582 Sumner: Reinigung der Urease durch Krystallisation. [Jahrg. 63

und spiilt sie ganz vorziiglich ab; nach knrzer Zeit flieSt die Losung bei A
farblos. Man spritzt nun das Rohr noch duBlerlich ab, und die Destillation
ist beendet. Die Lésung in der Flasche titriert man in bekannter Weise
zunichst soweit, bis sich bei miBigem Schwenken der offenen Flasche die
wiilrige Schicht nicht mehr anfirbt, verstopft die Flasche, schiittelt sie
kraftig und wiederholt dies nach jedem Reagens-Zusatz, bis beide Schichten
farblos sind; der Umschlag ist auBerordentlich scharf und deutlich.

In zwei Fillen konnen gegen diese Arbeitsweise gewisse Bedenken be-
stehen: wenn die Stoffe zu leicht oder zu schwer mit der Salzséure reagieren3);
in beiden Fillen kann die gleiche, geringfiigige Anderung der Anordnung
jede Gefahr vermeiden., Man 148t bei E einen Tropftrichter T, durch-
schmelzen, der zentral durch den Kolbenhals geht und dessen Spitze gerade
eben in den Kolben hineinragt. Dann kann man erstens den Apparat mit
Substanz, Tetrachlorkohlenstoff, Jodid-Lésung beschicken und darauvf erst
die Salzsiure einflieen lassen, so daB unmoglich Chlor entweichen kann,
anderseits kann man, wenn bei schwer zersetzbaren Stoffen die ersten 5 ccm
Salzsdure nicht ausreichen sollten, davon nachfiillen. Da man selbstver-
stindlich auch den Tetrachlorkohlenstoff zum Nachspiilen durch T, ein-
fithren kann, ist bei dieser Anordnung T, entbehrlich; es entfillt damit nur
die Moglichkeit, auf beendete Zersetzung zu priifen.

Zur Erprobung wurde eine Manganlésung mit Wasserstoffsuperoxyd
und Natronlauge gefillt, der Niederschlag auf dem Wasserbade getrocknet,
sehr gut verriecben und nun Proben davon einerseits durch unmittelbares
Loésen in schwach saurer Jodid-Lésung, anderseits durch Destillation be-
stimmt; in beiden Reihen wichen die Einzelbestimmungen vom Mittel aller
Werte um héchstens 1 Tropfen n/,i-Losung ab. Es wurden ferner verschiedene
Braunstein-Proben von Studierenden im Praktikum analysiert; die erhaltenen
Werte stimmten durchweg unter sich und mit den Sollwerten befriedigend
iiberein, und zwar ohne einen einzigen Mi8erfolg.

Frankfurt a. M., Chem. Institut d. Universitit.

84. James B. Sumner:
Uber die Reinigung der Urease durch Krystallisation und {iber die
elementare Zusammensetzung der Krystalle.
{Aus d. Biochem. Institut d. Universitit Stockholm.]
(Eingegangen am 6. Januar 1930.)

Nachdem ich in frilheren Arbeiten!) hatte zeigen kénnen, dall Urease-
Priparate von sehr hohem Reinheitsgrad in Krystallform gewonnen werden
koénnen, war es der Zweck dieser Untersuchung, Reinheit und Aktivitit
der Krystalle noch weiter zu steigern und woméglich auf ein Maximum zu

) Die Gefahr, daB aus leicht reagierenden Gemischen Chlor entweicht, bevor der
Kolben an den Apparat angesetzt wird, ist gering, weil der Tetrachlorkohlenstoff Chlor
sehr gut 16st; man wird aber bei leicht zersetzlichen Stoffen vorteilhaft schon vor dem
Ansetzen des Kolbens den Apparat mit Jodid-Ldsung bis iiber H fiillen, indem man $§
voriibergehend mit einem Stopfen verschlieBt.

1) Sumner u. Hand, Journ. biol. Chem. 76, 149 {1928]. — Summner u. Hollo-
way, ebenda 79, 489 [1928].
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bringen, und diese Priparate hinsichtlich ihrer elementaren Zusammen-
setzung zu untersuchen.

