


Sonderdrucke aus .,Biochemische Zeitschrift" 
Bde. 118, 131, 137 und 159. 



AKADEMISCHE ABHANDLUNG 

ZUR 

ERLANGUNG DER DOKTORWORDE 

DER 

MATHEMATISCH~NATURWISSENSCHAFTLICHEN 

FAKULTAT DER HOCHSCHULE ZU STOCKHOLM 

AM 

26. MAl 1925 UM 10 UHR VORM. 

VORGELEGT 

VON 

EINAR NORDEFELDT 
FIL.I.IC. 



ISBN 978-3-662-28212-0 ISBN 978-3-662-29726-1 (eBook) 
DOI 10.1007/978-3-662-29726-1 



Die Bedeutung der Aciditat fiir die Oxynitrilsynthese und 
die Nichtexistenz des Rosenthalerschen syn-Emulsins. 

Von 

E. Nordefeldt. 

(Aus dem biochemisohen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 

( Eingegangen am 1. Marz 1921.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 

Einleitnng. 

Eine Amygdalinl08ung wird, wie bekannt, von Emulsin in 
die Endprodukte Glucose, Benzaldehyd und Cyanwasserstoff ge­
spalten, wobei ala Zwischenprodukt Benzoxynitril auftritt. 
Bekanntlich kann das Oxynitril auch, in und ohne Gegenwart 
von Emulsin, aus Benzaldehyd und Cyanwasserstoff synthetisiert 
werden, nach der reversiblen Reaktion: 

C8H6CHO + HCN ~ C8H 6 • CH. CN • OH . 

tJber die angebliche und die wirkliche Rolle des Emulsins bei 
dieser Reaktion soli die vorliegende .Arbeit berichten. 

Kapitel I. 

Historisches iiber katalytische Einwirkungen bei der Einstellung 
des Oxynitrilgleichgewichtes. 

I. Wlrkungen der Aciditit. 

Ulteel) fand, auf iltere Arbeiten gest1itzt, da.B viele Oxynitrile in 
fast reiner Form aus Benzaldehyd und Cyanwasserstoff synthetisiert warden 
konnten, falls Spuren von Substanzen anwesend wa.ren, welche in LOsung 
Hydroxylionen bildeten, z. B. KOH, KCN, Na.1C03• Wurden diese Sub­
stanzen nach beendeter Synthase durch einen 'Oberschu.B von Schwefel­
sii.ure wieder zerstort, verblieb dll8 Oxynitril sta.bil, so dal3 es z. B. von 
W118Ber nicht merklich zerlegt wurde. Fa.lls der basisohe Ka.talysator 

1) Rec. d. Tra.v. d. Pays-Bas %8, 1 und 248. 1909. 
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durch Sii.ure nicht zerstort wurde, zerfiel das Oxynitril mit Wasser oder 
bei Erhitzen wieder in A.ldehyd und Cyanwasserstoff. Wirth 1) studierte 
das Gleichgewioht im System Benzaldehyd - Cyanwasserstoff -
Oxynitril in wii.sseriger LOsung. Er fand, daB schon kleine Mengen von 
A.lkalien oder Sii.uren groBen Einflu.B auf die Gleichgewichtsreaktion in der 
Weise ausiiben, daB Hydroxylionen die Geschwindigkeit, mit der das 
Gleichgewioht erreicht wird, von heiden Seiten vergroBem, Wasserstoff­
ionen dagegen die heiden Reaktionen sehr stark verzogern. "Obrigens fand 
er, daB die Dissoziation des Oxynitrils bei Verdiinnung und bei Erwii.rmung 
zunimmt, um bei Konzentrierung und hei Abkiihlung wieder zuriickzugehen. 
Er stimmt mit La pworth 2) darin iiberein, daB man sich die Oxynitrilbildung 
so vorstellen mu.B, daB zuerst das ON-Ion sioh verhiiJtnismii.Big langsan1 
zum Aldehyd addiert, wonach das H-Ion, dank seiner Leichtbeweglichkeit, 
sich unmeBbar schnell mit dem neuen Komplex verbindet. Dadurch soil 
erklii.rt werden, WlllrlliD. Zusatz von Sii.ure die Oxynitrilbildung verzogert, denn 
dadureh wird die Dissoziation des Cyanwasserstoffes zuriickgedrii.ngt und 
folglich die Menge der CN-Ionen vemlindert. 

II. Wirkungen des Emulsins. 

l. RosenthalersArbeiten. syn-Em ulsinunddia-Em ulsin. 
syn-Emulsln. Rosenthaler 3 ) studierte (1908-1913) denEffekt des 

Emulsins (aus Mandem) auf die Oxynitrilbildung. Er entdeckte dabei, 
da.B Emulsin unerwartete Wirkungen ausiibte, tells asymmetrlsche, wo­
d urch das entstandene Oxynitril optisch aktiv wurde (was bei 
gewohnlicher Synthese nicht eintritt), tells symmetrische, so da.ll die Ge­
schwindigkeit der tota.len Synthese vermehrt und die Aus­
beute vonOxynitril gro/ler wurde. Er fand auch, daB der asymme­
trische Effekt sein Optimum bei einer bestimmten Tempera.tur (25-30°) und 
naoh einer bestimmten Zeit (2-3 Stunden) erlangte, und daB einstiindiges 
Erhitzen auf 75-80° das Emulsin in asymmetrischer Hinsicht wirkungslos 
ma.chte. Daraus zog er den Sohlu.B, daB die Wirkung des Emulsins von enzy­
ma.tischer Natur war. Das neue asymmetrisch synthetisierende Enzym wurde 
von ihm syn -Emulsin (avv-Emulsin, a-Emulsin) gena.nnt. Dieses 
konnte na.ch seinen Angahen in mehr oder weniger reiner Form daduroh 
isoliert werdeJt, da..B eine Emulsinlosung wii.hrend lii.ngerer Zeit ( 1-2 W ochen) 
auf 40-45 ° erwii.rmt wurde, oder duroh Behandeln von Emulsin zuerst 
mit Schwefelsii.ure und dann mit einer zur Sii.ure ii.quivalenten Menge von 
Alka.lihydroxyd, woduroh in heiden Fallen die iibrigen enzymatischen 
Bestandteile beinahe vollstii.ndig zerstort wurden. Die enzymatische Wir­
kung des syn-Emulsins wurde vom "ObersohuB von Benza.ldehyd, nicht 
aher von Cyanwasserstoff, geschwicht. Die Eigenschaft des syn-Emulsins, 

1) Arch. d. Pharma.zie 249, 382. 1911. 
2 ) Journ. Chern. Soc. 83, 995. 1903. 
3 ) Diese Zeitschr. 14, 238. 1908; 17, 257. 1909; 19, 186. 1909; 26, 

1 und 7. 1909; 28, 408. 1910; 50, 486. 1913. - Arch. d. Pharmazie :U6, 
365. 1908; 248, 105 und 534. 1910; :U9, 510. 1911; 251, 56 und 85. 1913. 
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zur Bildung von optisch aktiven Oxynitrilen zu ftihren, zeigte sioh nicht 
nur beim Benzaldehyd, sondern es gelang R o s en t h a 1 e r , von versohie­
denen Aldehyden ausgehend, eine ganze Reihe von asymmetrischen Oxyni­
trilen darzustellen, von welchen die meisten rechtsdrehend waren. Dem­
naoh konnte man annehmen, daB Rosen t h a I e r eine neue Methode zur 
asymmetrischen Synthese gefunden und die Existenz eines spezifisch 
synthetisierenden Enzymes bewiesen hatte. Das syn-Emulsin wurde 
spater, nach dem Nomenklaturvorsohlag Eulers 1), Oxynitrilese oder, 
weil es rechtsdrehendes Benzoxynitril bildete, d-Oxynitrilese genannt • 

.Als Krieble 2) fand, daB Priiparate aus Blattern von wilder Kirsche 
(Prun us serotina) und aus Pfirsichbliittern linksdrehendes Oxynitril 
gaben, wurde darin eineneue Oxynitrilese, 1-0xynitrilese, angenommen. 

dia-Emulsin. Zum Unterschied vom syn-Emulsin wurde von Rosen­
thaler der enzymatische Bestandteil des Emulsins, weloher Amygdalin wie 
tibrige fl-Glucoside spaltet, dia-Emulsin (1M-Emulsin, ~-Emulsin) 
genannt. 

Dieses Enzym soli nach Rosenthaler isoliert werden konnen, wenn 
eine Emulsiulosung mit einer gesii.ttigten L08ung von Magnesiumsulfat 
oder lnit Kupfersulfat gefii.llt wird, wobei es im Filtrat verbleibt. Er 
findet jedoch, daB die Methode mit Kupfersulfat bisweilen versagen kann. 
Durch Erwarmung wahrend langerer Zeit auf 40-45° wurde das ilia­
Emulsin griiBtenteils zerstort, eine Liisung von syn-Emulsin ertrug aber 
eine kurze Erhitzung bis 70-80°. Well das dia-Emulsin aus Amygdalin 
Benzaldehyd und Cyanwasserstoff abspaltete, sollte es auch das Zwischen­
produkt Benzoxynitril zerlegen kiinnen. Die synthetisierende Wirkung des 
syn-Emulsins wurde folglich bei Anwesenheit von dia-Emulsin mehr oder 
wenig geschwii.cht, wodurch der sehr variierende Effekt verschiedener 
Emulsinpriiparate des Handels erklii.rt ware. 

Als die englischen Forscher H. E. und E. F. Armstrong und Hor­
ton3) das gewiihnliche Emulsin in mehrere spezifisch spaltende Enzyme 
einteilten- Amygdalase, Prunase und Benzcyanase -, identifizierte 
Rosenthaler sein ilia-Emulsin als ein Gemisch der heiden erstgenannten. 
Die Benzcyanase, welche nach Armstrong und H or t on das spezifisch 
oxynitrilspaltendeEnzym ware, wurde von RosenthalerOxynitrilase 
genannt. 

2. Weitere Arbeiten iiber die asymmetriche Wirkung. 

Die interessante EntdeckungRosenthalers, daB bei Gegenwart von 
emulsinartigen Substanzen optisch aktive Oxynitrile gebildet werden, ist 
eine sichergestellte Tatsache, die von mehreren Forschern bestiitigt worden 
ist. Das aus Benzaldehyd und Cyanwasserstoff mit gewohnlichem Emulsin 
(aus Mandeln) erhaltene Oxynitril erweist sich immer rechtsdrehend. 

1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 1'4, 13. 1911. 
2) Journ. Americ. Chem. Soc. 35, 1643. 1913. 
8 ) Proc. Roy. Soc. B. 80, 321. 1908; 85, 359. 1912. 
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Feist 1) fand, daB linksdrehendes Benzoxynitril erhalten werden 
konnte, wenn eine Losung von inaktivem Oxynitril mit Emulsin behandelt 
und dabei ein Luftstrom durch das Gemisch geleitet wurde. Mittels dieser 
Methode zur Wegfiihrung der Spaltprodukte gelang es ihm, auch aus an­
deren Oxynitrilen die 1-Form im VberschuB zu erhalten. Die Drehungs­
richtnng der durch Spaltung gewonnenen Oxynitrile war also der der durch 
Synthese dargestellten entgegengesetzt, und mit Hille von Emulsin konnten 
jetzt beide optischen Isomeren erhalten werden. Im Gegensatz zu Rosen­
thaler nimmt er an, daB das d-Oxynitril, welches bei Amygdalinspaltung 
mit Emulsin gefunden wird, schon als solches im Amygdalin vorhanden ist, 
um bei der Spaltung frei zu werden, und folglich in diesem Faile nicht 
synthetisiert wird, wie es bei dessen Bildung aus Benzaldehyd und Cyan­
wasserstoff der Fall ist. 

Venth 2), einSchiiler Rosenthalets, findet, daB die asymmetrische 
Oxynitrilsynthese sich bei Verwendung einer ganzen Reihe von enzym­
artigen Praparaten vollzieht, die aus den verschledensten Pflanzen ge­
wonnen werden konnen, wobei in der Regel d-Oxynitril erhalten wird. 
In einem Faile aber (mit einem Praparat aus den Blattem von Tarakto­
genos Blumei) erhielt er die 1-Form, wodurch er die Existenz des En­
zymes 1-0xynitrilese bestatigt findet. 

