Untersuchungen Gber die chemische Zusammensetzung und
Bildung dér Enzyme.

I. Mitteilung.

Vvon
Hans Euler und Beth af Ugglas.

Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text.

Der Kedaktion zugegangen am 31. Januar 1910.)

Der Temperaturkoeflizient der Invertase.l)

Die hier mitzuteilenden Versuche sind teils von einem
praktischen, teils von einem theoretischen Gesichtspunkt aus
angestellt worden.

Der praktische Gesichtspunkt war der folgende: Da es
nach Angaben — allerdings mehr qualitativer Natur — hervor-
zugehen scheint, dall schon &uBerst geringe Konzentrationen
von freien Basen die hydrolysierenden Enzyme der Kohlen-
hydrate dauernd inaktivieren, und da anderseits fir die Wirkung
dieser Enzyme gewisse Optima der Wasserstoffkonzentrationen
existieren, so war es nicht unwahrscheinlich, dal auch die
Stabilitat der in wésseriger Losung befindlichen Enzyme durch
geringe Sauremengen wesentlich gesteigert wirde. Es wirde
in diesem Fall ein solcher Sdurezusatz einen erheblichen Vor-
teil beim Arbeiten mit gereinigten wasserigen Enzymldsungen
bedeuten.

Eine weitere Gruppe von Beobachtungsreihen betrifft den
Temperaturkoeffizienten der enzymatischen Rohrzuckerspaltung,

Uber welchen bis jetzt Angaben Vorlagen, welche stark von-

% Aus Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. III.
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einander abweichen und deshalb als Grundlage fur theoretische
Betrachtungen kaum verwendbar sind.

Die zwei verschiedenen Temperatureinfliisse, welche also
Gegenstand unserer Untersuchung gewesen sind, lassen sich am
besten folgendermalen prézisieren (vgl. Tammann, Z. physik.
Chem., Bd. XVIII, S. 436, 1895).

In einer wasserigen Losung, welche Invertase und Rohr-
zucker enthalt, gehen gleichzeitig zwei Reaktionen vor sich:
I. Das Enzym wird durch eine freiwillige Verénderung unbe-
kannter Art zerstort. 2. Der Rohrzucker wird durch das noch
aktive Enzym invertiert.

Beziglich der Reaktion 1 ist die einfachste Annahme die,
dal das Enzym durch eine monomolekulare Reaktion in-
aktiviert wird, unabhédngig von dem, was sich sonst in der
Losung befindet. Wenn also E die anfangliche Enzymkon-

zentration bedeutet, y die Enzymkonzentration zur Zeit t, so
wird man setzen:

S =
und man erhélt durch Integration

Bedeutet ferner, wie gewdhnlich, a die Konzentration des
urspriinglich vorhandenen Substrates, welches nach der Gleichung
1. Ordnung gespalten wird, so ist

V=" = kE—X)E—)

d. h. die Geschwindigkeit, mit welcher sich die Reaktion zur
Zeit t vollzieht, muB gleich sein dem Produkt der noch vor-
handenen Mengen des Enzyms und des sich umwandelnden
Stoffes.

Wir werden im folgenden ke als die «Inaktivierungskon-
stante» des Enzyms bezeichnen. Wie wir spéter sehen werden
(S. 128 u. ff.), ist die Invertase bis etwa 50° in Losungen, welche
keinen Uberschul? an Hvdroxylionen enthalten, recht stabil: 1aRt

man also die enzymatische Rohrzuckerspaltung etwa zwischen
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0° und 30° vor sich gehen, und zwar unter solchen Bedingungen,
dall die Reaktion innerhalb weniger Stunden verlauft, so kann
man sicher sein, daR wahrend der Reaktionszeit die Gesamt-
konzentration des Enzyms. E, unverdndert bleibt. Machen wir
die Annahme, daB die enzymatische Inversionsgeschwindigkeit
der Konzentration der wirksamen Invertase proportional ist
— eine Annahme, welche, innerhalb eines gewissen Konzen-
trationsgebietes wenigstens, tatsichlich zutrifft —, so kd&nnen
wir aus der Inversionsgeschwindigkeit die relative Invertase-
konzentration berechnen. Will man also ermitteln; wie schnell
bei einer gegebenen Temperatur Invertase in wasseriger Ldsung
oder im wasserigen Hefenextrakt inaktiviert wird, will man
also die Inaktivierungskonstante kkK messen, so hat man folgen-
dermaRen zu verfahren:

