Uber Enzymgehalt in den Blattern von Salix caprea.

Von
Iwan Bolin.

I>or Redaktion zugegangen am 21. Juli 1912)

In der chemischen Literatur der letzten Jahre finden
sich zahlreiche Angaben Uber spezifische glukosidspaltende
Enzyme, welche von dem Gruppenenzym der nattrlichen Glu-
koside, der R-Glukosidase, verschieden sein sollen. Die wich-
tigsten derselben sind die folgenden: Myrosin, das schon
181)0 von Bussy und Guignardl) dargestellt wurde. Es
spaltet Sinigrin: a- und R-Glukoside werden aber nicht ange-
griffen.*) Gaultherase3) oder Betulase, das Gaultherin zer-
legt und weder Salicin noch Amygdalin angreift. Rham-
nase,4) das Xanthorhamnin spaltet. Es fehlen n&here Angaben
Uber seine spezifische Natur. Lotaset) und Gea.se/) die
resp. Lotusin und Gein spalten. Beide sind von Emulsin
verschieden. Sigmund gibt den Befund mehrerer neuer En-
zyme an: Salicasel) in verschiedenen Salix- und Populus-
Arten, Arbutase?) in Galluna- und Vaccinium-Arten und As-
kuling) in Aeskulus hippocastanum. Auch Weewers)) hat
Salicase in verschiedenen Salixarten nachgewiesen. Zuletzt
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sollen noch einige in den letzten Jahren gefundene Enzyme
erwahnt werden, namlich Elaterase») in Ecballium elaterium,
das Elaterin spaltet, und ein Populin- und Phloridzin spaltendes
Enzym,2) das sich in Schnecken und Crustaceen befindet.
Uber Vicianase, Prunase und andere siehe 11 E. Arm-
strong, E. F. Armstrong und Horton.3)

Es ware moglich, dal) diese Resultate sich verallgemeinern
liechen, und dall es zu jedem Glukosid ein spezifisches Enzym
gabe, aber auch, daB der groRte Teil der Enzyme zu dom
Typus der [3-Glukosidase gehort.

Bei der Mehrzahl der genannten Enzyme ist die Spezifizitat
bisher nur ungentigend festgestellt worden. Da die Frage, ob
und in welchem Umfang spezifische Glukosidascn existieren,
ein prinzipielles Interesse besitzt, so habe ich auf VVorschlag von
Prof. H. von Euler ein solches als spezifisch angesehenes
Enzym nadher zu charakterisieren und mit den auf R-Glukoside
allgemein wirkenden R-Glukosidasen zu vergleichen versucht.

Nachdem ein Teil der Versuche firn Sommer 1011) aus-
gefuihrt war, erschien im Jahre 1012 eine Mitteilung von
H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und Horton, welche
zum Teil den gleichen Gegenstand berthren.3)

Um die b rage anndhernd cjuantitativ verfolgen zu kénnen,
ware die einfachste Methode, die Glukosidspallurtg polarime-
trisch zu verfolgen. Um die Brauchbarkeit dieser Methode zu
prifen, untersuchte ich zuerst die Spaltung mit Saliease.

Die Saliease wurde genau nach den Angaben von Sig-
mund dargestellt, durch zweitdgiges Extrahieren der fein ge-
hackten Blatter von Salix caprea mit Wasser' unter Zusatz
von Toluol und Féllen mit 05°/oigem Alkohol. Die Fallung
wurde abermals im Wasser gelost, mit 90°/oigem Alkohol ge-
fallt und mit 100°/oigem Alkohol gewaschen. 2 kg der Blatter,
den 26. August gepflickt, gaben 4 g Rohsalicase.
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Eine 2°/oige Losung von Rohsalicase wurde davon Dbe-
reitet und durch Tierkohle filtriert, wodurch sie ganz Kklar
wurde. (Um nachzusehen, ob Tierkohle Enzym absorbiert
oder nicht, wurde ein Versuch mit Salicin und Emulsin,
welches vorher mit Tierkohle behandelt war, angestellt. Es
zeigte sich, daR die Wirkung zwar schwécher war als mit
unbehandeltem Emulsin, dal} aber die Spaltung von Salicin
doch ziemlich rasch vor sich ging.)) 1 g Salicin wurde in
20 ccm dieser Losung gelost, und die Drehung abgelesen. So-
dann wurde die Loésung in den Trockenschrank bei 35° ge-
stellt. Selbst nach 14 Tagen konnte aber keine Drehungs-
anderung beobachtet werden.