Nachdem schon Fischer 1898 die Hypothese ausgesprochen hatte, 
daB die Spezifizitat der Enzyme optischen Antipoden gegeniiber auf den 
asymmetrischen Bau ihrer als optisch aktive Katalysatoren wirksamen 
Molekiile zuriickzufiihren sei, gelang es Marckwald 3 ) und McKenzie 4 ), 

von symmetrischen Substanzen ausgehend, durch Verwendung asymmetri­
scher Hilfsstoffe und durch rechtzeitiges Unterbrechen der Synthesen 
optisch aktive Gemische zu erhalten. Durch Anwendung dieser Methode 
auf die Hydrolyse der inaktiven Mandelsaureester mittels des Enzymes 
Lipase konnte Da\.in5 ) rechtsdrehende Mandelsaure erhalten, wahrend 
die noch zuriickgebliebenen Ester sich linksdrehend erwiesen, und es gelang 
ihm auch eine Theorie fiir diese Befunde zu liefem. 

Auf diese Arbeiten gestiitzt, haben dann Bredig, Faj ans 6 ) und 
Fiske 7 ) mit groBem Erfolg die asymmetrische Wirkung der Enzyme 
nachzubilden gesucht. Durch geeignete Wahl von asymmetrischen Sub­
stanzen bekannter Zusammensetzung als Katalysatoren konnten sie nam­
lich mehrere Reaktionen derart leiten, daB optisch aktive Produkte erhalten 
wurden, wobei nach Belieben die Wirkung eines 1-Enzymes oder eines 

1) Arch. d. Pharmazie 247, 226 und 542. 1909; 248, 101. 1910. 
2) E. Venth, Vber emulsinartige Enzyme. Inaug.-Diss. StraBburg 

1912. 
3) Berichte 37, 349 und 1368. 1904. 
4 ) Joum. Chern. Soc. 85, 1249. 1904; 87, 1373. 1905; 89, 365 und 688. 

1906; 91, 1215. 1907. 
5) Joum. of physiol. 30, 253. 1904; 32, 199. 1905. 
6 ) B 41, 752. 1908. Zeitschr. f. physikal. Chemie 73, 25. 1910. 
7 ) Diese Zeitschr. 46, 7. 1912. 
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d-Enzymes nachgeahmt werden konnte. Wenn sie z. B. zu einer Mischung 
von Benzaldehyd und Cyanwasserstoff (in Chloroform oder Toluol gel~t) 
die linksdrehende Base Chinin fiigten, wurde ein OberschuB von d-Oxynitril 
erhalten, wahrend bei Verwendung des rechtsdrehenden Isomeren Chinidin 
1-0xynitril in OberschuB gefunden wurde. Es gelang ihnen auch, eine 
experimentelle Stiitze fiir die .Annahme zu finden, daB der Grund der 
asymmetrischen Wirkung in einer intermediitren Bindung zwischen dem 
Substrat (Oxynitril) und den genannten Basen Iiegt. Weil diese Substanzen 
nach beendeter Reaktion nicht verbraucht waren, sondem aus dem Ge­
misch wieder ausgelast werden konnten, und well ihre Wirkung viel groBer 
war, als ihrer Menge stOchiometrisch entsprach, wurde ihr Effekt als ein 
katalytischer bewiesen. In diesen Versuchen findet Fajans starke Stiitzen 
fiir die Erklii.rung des Rosenthalerschen optischen Effektes als eine 
Wirkung eines asymmetrischen Katalysators in Emulsin, 
welcher nicht enzymatisch zu sein braucht un.d welcher die 
Dissoziation des 1-0xynitrils starker beschleunigt als die des 
d-Oxynitrils, wodurch wahrend des Verlaufes der Reaktion 
das letztere in "OberschuB gefunden wird. 

Die asymmetrische Oxynitrilsynthese von Fajans wurde von Bay­
liss 1) experimenteD bestatigt, welcher gleichfalls zeigte, daB auch bei 
Dissoziation des inaktiven Oxynitrils der verwendete Katalysator die 
Reaktionsgeschwindigkeit desselben Isomeren beschleunigt wie bei Syn­
thase. -

Wir wissen aber noch nichts von der Zusammensetzung, der Stabilititt 
und den iibrigen Eigenschaften dieses asymmetrischen Katalysators. Viel­
Ieicht wird er aber warmestabiler erscheinen, falls er von den koagulier­
baren EiweiBstoffen des Emulsinpraparates befreit werden kann, und da­
mit ware seine einzige noch ,enzymatische" Eigenschaft aufgeklitrt. 

3. Weitere Arbeiten iiber die symmetrisohe Wirkung. 
Die Behauptung Rosenthalers, daB in Emulsin zwei iibrigens 

gleichartige Enzyme existieren, von welchen aber das eine synthetisierend, 
das andere spaltend auf dasselbe Substrat wirkt, erregte groBes Aufsehen. 
Die Anhitnger der synthetisierenden Enzyme glaubten bier eine gute 
Stiitze fiir ihr sonst sehr schwaches Beweismaterial zu finden, wahrend die­
jenigen, welche annahmen, daB die Enzyme nur als ideale Katalysa­
toren wirken, durch kontrollierende Untersuchungen die Resultate Rosen­
thalers zu widerlegen suchten. 

Auld2) ist mit Rosenthaler darin einverstanden, daB die syn­
tlietische Wirkung des Emulsins von einem speziellen Enzym veranlaBt ist. 
Er bestittigt, daB bei Spaltung des Amygdaline mit Emulsin Benzaldehyd 
einen starker verzogemden Effekt zeigt als die iibrigen Spaltprodukte 
(Glucose und Cyanwasserstoff), was er so erklitrt, daB der Aldehyd, wie 
im allgemeinen die Atomgruppe - CHO, ein Gift fiir das Enzym sei. Bei 

1 ) Journ. of physiol. 46, 236. 1913. 
1 ) Journ. Chem. Soc. Trans. 95,. 927. 1909. 

2* 
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Gegenwart von Sauren oder Basen nimmt nach Auld die Geschwindigkeit 
der Hydrolyse stark ab, well das Emulsin sich mit diesen zu Salzen ver­
einigt, und es konnte folglich selbst sowohl Base wie Saure sein, d. h. es 
besitze amphotere Eigenschaften. 

Bay lias 1) zeigte, daB bei Synthese, wie bei Hydrolyse, von Glycerin­
glucosid sowohl mit syn-Emulsin als mit dia-Emulsin dasselbe Gleich­
gewicht, obschon mit verschiedener Geschwindigkeit, erhalten wurde. Er 
halt sie darum fiir ein und dasselbe Enzym, und er bezweifelt iiberhaupt 
die Existenz spezifisch synthetisierender Enzyme. 

Krieble2) verhinderte die partielle Oxydation des Benzaldehyds 
wahrend des Verlaufs der Versuche dadurch, daB er den Luftsauerstoff 
durch Stickstoff verdrangte. Er fand dann bei Verwendung von Enzym­
praparaten aus verschiedenen Prunus-Arten keine Differenz im Gleich­
gewicht und stellte fest, daB ihre Wirkung durch vorhergehende Behand­
lung mit reinem Benzaldehyd oder mit Cyanwasserstoff nicht geschwacht 
wurde. Es gelang ihm nicht mit den Methoden von Rosenthal e r 
das synthetisierende und das spaltende Enzym zu trennen. 

Kapitel II. 

Eigene Untersuchungen. 

Auf Prof. v. Eulers Anregung habe ich eine Untersuchung 

iiber die Wirkungen des Emulsins begonnen, und dabei habe ich 
auch den Grund der Variation des kinetischen (symmetrischen) 

Effektes verschiedener Emulsinpraparate zu finden versucht, 

wodurch moglicherweise der Zusammenhang zwischen syn-Emulsin 
und dia-Emulsin aufgeklart werden konnte. 

Dabei habe ich naher studiert, in welchem Grade die A.ci­

di tat (pH) auf die Geschwindigkeit der Oxynitrilsynthese, mit 
und ohne Emulsin, einwirkt. 

I. Material. 

Nachdem ich e1mge Zeit versucht hatte, mit wasserigen 

Losungen zu arbeiten, welche Methode wegen der Schwerloslich­

keit des Benzaldehyds im Wasser bei konzentrierten Losungen 

nicht gut verwendbar war, habe ich hier Alkohol als Losungs­

mittel verwendet, wodurch ich immer ein homogenes System bei­

behalten konnte. Der stets benutzte Alkohol war eine Mischung 

von Athylalkohol und Wasser zum spez. Gew. 0,924 (bei 18°), 

4 7 Gewichtsprozenten reinen Athylalkohols entsprechend. 

1) l. c. 
2) Journ. Americ. Chern. Soc. 37, 2205. 1915. 
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Zu den Synthesen wurde vom Benzaldehyd, dessen Gehalt 
an Benzoesaure mit Phenolphthalein zu 1% bestimmt wurde, eine 
solche Menge genommen, daB sie das angegebene Gewicht reinen 
Aldehyds enthielt. 

Der Cyanwassersto££ wurde aus Cyankalium und ver­
diinnter Schwefelsaure bereitet und, nach Durchstreichen einer 
mit Baumwolle gefiillte Waschflasche, in Alkohol gelOst. Die 
Losung verblieb ungefarbt, und ihr Gehalt an HCN -wurde nach 
Volhards 1) Methode bestimmt und bisweilen kontrolliert. 

Das Emulsin wurde aus bitteren Mandeln nach der Methode 
Herisseys2) dargestellt, so fein als moglich gepulvert und in 
dieser Form zum Reaktionsgemisch gefiigt, in welchem es an­
scheinend ungelOst verblieb, obschon es dabei gute asymmetrische 
und kinetische Wirkung gab. 

Mein Praparat wirkte auBerdem kraftig spaltend auf Amyg­
dalin; die Analyse nach Bertrand 3) zeigte nur Spuren von los­
lichen Kohlenhydraten an; bei Mikroanalyse nach Kjeldahl 4) 

wurde als Mittel12,5% Stickstoff gefunden, und die Asche betrug 

ca. 10%. 

II. Versuchsanordnung. 

Die Synthesen. In einem Flaschchen mit Stopfen wurde ein 
abgemessenes Volumen Cyanwasserstofflosung, eventuell auch die 
kleine Menge PH-variierender Substanz, eingefiillt. Nach Um­
schwenken wurde dann die dem Cyanwasserstoff aquimolekulare 
Menge Benzaldehyd zugefiigt und das Gemisch kraftig geschiittelt, 
wonach das Titrieren auf freiem HCN beginnen konnte. Dabei 
wurde mit Pipette ein bestimmtes Volumen des Reaktions­
gemisches in iiberschiissiger Silbernitratlosung (0,1 N), welche mit 
etwas Salpetersaure versetzt war, gegossen und weiter nach Vol­

hards Methode verfahren. 

Die Bestimmung von PH wurde gewohnlich gegen das Ende 
jeden Versuches gemacht. 

1) .Annalen d. Chemie u. Pharmazie 190, 47. 1878. 
2 ) Recherches sur l'Emulsine. These Paris 1899, S. 44. 
3 ) Bull. de la Soo. chim. 35, 1285. 1906. 
4 ) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestand­

teile. Wiesbaden 1916. 
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Aile Versuche wurden bei Zimmertemperatur (17 -18 ° C) 
ausgefiihrt. 

Die Aeiditiitsbestimmungen. Bei den Reaktionsgemischen 
konnte, der Anwesenheit des Cyanwasserstoffs zufolge, die sonst 
verwendete elektrometrische Methode 1) (wie auch beim 
Kupfersulfat) nicht gebraucht werden, weshalb dort die kolori­
metrische Methode Sorensens 2) gewahlt wurde. Als Ver­
gleichsmaterial wurden Acetatgemische in Alkohol (eventuell mit 
Spuren von Schwefelsaure versetzt) verwendet, in welchen PH 
elektrometrisch bestimmt wurde. 