Man halt die invertasehaltige Ldsung wahrend gewisser
Zeiten auf der zu untersuchenden Temperatur, kihlt dann ab
und verwendet sowohl den nicht erwarmten Saft als die hoheren
Temperaturen ausgesetzt gewesenen Safte in vergleichbarer
Weise als Katalysatoren. Erhalten wir beispielsweise mit dem
nicht erwarmten Saft die Inversionsgeschwindigkeit k0, mit einem
Saft, welcher 30 Minuten auf 60° erwarmt war, die Inversions-
geschwindigkeit (natlirlich bei der gleichen Temperatur gemessen
k, so wird fir 600

Die Konstante kt ist also das) exakte Mal} fur die Stabilitéat
der Enzyme, — sie ist derselben umgekehrt proportional. —
Wie eingangs erwéhnt, kam es uns darauf an, die H-lonenkon-
zentration zu ermitteln, welche der maximalen Stabilitat entspricht,
und wir haben deshalb die Beziehung zwischen der Aciditét der
Losung der Invertase und der Konstanten Kkt untersucht.

Arbeitsmethode.

Bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen wurde
mit wasserigem Hefenextrakt gearbeitet, da wir gerade die
Haltbarkeit der Invertase im Extrakt behufs passender Anord-
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nung der Reinigungsmethoden kennen lernen wollten. Unsere
Untersuchung ist also noch durch Versuche mit gereinigterinver-
tase zu erganzen.

Die Hefe, welche uns die hiesige Brauerei «Hamburger
Bryggeriet> bereitwilligst zur Verfiigung gestellt hatte, wurde
mit Eiswasser gewaschen, koilert. stark abgepref3t und sofort
in einem Passburgschen Vakuumtrockenapparat bei etwa 30°
getrocknet. Die vollstdndige Entwésserung war etwa innerhalb
einer halben Stunde vollendet. Dann wurde die trockene Hefe
gepulvert und in einem groflen Brutschrank etwa 10. Stunden
auf 50° erhitzt. Das so hergestellte Hefepulver wurde zu jeder
Versuchsreihe in der 10fachen Menge Wasser suspendiert und
bei Zimmertemperatur etwa 10 Stunden stehen gelassen. Dann
wurde der Extrakt von der Hefe abfiltriert und der klare Saft
durch Behandeln mit Kaolin vom groBten Teil des Eiweiles
befreit. Hierauf wurde durch Zusatz von Salzsiure oder Essig-
sdure dem Saft der gewlinschte Gehalt an H-lonen erteilt. Ent-
stand durch den S&durezusatz noch eine Tribung, so wurde
nochmals filtriert und die Aciditat kontrolliert.

Die Aciditat wurde nach den Angaben von S6rensen
mittels Indikatoren festgestellt, indem der Farbenumschlag
mit Phosphatmischungen oder Glykokollésungeri verglichen
wurde.

Die Inversionsgeschwindigkeiten, welche durch Zusétze
gewisser Saftmengen eintraten, wurden fir die zunédchst mitzu-
teilenden Versuche sdmtlich bei 20° ermittelt. Die, Losungen
befanden sich genau bei dieser Temperatur im Wasserbad.
Unmittelbar nach Herstellung der Saft-Rohrzuckermischung™'und
dann von Zeit zu Zeit wurden Proben wvon 20 ccm ent-
nommen und in 10 ccm einer 0,2 normalen Sodalésung einpi-
pettiert. Dadurch kam die Reaktion zum Stillstand und gleich-
zeitig wurde die Multirotation der Glukose beendet. Alle Proben
wurden bei 200 im 2 dm-Rohr in einem Polarisationsapparat

nach Lippich mit Bteiligem Gesichtsfeld bei Né&triumlicht be-
obachtet.