Ausgangsmaterial: Jack-Bohnen-Mehl. Wie in meinen fritheren
Mitteilungen nachgewiesen war, sind gewisse Jack-Bohnen urease-reicher
als andere, ferner konnen manche Arten von Jack-Bohnen Urease in groflen
Mengen enthalten, aber in solchem Zustande, da das Enzym aus dem Mehl
nur schwierig mit Aceton extrahiert werden kann. Es ist somit notwendig,
ein besonders geeignetes Jack-Bohnen-Mehl als Ausgangsmaterial zu wihlen,
wenn man die von mir beschriecbenen hochaktiven Krystalle in guter Aus-
beute erhalten will?).

Prof. Albert Muller hatte die Freundlichkeit, Jack-Bohnen fiir mich
in Mayaguez, Porto Rico, keimen zu lassen, wobei Bohnen ausgesit wurden,
welche ich frither reich an Urease gefunden hatte, und aus welchen Urease
nach unseren Versuchen leicht extrahierbar war. Der dortige Boden und
die klimatischen Bedingungen waren mir als giinstig beschrieben worden,
1und es wurde auch eine ausgezeichnete Emte erhalten. Um gute Ausbeuten
an den hochaktiven Krystallen aus Jack-Bohnen-Mehl zu erhalten, ist es
notwendig, Meh!l von mbglichst feiner Verteilung zu verwenden. Eine Vor-
aussetzung ist, daB das Mahlen der Bohnen ohne Erhitzen durchgefiihrt
wird, und da8 durch die angewandte Mahimaschine keine Schwermetalle,
wie Kupfer, in das Produkt hinein gelangen. Da die Schalen der Jack-Bohnen
keine Urease enthalten, ist es vorteilhaft, diese vor dem Mahlen zu entfernen.
Dieser Dienst ist mir von der Arlington Chemical Company of Yonkers
New- Vork, geleistet worden, welche die Bohnen unter Ausschlu der Schalen
mahlten. Dieses Produkt lieferte eine hohe Ausbeute an Krystallen; es unter-
schied sich aber von dem Mehl, welches ich 1926 angewandt hatte, darin,
daB es einen ziemlich schweren Niederschlag von amorpher EiweiB-Ver-
unreinigung gleichzeitig mit den Krystallen lieferte.

Darstellung der hochaktiven Krystalle: Dieselben wurden, wie bereits
frither3) beschrieben, gewonnen, indem ich 8 Portionen von je 100 g des Mehles gleich-
zeitig verarbeitete. Das Filtrat lieB ich in einem FEiskasten 2 Tage, manchmal 3 Tage
stehen, um die Ausbeute zu vermehren. Ein langes Aufbewahren des Filtrates vor dem
Zentrifugieren macht es notwendig, eine groBere Menge von Eiweil-Verunreinigung ab-
zuscheiden, und ist deswegen von zweifelhaftem Wert. Nach dem Zentrifugieren des
Niederschlages, welcher die Kiystalle enthilt, wurde das Material 2-mal gewaschen,
indem es mit eiskaltem 32-proz. Aceton aufgeriihrt wurde, welches ein wenig Phosphat
von py = 5.9 enthielt; dann wurde wieder zentrifugiert. Die Losung der Krystalle in
40—45 ccm eiskaltem Wasser war mit suspendierten Stoffen stark verunreinigt; es war
etwa 1/,-stdg. Zentrifugieren notig, um die gréberen Anteile abzuscheiden. Um das
Priparat auf tiefer Temperatur zu halten, wurde das Zentrifugieren jedesmal nur 1o Min,
lang fortgesetzt und durch 15 Min. langes Abkiihlen unterbrochen. Eine vollsténdige
Klirung der Lésung durch Zentrifugieren konnte nicht erreicht werden; sie wire mdoglich
gewesen, wenn eine kriftige Zentrifuge innerhalb eines Eiskastens hitte verwendet
werden konnen.

Das Umlésen der Krystalle geschah in der bereits beschriebenen Weise4). Hierauf
wurden, falls weiteres Umkrystallisieren nicht beabsichtigt war, die Krystalle abzentri-

%) Ich méchte auch an dieser Stelle der Heckscher-Stiftung, begriindet von Aug.
Heckscher an der Cornell-Universitit, meinen Dank ausdriicken fiir die Ubernahme
der Kosten fiir die Keimung und das Mahlen der Bohnen.

3) Summner, Journ. biol. Chem. €9, 935 [1926].

