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Die bei der alkoholischen Garung beteiligten Kohlen-
hydratphosphorsaureester werden im Verlauf der Garung durch
ein besonderes Enzym gespalten, welches von den Entdeckern,
Harden und Young,l) als Hexosenphosphatase bezeichnet
wurde, da es sich nach der Auflassung dieser Forscher nur
um die Spaltung eines Hexosephosphorsaureesters handelt.
Da sich gleichzeitig mit diesem Ester nach Euler und Fodor¥*)
ein Triosemonophosphorsaureester bildet, so ware noch ein
zweites hydrolysierendes Enzym, Triosephosphatase, anzu-
nehmen, Uber dessen Existenz einstweilen noch nichts bekannt
ist.  Wir wollen im folgenden die beiden Enzyme unter der
Bezeichnung Kohlenhydratphosphatase zusammenfassen.

Die Kohlenhydratphosphatase hat sich aus dem Hefe-
preRsaft bis jetzt noch nicht isolieren lassen. Da das Enzym
und sein Verhéltnis zum synthetisierenden Agens, der Phos-
phatase, besonderes theoretisches Interesse beansprucht, so ist
der eine von uns bereits seit langerer Zeit mit Versuchen
beschaftigt, ein an Phosphatase reiches Material zu finden.

Die ersten Versuched) wurden mit Pepsinlosung, Pan-
kreatinlosung, Darmextrakt eines Kaninchens, mit defibriniertem
Blut und mit Maceration der Nieren eines Kaninchens ange-
stellt und ergaben durchgehends eine geringe Wirkung.
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Bald darauf wurden diese Versuche mit der Darmschleim-
haut eines Schweines und mit Pferdenieren fortgesetztl) und
zwar mit starker positivem Erfolg. Die Versuche wurden
wiederum unter moglichst peinlicher Einhaltung aseptischer
Bedingungen und unter Zusatz von Toluol ausgefihrt. Der
Versuch mit Pferdenieren wurde in folgender Weise, angestellt :

25 ccm Extrakt und 25 ccm Oli'«ige Losunjr des Xatriumphnsphor-
s.iureesters wurden gemischt und mit 0.f> ccm Toluol versetzt; der Ldsung

wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen, welche die folgenden Zahlen
ergaben :

Stunden........cc.cocuee.. 0 2 15 21 ; X
in 10 ccm g MgJLO. 0 0,0001 0.0051 0,0111 0,1:121

Es wurde also eine melibare, aber geringe Spaltung er-
zielt. Eine starkere Spaltung bewirken Bakterien. Mit einer
Aufsehlemmung von Bacterium coli fand der eine von uns eine
deutliche und ziemlich erhebliche Spaltung des Natriumsalzes
des Kohlenhydratphospht»rséureesters.

Bald nach dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von
Harding,2) in welcher Gber &hnliche enzymatische Spaltungs-
versuche berichtet wird.

Autolysierter Ochsenpankreas erwies sich fast wirkungslos
gegenuber Hexosephosphat. Bicinuslipase und Emulsin, ferner
Zyminextrakt zeigen eine geringe hydrolytische Wirkung. Autoly-
sierter HefepreRsatt und die Alkohol-Ather-Fiillung desselben
besitzt eine deutliche Aktivitat.

Diese Versuche sind neuerdings von R. H. A. Plimmer3)
weiter fortgesetzt worden. Plimmer erhielt ziemlich weit-
gehende Spaltung des von Young dargestellten liexosephos-
phats durch Darmextrakt und (iehirnextrakt.

Kommt es nur darauf au, schnell eine grtRere Menge
Kohlenhydratphosphat zu spalten, so empfiehlt es sich, nicht
den Extrakt der Darmschleimhaut, sondern diese seihst mit dem
Ester in Berihrung zu bringen. Die Ergebnisse sind physio-
logisch nicht eindeutig, da ja Darmbakterien in grol3er Menge

‘I Euler. Thorin und Johansson, IUl. 79. S. 375, 1912.
*) Proc. Roy. Soc. Bd. 85, S. 418. 1912.
") Biochemical Journal. Bd. 7, S. 43. 1913.
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anwesend sind, welche, wie oben erwéhnt, eine kraftige spal-
tende Wirkung auslben.

Immerhin verliefen auch diese Spaltungen noch ziemlich
langsam, so dall wir unsere schon vor Erscheinen der Arbeit
von Flimmer ausgefuhrten Versuche fortsetzten.

Es mag gleich von vornherein gesagt werden, daB wir
zu einer befriedigenden Losung unserer Aufgabe noch nicht
gekommen sind.

Indessen haben wir bei der Untersuchung sehr verschie-
denen Materials einige Beobachtungen Uber das Vorkommen
von Fhosphata.se gemacht, welche uns der weiteren Verfolgung
wert erscheinen.

Wir erwédhnen zundchst einen Versuch mit Extrakt von
grinen Blattern: 100 g Ahornblatter wurden mit der 5-fachen
Menge Wasser verrieben und die Masse wurde dann abgeprelit.
(time Zusatz enthielt der Blatterextrakt 21 mg freie Phosphorséaure.