* Biochemische Zeitschrift, Bd. XXI, S. 201 (19009i.
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1. Versuchsreihe.

Konzentration der H'-lonen; 5+ 10 © k1105 K:
Inversion mit Irischem HefepreRsaft............ccoc...... 390
» HO Minuten auf 40° erwarmtem Salt. 380  0.000377
> » 60 »  40° » » 370  0.000380
Mittelwert . . - - - 0.000378

Inversion mit 30 Minuten auf 60u erwdrmtem Saft. ! 102 | 0.0194

Die Konstanten dieser Versuchsreihe sind folgendermalen
ermittelt worden:

Tabelle A.
Minuten Drehung ] a—X k + 105
0 7.00° 10,25 | —
315 | 4.98 7,73 390
42 4.28 7,03 390
51 3,73 6.48 390
x —2.75 : — —
Tabelle B.
Minuten Drehung a—Xx ‘ ke 105
0 7.50° 1 10,25
35 4,78 7,53 382
17 4.00 6.80 380
62 3.25 6,00 375
X — 2,75 —
Tabelle C.
Minuten | Drehung a—x k-105
0 7,50° 10,25 —
30 5.23 7.98 362
»0 451 7,26 375
50 3,92 6.67 374

— —2.75 — —



L'ber chemische Zusammensetzung und Bildung der Enzyme. 1. 129

Tabelle D.
Minuten Drehung a—x Kk 10*
0 7,70° 10,45
38 6.35 8,70 100
0 6,50 3.25 ' 102
121 5,10 7,85 103

2. Versuchsreihe.

Konzentration der H'-lonen: 2+ 10} k -105 ; kK
Inversion mit frischnem HefepreRsafl ............... ... o415 —
f 30 Minuten auf 40" erwarmtem Saft . | 405s 0,000333
) * 60 » . q0° » . 398. | 0,000300
Mittelwert . . . . — | 0,000316

Inversion mit 30 Minuten auf 60° erwarmtem Saft . | 104  0.0200

3. Versuchsreihe.

k, 10*
Konzentration k+ 10*
der H'-lonen .
7 1<rsy 10-7 Mitee
Inversion mit frischnem HefepreRsaft . . . 257 | 263 260 .
» » 30 Min. auf 57° erwarmt. Saft 226 235 230 0.0018
) 30 » » 62° 138 157 148 ' 0,0081
* » 30 » 65° » ) 66 | 64 65 0,020

Da die oben mitgeteilten Zahlen darauf hinzudeuten schie-
nen, dal der Temperaturkoeffizient der Inaktivierungskonstanten
ki nicht konstant ist, sondern von etwa 60° an grofer ist als
unter dieser Temperatur, so wurde ein moglichst grof3es Tem-
peraturintervall untersucht, ndmlich 50—65°. Es ist dies das
groBte Temperaturgebiet, das man unter vergleichbaren
| mstédnden, ohne also die Konzentration des Saftes starker
als im Verhéltnis 1 : 4 zu &andern, untersuchen kann. Andert
man namlich die Saftkonzentrationen starker, so hort die Pro-
portionalitdt zwischen Konzentration und Enzymgehalt auf und
om Deutung der Resultate wird zu unsicher. Schon in dem
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untersuchten Konzentrationsgebiet dndert sich ja die Konstante
KE im Verhéltnis 1 :50.