4) Summner, Journ. biol. Chem. 70, 97 [1926].
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fugiert und einmal gewaschen, indem sie mit ein wenig eiskaltem 35-proz. Aceton aui-
gerithrt und dann wieder zentrifugiert wurden. Die iiberstehende Fliissigkeit, soweit
sie nicht aus den Zentrifugen-Réhren abtropfte, wurde mit reinem Filtrierpapier sorg-
faltig abgesaugt. Alles bei diesen Arbeiten verwendete Wasser war durch Umdestillieren
in einem Glaskiihler gereinigt worden.

Versuch I: Die Urease wurde cinmal umkrystallisiert, und nach dem Waschen
mit 35-proz. Aceton wurden die Krystalle in 32 ccm Wasser wieder aufgelost. Die:
Losung war triibe und wurde durch Zentrifugieren von suspendierten Stoffen befreit;
es war aber nicht moéglich, sie in dieser Weise vollkommen wasserklar zu erhalten.

Die Aktivitit der Urease wurde bestimmt, indem 1 ccm, abgemessen in einer Folin-
Ostwald-Pipette, mit 400 ccm einer 2-proz. Lésung von Gummi arabicum versetzt und
wie iiblich gepriift wurde. Ferner wurde 1 ccm der Losung in einem gewogenen Platin-
tiegel pipettiert und auf dem Wasserbade bei 95° und dann in einem Exsiccator getrocknet.
Der Trockengehalt betrug 5.2 mg; aus dem Wert von 598 meiner friiher benutzten
Aktivitits-Einheiten®) per ccm wurde errechnet, daBl dieses Urease-Priparat 1x4000 Ein-
heiten per g enthielt. Spéter ergab eine Aschen-Bestimmung 29, Asche. Berechnet
man die Aktivitit des Materials auf aschen-freie Substanz, so ergeben sich 16000 Ein--
heiten per g (es soll hiermit natiirlich nicht entschieden werden, ob die Asche ganz oder
teilweise Verunreinigung ist oder zur Urease gehdrt).

Die iibrige Urease-Losung wurde in einer Krystallisierschale bei 95° im Wasser-
Trockenschrank getrocknet. DerRiickstand wurde dann mit einiger Schwierigkeit mittels
eines Nickelspatels abgeschabt und hierauf in Priparaten-Roéhrchen iiber Phosphor-
pentoxyd zur Analyse getrocknet.

Versuch II: Mein zweites Urease-Priparat bildete nach dem zweiten Umkrystalli-
sieren kleine Krystalle, welche nicht ohne Schwierigkeit abzentrifugiert werden konnten.
Wihrend des langwierigen Zentrifugierens verdampfte so viel Aceton aus der Fliissigkeit,
daf die Krystalle sich zum Teil wieder auflésten. Dies verursachte eine geringe Aus-
beute. Auf Grund dieser Erfahrung wurden dicht anliegende Papierhiilsen iiber die
Zentrifugen-Rohren gestiilpl; in spéteren Versuchen wurden diese Hiilsen stets ver-
wendet, wodurch die Urease-Lésung auch vor hineinfallenden Stoffteilchen geschiitzt
wurde.

Die beim zweiten Umkrystallisieren erhaltenen Krystalle wurden 3-mal umgelést.
Nach Waschen mit 35-proz. Aceton wurden die Krystalle in Wasser aufgeldst und die
Y4osung moglichst klar zentrifugiert, was aber nicht vollstindig gelang. Ein aliquoter
Teil wurde auf enzymatische Aktivitdt hin untersucht, der Riickstand wurde in einem
Platintiegel getrocknet und spiter verascht. Die Asche betrug 19, und die Aktivitit
dieser Probe, auf aschen-freie Substanz berechnet, war 128000 Einheiten per g. Diescr-
Wert stimmt gut mit demjenigen von 120000 Einheiten per g iiberein, we.chen ich
frither®) fiir meine akiivsten Krystalle gefunden habe.