Das negative Resultat zeigt, dall entweder unsere
schwedische Salix-Art bei dieser Jahreszeit keine Salicase
enthalt, oder dal} die Spaltung zu Kklein war, um polari-
metrisch nachweisbar zu sein.

Um tlie Sache nadher zu untersuchen, habe ich Sig-
munds Versuche wiederholt. Da er keine Angaben Uber das
Gewicht der angewandten Mengen von Blattern und Wasser
gibt, habe ich die Versuche folgenderweise ausgefihrt.

Drei Erlenmeyer-Koélbchen (A, B, C) wurden mit je 40 g
fein gehackten Blattern von Salix caprea gefullt. Die Bléatter
waren am 28. August gepflickt. Hierzu wurden jetzt 40 ccm
Wasser zugesetzt. Das Koélbchen A mit seinem Inhalt wurde
eine halbe Stunde auf kochendem Wasserbad erhitzt. Dann
wurde zu A und zu B je 1 g Salicin gesetzt. Alle drei Kolbchen
wurden mit Chloroform versetzt und zuletzt im Trocken-
schrank bei 35° 14 Tage gehalten. — In A haben wir also
getotetes Enzym + 1 g Salicin, in B reaktionsfahiges Enzym
-f 1 g Salicin und in G reaktionsfahiges Enzym rOg Salicin.
— Nach dieser Zeit wurde die Flussigkeit abgenutscht, die
Blatter mit 5 X 25 ccm Wasser gewaschen, und die Flussig-
keit sowie das Waschwasser auf dem Wasserbade bis 25 ccm
eingedampft. Der Riickstand wurde ausgeéathert, der Ather
nach 1tagigem Stehen Uber ausgeglihtem Na2SO04 abdestilliert
und der Atherriickstand gewogen. Zwei Parallelversuche
gaben folgende Resultate:
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v Atherriickstand von A.........ccoeveee. 0,(HIO g
(Getotetes E. f» 1 g S). . . . . . 0,027 »
Atherriickstand von B . . . . . - 0.20°) »

_(Aktives E. -}- 1 g S, 0,201 »

Atherrickstand von C...........cccne. 0.017 >
(Aktives K. -F 00 S).covvvvvveieennne 0,020 »

Der Ruckstand von R wurde durch FeClI3 stark violett
v gefarbt und erwies sich hauptsachlich als Saligenin. A und C
wurden nicht oder nur schwach durch FeCl., gefarbt.

Die schwedische Salix caprea-Art enthdlt also auch ein
Saliein spaltendes Enzym, und daB ich es nicht polarimetrisch
nachweisen konnte, mull davon herriihren, dal? das aus Wasser-
extrakt durch Fallen mit Alkohol dargestellte Enzym minder
reaktionskraftig ist. Auch wird die L6sung durch Filtrieren
dutch lierkohle geschwacht. — Um dies nachzuweisen, habe
ich parallel einen polarimetrischen Versuch und einen nach
oben beschriebener Methode ausgefiihrten Versuch angestellt.

Im Polarimeter konnte ich aber wieder keine Spaltung
nachweisen. Der Rickstand von aktivem Enzym war 0,012 g:

von getdtetem 0,007 g; also waren ca. 0,005 g Saligenin ge-
bildet, ca. I°/o gespaltetem Saliein entsprechend: berechnet

auf 0,005 g Saligenin war es 0,011 g Saliein. Die polarimetrische
Drehung war 1,25° im Anfang: die theoretische Anderung
betiug folglich 0,017°, eine Anderung, die ich nicht ablesen
konnte.

Zuletzt habe ich geprift, ob zerquetschte Salix caprea-
Blatter auch Amygdalin sowie a- und R-Methylglukoside spalten.

Die Versuche wurden mit Bléattern, die den 20. August
1911 gepflickt wurden, angestellt. Die Versuchsbedingungen,
bis zum Auswaschen der Blatter mit 5 X 25 ccm Wasser!
waren ebenso wie beim Saliein ausgefiihrt. Von den Filtraten
wurden dann je 25 ccm Flussigkeit abdestilliert und weiter
gepruft.