4. VVersuchsreihe.

Konzentration der H -lonen: 10-5 Ik 105  kfc \1° | kK '

| gef. | bei.
Inversion mit frischem HefepreBsaft - - _ - 265 276 "

120 Min. auf 6()° erwarmt. Saft 23'7 211 f 11

00 » 55° . \ 225 13

30 . Q7° ¥ b 23fl 19' 15

- 30 . 60° 205 | 10X g

* 30 » 62" 157 78 76

30 - » 6P° 09 198X 19H

Berechnet man aus der obigen Versuchsreihe 4 flr kK

die Temperaturkonstante nach der Arrheniusschen Formel
ats—t,
k =K Im™
so findet man aus den Werten fur 60 und 65°
A = 72000.

Berechnet man mit dieser Konstanten KE fiir die tbrigen
Temperaturen, so findet man eine bedeutende Abweichung
zwischen der gefundenen Zahlenreihe und der berechneten. Da die
Arrheniussche Formel durchweg den Gang der Reaktions-
konstanten mil der Temperatur sehr gut wiedergibt, so ist also
anzunehmen, daB sich bei der Inaktivierung der Invertase ein
binfluR geltend macht, der bei gewodhnlichen chemischen Reak-
tionen nicht auftritt.

bs hat den Anschein, dal der Temperaturkoeffizient der
Inaktivierungskonstanten KE bis zu einer gewissen Temperatur
ansteigt und ein Maximum erreicht. Die Lage dieses Maximums
scheint nicht ganz konstant zu sein, sondern mit der absoluten
GrolRe von KE etwas (innerhalb einiger Grade) zu variieren.
Ks ist bemerkenswert, da# Tammannl) etwas Ahnliches fir

Emulsin gefunden hat. Wir setzen zum Vergleich seine Zahlen
hierher.

¢) Zeitschrift f. physikal. Chemie, Rd. XVIII,. S. 183 [1895]. Di-
Konstanten kK sind daselbst mit Stunden als Zeiteinheit ausgerechnet
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Temperatur kK gefunden kK berechnet
40 I 0,04 0,01
50 0.18 0.10
Ro 0.80 o;ho!
05 2,85 2.20
70 0.0 5.1
1) 11.7 15.3
5. Versuchsreihe.
k+ 105
Konzentration k+ 10"
der H-lonen )
] Mittel
8 10 7jH-10~5
Inversion mit frischem HefeprefRsaft . . . 262 274 268 —.
» 80 Min. auf 57° erwarmt. Saft 241 241 0,0015
» 80 » (52" 142 158 148 0.0086
» 80 » » (55« — — 68 0,021
6. Versuchsreihe.
k-105
Konzentration k10"
der H -lonen )
Mittel
2-10%7! -1(r5
Inversion mit frischem HefepreRsaft . . . 223 240 231 '
80 Min. auf 550 erwarmt. Saft 180 1(50 175 0,0030
30 » 50" ) 134 147 141 0.0072
30 , (52 54 55 55 0,020

Wir haben in den vorhergehenden Tabellen zur Berech-
nung von kK bei verschiedenen Temperaturen das Mittel aus
den beiden Parallelversuchen genommen, welche bei Verschie-
denem Aciditatsgrade ausgefiihrt worden waren. Die Unter-
schiede in den gefundenen k-Werten liegen ndmlich fast inner-
halb der Versuchsfehler. Berechnet man die Inaktivierungs-
konstanten fur die beiden Parallelreihen gesondert, so erhélt
man z. B. aus der letzten Tabelle folgende Zahlen fir kK:
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Temperatur H'-Konzentration
2-10"7 1.10-5
55 0,0031 0,0054
59 0,0073 0,0074
02 0,0205 0,0213

Als Resultat ergibt sich also, dal Invertase im Hefenex-
trakt fur H -Konzentrationen von etwa 10~7 bis 10-4 nur sehr
wenig empfindlich ist.