Versuch III: Die dritte Urease-Portion wurde 2-mal umkrystallisiert.
Wihrend des ersten Umlésens wurden 4 Quantititen von grofien und wohl-
ausgebildten Krystallen erhalten. Der vierte Anteil wurde erhalten durch
Zufiigen von einigen Tropfen o0.4-molaren sekundiren Natriumcitrates von
der angeniherten Aciditit pgy = 5. Es erschien von Interesse, die letzte
Krystallisation einzeln zu analysieren und zu sehen, ob die Aktivitit per
Gewichts-Einheit von den fritheren Werten abweichen wiirde. Als diese
Krystalle in Wasser gelést wurden, gaben sie eine Losung von vollkommener
Klarheit. Dies ist meiner Ansicht nach darauf zuriickzufiihren, da3 die drei
vorhergehenden XKrystallisationen alle suspendierten Verunreinigungen mit

%) Auf den Vergleich dieser empirischen Einheit mit Einheiten vom Typus Xf
<oll in einer anderen Mitteilung zuriickgekommen werden.
%) Sumner u. Hand, Journ. biol. Chem. 76, x40 [1928).
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sich niedergeschlagen hatten. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse,
festzustellen, dal Urease-Lsungen, welche aus besonders gutem Mehl 1929
gewonnen waren, durch kurzes Zentrifugieren ebenfalls leicht wasserklar
erhalten wurden.

Die Enzymlésung wurde wie gewohnlich getrocknet; das Gesamtgewicht
wurde zu 37.8 mg festgestellt und die Aktivitit aus den Analysen zu 4910
Einheiten berechnet. Das Gewicht der Asche betrug 1.6%,. Berechnet auf
aschen-freie Substanz, war also die Aktivitat 132000 Einheiten per g. Dieser
hohe Wert ist zweifellos teilweise darauf zuriickzufiihren, da8 die Lésung
keinerlei verunreinigende Suspension enthielt. Die Tatsache, daB der letzte
Anteil der Krystalle, welche aus der Losung abgeschieden wurden, durchaus
ebenso aktiv war wie die ganze Fillung, deutet darauf hin, daB die Krystalle
die Urease nicht als Verunreinigung enthalten. Wenn das Enzym eine ab-
sorbierte Verunreinigung der Krystalle wiire, wiirde man erwarten mfissen,
daB die ersten Krystalle den gréfiten Betrag des Enzyms enthielten, und
daBl die letzten Krystalle drmer an dieser aktiven Verunreinigung wiren.
Allerdings ist dabei stets mit der gleichen Aceton-Wasser-Mischung gearbeitet
worden; aber bei jedem Umlésen wurde eine nicht geringe Menge sehr wenig
aktiver und nicht krystallisierter Substanz abgeschieden, worauf eben die
Reinigung durch Krystallisation beruht. Die drei ersten Ausbeuten an Kry-
stallen wurden vereinigt, in eiskaltem Wasser geldést und nach Zufiigen von
soviel Aceton, dafl die Lésung 32-proz. wurde, ein geringes Volumen Phos-
phat-Losung (py =5.9) in 32-proz. Aceton zugefiigt. Nachdem diese
Mischung iiber Nacht auf Eis gestanden hatte, hatten sich keine Krystalle
gebildet, hingegen war der grofite Teil der suspendierten Verunreinigung,
welche ich frither nicht hatte abzentrifugieren kénnen, nunmehr nieder-
geschlagen. Deshalb wurde die Losung wieder zentrifugiert und dadurch
fast vollkommen geklirt. Der Niederschlag erwies sich als inaktiv und wurde
verworfen. Dieses Verfahren scheint mir wert, in die Methodik eingefiihrt
zu werden, um die suspendierten Stoffe zu entfernen. Nun wurde mehr
Aceton-Phosphat wihrend einer Periode von 3 Tagen zugegeben, wodurch
eine Ausbeute an groBen und gut ausgebildeten Krystallen erhalten wurde.
Nachdem einmal mit 35-proz. Aceton gewaschen worden war, um Phosphate zu
entfernen, 16ste ich die Krystalle in Wasser und erhielt eine Losung, welche
zwar nicht vollkommen klar, aber doch klarer war als sonst. Die Losung
wurde durch Zentrifugieren vollkommen geklirt, ein aliquoter Teil auf enzy-
matische Aktivitit untersucht und der Riickstand wie gewthnlich getrocknet.
Totalgewicht desselben 119.1T mg. Aus der Aktivitit wurde berechnet, daB
dieses Material 133400 Urease-Einheiten per g enthielt. Das getrocknete
Enzymmaterial wurde von der Glasschale in Priparaten-Réhrchen zur Ana-
lyse iibergefiihrt.