Durch Zusatz von Acetatpuffer oder Spuren von Schwefel­
saure bzw. Natriumhydroxyd zu den Reaktionsgemischen wurde 
darin PH innerhalb des Intervalls 2,9-;-8,0 variiert. 

Die PH-Werte einzelner Losungen sind im Versuch 17 zu­
sammengestellt. 

m. Versuche. 

Versuch 1. 

Der Zusammenhang zwischen Aciditat und Reak­
tionsgeschwindigkeit der Synthese (Vers. 1-8). 

Reaktionsgemisch: 5 ccm (= 5,141 g) 06H 5CHO + 36,71 ccm 
HCN (1,32 N) + 0,06 <fcm verdiinnte Schwefelsaure. 

Titriertes Volumen: 2 cern. Der Geschwindigkeitskoeffizient k 

ist aus der Formel einer bimolekularen Reaktion k = _!_ • _x_ 
at a-x 

berechnet. 

Zeit I AgNOa I HCN 1·101 

in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

2,5 22,7 2,2 0,09 
4,75 22,6 2,5 0,05 

24 20,8 10,3 0,03 
72 17,5 24,6 0,04 

198 12,2 47,7 0,04 
240 10,5 54,7 0,09 

Mittel: lc • lOS = 0,06 , PH= 2,9. 

1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
1) Diese Zeitschr. ~l, 131. 1909; wie auch in der oben genannten 

Monographie von Michaelis. 
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Versuch 2. 

Wie im Versuch 1, aber 0,03 ccm verd. Schwefelsaure. 

Zeit I AgNO. I HCN I k ·103 

in Stunden ccm verbraucht Proz. gebunden berechnet 

1,5 18,0 22,5 1,9 
4 14,1 39,3 1,4 
6,5 11,8 49,2 1,3 
8 10,6 54,5 1,5 

21 6,0 74,0 1,3 
29 4,9 78,9 1,4 

100 1,7 92,7 1,3 

Mittel: k • 103 = 1,4 , PH= 3,3. 

Versuch 3. 

Wie im Versuch 1, aber 2 ccm Natriumacetatpuffer (0,2 N, 
PH= 3,4) anstatt verd. Schwefelsaure. 

Zeit AgNO. I HCN I k·l01 

in Stunden ccm verbraucht Proz. gebunden berechnet 

1,1 17,1 22,9 2,7 
2 14,5 34,6 2,3 
3 12,7 42,7 2,2 
5 10,3 53,5 2,1 
6 9,3 58,0 2,8 
7 8,45 61,9 2,4 

21 4,6 79,3 1,6 
47 2,4 89,2 1,7 
70 1,85 

I 
91,7 1,6 

120 1,6 94,3 

Mittel : k • 108 = 2,2 , PH= 3,4. 

Versuch 4. 

Wie im Versuch 1, aber ohne Zusatz. 

Zeit I AgNO. I HCN I k. 100 
in Stunden com verbraucht Proz. gebunden berechnet 

0,5 
I 

18,7 19,5 4,8 
2,5 11,5 50,5 3,9 
4,75 

I 
8,6 63,0 3,0 

24 3,2 86,2 2,6 
72 1,5 93,5 

Mittel: lc • 101 = 3,6 , PH= 3,5. 
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Versuch 5. 

Wieirn Versuch l, aber 2 cern Acetatpuffer (0,2 N, PH= 4,1) 

anstatt verd. Schwefelsaure. 

Zeit I AgNO, I HCN I k 0 10' 
inStunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

1 I 9,0 59,4 14 
2 6,0 73,0 12 
3 4,5 79,7 12 
5 3,2 85,6 10 
6 2,75 87,6 11 
7 2,5 88,7 11 

21 1,55 93,0 
47 1,3 94,1 
70 1,25 94,4 

120 1,2 94,6 
Mittel: k 0 103 = 12, PH= 4,1. 

Versuch 6. 

Wie irn Versuch l, aber 0,03 cern Natriurnhydroxydlosung 

anstatt verd. Schwefelsaure. 

Zeit I AgNO, I HCN I k 0 101 

in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

0,15 13,3 42,7 

I 
50 

0,4 7,4 68,1 56 
0,75 4,5 80,6 56 
0,92 3,8 83,6 

I 
56 

1,6 2,7 88,4 37 
2 2,3 90,1 37 
4,75 1,7 92,7 

I 24 1,3 94,2 
72 1,2 94,8 

Mittel: k. 103 =50, PH= 5,3. 

Versuch 7. 

Wie irn Versuch l, aber 0,06 cern NatriurnhydroxydlOsung 

anstatt verd .. Schwefelsaure. 

Zeit I AgNO, I HCN I k. 101 

in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

0,2 
I 

3,15 86,7 326 
0,32 2,3 90,1 273 
0,5 1,7 92,7 268 
0,92 1,5 93,5 
1,5 1,4 94,0 
2 1,4 94,0 

24 1,3 94,4 
72 1,3 94,4 

Mittel: k. 103 = 290' PH= 6,1 0 
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Versuch 8. 

Wie im Versuch 1, aber 0,1 com Natriumhydroxydlosung 
anstatt verd. Schwefelsaure. 

Zeit I AgNO, I HCN I k. 101 

in Stunden ccm verbraucht Proz. gebunden berechnet 

0,03 1,6 I 93,2 4110 
O;o7 1,6 93,2 2055 
0,10 1,5 93,6 1470 
0,17 1,5 93,6 
0,5 1,45 93,8 
1,0 1,4 94,0 
1,5 1,3 94,5 
2,0 1,3 94,5 

Mittel: k • 108 = ca. 2000 , PH= 8,0. 

Versuch 9. 

Die Wirkung des Emulsins bei der Synthese. (Vera. 
9-13). 

Wie im Versuch 1, aber 0,2 g Emulsin anstatt verd. Schwefel­
saure. 

Eine nach Verlauf von 22 Stunden filtrierte Probe vcim Reak­
tionsgemisch gab eine Drehung von + 1,0°, nach Verlauf von 
100 Stunden gab eine neue Probe die Drehung von+ 0,6° (1 dm­
Rohr). 

Zeit I AgNO, I HCN I k. 10' 
in Stunden ccm verbraucht Proz. gebunden berechnet 

0,15 16,5 29,0 16 
0,75 9,2 60,4 22 
1,5 6,0 74,2 18 
3 3,5 84,7 18 
4 2,7 88,4 21 
7 1,8 92,3 15 

22 1,2 94,8 
30 1,15 95,0 

100 1,15 95,0 

Mittel: k ·103 = 18, PH= 4,4. 

Versuch 10. 

Wie im Versuch 1, aber 0,1 g Emulsin und 0,14 ccm verd. 
Schwefelsaure. 

Drehung nach 2 Stunden + 0,1 o, nach 50 Stunden noch un-
verandert. . 
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Zeit I AgNO, I HCN I k. 10' 
in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

18 21,5 10,2 0,06 
23 21,5 10,2 0,05 
43 20,6 13,9 0,04 
67 17,5 26,9 0,05 
91 16,4 31,5 0,05 

117 15,3 36,1 0,05 

Mittel: k. 103 = 0,05 , PH= 2,9. 

Versuch 11. 

Wie im Versuch 1, aber 0,1 g Emulsin und 0,1 cern. verd. 
Schwefelsaure. 

Drehung + 0,1 o (nach 20 Stunden). 

Zeit I AgNO, I HCN I 
in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden 

4 22,3 7,0 
19 19,4 19,0 
24 18,9 21,1 
41 17,3 27,8 
67 14,9 37,8 
90 13,0 45,8 

115 11,55 51,8 
138 10,8 54,9 
162 9,6 59,9 

k. 103 

berechnet 

0,18 
0,12 
0,15 
0,07 
0,09 
0,10 
0,09 
0,09 
0,11 

Mittel: k . 103 = 0,11 , PH= 3,0. 

Versuch 12. 

Wie im Versuch 1, aber 0,1 g Emulsin und 0,06 cern verd. 
Schwefelsaure. 

Drehung + 0,15° (nach 20 Stunden). 

Zeit I AgNO, I HCN k. 10' 
in Stunden cern verbraucht Proz. gebunden berechnet 

3 20,9 12,9 0,3 
17 16,4 31,6 0,2 
19 15,9 33,7 0,2 
24 14,3 40,4 0,3 
41 11,45 52,3 0,2 
67 8,35 65,2 0,3 
90 6,7 72,1 0,3 

115 5,5 77,1 0,3 
138 4,6 80,8 0,4 
162 4,1 82,9 0,3 

Mittel: k • 103 = 0,3 , PH= 3,1. 
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Versuch 13. 

Wie im Versuch 1, aber 0,1 g Emulsin und 0,03 ecru verd. 
Schwefelsaure. 

Drehung + 0,2° (nach 20 Stunden). 

Zeit I AgN03 I HCN I k. 108 

in Stunden ccm verbraucht Proz. gebunden berechnet 

2 I 16,5 31,2 I 2,3 
3 14,9 37,9 2,2 

17 5,4 77,5 2,0 
19 4.8 80,0 2,1 
22 4,6 80,8 2,2 
41 2,35 90,2 2,2 
67 1,55 93,5 2,2 
90 1,2 95,0 2,1 

115 1,15 95,2 
138 1,15 95,2 

Mittel : k • 103 = 2,2 , Pn = 3,4. 

Versuch 14. 

Dasselbe Gleichgewicht wird bei Dissoziation und 

bei Assoziation erhalten. 

Dissozia tio n. 
Reaktionsgemisch: 20 ccm (= 20,67 g) C6H 5CHO + 141,8 ccm 

HCN (1,37 N) + 0,1 ccm Natriumhydroxydlosung. 
Nach 24 Stunden durch Titrierung (2 ccm; 1,2 ccm AgN03) 

95,1% gebundenes HCN gefunden. 
Vom Gemisch wurden 20 ecru mit Alkohol zum Volumen 

200 ccm versetzt. 
Titr. Voulmen: 10 ecru. 

Zeit 
in Stunden 

3 
21 
29 
46 

I AgN03 I HCN 
ccm verbraucht Proz. gebunden 

1,5 
1,55 
1,55 
1,55 

87,8 
87,4 
87,4 
87,4 

Das Gleichgewicht bei Dissoziation wurde folglich bei 87,4% 

gebundenes HCN erreicht. 

Asso~iation: 20 ·20,67 C H CHO + 20 ·141,8 
Reaktwnsgem1sch: 161,9 g 6 5 161,9 ecru 

HCN (1,37 N) + Alkohol zum Volumen 200 ccm. 
Titr. Volumen: 10 ecru. 
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Zeit I AgNO, i HCN 
in Stunden cern verbraucht I Proz. gebunden 

==+=======~====== 
3,5 
29 
46 

II i:~ II 
1,5 

79,2 
87,5 
87,5 

Es wurde folglich auch bei Assoziation dasselbe Gleichgewicht 
wie bei Dissoziation erhalten. 

Versuch 15. 

Der Zusammenhang zwischen Aciditat und Disso­
zia tio nsgesch wi ndig keit. 

Von dem Reaktionsgemisch im Versuch 14, mit 95,1% ge­
bundenem HCN, wurden zwei Proben von je 10 cern in Alkohol zu 
100 cern gelOst. 

Die Losungcn wurden mit einem Tropfen von Natrium­
hydroxyd (I), bezw. Schwefelsaure (II), versetzt. Titr. Volumen: 
10 cern. 

Losung I. Los un g II. 

Zeit I AgNO, I H\)N Zeit AgNO, I HCN 
in Stunden ccm verbr. Proz. geb. in Stunden ccm verbr. Proz. geb. 

0,02 1,55 87,4 0,02 0,5 95,1 
6 1,55 87,4 6 0,5 95,1 

22 1,55 87,4 22 0,9 92,7 

PH= 7,5. PH= 2,9. 

In einer beinahe neutralen Losung (pH = 7 ,5) wird folglich 
bei Dissoziation das Gleichgewicht unmeBbar schnell, in einer 
sauren Losung (pH= 2,9) dagegen sehr langsam erreicht. 