Die Resultate wraren die folgenden:

Amygdalin: Das Destillat wurde mit HNO., sauer ge-
macht und mit AgNO, geféllt. Das aktive Enzym gab 0,057 ¢
AgCN; das durch Kochen Gelotete nicht einmal eine Trubung

a-Methylglukosid: Das Destillat wurde nach Zcisels
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Methode auf Methoxylgruppen gepruft. Folgende Ziffern wurden
erhalten:

Ungekochte Blatter -j- 0 g a-Methylglukosid gaben 0,017 g AgJ

Gekochte » f* 1o » » 0,014>
Ungekochte  *  -j- 1> » » 0,010»
-~ -1 . . 0,021,

3-Methy Iglukosid: Es wurde gepruft wie beim a-Methyl-
glukosid.

Ungekochte Blatter -f- 0 g R-Methylglukosid gaben 0,015 g AgJ

Gekochte - 1» » 0,020 »
Ungekochte ' -f- 1 » » 0,001»
» -- 1j » » 0,085»

Zwei neue Versuche wurden im folgenden Jahr 1912
ausgefuhrt, mit Blattern, die den 17. August und den 21. Sep-
tember 1912 gepflickt waren. In beiden Jahren waren die
Blatter von denselben Baumen genommen. Diese Versuche
gaben aber ganz andere Besultate.

Amygdalin. 17. 8. 12.
Gekochte  Blatter -j- 1g Amygdalin gaben 0 g AgCN
Ungekochte '. + 11 » » 0.071»
Aniygdalin. 21. 9. 12.

Gekochte  Blatter -f- 1 g Amygdalin gaben 0 g AgGX
Ungekochte - 4+ 1) > 0,063 »
Salicin. 17. 8. 12

Gekochte  Blatter -j- 1 g Salicingaben 0,006 g Atherriickstand
Ungekochte »  -f-1» » » 0,224 * »
a-Methylglukosid. 17. 8. 12.

Gekochte  Blatter -f- 1 g a-Methylglukosid gaben 0 g AgJ
Ungekochte  » L » O>* >
a-Methylglukosid. 21. 9. 12.

Gekockte  Blatter -f- 1 g a-Methylglukosid gaben 0 g AgJ
Ungekochte  * -f- 1 » >>0>>>>
3-Methylglukosid. 17. 8. 12.

Gekochte  Blatter -f- 1 g R-Methylglukosid gaben 0 g AgJ
Ungekochte »  -f* 1 . » *0*
3-Methylglukosid. 21. 0. 12.

Gekochte  Blatter -f- 1 g [-Methylglukosid gaben 0 g AgJ
Ungekochte =-j-1= » >0>>>>
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DaR die Versuche mit Blattern von dem Jahre 1912 ganz
andere Besultate gaben als die mit Blattern von dem Jahre
1911, zeigt, daR der Enzymgehalt der Blatter nicht immer der-
selbe ist. So enthalten die Blatter von dem Jahre Hill ein
R-glukosidspaltendes Enzym, nicht aber die Blatter von 1912. —
Aullerdem zeigt der Versuch vom Jahre 1912. daB es ein Kimm
gibt, welches nur Salicin, nicht aber R-Methylglukosid spaltet,
oder mit anderen Worten: Salicase ist ein spezifisches Enzym.
Zu demselben Schluf3, aber auf andere Weise, sind auch II. K.
Armstrong, E. h. Armstrong und Hortonl) gekommen.

DaR Amygdalin in beiden Fallen gespalten wurde, zeigt
nur, dafll in den Blattern auch Amygdalase sich befindet.

Zusammenfassung

1. Die Blatter von Salix caprea kénnen mindestens;] Gluko-
sidasen enthalten: Salicase, Amygdalase und ein R-glukosid-
spaltendes Enzym.

2. Die Angabe von Sigmund, dall Salicase ein auf
Salicin spezifisch wirkendes Enzym ist. wurde experimentell
bewiesen.

3. Das Auftreten von Enzymen in derselben Salixart kann
von Jahr zu Jahr wechseln. Das [3-glukosidspallende Enzym,
welches 1911 in den Salix-Blattern auftrat, fehlte in den Blattern
derselben Baume wahrend der gleichen Entwicklungszeit im
Jahr 1912.
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