Ergebnisse der Analysen: Bei Mikro-analysen nach Pregl wurden die nach-
stehend erhaltenen Werte gewonnen: A ist die einmal umkrystallisierte Urease des Ver-
suchs I, mit B wird die zweimal umkrystallisierte Urease des Versuchs III bezeichnet.

A) Cs2.x, H 7.2, N15.4, S1.3 (24.1% O, 29 Asche).
B) ,, 516, ,, 7.1, ,, 16.0, ,, 1.2,

Diese Zahlen zeigen, daB die gewonnenen krystallinischen, hoch-
aktiven Urease-Priparate I und III die typische Zusammensetzung
eines Proteins besitzen. Die Zahlen deuten auch darauf hin, daB Nicht-
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Proteinstoffe hochstens in so kleiner Konzentration anwesend sind, daB sie
sich dem Nachweis durch die Elementaranalyse der Gesamtsubstanz ent-
ziehen.

Ergebnisse.

Aus Jack-Bohnen-Mehl wurden Krystalle von sehr hoher Urease-Aktivitit dar-
gestellt, und es konnte gezeigt werden, dal die Aktivitit der Krystalle nach 1-, 2- oder
3-maligem Umlésen nicht abnahm, sondern im Gegenteil etwas zunahm. Wire die
Aktivitit der Krystalle durch verunreinigende bzw. adsorbierte Urease bedingt, so wire
eine Abnahme der Aktivitit beim Umlésen zu erwarten.

Zwei hochaktive Priparate der erwidhnten Krystalle, von denen das eine einmal,

das andere zweimal umgelost war, erwiesen sich auf Grund der Elementaranalyse als
Proteine.

85. N.M. Carter!): Notiz iiber Synthese des -Phenol-glucosids.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Leder-Forschung in Dresden.]
(Eingegangen am 21. Januar 1930.)

Die Phenol-glucoside bzw. ihre Tetracetylverbindungen sind bisher durch
Behandlung von Aceto-halogenglucosen mit Phenol-kalium?) oder mit einer
Lésung des betreffenden Phenols in alkohol. Alkali3) oder Chinolin4) erhalten
worden. Silbercarbonat als Kuppelungsmittel scheint hierfiir noch nicht
angewendet zu sein.

Infolgedessen versuchte ich, aus Aceto-bromglucose und verschiedenen
Phenolen mittels Silbercarbonats die Tetracetyl-glucoside zu gewinnen.
Im Falle des Phenols habe ich unschwer als Hauptprodukt Tetracetyl-
B-phenol-d-glucosid erhalten. Aber mit substituierten Phenolen, z. B.
p-Kresol und Eugenol, waren meine Versuche erfolglos. Es trat Oxyda-
tion des substituierten Phenols durch das Silbersalz ein.

Tetracetyl-B-phenol-glucosid: Eine Ldsung von 2 g getrocknetem
Phenol und 2 g Aceto-bromglucose in Io ccm wasser-freiem Benzol wurde
nach Zugabe von 2 g trocknem Silbercarbonat etwa 2 Stdn. geschiittelt,
bis die Kohlensiure-Entwicklung beendet war. Die filtrierte Benzol-Losung
wurde jetzt unter vermindertem Druck eingeengt, der sirup-artige Rest
4-mal mit je I00 ccm Wasser verrieben, dann in 10 ccm warmem Alkohol
gelost und durch Zugabe der gleichen Wasser-Menge wieder abgeschieden.
Durch Abkiihlung auf o° wurden 0.9 g Tetracetyl-B-phenol-glucosid vom
Schmp. 126° erhalten, entspr. 43%, der Theorie.

[a]B = —1.82° X 2.9684/1 X 0.896 X 0.2023 = ~—29.8° (in Benzol)®).

1) Canadian National Research Council Stipendiat.

) E. Fischer, E. F. Armstrong, B. 84, 2885 [1901].

3) A. Michael, Amer. chem. Journ. 1, 307 [1879]; W. Koenigs und E.Knorr,
B. 84, 957 [1901].

%) E. Fischer und L. von Mechel, B. 49, 2813 [1916).

%) E. Fischer und L. von Mechel, a. a. O.; B. Helferich und R. Gootz, B. 62,
2791 [1929].





