Einheiten, die mit Kaninchenleber- 

Esterase mit 50 Lipase-Einheitenls) ausgefiihrt; t = 2 5 O . )  

schlen- Ba I Hem- Dreb.- ' [a]D 
der nigunR mnng Winkelder 

d. Reakt.-Ge- M$$l- Madel- 
schwindigk. (10ccm; 1=a) saure 

ra 

b 
c 

2 

3 
4 
5 
6 

,, Strychnin, IOO 
8a Kaninchen- ! lober 2 I 

Menschen- 

,, 

,, Strychnin. IOO 

leber I - 
- 
- ,, 

20 
- 

,, Strychnin IOO 

,, I - 

- I I 

48.7 
50.2 
12.1 
15.2 
1.6 
2.1 

0.0251 0.2 
0.025 0.2 

0.0251 0.2 
0.0251 0.2 

0.025 0.2 

0.5 2.0 
0.5 2.0 

2.0 4.0 
2.0 4.0 

I - 
85 I - 
go I - 

25 - - 
31 1 - 

- - 
- 

I ,"I :: IStrychiin, IOO , z:: I 3.0 3.0 

I0 ,, Chinin, IOO I 0.5 1 3.0 

-0.220 ! --107.00 
-0.16~ i - 75.5O 
+0.37' + 36.2O 
-0.16' I -- 12.5' 
+o.zgO + 53.80 
+0.39' I -k 54.8' 

I 

+ 23.0~ 
+0.53' I 38.5' 
+0.230 ! +- 42.00 

In sehr verdiinnter Liisung (0.025 g Ester : 50 ccm) bewirkt der Zusatz 
von IOO mg Strychnin zu Menschdeber-Esterase eine hderung des Wertes 
ion [ a ] ~  um 54O (Vers. IC und z der Tabelle 6), in maBig verdiinnter Liisung 
(0.25 g: 50 ccm) eine solche von 760 (nach Tab. 4 Vers. IC und 3). Eine Er- 
hohung (0.5 g Ester auf 50 ccm) vermindert sie auf 480 (Vers. 4 und 5 der 
Tab. 6) und in den Versuchen 6 und 7, bei denen fur eine stbdige Sattigung 
der Reaktionslosung mit Substrat gesorgt ist, tritt keine Anderung des Aus- 
wiihlens mehr ein. Bei Kaninchenleber-Esterase sind die Verhdtnisse iihnlich. 
Wir vergleichen die Versuche 7 und 8 der Tabelle 5 (0.5 g Ester : 50 ccm bei 
Anwesenheit von nur z g Puffer), die einen Unterschied in den [a]D-Werten 
von etwa IOO ( + 5 . 8 O  ohne Zusatz bzw. Jr16.50 rnit Strychnin) aufweisen mit 
den Werten der Versuche 8 und 9 der Taklle 6 (0.5 g Ester auf 50 ccm bei 
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Anwesenheit von 3 g Puffer). Dem Wert [ a ] ~  = +38.5O (Vers. g mit Strych- 
nin) steht der aus den Versuchen 8a und b (ohne Zusatz) fiir 16% Spaltung 
extrapolierte Wert [a]D = f35O gegenuber. Auch in dem Chinin-Versuch 
(Nr. 10) hat keine nennenswerte Beeinflussung des Auswiihlens mehr statt- 
gefunden; denn die Werte fiir  [ a ] ~  bei gleichen Spaltungsgraden (604) be- 
tragen ohne Zusatz +390, mit Chinin+420. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir 
die Forderung unserer Untersuchungen zu aufrichtigem Dank verpflichtet . 

53. Heinrich Wieland und Eugen Dorrer: Einige Beob- 
achtungen iiber die Einwirkung von BlausHure-Chlorwasserstoff 

und AlCl, auf ungestittigte Kohlenwasserstoffe '). 
[Aus d. Chem. Laborat. d. Bayer. Akademie d. Wissensch. zu Miinchend 

(Eingegangen am 18. nezemher 1929.) 
Wahrend Enole, wie Acetessigester und Acetyl-aceton, ganz im Ein- 

klang mit der Gattermannschen Synthese aromatischer Aldehyde, bei 
Gegenwart von AlCl, und HCl Blauslure  zu  Aldiminen anlagern: 
R .@ (Ow : CH. R' +- R . CO . CH (CH : NH) . R', ist unseres Wissens noch 
nichts daruber bekannt, ob auch ,die olefinische Doppelbindung unter 
den gleichen Bedingungen Blausaure aufzunehmen vermag. Aromatische 
Kohlenwasserstoffe sind dieser Reaktion nicht zuganglich. 

Da ungesiittigte Verbindungen schon durch Aluminiumchlorid alleia 
nach verschiedenen Richtungen hin verandert werden, gelang es nur in 
wenigen F a e n ,  die Blausaure in durchsichtiger Weise zur Umsetzung zu 
bringen, niimlich beim Cyclohexen und beim asymm. Diphenyl-athylen. 
Styrol  entzog sich durch rascher erfolgende Polymerisation ihrem Zugriff, 
und auch h i m  Stilben haben wir anstelle des N-haltigen Additionsproduktes 
einen bisher nicht beschriebenen dimeren Kohlenwasserstoff erhalten. 
Triphenyl-athylen ging aus dem Versuchsansatz uber eine halochrome 
Anlagerungsverbindung mit AlOl, unverandert hervor. 

aeynum. Diphenyl-athylen: Etwa 30% des Kohlenwasserstoffs ent- 
ziehen sich der Reaktion durch Polymerisation zu dem bereits auf anderem 
Wege dargestellten I. I .3.3 - Te t r a p h e n y 1 - c y c 1 o b u t a n (I). Als Produkt 

(C,H,) eC-CH2 (C,H,),C.CH,. C1 (C,H5),C-CH, (C6H,)2C.CH, 

H,Lc,(c,H,), H~::NH HL-N I. ' &K 
I 

I. 11. 111. IV. 

CH2 
1.. I I I  VI. I I H VII. I : I  

c1 CH, 

CH,'\CH, 

CH2,,CH. NH . CH : 0 

CII, CH, 
CH,"CH CH,'\CH, 

CH,,,C . CH : NH CH,,,CH . 1L' :C; 
CH, CH, 

1) Diese Untersuchung schlieBt sich zwei friiheren Arbeiten iiber die Durchfiihrung 
der Friedel-Craftsschen Reation bei Verbindungen der Fettreihe an, niimlich H. Wie- 
land u. L. Bettag .  Zur Kenntnis der Friedel-Craftsschen Reaktion, B. 65, 2246 
;rgzz], und H. Wieland 11. E. Dorrer, Die Gattermannsche AldehydSynthese h i  
Enolen, B. 68, 818 [Ig25]. 