H’-Konzentrationen von 10  vermindern schon die Sta-
bilititt und Konzentrationen von 10~2 inaktivieren die Inver-
tase schon bei 50° sehr rasch. (Bei den Versuchen mit diesen
Konzentrationen wurde nach dem Erwédrmen des Saftes vor
dem Zusatz desselben zur Rohrzuckerlésung natirlich die op-
timale Wasserstoffkonzentration durch Zusatz von Alkali her-
gestellt.)

AuBerordentlich empfindlich ist die Invertase gegen OH-
lonen. Schon OH-Konzentrationen von 10~8 rufen bei 50°
fast augenblicklich dauernde Inaktivierung hervor, die also
durch nachherigen Sdurezusatz nicht mehr aufgehoben werden
kann. Der Grad der Inaktivierung war bei unseren Versuchen
so grof3, dalR die erhaltenen Zahlen keinen Anspruch auf Ge-
nauigkeit machen koénnen; ihre Wiedergabe mag also hier
unterbleiben.

Versucht man, die samt-
lichen erhaltenen Resultate zu
einer Kurve zu vereinigen,
welche die Abhéangigkeit der
Inaktivierungsgeschwindigkeit
von der H'-Konzentration dar-
stellt, so erhdlt man neben-
stehendes Bild.

Fragt man sich nun, welche
Stoffe eine Empfindlichkeit
ahnlicher Art gegen H- und

3 4 -5 6 -7 S OH~-lonen aufweisen, so

cirponenlen. der 3C-D&mz scheint uns die Analogie mit
' den multirotierenden Zucker-
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arten am auffallendsten. Den EinfluR der Aciditat bezw. Alkali-
nitdt auf die Geschwindigkeit des Riickganges der Multirotation
der Glukose haben Y. Osakal) und C. S. Hudson2) untersucht.
Letzterer Forscher hat seine eigenen und Osakas Ergebnisse
in einer Formel zusammengefalt, welche den EinfluR der H-
und OH'-lonen auf die Umwandlungsgeschwindigkeit sehr gut
darstellt :
k = 0,0096 + 0,258 (H ) + 9750 (OH")

Man sieht direkt, wie aullerordentlich viel empfindlicher
die u-Glukose gegen Hydroxylionen als gegen Wasserstoffionen
ist. Der Unterschied in der Wirkung der beiden lonen ist hier
also noch viel groéRer als bei der Invertase im Hefenextrakt;
vielleicht ndhert sich die reine Invertase in ihrem Verhalten
gegen H* und OH' noch mehr der Glukose.

Bereits vor Ausfiihrung der oben erwéhnten Versuche
mit Hefenextrakt haben wir in der Erwégung, dal die Inakti-
vierung der Enzyme eine sterische Umwandlung sein kdnnte,
welcher der Umwandlung von a-Glukose entspricht, den Tem-
peraturkoeffizienten des Rotationsriickganges bei der feinen
Glukose gemessen. Es lag dartber eine Andeutung in einer
Arbeit von Levy3) vor, nach welcher die Geschwindigkeits-
konstante sich flir einen Temperaturunterschied von 0,15° um
etwa 5°/0 andert.

Uber die bei diesen Versuchen angewandte Arbeitsmethode
braucht kaum etwas Naheres erwahnt zu werden. Die Glukose
war Kahlbaums reinstes Praparat, feinst gepulvert und wurde
in Mengen von 2 g in 20 ccm Wasser geldst. Die Ldsung
wurde unmittelbar nach Herstellung in ein Polarisationsrohr
mit Mantel gebracht, welches vermittelst durchstrémenden
Wassers auf der Versuchstemperatur gehalten wurde. Bei jeder
Temperatur wurden 3—4 Versuche angestellt, so daB die in
die Kurve eingetragenen Konstanten Mittelwerte darstellen:

Diese Mittelwerte sind:

¥ Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXV, 8, 661 (1900).
'*) Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. XXIX, S. 1574 (1907)

) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XVII, S. 306 (1895).
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Tem- | 10sk ge- 1103k be-
peratur | funden | rechnet

10° 2,25 2.25

10,0 2,38 —

20° 6,40X 0,40

25° 10.1 105

30° L70X 170
A = 17340

In der dritten Spalte
sind die nach der Arrhe-
nius sehen Temperaturfor-
mel mit der Konstanten
A = 17340 erhaltenen

Werte berechnet.