Versuch 16. 

Bestimmung der Kontraktion. 
5 cern C6H 5CHO und 36,7 cern HCN (1,32 N) wurden in einem 

in Kubikzentimetern gradiertem Rohre vermischt und 0,1 cern 
Natriumhydroxydlosung zugefiigt, urn die Synthese zu beschleuni­
gen. Nach Verlauf von 20Stunden wurde das Volumen abgelesen, 
wobei gefunden wurde, daB eine Kontraktion von 1,0 cern statt­
gefunden hatte, 2,4% vom anfanglichen Volumen entsprechend. 
Das Volumen verblieb dann unverandert. 

Diese Kontraktion vermehrt die Prozentziffern des gebun­
denen Cyanwasserstoffs nur mit hochstens einer Einheit in der 
ersten Dezimalstelle, weshalb sie hier nicht beriicksichtigt worden ist. 
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Versuch 17. 

PH -Bestimm ungen. 

Substanz Liisungs- PH Bestimmungs· 
mittel methode 

Alkohol ...... Alkohol 7,9 j Elektrometrisch 
Benzaldehyd (2 cern B. + 20 cern Alk.) Alkohol 4,7 [ Elektrometrisch 
Cyanwasserstoff (1,32 N) Alkohol 6,0 I Kolorimetrisch 
Emulsin Alkohol 7,0 Elektrometrisch 
l\fagnesiumsulfat (gesattigte Losung) Wasser 7,0 Elektrometrisch 
Kupfersulfat (verd. Losung) Wasser ca. 6 I Kolorimetrisch 

Nachdem die Aciditat der BenzaldehydlOsung zu PH= 4,7 
bestimmt war, wurde diese langsam (wahrend einer Stunde) durch 
einmalige Entleerung einer Burette in ein untergestelltcs Flasch-· 

chen getropfelt, wonach gefunden wurde, daB PH sich zu 3,0 ver­
mindert hatte. 

Sodann wurde ca. 0,1 g Emulsin zugefiigt und das Gemisch 
geschiittelt. Nach einer Viertelstunde wurde PH zu 4,9 bestimmt, 
auf welchem Werte es dann fortwahrend verblieb. 

IV. Resultate. 

Aus dem ausden Versuchen 1-13 gezeichneten Diagramm 
(Abb. 1) wird sogleich ersichtlich, daB (bei unveranderter Tempe­
ratur und Konzentration) die Geschwindigkeit der Synthese 
von der Aciditat der Losung bestimmt wird. Beim Ansteigen von 

Proz.lfC/1 gebunden 
ttXJ 

pH~0,1 
-r -'":>i. -- --

tr:~'7/. ~ - --j....--x~ - 1-

90 
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0 
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Abb. 1. Die Geschwindigkeit der Oxynitrilsynthose boi verschiedenen Aciditaten. Die 
Kurven dcr Versuche bei Gegenwart von Emulsin sind gestrichelt. 
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PH von ca. 3 bis ca. 6 vermindert sich die Reaktionszeit von etwa. 
zwei Monaten bis zu einer Stunde, d. h. die Geschwindigkeit wird 
dadurch auBerordentlich vergroBert, um bei Neutralitat der LOsung 
unmeBbar groB zu werden. 

Der genannte Zusammenhang zwischen Aciditat und Ge­
schwindigkeit geht auch a us folgender Zusammenstellung hervor: 

Pn 11 2,9 1 3,o 1 3,1 1 3,3 1 3,4 1 3,5 1 4,1 1 4,4 1 o,3 1 6,1 1 s,o 

k • 103 11 o,6 I o,u 1 o,3 I 1,4 I 2,2 I 3,6 I 12 I 1s I oo I 29o l2ooo 

Mit diesen Zahlen ist die Kurve in Abb. 2 gezeichnet. 
Auch bei der Dissoziation findet man einen derartigen Zu­

sammenhangzwischen GeschwindigkeitundAciditat(Vers uch 15). 
In einer geniigend sauren Li:isung (pH= ca. 3) verlauft folg­

lich sowohl die Bildung wie die Spaltung des Oxynitrils auBerst 
Iangsam. 

6,0 

'1,0 

~ ~ /"" 

/ 
v 

5,0 

Jj) 
k·~ 3 

10 50 100 150 200 

.Abb. 2. Der Zusammenhang zwischen Ac~ditat und Reaktionsgeschwindigkeit bei der 
Oxynitrilsynthese. 

Das friiher oder spater erreichte Gleichgewicht wird bei 
allen Synthesen praktisch dasselbe, falls Temperatur und Kon­
zentration unverandert sind. Es verbleibt auch dasselbe, ob von 
dem Oxynitril, das sich beim Verdiinnen teilweise dissoziiert, oder 
von Benzaldehyd und Cyanwasserstoff, ausgegangen wird (Ver­
such 14). 

Der Zusatz von Emulsin hat keine Veranderung im Gleich­
gewicht zur Folge. Dagegen wird von Emulsin, wie von anderen 
Substanzen, die PH vermehren, die Geschwindigkeit der Syn­
these entsprechend vergri:iBert. In einer Mischung mit Geschwin­
digkeitskonstante k · 103 = 3,6 wird z. B. durch Zusatz von 
0,2 g Emulsin diese auf dem Werte 18 erhi:iht (Vers uche 4 und 9). 
Der Grund ist, daB das Emulsinpraparat, wie andere EiweiBstoffe, 
die Saure (Benzoesaure) zu binden vermag, die bei der Oxydation 
des Aldehyds gebildet wird; diese Bildung geschieht bei reichlicher 
Luftzufuhr sehr schnell (Versuch 17). 



Oxynitrilsynthese und die Nichtexistenz des syn-Emulsins. 31 

Au.Berdem wirkt Emulsin dahin, daB die Produkte optisch 
aktiv (asymmetrisch) gefunden werden (Versuche 9-13). 

V. Besprechung der TheorJe von Rosenthaler und anderen. 

Wenn die von mir gefunden.on Resultate mit den Befunden und 
Annahmen von Rosen t h a 1 e r verg1ichen werden, scheint es mir, 
als waren seine Ansichten und Erklarungen iiber die ,enzymatische" 
Wirkung des Emulsins im Faile des Oxynitrilg1eichgewichts nicht 
haltbar. Es konnenjetzt einfachereErlauterungen gegeben werden, 
wobei die genannten Wirkungen des Emu1sins nicht als enzy­
matische aufgefaBt zu werden brauchen. 

I. Die Zunahme der Geschwindigkeit der Synthese 
wird jetzt ungezwungen darauf zuriickgefiihrt, das das Emulsin­
praparat mehr oder weniger von der freien Benzoesaure des Reak­
tionsgemisches bindet, wodurch PH• und damit die Reaktions­
geschwindigkeit, vergro.Bert wird. 

2. Die Zunahme der Menge des Oxynitrils bei Anwesen­
heit von Emulsin hat ihren Grund darin, da.B das G1eichgewicht 
in diesem Faile, wo ja die Benzoesaure vom Emulsin gebunden 
wird, friiher erreicht wird als in einem Gemisch, wo die anwesende 
Saure die Reaktion verzogert. 

Weder die erstere Zunahme noch die letztere braucht also 
a1s ein enzymat1scher Effekt angesehen zu werden. 

3. Das ,syn-E·mulsin", welches erhalten wird, wenn 
Emulsin zuerst mit Sauren und dann mit Alkali bis zur Neutra­
lisation behandelt wird, besch1eunigt die Synthese schlechthin, 
weil dann der Neutralitatspunkt (pH = ca. 7) erreicht ist und 
folglich der Sauregrad so unmerklich, da.B die Synthese au.Ber­
ordentlich schnell verlauft. Die Wirkung dieses Praparates ist 
mithin keine enzymatische. 

4. Rosentha1ers ,dia-Emulsin", welches er dadurch er­
halten hat, daB Emulsin mit Losungen von Kupfersulfat oder 
Magnesiumsulfat behandelt wird, und welches das Oxynitril schnell 
zerlegt, ver1iert auch ihre enzymatische Mystik. Denn durch die 
geringe Aciditat (pH= 6-7) in diesen Losungen -von we1chen, 
sehr bezeichnend, Rosen t h a 1 e r das fragliche Enzym niema1s 
trennen konnte - wird das zugefiihrte Oxynitril (z. B. aus ge­
spaltenem Amygdalin) schnell dissoziiert und ein neues Gleich­
gewicht erhalten, wobei natiirlicherweise etwas Cyanwasserstoff 
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entbunden wird. Da.B das Kupfersulfat nicht immer geeign.et 
war, wird daraus erklart, da.B es etwas mehr salier ist als das 
Magnesiumsulfat (Versuch 17). 

Die Annahme A ulds1), da.B die auffallend stark verzogernde 
Wirkung des Aldehyds bei der Spaltung des Substrates eine Gift­
wirkung der Atomgruppe -CHO sei, wird jetzt ganz einfach auf die 
durch Oxydation des Aldehyds vergroBerte Aciditat zuriick­
gefiihrt. 

5. Im Zusammenhang mit dem dia-Emulsin wurde erwahnt, 
daB Armstrong und Horton2) in Emulsin u. a. auch ein Oxy• 
nitril spaltendes Enzym, Benzcyanase, von Rosenthaler 
Oxynitrilase genannt, angenommen hatten. Ihr Grund hierfiir 
war, da.B Schwefelsaure, nach Walker und Krie ble 3), aus Amyg­
dalin, Benzoxynitrillostrennt, ohne daB diese Substanz dann weiter 
zerlegt wird, und da.B, nach Ultee 4) das Oxynitril viel bestandiger 
ist als vorher angenomm!m war. Well also das (in saurer Losung) 
sehr stabile Oxynitril ·in Gegenwart von Emulsin zerlegt wird, 
soli, nach Armstrong und Horton, darin ein Oxynitril spalten­
des Enzym stecken. Ultee hat aber gezeigt, daB die Sta.bilitat 
des Oxynitrils nur bei "Oberschu.B von Saure vorhanden ist, welches 
mit dem Befunde von Walker und Krieble iibereinstimmt, 
wahre'nd in neutraler Losung, nach Wirth&) und nach meinem 
Versuche 15, Spaltung schnell von selbst eintritt. Man braucht 
also nicht die· AnmLhme eines speziellen Enzymes, um zu erklaren, 
warum Benzoxynitril in LOsung gespalten wird. 

6. Der einzige spezifische Efiekt, den Emulsin auf eine 
Mischung von Benzaldehyd und Cyanwasserstofi ausiibt, ist die 
Asymmetrie des entstandenen Oxynitrils. Prinzipiell wiirde dieses 
Verhalten zur :Annahme eines Enzymes nicht notigen, wie 
Fajans8 ) ausfiihrlich dargelegt hat. Es ergibt sich jetzt die 
Aufgabe, quantitativ zu erforschen, in welcher Weise sich eine 
solche nichtenzymatische, asymmetrische Wirkung iiber die sym­
metrische Synthese superponiert. 

1) L c. 
2) I. c. 
8 ) Joul"l\. Chem. Soc. Trans. 95, 1437. 1009. 
') I. c. 
6 ) I. c. 
6 ) I. c. 
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Zusammenfassung 

I. Samtliche symmetrisch -kinetischen Wirkungen, welche 
bei der Oxynitrilbildung einem synthetischen Enzyme zuge­
schrieben worden sind, lassen sich einfach, ohne Einfiihrung be­
sonderer Hypothesen, a1'l Aciditatswirkungen erklaren. 

Fiir diese Wirkungen wird die ~~ahme eines synthetischen 
Enzymes ,syn-Emulsin" oder ,Oxynitrilese" folglich iiber­
fliissig und hinfallig, und die betr. ,Enzyme" konnen aus der 
Reihe der enzymatischen Katalysatoren gestrichen werden. 

II. Gegen die Existenz einer 0 :l{ynitrilase (Benzcyanase) 
diirften meine Versuche 14 und 15 sprechen. Der Beweis von 
Armstrong und Horton kann nicht als entscheidend ange­
sehen werden. 