Zu 50 ccm Blatterextrakt wurden ungeféhr 10 ccm 20°/oige
Loésung des Natriumphosphorsaureesters und 0,5 ccm Toluol
gesetzt, und der Mischung wurden von Zeit zu Zeit Proben
entnommen. Nach Abzug der aus den Blattern stammenden
Phosphorsaure stellt sich das Ergebnis der Analysen folgen-
dermalien .

Stunden.................. 0 3 9 23 X
in 10 ecm ¢ P207TMg, 0,0000 0,0041 0,0162  0,0311 0,20

Eine Zunahme der Bakterienzahl war in dieser Zeit
nicht eingetreten. Die Versuchsldsung war so nahe neutral,
daB eine nicht enzymatische Spaltung durch ihre freien H- und
OH-ion, wie besonders festgestellt wurde, nicht eintrat.

Bemerkenswerter als diese immerhin schwache Phospha-
tasewirkung scheint uns das allmahliche Auftreten der Phos-
phatase in keimenden Samen.

600 Gerstenkdrner wurden in einem Keimungsapparat
gleichmaRig bei 18° in feuchtem Sand zur Keimung gebracht.
Zu Beginn des Versuchs und dann in Zwischenrdumen von
etwa 20 Stunden wurden je unter Zusatz einiger Tropfen Toluol
40 Gerstenkérner mit Seesand gemahlen und der Brei wurde
wahrend zwei Stunden mit 100 ccm Wasser extrahiert. Ein
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Parallelversuch (mit Par. bezeichnet) wurde mit 20 Kornern
und 50 ccm Wasser angestellt, um den Gehalt der Samen
selbst an freiem PO4 zu ermitteln.

Nun wurden 25 ccm Samenextrakt und 25 ccm einer etwa
5°/oigen LoOsung des Natriumphosphorsdureesters gemischt, und
Proben von 10 ccm wurden von Zeit zu Zeit analysiert.

Die gewonnenen Zahlen zeigen deutlich, wie die Fahigkeit
der Korner zur Phosphoresterhydrolyse mit fortschreitender
Keimung ansteigt, und zwar wird nach etwa vier Tagen ein
Maximum erreicht.

Weitere Versuche mussen zeigen, in welchem Grade diese
Spaltung durch eine gleichzeitig stattfindende Bindung anorga-
nischen Phosphors beeinfluf3t sind. Dal} eine solche gleichzeitige
Synthese stattfindet, wird nicht nur durch den Gang der obigen
Zahlen wahrscheinlich gemacht, sondern auch durch die friher
von Euler und Kuliberg mit Hafer gewonnenen gefundenen
Synthesen.

Zwei langere Versuchsserien wurden angestellt, und zwar
vor Beginn des Keimens und eine zweite nach etwa dreitagiger
(65 standiger) Keimung.

In den folgenden Tabellen ist der aus den Kornern selbst
stammende PO04-Gehalt abgezogen.

Serie |. — Vor der Keimung.
Stunden................... 10 2 28 3% 15 02 «x
in 10-ccm mg PjO-Mg* 0 05 16 13 11 80 112
Serie Il. — Nach 65 standiger Keimung.
Stunden.................. 10 21 27 32 38 50 X
in 10 ccm mg P*O-Mg,. 10 178 305 377 — 18,0 150

Nach den Ubrigen Keimungszeiten wurde der Gehalt an
freiem Phosphat nur in der Ausgangslésung und nach 32 standiger
Hydrolyse untersucht. In der umstehenden Tabelle stellen wir
die erhaltenen Resultate zusammen:

Der Gehalt der ungekeimten Gerstenkdrner an organisch
gebundenem, extrahierbarem PO4 entsprach 11 mg; das wah-
rend der Hydrolyse bei obigen Versuchen frei gemachte PO4
stammt also zum allergrofiten Teil aus dem zugesetzten Kohlen-

hvdratphosphorséureester.
Hojij.c-Sejler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCII. 20
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Keimungszeit mg P407Mg* | Hydrolysierter Ester
inj Stunden nach 32standiger Hydrolyse in °0
0 1.2 0,8
20 i 4,6
42 19 12,6
65 67,7 25,1
93 41,0 27,0
120 34.0 22,5

Durch die Arbeiten von L. Iwanows!) und vonN. Ilwanow?)
ist der sehr interessante Nachweis erbracht worden, dal} der
EiweiRzerfall in der Pflanzenzelle in hohem Grade von ihrem
Phosphorgehalt abhéngig ist. Es ist darnach anzunehmen, daf3
die Bildung und Spaltung der Kohlenhydratphosphorester beim
Eiweillumsatz eine nicht unwesentliche Rolle spielt.

Unsere Versuche werden, besonders unter diesem Ge-
sichtspunkt, fortgesetzt.

L. lwanow, Uber die Umwandlung des Phosphors in der Pflanze

im Zusammenhang mit dem Eiweiumsatz. Petersburg 1905.
* N. lwanow, Zeitschr. f. Garungsphysiol., Bd. 1, S. 230, 1912.