Wie man sieht, ist die Temperaturkonstante der Umwand-
lungsgeschwindigkeit der Glukose nicht groRer als die durch-
schnittliche Konstante fir chemische Reaktionen. Es ist also
einerseits die Stabilitat der a-Glukose sehr viel geringer als
diejenige der Invertase (die Umwandlungskonstante der a-Glu-
kose ist viel groRer als die Inaktivierungskonstante der Invertase),
anderseits ist die Konstante A fir das genannte Enzym (iber
4 mal groRer als fir a-Glukose.

Was nun die fir Invertase ermittelten Konstanten be-
trifft, so ist die Inaktivierungskonstante ja allerdings von der
Anwesenheit von gleichzeitig gelosten Elektrolyten und Nicht-
elektrolyten abh&ngig, &ndert sich aber doch z. B. in Hefen-
extrakten verschiedener Darstellung ziemlich wenig; man kann
sie also sicher als eine fiir das Enzym charakteristische Grofe
betrachten und wird versuchen, ihre Abhé&ngigkeit von der
(iegenwart anderer Stoffe zahlenméfRig festzustellen. Man er-
halt dann ein exaktere Vorstellung von der relativen Stabilitét
der Enzyme. Einstweilen stehen folgende Daten zur Verfigung:

Invertase 00° = 0,01
Emulsin  (K)° — 0.01 iTammannj
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Aus Sentersl) Angaben Uber Katalase kénnte man mit
einiger Annaherung ausrechnen
kk 55° = 0,01.
Hiernach waéren also Invertase und Emulsin etwa gleich
stabil, Katalase etwas labiler.

1l

Wir haben, wie eingangs erwahnt, den EinfluR der Tem-
peratur auf die Rohrzuckerspaltung durch Invertase untersucht,

und zwar zur Kontrolle der nicht wenigen bereits vorliegenden
Versuche.

Es hatten gefunden:

Ht-f-t« . Mo A
[ am mann im  Temperaturintervall 20—30° 15 7000
Kjeldah! S , HO— 10° 1.6 8000
0 Sullivan u. Tompson » » 45-50° 14 7000

Im Mittel wurde also die Temperaturkonstante zu etwa
7300 gefunden. Invertiert man Rohrzucker mit Mineralsduren,
so findet man fur diese Reaktion einen viel hoheren A-Wert,
namlich 25600. Da diese grof3e Differenz in theoretischer Hin-
sicht recht bemerkenswert ist, so haben wir eine Prifung der
erwadhnten Resultate vonTammann, Kjeldahl undO’Sullivun
und Tompson vorgenommen und untersucht, ob die Konstante
stark mit dem Sauregehalt der Invertaselésung variiert und ob
unter gewissen Umsténden die enzymatische Rohrzuckerspaltung
denselben Temperaturkoeffizienten erreicht wie die Inversion
durch Sduren.

Versuche.

Wie bei den im vorhergehenden mitgeteilten Versuchen
wurde die Invertase zu der Rohrzuckerlésung im urspriing-
lichen Hefenextrakt geldst zugesetzt, In der Reaktionsmischung
betrug der Rohrzuckergehalt stets ca. 10°/0. Die der Reaktions-
niischung von Zeit zu Zeit entnommenen Proben (je 20 ccm)
wurde in 10 ccm 0,1 norm. Natriumcarbonatlésung einpipettiert.
Alle solchermalien alkalisch gemachten Proben wurden bei 20°

"I Zeitschrift f. physik. Chern.. Bd. XL1V. S. 257 (1903c
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im Lippichschen Folarisationsapparat beobachtet. Der End-
wert jeder Beobachtungsreihe wurde berechnet und zwar durch
Multiplikation der Anfangsdrehung mit dem Faktor 0,32. Der
Gehalt an Wasserstoffionen wurde nach Zusatz der erforder-
lichen Mengen Schwefelsdure kolorimetrisch nach den Angaben
von Sorensen (1. c.) ermittelt. Die Zeitmessungen geschahen
mit Chronometer.
Tabelle la.