In welchem Grad die Oxynitrilsynthese, bezw. die Oxynitril­
spaltung, wenn sie unter Einwirkung eines Emulsinpraparates 
verlauft, auf einen asymmetrischen, nicht enzymatischen 
Katalysator im Sinne Fajans' zuriickgefiihrt werden kann, und 
ob man ohne Annahme eines Oxynitril spaltenden (asymme­
trischen) Enzyms auskommt, hoffe ich in meiner nachsten 
Mitteilung erlautern zu konnen. 

Nach trag. 

Nach Erledigung der 1. Korrektur ist im Januarheft 1921 des 
Journal Americ. Chern. Society eine Untersuchung von Krieble 
und Wieland: "The properties of oxynitrilase" zu meiner Kennt­
nis gekommen. Die genannten Autoren sind zwar auf Grund 
einiger Versuche ebenfalls zur Ansicht gelangt, da.f3 die Aciditat 
fiir die Oxynitrilsynthese eine wesentliche Rolle spielt, haben aber 
trotzdem die Wirkung des Rosenthalerschen Enzympraparates 
nicht auf die Aciditat zuriickfiihren konnen. 
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tiber die asymmetrische Wirkung des Emulsins bei der Benz­
oxynitril-synthese. 

Von 

E. Nordefeldt. 

(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 

(Eingegangen am 24. April1922.) 

Mit 6 Abbildungen im Text. 

Einleitung. 

In einer friiheren Arbeit habe ich gezeigtl), daB nicht unbedingt ein 
Enzym als die Ursache der symmetrisch-synthetischen Wirkung des 
Emulsins bei der Benzoxynitrilsynthese angesehen werden muB, wie es 
RosenthaZer2 ) angenommen hat, sondern daB diese als einfache Acidi­
tiitswirkung betrachtet werden kann. Die einzige iibrigbleibende spe­
zifische Wirkung, die das Emulsin auf eine Mischung von Benzaldehyd 
und Cyanwasserstoff ausiibt, ist deshalb die Hervorrufung der Asym­
metrie des entstehenden Oxynitrils. 

In der hier vorliegenden Arbeit studierte ich hauptsiichlich die Be­
dingungen fiir das Bildungsoptimum des aktiven d-Oxynitrils und 
einige Eigenschaften des Emulsins. 

I. ttber das d-Benzoxynitril. 

1. Allgemeine Methodik. 

Die Ausbildung der optischen Aktivitiit verfolgte ich durch zwei etwas 
verschiedene Methoden: 

Methode I. Polarimetrische Untersuchung nach AusschUtteln mit 
Chloroform. In einer Reihe Fliis0hchen mit Stopseln wurde aus einer 
Biirette ein bestimmtes Volumen einer WasserlOsung von Cyanwasser­
stoff bekannter Normalitat mit einer abgewogenen Menge feingepulver­
ten Emulsins (siehe S. 400) zusammengebracht. Nach eventueller Ver-

I) Diese Zeitschr. 118, 15. 1921. 
2) Diese Zeitschr. 14,238. 1908; 17, 257. 1909; 19, 186. 1909; ~6, 1 u. 7. 1909; 

18,408. 1910; 50, 486. 1913.- Arch. der Pharm. 146, 365. 1908; ~48, 105 u. 534. 
1910; 249, 510. 1911; 251, 56 u. 85. 1913. 



E. X ordefeldt: Asymm. Wirkung des Emulsins bei der Benzoxynitril-synthese. 391 

diinnung mit Wasser wird einige Minuten geschiittelt und gewartet, 
wobei das Pulver quoll und in eine schleimige Fallung iiberging, die sich 
in der Fliissigkeit verteilte; dann wurde cine mit dem Cyanwasserstoff 
aquimolekulare Menge Benzaldehyd bekannten Volumens eingefiihrt. 
Die Mischung wurde sogleich geschiittelt, was mit kurzen Pausen gleich­
formig fiir aile Proben der Versuchsreihe wiederholt wurde. Durch den 
reichlichen Emulsinschlamm hielt sich das Benzaldehyd einigermaBen 
gleichformig in der Fliissigkeit verteilt, und das Ganze wurde bei hoheren 
Warmegraden mittels Thermostat bei konstanter Temperatur ge­
halten. Nach bestimmter Zeit wurde jede Flasche mit einem gewissen 
Volumen Chloroform ausgeschiittelt, welches dann mittels eines Scheide­
trichters abgetrennt, durch Schiitteln mit ein wenig wasserfreiem Na­
triumsulfat von Feuchtigkeit befreit und mit Na-Licht in einem 5 cm­
Rohr polarisiert wurde. Durch polarimetrische Priifung der zuriick­
bleibenden Wasserlosung wmde kontrolliert, daB fast alle optisch aktive 
Substanz beim Ausschiitteln ins Chloroform iiberging. 

Bei einigen Reihen wurde zur gleichen Zeit der Gang der totalen 
Synthese beobachtet, indem vor dem Chloroformzusatz cine Probe 
(z. B. 3 cern) mit Pipette herausgeholt und auf freien Cyanwasserstoff 
mit salpetersaurehaltigem Silbernitrat nach Volhards Methode titriert 
wurde. 

Methode II. Direkte polarimetrische Untersuchung der homogenen 
Substratlosung. Eine bessere Methode "\\'Urde in der Weise gewonnen, 
daB als Losungsmittel eine. Mischung von Wasser und so viel Alkohol 
benutzt wurde, dall das Benzaldehyd und das Oxynitril die ganze Zeit 
hindurch gelOst erhalten blieben, wodurch die Ausbildung der optischen 
Aktivitat in ein und derselben LOsung direkt verfolgt werden konnk. 
Zu diesem Zweck wurde der Cyanwasserstoff in konzentriertem Alkohol 
(96%) gelost und mit einem zweckmalligen Volumen filtrierter Wasser­
losung von Emulsin (in einigen Fallen mit in Wasser aufgeschlammtem 
Emulsinpulver) versetzt; hierauf wurde eventuell Acetatpuffer, in 47% 
Alkohol gelost (:spez. Gew. 0,924), und Benzaldehyd zugesetzt und die 
Mischung geschiittelt, wobei das Benzaldehyd in Losung ging. Nach­
dem die immer unmittelbar cntstehende Proteinfallung abfiltriert wor­
den war, konnte die Losung mit bestimmten Zeitintervallen direkt 
polarisiert werden. Bei Verwendung von Rohren von 1 oder 2 dm 
Lange war die Genauigkeit der Ablesung 0.05°. 

Falls die eben erwiihnte FaJlung dann in cine neue Substratmischung 
eingefiihrt wurde, entstand .darin keine merkbare optische Aktivitat, 
weshalb sie nichts mehr vom Katalysator enthielt. Auch zeigte sich, 
daB die zum Abfiltrieren benotigte Zeit in der Ausbildung der optischen 
Aktivitat keine Veranderung her:vorrief. Deshalb wurde sie gewohnlich 
unmittdbar vor der. erstcn polarimetrischen Ablesung abfiltriert. 
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Als MaB des Abnehmens der Drehung mit der Zeit (die lrw,ktivie­
rungsgeschwindigkeit) wurde die :Formel der Reaktionsgeschwindigkeit 

. 1 ~ 
bei einer monomolekularen Reaktion verwendet: k' = -log- wo 

t "'' ' 
t die Zeit in Stunden zwischen zwei polarimetrischen Ablesungen und x0 

und "'' die am Anfang und Ende des Intervalls beobachteten Drehungs­
winkel sind. 

Als MaB der Bildu:ngsgeschwindigkeit des totalen Oxynitrils verwendete 
ich die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit einer bimolekularen 
Reaktion: 

k=--x __ 
at(a- x) 

(a die Anfangskonzentration des freien Cyanwasserstoffes und x die 
Konzentrationsanderung im Zeitintervall t Stunden). 

2. Die optisehe Aktivitit nimmt mit der Zeit . ab, wihrend die totale Menge 
des Oxynitrils konstant bleibt. 

Um die Bildungsgeschwindigkeit des optisch aktiven und des totalen 
Oxynitrils zu vergleichen, wurde fo1gender orientierender Versuch ge­
macht. 

Verauch 1: 0,1 g Emulsin+ io com Wasser+ 9 com HCN (1,1 N) + 1,05 g 
C8H1CHO. Methode I. Titriertes Volumen 5 cern. AgN03 0,05 N. 

a) Temperatur 17°. 

Stunden I Drehung \ AgNO. \ BCN I 1: • 10' 
in Graden cern verbr. % geb. berechnet 

1 0,98 25,4 51,2 
4,2 

3 1,35 18,0 65,4 
70 1,00 15,6 70,1 

b) Temperatur 36 o. 

Stun den _Drehung I AgNO I 
m Gre.den • HCN 11:·10' 

lf, 1,05 
64,31 1/a 1,17 18,6 

7,1 
1 1,13 16,5 ti8,3 
P/ 1,05 16,0 69,3 
61/: 0,80 15,9 69,5 

Die Bildungsgeschwindigkeit sowohl asymmetrischen wie totalen 
Oxynitrils steigt also mit der Temperatur. Ehe die totale Synthese ihr 
Maximum noch erreicht hat, fangt indessen die Asymmetrie an abzu­
nehmen, und dies geschieht schneller bei hoherer Tempera.tur, wodurch 
sich erklii.rt, daB diesel be dann nicht so starke Entwicklung erreicht. Dies 
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deutet darauf hin, daB ein ,inaktivierender" (d. h. ein die Asymmetrie 
aufhebender) Faktor in die Reaktion eingreift, und der EinfluB dieses 
Faktors scheint mit der steigenden Temperatur gesteigert zu werden. 

3. Die optlsche Aktivitit nimmt schnell mit steigender Temperatur ab. 

Urn den Zusammenhang zwischen Inaktivierungsgeschwindigkeit 
und Temperatur niiher zu untersuchen, wurde folgender Versueh ge­
macht. 

Versuch 2: 0,1 g Emulsin+ 14,4 g Wasser+ 5,4 cern HCN (1,83 N) + 1,05 g 
C6 H6CHO. Methode I. Titriertes Volumen 3 ccm. AgN01 0,05 N. 

a) Temperatur 0°. 

Stunden I Drehung 
in Graden "' . to• I 

AgNO, 
I 

HCN 
I " . to• 

If, 0,10 25,5 I 15,0 

I 2,3 
3 0,67 16,4 I 45,2 

I 1,3 
7 0,87 13,4 I 55,3 

Mittel k · 1()3 = I ,8. 

b) Temperatur 10°. 

Stunden I·Drehung / 
m Graden , "'. to• AgNO, 

I 
HCN 

I ". to• 

If, 0,21 22,7 24,2 I 

I 
3,5 

3 1,03 13,0 56,6 

I I I I 
1,6 

7 I 1,14 10,2 65,9 

Mittel k • 103 = 2,5. 

c) Temperatur 20 °. 

Stunden j. Drehuug / k' • to• 
m Graden AgNO, I HC~ ". to• 

0,33 

0,78 

1,04 

1,11 
1,12 
1,15 

1,08 
3,9 

6,0 

20,5 

15,0 

11,7 

10,6 
9,8 
9,4 

8,9 

31,6 

49,9 

60,9 

64,6 
67,3 
68,8 

70,3 

22 0,98 1 9,0 70,0 

Mittel k' · 101 = 5, k · 103 = 4,2. 

7,1 

3,7 

1,8 
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d) Temperatur 30 o. 

Stunden I Drehung I 
in Graden 

k'. 108 

I AgNO, HC~ k. 10' 

1/4 
I 

0,51 
I 

16,7 44,2 

1/2 
[21, 7J 

0,78 14,4 51,9 

a;, 0,90 12,9 
9,7 

56;9 
6,9 

P/, 0,98 11,2 62,5 
5,3 

ra;, 1,05 10,2 65,9 
21/, 1,09 9,8 I 67,3 
3 1,10 9,6 67,9 

Mittel k • 103 = 7 ,3. 

e) Temperatur 40 o. 