Temperatur: 1,50 — H'-Konzentration: 1-10 \

Minuten Drehung a—x k + 104
0 9,450 12,85 ‘

44 7,». 11,:13 12.4
177 5,87 9,27 12,0
156 4,75 8,15 12,7
190 4,04 7,44 12,5

30 -3.40 —

Tabelle Ib.

H'-Konzentration: 1+ 10~\

Minuten Drehung . a—X k105
0 9,45° 12,85 —

45 8,00 11,40 11,6
100 6,42 9,82 117
152 5,15 8,55 117
201 3,96 7,36 12,0
30 -3,40 — _

Tabelle 2a.

Temperatur: 20°. — H'-Konzentration: 1+10 4.

Minuten Drehung a—X k101
0 9,40° 12,85 —
12 7,95 11,35 45
32 5,64 9,04 48
43 4,63 8,03 47
50 3,85 7.25 50

- — 340 - —
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Tabelle 2b.
H'-Konzentration: 1 10-1%

Minuten Drehung a—x k -10*
0 0,450 12,85
10 8,17 1157 40
33 5,85 9,25 49
Al 4,87 827 ° 47
50 4.20 7,00 40

Tabelle 3a.

Temperatur: 30°. — Il _Konzentration: 1 *-10°“?.
Minuten Drehung : ' a x K- 104
0 . 9,45* 12,85
S 7,80 11,20 74
i 0.30 9.70 7
2 | 5,70 9,10 75

Tabelle 3b.

H'-Konzentration: 1+ 10~-n\

Minuten Drehung a—Xx k 104
0 0,45° 12,85
/ (7,90) (11,30) (790)
1« 0,35 9.75 750
10 5,95 9,35 730
21 5,00 ! 9,0 740

Man erhélt durch die gegebenen Tabellen eine geniigende
Vorstellung von den Versuchsbedingungen und Fehlergrenzen.
Wir koénnen uns daher damit begniigen, von den folgenden
\ ersuchen nur die erhaltenen Konstanten anzufihren.

® | 18 A M+ o

0 -Konzentration:  10°*d . . . 000101 00032
. ! 1000 20

> IMO™5 1 0,00148 | 0,0017

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 6}
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0° | 20° A +io

If-Konzenlration: 10 ' . . . 00027 0,0070 7640 1,6
) 5e10¢“5 . . . 0.00160 0,0062 10860 2.0

10°5 ... 10,0036 0,0133 11000 2

Wir stellen dann die mit 104 multiplizierten Konstanten
der obigen 6 Tabellen 1—3 zusammen:

15° A 20° A 30°

H-Kon/enlration: 1104 124 ~ 10800 | 47 | 8040 T4
110*? 117 | 11200 47 | 8040 74

Und schlieBlich fihren wir noch eine einzelne Veirsuchs-
reihe an: i

I Oo A 200 A ; 300
i
H-Konzentration: 1-10 ° 0,0036 11000 0,0133 0340 225

Aus den beiden letzten Versuchsreihen scheint hervorzu-
gehen, dal? der Temperaturkoeffizient der enzymatischen Rohr-
zuckerinversion mit steigender Temperatur abnimmt.

Zwischen O und 20° ist der Wert der Konstante

A = 11000 + 200
sichergestellt, wenigstens fur Lésungen, deren H-Konzentrationen
etwa 10-6 bis 10-4 betragt. In neutralen Ldsungen scheint A
geringere Werte anzunehmen.