Stun den I Drehung I 
in Graden 

k'. 10' I AgNO, HCN k. 108 

1f, 
I 

0,86 I 13,1 56,3 
10,0 

1/2 0,88 11,8 60,6 
6,2 

1 0,86 10,5 64,9 
59,4 

2 0,75 9,4 68,8 
48,4 

4 0,60 8,8 70,6 
Mittel k' · 103 = 54, k • 103 = 8. 

f) Temperatur 50°. 

Stun den I DrehuQg I 
in Graden 

k' • 108 AgNO, HCN k. 10' 

lf, 0,69 13,1 56,3 
130,4 13,5 

1/2 0,64 11,4 61,9 
265,6 10,0 

a;, 0,55 10,4 65,2 
160,6 

JS/, 0,38 9,6 67,9 
Mittel k' · 103 = 185, k • 103 = 12. 

g) Temperatur 60 o. 

Stunden I Drehung I 
in Graden 

k'. 108 ~~~NO,~N k • 10' 

1/12 0,47 13,8 

I 
54,1 

19,6 
1/s 0,55· 12,8 57,3 

1283 23,5 

lf, 0,43 

I 
11,8 60,6 

1245 15,8 

1/2 0,21 

I 

10,2 65,9 
954 

I 1 0,07 9,6 67,9 

Mittel k' · 103 = 1100, k · 103 = 20. 
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Fiir das totale Oxynitril sinkt also irinerhalb jedes einzelnen Ver­

suches die Synthesegeschwindigkeit, gemessen durch k, ziemlich schnell 

mit der Zeit, was sich 80c----.---,---,---,---,---,---..., 

daraus erkllirt, daB das 
zuriickbleibende Benz­
aldehyd von der Luft 
oxydiert wird und da­
durch die Aciditat der 
Losung immer mehr 
steigert, wodurch die 
Synthese langsamer 
geht. Mit steigender 
Temperatur wird die 
Synthesegeschwindig~ 

keit gesteigert, obschon 
die gewonnenen Zahlen-

Stzmden 
0 12 3" 55 7 
Uesc/IWtndtgfreif der to/afep Syni/Jese beJ. VersrAICtfenen Tempera/uren 

werte aus der eben er- Abb. l. 

wahnten Ursache ziemlich approximativ sind. Von der Temperatur 

unabhangig steigt in allen Fallim die Menge de8 totalen Oxynitrils zu 

ungefiihr ein und demselben Endwert, und dieses Maximum erleidet 

dann keine Veranderung mit der Zeit (Abb. 1). 
Ganz anders verhalt 

sich die optische Aktivi­
tiit. Bei niedriger Tem­
peratur bildet sie sich 
zwar langsam aus, wie 
das totale Oxynitril, und 
bei hoherer Temperatur 
schneller, aber das er­
reichte Maximum bleibt 
nicht stehen, sondern 
beginnt asymptotisch 
gegen Null zu sinken. 
Mit steigender Tempe­

Stunden 
0 12 3 "55 7 
/lusb!ldung deropl!schen /1/rliviliit bei versch1edenen Temperolurr!fl 

Abb. 2. 

ratur wird dieses Maximum immer niedriger und sein Hinabsinken 

immer schneller (Abb. 2). Augenscheinlich steigt die Starke des in­

aktivierenden Faktors stark mit der Temperatur, so daB er immer voll­

standiger und schneller die opti:>ch aktiven Oxynitrilmolekiile umwan­

delt, die wahrend der Einwirkung des Emulsinkatalysators entstehen. 

4. Die optische Aktivitilt nimmt rasch mit steigender Neutralitit ab. 

Versuch 3: Eine Reihe Mischungen wurden angestellt, jede 10 cern Emulsin­
Josung + 5 cern Acetatpuffer (1 N, in 47proz. Alkohol gelost) + 10,2 cern HCN 

(1,93 N in 96proz. Alkohol geliist) + 2,09 g C8H5CHO enthaltend. Temp. 17°. 
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Nach 1 Stunde wurde die Proteinfallung abfiltriert, worauf die Losungen mit be­
stimmten Zeitintervallen in einem 2 dm-Rohr polarimetrisch untersucht wur4en. 

a} PH =3,3. 

Stunden II 1'/, I 81/, I 7 I 19 I 46 

DrehunginGraden ~~~ 2,10 I 2,20 I 2,451 2_,50 I 2,50 
lc' • 103 • • • • • - - -

Mittel lc' • 103 = 0. 

b) PH= 4,5. 

Stunden II I 1'/, 131/, 191/, 

Drehu~ginGraden II 4,40 j 4,60 4,40 4,30 
lc' • 10 . . . . . - - 1,6 1,5 

Mittel k' · ·103 = 1,6. 

Stunden II 1'/, \ 5 I 7 \ . 20 I 46 

Drehung in Graden II 4,551 4,651 4,60 \ 
k' · lOS . . . . . - - 2,4 

Mittel k' • 103 = 2,3. 

d) PH= 5,2. 

4,30 \ 
2,5 

3,85 
2,0 

Stunde_ II 1'/, I 81/, I 61/, I 19 I 46 

DrehunginGraden II 4,40 4,251 3,951 3,20 I 2,10 
lc'. 103 • • • • • - 7,5 10,6 7,7 6,8 

Mittel k' · 103 = 8, I. 

e) PH= 5,4. 

Stun den 1'/, 8'/, 6'/, 19 

J)rehung in Graden II 4,25 \ 4,00 I 3, 70 2, 70 
lc'. 103 • • • • • - 13,1 11,3 10,9 

Mittel k' · 103 = 11,8. 

f) PH=5,7. 

Stun den II l't. 8''· 
19 

DrehunginGraden II 3,40 I 3,00 2,60 1,25 
lc'. 103 • • • • • - 27,7 17,4 25,4 

Mittel k' · 103 = 23,5. 

g) PH= 6,1. 

Stunden II 1 / 2 I '/, I 1'/, I a•f, I 6'/, I 19 

DrehunginGraden 112,6512,5512,3011,7011,2011,10 
lc' • 103 • • • • • - 66,8 60,0 66,6 63,0 60,0 

Mittel k' · 103 = 63,3. 
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Aus den hieraus angefertigten Kurven (Abb. 3) ergibt sich, wie in 
einigermaBen saurer Lcsung die optische Aktivitat sich ziemlich Iang­
sam ausbildet und ebenfalls fiuBerst Iangsam abnimmt. Je neutraler 
die Losung wird, desto rascher bildet sich diese Aktivitat aus und fangt 

50 Drellunq 

zo 

0 123'15678910t!1213 
/lbnellmen der optiscllen /lkltvtliil milder Zett bei versclliedenen llcidiliilen, 

bei 4nwesenlletf von Emu/stir 

Abb. 3. 

dann bald an, immer rascher ahzunehmen. In einer fast neutralen LO­
sung findet sie augenscheinlich kaum die Zeit, sich auszubilden, bevor 
sie wieder verschwunden ist.· 

Der EinfluB des inaktivierenden Faktors nimmt also mit steigendem 
PH zu, urn bei voller Neutralitat augenblickliche und vollstandige Sym~ 

'/ 

5 

flt 
GeschLilo!Jetf Lr In lrkttvrLunq 

~~ 

/v l:Y.if der toto/en Synfhe e 

f.-:::: (Jeschwm '9 

1/ /~ /r r----

5 

7 / 

3 
~-10 bez. ''·10 

o m z • w w • m • • w w w 
Abb. 4. 

metric hervorzurufen. Da bei verminderter Aciditat, wo die Konzen­
tration der H-Ionen abnimmt, die saure Dissoziation des Oxynitrils und 
also die Konzentration der Oxynitrilionen gesteigert wird, erscheint die 
Abnahme der optischen Aktivitat gerade von dieser Dissoziation und den 
damit zusammenhangenden Umlagerungen verursacht. 

Der Zusammenhang zwischen der Inaktivierungsgeschwindigkeit und 
der Aciditat wird durch die obere Kurve in Abb. 4 veranschaulicht. Die 
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untere Kurve zeigt die Abhangigkeit der totalen Synthe8egeschwindigkeit 
von der Aciditat und ist meiner zitierten Arbeit entnommen. Obschon die 
Konzentrationen der reagierenden Stoffe bei heiden Kurven nicht vollig 
diesel ben sind, kann durch einen Vergleich der Kurven eine gute Uberein­
stimmung mit den beobachteten Erscheinungen gewonnen werden. 

Verauch 4: Urn die Stonmgen in der Inaktivienmgsgeschwindigkeit aus­
zuschalten, die etwa durch die Anwesenheit des Emulsinpripa.rates hervorgerufen 
worden sind, wurde der Versuch 3 mit emulsinfreiem, optisch aktivem Oxynitril 
wiederholt. 

1. HerateUung des Oxynitrila. 100 cern Emulsinlosung + 88 ccm HCN (2,3 N, 
in 96proz. Alkohol gel08t) + 21,47 g C8H 5CHO wurde bei Zimmertemperatur 
gemischt und nach 1/ 4 Stunde filtriert, wobei die Drehung (2 dm-Rohr) 3,40° 
war, um nach noch 11/ 4 Stunden zu 3,90° zu steigen. Nachdem die optische Akti­
vitii.t nach weiteren P/1 Stunden, wie angenommen werden konnte, ihr an­
genii.hertes Maximum erreicht hatte, wurde die Mischung mit 60 cern Chloroform 
ausgeschiittelt, wobei Wasser zugesetzt wurde, urn die LOslichkeit des Oxynitrils 
in dem verdiinnten Alkohol zu vermindern, wodurch fast alle optisch aktive Sub­
stanz vom Chloroform aufgenommen wurde. Das abgeschiedene oxynitrilhaltige 
Chloroform wurde mit ein wenig wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 
und auf dem Wasserbad bis 100° erwii.rmt, bis fast alles Chloroform verschwunden 
war, wonach das zuriickbleibende olii.hnliche Oxynitril in 47 proz. Alkohol zum 
Volumen 100 cern gel08t wurde. Die Drehung der LOsung (2 dm-Rohr) war 3,25°. 

2. bwktivierung des Oxynitrils. Zu je 20 cern der letzterwli.hnten LOsung 
wurden 2 cern Citratpuffer (2 N, in 47 proz._ Alkohol gelost) gesetzt, wonach die 
Abnahme der optischen Aktivitii.t bei verschiedenen PH ini. 2 dm-Rohr verfolgt 
wurde. 

b) 'PH= 4,8. 

Stunden .,, I 2 I 6 I 7''· I 21· I 

Drehung in Graden I 2,90 1 2,90 1 2,85 1 2,80 1 2,60 
k' · 103 ••••• , 2,5 3,0 2,4 

Mittel 1c' • lOS = 2,6. 

c) 'PH= 6,8. 

Stunden 1/, \ 1/, \ 1'/, \ 4.'/1 \ 

Drehung in Graden I 2,60 I 2,30 11,20 [ 0,251 
1c'. 108 • • • • • - I 320 283 I 210 

Mittel 1c' • 101 = 270. 

d) PH=7-8. 

46 I 

2,f>O 
O,f> 

120 

2,20 ,1,55 
2,9 2,0 

6 

0,10 1 
265 

0 

Die optische Aktivitllt yerschwindet unme.Bbar scbnell. 1c' • 101 = eine sehr 
:grolle Zahl. 
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Auch diese Werte von k' ·103 stimmen mit den in Versuch 3 gefun­
denen wohl iiberein. Die Anwesenheit des Emulsins scheint also au£ die 
Geschwindigkeit, womit das Oxynitril inaktiviert wird, nicht merk­
bar storend einzuwirken, vorausgesetzt, daB die Aciditat dabei keine 
Veranderung erleidet. 