Die H -Konzentrationen 10-0 bis 10~4, welche, wie oben
gezeigt, und fiir die Stabilitat der Invertase die gunstigsten sind,
sind zugleich diejenigen, bei welchen die optimale Wirkung der
Invertase eintritt (S6rensen).

Die Frage, wie ein solches Optimum der Aciditat zustande
kommt, ist bis jetzt nicht diskutiert worden; sie ist von allge-
meiner Bedeutung fur die Enzymologie, da die meisten Enzyme
in ihrer Wirksamkeit von der Gegenwart von Sauren und Al-
kalien abhéangig sind. Man kénnte zunachst vermuten, dal3 die
als Aktivator zugesetzte Saure mit der Invertase, die als Bas™
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fungiert, ein Salz bildet, und wiirde dann annehmen, dafl ein
gewisser UberschuB an Séaure notwendig ist, um die Salzbildung
mit der schwachen Enzymbase vollstandig zu machen. Erheb-
lich wahrscheinlicher ist indessen die Annhme, daR. die Inver-
tase im neutralen Hefenextrakt als Anion mit einer Base ver-
bunden ist und etwa ein Alkalisalz bildet. Die als Aktivator
zugesetzte Sdure entbindet dann die Invertase, welche nur als
freie Séaure aktiv ist, und die optimale H'-Konzentration koénnte
etwa derjenigen Menge H'-lonen, entsprechen,, welche die In-
vertase selbst zu bilden imstande ist.

Jedenfalls steht also fest, daR der Temperaturkoeffizient
der enzymatischen Rohrzuckerspaltung viel kleiner ist als der-
jenige der Rohrzuckerinversion durch Sauren.

Man konnte hieraus zunéchst den SchluBR ziehen, daB in
die Konstante A die bei der Bildung der Verbindungen Rohr-
zucker-Salzsdure bezw. Rohrzucker-Invertase auftfetende Wérme-
tonung eingeht. Indessen ist auch die Annahme mdglich, dal
der kleine Geschwindigkeitszuwachs pro Temperaturgrad bei
der enzymatischen Inversion dadurch bedingt ist, da die In-
vertase mit steigender Temperatur nicht nur irreversibel zerstort,
sondern auflerdem noch in umkehrbarer Weise inaktiviert wird,;
abgesehen von dem zerstdrten Anteil ndhme also die Invertase
nach der Ruckkehr auf niedrigere Temperatur ihre alte Wirk-
samkeit wieder an. Die beteiligten Substrate Rohrzucker und
Wasser wiirden also mit steigender Temperatur aktiver, das
katalysierende Enzym dagegen inaktiver.

Soweit man aus Angaben der Literatur ersehen kann,
besitzt im allgemeinen eine Reaktion, wenn sie durch Enzym
ausgeldst wird, einen kleineren Temperaturkoeffizienten, als

wenn sie durch Sduren beschleunigt wird. Man beachte be-
sonders:

Athylbulyrat. Eslerase Athylacelal,") .Salzsaure
A = 4650 A = 17000
Kastle und Loevenhart, Price. Ofvers. K. Vet. Akad. Fdrb.,
Amer. Chem. J.. Bd. XXIV. 1890.

) Aus der Untersuchung von Price il. ¢.) geht hervor, daR die
Konstante A bei den Estern der niedrigen Fettsauren, Ameisensdure aus-

genommen, wenig variiert.
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Auch die Spaltung der Maltose durch Maltase konnte
man noch anfiihren. Nach Lindners und Krébers Messungen,
die allerdings wenig genau sind, wére A zwischen 10 und 20°
hochstens 8000, wéhrend v. Sigmond fiir die Saurehydrolyse
der Maltose zwischen 60 und 74° A = 34000 fand.

Herrn stud. phil. Sixten Kuliberg, welcher uns durch
Ausfilihrung einer groReren Anzahl Kontrollversuche aufs eifrigste
unterstitzt hat, wollen wir auch hier unsern Dank aussprechen.