6, Die Ursache des Verschwindens der optischen Aktivitat. 
Aus den Versuchenl-4 hat sich ergeben, daB die Inaktivierung be­

schleunigt wird, teils durch das Erhitzen der saueren Losung, teils 
durch Vermindern ihrer Aciditat. Da die Temperatursteigerung die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse steigert, konnte vermutet werden, 
ob eine Hydrolyse des Oxynitrils bei hoherer Temperatur merkbar wird, 
wobei das Ammoniumsalz der Mandelsaure entstehen wiirde: 

C6H 5 • CH · OH · CN + 2 H 20 ~ C6H 5 • CH · OH · COONH4 • 

Hierbei wiirde die Rechtsdrehung der Fliissigkeit immer mehr ab­
nehmen, weil aus rechtsdrehendem Oxynitril, wie bekannt, links­
drehende Mandelsaure gebildet wird. Da aber der Zahlenwert der spezi­
fischen Drehung bei dieser Mandelsaure [etwa -156°, Lewkowitsch 1)] 

uro ein Vielfaches groBer ist als beim Oxynitril [etwa +14 °, Feist2)], sollte 
zwar die Mischung nach einiger Zeit inaktiv, aber spater immer starker 
linksdrehend werden. Wie lange und wie rasch die Inaktivierung auch hat 
£ort£ahren konnen, so habe ich doch niemals gefunden, daB eine Links­
drehung eingetreten ist. Falls sich nicht zeigen sollte, daB auch die 
Mandelsaure in neutraler Losung schnell racemisiert wird, spricht dieses 
gegen die Wahrscheinlichkeit einer Hydrolyse. 

Versuch 5: Urn, wenn moglich, vorlaufig zu entscheiden, ob Mandelsaure 
gebildet wird, babe ich die Inaktivierung (bei Zimmertemperatur) in einer Losung 
erfolgen lassen, die in einen Kolben eingeschlossen war und mit einer geringen 
Menge Kaliumcarbonat alkalisch gemacht war. Wahrend 12 Stunden wurde durch 
diese Losung.ammoniakfreie Luft gesaugt, die dann eine Waschflasche mit 0,1 N. 
Schwefelsaure passierte. Hatte sich Ammoniummandelat -gebildet, so hatte daraus 
vom Kaliumcarbonat Ammoniak frei gemacht werden sollen, das dann mit dem 
Luftstrom in die Schwefelsaure eingeftihrt worden ware und also deren Titer 
vermindert hatte. Dicser wurde aber amEnde des Versuches unverandert gefunden. 
Hydrolyse konnte folglich nicht nacbgewiesen werden. 

Versuch 6: Endlich habe ich die Inaktivierung auch in einem Widerstands­
gefaB mit zugehoriger Brticke und Mikrophon vor sich gehen lassen, damit eine 
bei dem Ubergang des Oxynitrils in Mandelat entstehende Veranderung in dem 
Leitungsvermogen beobachtet werden konnte. Dieses blieb indessen die gauze 
Zeit unverandert. 

Aus den Versuchen 5-6 ergibt sich, daB die Inaktivierung wahr­
scheinlich nicht mit etwaigem Entstehen von Mandelsaure zusammen­
hangt. Obgleich die Moglichkeit anderer Umlage:rungen nicht ganz aus­
geschlossen ist, scheint mir doch vorlaufig wahrscheinlich, daB hier 

1) B. u;, 1567. 1883. 
2) Arch. d. Pharm. 247, 226. 1909. 

Biochemische Zeitschrift Band 131. 26 
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hauptsachlich nur eine intramolekulare Umlagerung vorliegt, namlich 
Racemisierung in inaktives Oxynitril. Die Frage bedarf aber weiterer Be­
arbeitung. II. Zur Kenntnis des Emulsins. 

1. Die Herstellung des Emulsins. 
In ihren Hauptziigen schloss sich meine Hcrstellung des bier ver­

wendeten Emulsins an Herisseys 1) Methode an2), wobei aber das Alkohol 
gegen Aceto·n vertauscht wurde, weil hierdurch teils die .Fallung sich 
schneller absetzte, teils das Praparat dem Oxynitril kraftigere optische 
Aktivitat zu erteilen schien. Die ganz neuerdings von Wilktiitter (1. c.) 
empfohlene Extraktion mit schwach ammoniakalischer Losung entspricht 
durchaus mcinen Erfahrungen. 

Versuch 7: 0,1 g mit verschiedenen Fiillungsmitteln hergestellter Mandel­
emulsinpriiparate wirkten wiihrend 19 Stunden auf Mischungen von 4,4 com HCN 
(2,1 N, in Wasser gelost) + 0,98 g C6H5CHO ein, wonach die optische Aktivitii.t 
nach Methode I bestimmt wurde. Resultat: Mit Aceton gefiilltem Emulsin 1,95°, 
alkoholgefiilltem (neues) 1,45°, alkoholgefalltem (1/ 2 Jahr alt) 1,45°, acetongefii.lltem 
aber alkoholgewaschenem 1,57°. 

Aceton scheint also ein zweckma{Jigeres Fallungsmittel als Alkohol zu sein. 
Auch aus Kernen von anderen Prunus-Arten, wie Kirschen und 

Pflaumen, habe ich kriiftige Priiparate erhalten, wahrend dagegen die 
a us den Blat tern der erwahnten Pflanzen gewonnenen Su bstanzen nur 
geringe Wirkung gezeigt haben. Ebenfalls hat ein Praparat aus Blattern 
von Prunus serotina, deren sich Krieble 3 ) bedient hat, nur schwache 
optische Aktivitat ergeben. 

Versuch 8: 0,05 g Emulsinpraparat + 4,4 cern HCN (2,1 N, in Wasser gelost) 
+ 0,98 g C6H5CHO. Temp. 30°. Methode I. Titriertes Volumen 2 cern AgN03 0,1 N. 

Emulsinprilparat Stun. Drehung AgNO, HCN 
in Graden 1 

( lf, 0,32 14,7 65,0 
Au~ bitteren Mandeln l 1 0,75 10,9 74,f.l 
(nnt Aceton gefallt) 3 0,75 9,7 76,9 

5 0,50 8,8 79,0 

A us bitteren Mandeln ( · 

1/4 0,22 - I -
1 0,33 - -

(mit Alkohol geflillt) l 2 0,38 10,!1 74,0 
5 0,31 - -
51/2 0,30 8,0 80,9 

( P/4 0,06 14,2 66,2 Aus Prunus serotina- ~ 
Blattern (mit Aceton 4 0,09 8,6 79,5 

19 0,08 8,4 80,0 gefallt) ~ 24 I 0,06 8,1 80,7 --
1) Recherches sur l'Emulsine. These Paris, 1899, S. 44. 
2) Diese Untersuchung war schon abgeschlossen, als die Arbeiten von H elferieh 

(Zeitschr. f. physiol. Chern. 111', 159. 1921) sowie von Willstatter und Osanyi 
(Zeitschr. f. physiol. Chemic 111', 172. 1921) erschienen, we1che wertvolle Bei­
trage zur Darstellungsmethode des Emulsins bringen. Die genannten Arbeiten 
behandeln aber fast ausschlieBlich Glucosidasen. 

· 3 ) Journ. of the Amcric. chem. soc. 35, 1643. 1913. 
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Aus dem Versuch ergibt sich, daB das aus Mandeln mit Aceton ge­
fallte Emulsin eine etwa zweimal groBere Menge optisch aktiven Oxy­
nitrils gibt als das mit Alkohol gefallte, und beide ergeben eine bedeutend 
kraftigere Wirkung als das aus Blattern von Prumts serotina gewonnene 
Praparat. Dagegen scheint ihre verschiedene Herkunft und Herstellung 
auf die Geschwindigkeit der totalen Synthese nicht einzuwirken, welche, 
wie friiher erwahnt, durch die Aciditat der Li.isung bestimmt wird. 

2. Die Eigenscbaften meiner Emulsinpriiparate. 
1. Ihre optische Aktivitiit. Eine neubereitete Wasserli.isung von 

Mandelemulsin IaBt sich bis zur Klarheit filtrieren und kailn polari­
metrisch untersucht werden, wobei dieselbe linksdrehend erscheint, einer 
spezifischen Drehung des Praparats Yon -47,7° entsprechend. Nach 
etwa 24 Stunden beginnt diese Losung sich zu triiben und allmahlich ent­
steht Fallung, durch das Entstehen freier Saure verursacht, die einen 
Teil der geli.isten EiweiBstoffe ausfallt. In einer Losung sank z. B. 
wiihrend 3 Tagen PH von 6,51 auf 6,04. Beim Erhitzen der Li.isung 
entsteht allmahlich ein reichliches Koagulum und die Drehung v~r­
schwindet immer mehr. 

Versuch 9: Eine Emulsinlosung von 4,09% Trockensubstanz (0,32% Asche) 
ergab irn 2 dm-Rohr die Drehung -3,90°. Eine andere Losung von 3,46% Trocken­
substanz ergab die Drehung -3,30°, beide [cx]n = -47,7° entsprechend. 

2. Tt:mperaturstabilitiit. Urn eine Auffassung von der Stabilitat des 
im Praparat befindlichen Katalysators der Oxynitrilspaltung bei hi.ihe­
rer Temperatur zu gewinnen, wurde folgender Versuch gemacht. 

Versuch 10: Einige Flaschchen wurden mit je 10 cern einer EmulsinlOsung 
(4,09% Trockensubstanz, Pn = 5,9) beschickt und blieben wahrend einer Stunde 
bei. konstanter Temperatur, wonach sie rasch bis Zimmertemperatur abgekiihlt 
wurden. J etzt wurde zu den mehr oder we niger koagulierten Losungen als Puffer 
10 cern Acetat (1 N, in 47proz. Alkohol gelost) von Pn = 5,0 und unmittelbar 
danach 15 cern HCN (1,34 N, in 96proz. Alkohol gelost) und 2,13 g C6H 5CHO 
zugesetzt. Nach einer Stunde bei 18 o wurden die Fallungen abfiltrier.t, und dann 
wurden die Losungen im 2 dm-Rohr untersucht. Resultat: 

Temperatur II 40" ~ ooo I 70" I 73° I 76° L~1~soo_ 
Stunden II 2 1 6 I 2 j 25 2 I 3 \ 25. 2 \ 6 2 I 6 2 I 6 I 2 I 6 I 2 I 20 

~:::~: ir~ //3,0013,001-2,9512,3512,6:~85~2,0;12,3;12,4011,7511,7510,4510,4510,2510,251 0 I 0 

Zwischen 70° und 80° wird also die hier wirksame Substanz schnell 
inaktiviert, urn nach einer Stunde Erhitzen bis 80 ° mit Bezug auf ihr 
Vermogen optisch aktives Oxynitril zu bilden, ganz inaktiv zu werden. 
Dies gilt wenigstens fur PH= ca. 5,9, obgleich es mi.iglich ist, daB in 
noch neutraler, salzhaltiger oder schwach alkalischer Losung, wo die 
Koagulierung nicht so Ieicht stattfindet, die Aktivitat auch nach starke­
rem Erhitzen weiter bestehen kann. 

26* 
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3. Dialyse. In bezug auf die bei einigen Enzymen nachgewiesene 
Existenz spezifischer, durch Dialyse abtrennbarer Aktivatoren (Koenzyme) 
schien es von Interesse zu sein, das Verhalten einer Emulsinlosung hier­
bei zu untersuchen. Im Zusammenhang hiermit wurde eine Aachen­
analyse gemacht. 

Ver.mch 11: Die Dialysen gingen bei Anwesenheit von Toluol in einer Anzahl 
Collodiumschlauchen vor sich, je etwa 15 cern fassend, 3 Tage lang, mit oft wieder­
holtem Umtausch von AuBenfliissigkeit, deren totales Volumen 1500 ccm betrug, 
und die dann bei 30-35° zum Volumen 50 ccm im Vakuum eingeengt wurde. 

Dialyse I. Emulsinlosung 300 ccm. 
N ichtdialysierte 

Lii8ung 

PH= 6,08 
Trockensubstanz 
= 12,1 mgfccm 

Asche = 0,84 mgfccm 
=6,94% d. Trocken­
substanz 

N ichtdialysierte 
Losung 

PH=6,39 
Trockensubstanz 
= 12,2 mgfccm 

Asche = 0,9 mgfccm 
=7,37% d. Trocken­
substanz 

Aschenanalysel): 

Dialysierte Lii8ung 
(Innenfliissigkeit) 

Pu = 6,04 
Trockensubstanz 
= 9,2 mgfccm. 

Asche nicht nach­
weisbar 

A ufJenfliissigkeit 

PH= 5,73 
Trockensubstanz = 14,3 mg/ccm 

= 2,4 mg/ccm von der ur­
spriinglichen LOsung. Davon 
Kohlenhydrate (als Glucose be­
rechnet) 3,0 mgfccm = 21% der 
Trockensubstanz. 

Asche = 4,5 mgfccm = 35% der 
Trockensubstanz. 

Dialyse II. 

Dialysierte. Lii8ung 

Pn = 5,88 
Trockensubstanz 

=9,7 mgfccm 

Asche nicht nach­
weisbar 

P04 • 

K 20 
CaO 
MgO 
Si02 

Al203. 
Fe20~. 
Na20. 

A ufJenflussigkeit 

PH=5,88 
Trockensubstanz = 5,7 mgfccm. 

Davon Kohlenhydrate (als 
Glucose berechnet) 1,3 mgjccm 
= 23% der Trockensubstanz. 

Asche= 1,9 mgfccm = 33% der 
Trockensubstanz. 

75,79% 
14,55, 
7,45, 
1,48, 
0,32, 

Spuren 

99,34% 

Daraus ergibt sich, daB die urspriinglichen heiden LOsungen (bei 
verschiedenen Gelegenheiten bereitet), mit einem Emulsingehalt von 

1) Diese Analyse wurde von Herrn stud. phil. V. Andersson gemacht. 
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bzw. 1,21% und 1,22%, durch die Dialyse einen Teil der Substanz ver­
loren hatten, so daBihrGehalt bis bzw. 0,92% und 0,97% gesunken war. 

Die in die AuBenfliissigkeit ausdialysierte Substanz enthielt, auBer 
einer geringen Menge stickstoffhaltiger Stoffe (die bei dem Erhitzen der 
Losung koagulierte), einen TeillOslicher Kohlenhydrate, die nach Hydro­
lyse mit verdiinnter Schwefelsaure und Bestimmung nach Bertrands 1) 

Methode, als Glucose berechnet, bzw. 21% und 23% von dem Trocken­
gewicht der Substanz ausmachten. AuBerdem enthie]t dieselbe an­
organische Stoffe (hauptsachlich Kalium- und Calciumphosphat) bis zu 
einem Gehalt von bzw. 35% und 33,3%. 

Diese bei der Dialyse entfernte Substanzmischung, die A·u{Jenfliissig­
keit, zeigte an sich keine merkbare optisch aktivierende Wirkung bei der 
Oxynitrilsynthese und enthielt also keine nachweisbare Menge des betr. 
Katalysators. 

Die dialysierte Emulsinlosung, die lnnenfliissigkeit, zeigte auch nur 
geringe oder keine katalytische Wirkung. Wimn aber die heiden Fliissig­
keiten gemischt wurden, zu einem Volumen, wie vor der Dialyse, wurde 
wieder deutliche optische Aktivitat erhalten, obgleich nicht eine so 
starke wie aus der urspriinglichen undialysierten Losung. 

Indessen trat beim Verwenden nur. dialysierter Losung eine neue 
Erscheinung aut, die ein genaues Beobachten der optischen Aktivitat un­
moglich machte. Wenn gewohnliche Emulsinlosung mit dem Substrat 
vermischt wird, entsteht, wie frillier erwahnt wurde, augenblicklich eine 
starke Proteinfallung, nach deren Abfiltrierung der Gang der Aktivitat in 
der klaren Losung Ieicht verfolgt werden kann. Diese Fallung enthalt 
keine nachweisbare Menge des Katalysators, weshalb es scheint, als ob 
dieser aus dem Emulsin freigemacht wiirde und seine Wirksamkeit an­
finge, wenn das Protein ausgefallt wird. Eine dialysierte Losung ergibt 
aber keine Fallung, wenn sie dem Substrat zugesetzt wird, sondern 
hochstens eine starke Opalescenz. Diese verschwindet aber nicht und 
kann auch nicht durch Filtrieren entfernt werden, weshalb die Polari­
sierung in einem langeren Rohr dann unmoglich und auch in 1/ 2 dm­
Rohr so erschwert ist, daB zuverlassige Resultate nicht haben gewonnen 
werden konnen, obgleich es den Eindruck gemacht hat, daB optische 
Aktivitat dabei nicht entstanden ist. 

Falls aber eine solche dialysierte Emulsinlosung wieder mit AuBen­
fliissigkeit versetzt wird, erhalt man mit dem Substrat wieder die Pro­
teinfallung, und deutliche optische Aktivitat wird ausgebildet. Diese 
aktivierende Wirkung hangt augenscheinlich nicht von der Zufiihrung 
der organischen Bestandteile der AuBenfliissigkeit (z. B. Kohlenhydrate) 
ab, sondern wird von den anorganischen Stoffen verursacht, denn allein 
eine Zufiihrung von Emulsinasche geniigt, um dieselbe hervorzurufen. 

1) Bull. de la Soc. chlm. 3S, 1285.. 1906. 
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Auch nachdem die AuBenfliissigkeit eine Stunde his 80 o erhitzt worden 
ist, behiilt sie ihr Vermogen dialysierte EmulsinlOsung zu aktiviercn. 

Hierdurch wird man etwa veranlaBt zu glauben, dies sei ein Fall von 
direkter Aktivierung durrh einen anorganischen Aktivator, etwa Alkali­
phol'phat, hesonders da sich zeigt, daB Zusatz von Spuren desselben so­
gleich reichliche Proteinflillung und gleichzeitig optische Aktivitat des 
Substrats hervorruft. lndessen zeigten weitere Versuche, daB eine 
andere Deutung moglich ist (siehe Kap. III). Es ergab sich namlich, 
daB zwar ein kleiner Zusatz von NaCl, MgCl2 oder CatN03)~ keine Fli.l­
lung hervorrief, wohl aber cine. entsprechende Menge MgS04 oder 
CaS04 , und noch besscre Fallung wurdc, wie crwlihnt., mit Phosphat er­
halten. Augenscheinlich wurde die Losung nicht merkbar durch ein-. 
wertige Anionen gefallt, wohl aber durch zweiwertige und noch starker 
durch dreiwertige, analog den Tatsachen, die sich bei Aussalzung elektro­
lytfreier Albuminlosungen [F. Hofmeister1)] ergeben haben. Auch Zusatz 
von Acetat als Pufferlosung rief eine Fallung hervor, mit begl~itender op­
tischer Aktivitat des Oxynitrils. 

4. Nitrilsynthese durch nichterhitztes und durch erhitztes Emulsin. 

Versuch 12: Emulsinlosung = 1 g Emulsin+ 100 ccm Wasser, filtriert. 
Hiervon ein Teil inaktiviert durch 1 Stunde Erhitzung bis zu 100• und Filtrierung. 
Reaktionsgemisch: 4,53 ccm HCN (2,06 N) + 1,0 g C6H5CHO + 4,53 ccm von 
bzw. aktiver oder inaktiver Emulsinlosung oder Wasser. Temp. 17°. Methode I. 
Titriertes Volumen 2 cern. AgN03 0,1 N. 

a) Nichterhitztes Emulsin. 
-
I Stunden Drehung AgNOa HCN It. 10' 

in Graden ! 

2 0,70 11,1 46,1 
1,8 

4 0,82 9,3 54,9 
0,8 

6 0,80 8,7 57,8 
0,5 

19 0,76 6,7 67,5 

h) Erhitztes Emulsin. 

Stunden HCN I k. 10' 

2 40,3 
0,9 

4 0 11,1 46,1 
0,5 

6 0 10,5 49,0 
0,2 

19 0 9,2 55,3 

1) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. t8; 210. 1891. 
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c) Ohne Emulsin. 

Stunden Drehung AgNO, HCN k. to• 
in Graden 

2 0 14,0 32,0 
0,6 

4 0 12,0 37,4 
0,2 

6 0 12,6 38,8 
0,1 

19 0 11,9 42,2 

I 
0,2 

30 0 10,3 50,0 

d) Die Reaktionsmischung verblieb ohne Emulsin wiihrend 6 Stunden. Dann 
wurde nichterhitztes Emulsin zugesetzt, Nach noch P/4 Stunden ergab sich: 
Drehung 0,25°, .AgN03 11,7, HCN 43,2. 

Hieraus ergibt sich, daB eine auf 100° erhitzte (und filtrierte) 
EmulsinlOsung, die nicht langer optische Aktivitat verursacht, noch 
eine Steigerung. der totalen Synthesegeschwindigkeit hervorruft. Diese 
Wirkung ist folglich nicht enzymatisch, sondern hangt von dern Gehalt 
saurebindender Proteinsubstanz, die in der Losung noch zuriickbleibt,. 
ab. Als Saure kornmt bier Benzoesaure (aus dern Benzaldehyd starnrnend) 
in Betracht. Bei Verwendurtg auf 100° erhitzter und unfiltrierter Ernul­
sinlosung wurde bei einem Parallelversuch noch groBe:r;e Synthesege­
schwindigkeit erreicht, weil dabei kein Proteinstoff entfernt worden war, 
und folglich rnehr Saure gebunden werden konnte. 

Wird der Katalysator zugefiihrt, nachdern eiri Teil der Synthese 
schon vorsichgegangen ist, so wird eine schwachere optische Aktivitat 
erhalten, darau£ deutend, daB der Katalysator nur auf den noch nicht 
synthetisierten Teil des Substrats einwirkt. 

5. Fur kleine Emulsinmengen ist die optische Aktivitat des Substrats 
der Emul8inmenge proportional. Urn zu priifen, ob bei kleinen Ernulsin­
mengen die optische Aktivitat des Oxynitrils der Menge des Katalysators 
proportional ist, wurde folgender Versuch gernacht. 

Versuch 13: Substrat = 14,1 com HCN (1,4N, in 96proz . .Alkohol gelost) 
+ 2,09 g C8H 5CHO + 10 com Acetatpuffer ( 1 N, in 4 7 proz. .Alkohol gelost, 
PH = 4,4). Methode II. 

a) Substrat + 10 cern Wasser+ 5 cern Emulsinlosung. 

Stunden I! 1 / 2 \ I 8 I 24 I 98 

DrehunginGraden II 0,20.1 0,25 I 0,30 I 0,35 I 0,30 
k' • 103 = 1,0. 

b) Substrat + 8 cern Wasser+ 7 cern Emulsinlosung. 

Stunden 1/, I I 8 I 24 I 98 

Drehung in Graden II 0,40 I . 0;40 I 0,50 ~- 0,50 I 0,40 
k' . 103 = 1,3. 
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c) Substrat + 5 cern Wasser+ 10 cern Emulsinlosung. 

Stunden II 1/ 2 I 8 I 24 I 98 

Drehung in Graden II 0,60 I 0,60 I 0, 75 I 0, 75 I 0,60 
k' . 103 = 1,3. 

d) Substrat + 3 cern Wap,ser + 12 cern Emulsinlosung. 

Stunden II '/, I [ 8 I 24 I 98 

Drehung in Graden II 0,80 I 0,80 I 0,90 I 0,85 I 0,65 
k'. 103 = 1,5. 

e) Substrat + 0 cern Wasser+ 15 cern Emulsinlosung. 

Stunden [I 1/ 2 I 1 I 8 I . 24 I 98 

DrehunginGraden II 1,00 I 1,00 I 1,15 I 1,10 I 0,85 
k' • 103 = 1,5. 
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Abb. 5. Abb. 6. 

Bei kleinen Mengen des Katalysators ist also seine Wirkung seiner 
Menge proportional (Abb. 5). 

Je nachdem die optische Aktivitat ihr Maximum erreicht, bringt in­
dessen eine weitere Vermehrung der Katalysatormenge immer geringere 
Wirkung mit sich, wie sich aus folgendem Versuche ergibt (Abb. 6). 

Verauch 14: Das Emulsinpulver wurde mit 10 cern Wasser wahrend einer 
Stunde digeriert, wonach 10 cern Acetatpuffer (1 N, in 47 proz. Alkohol gelost, 
PH= 5,4) pnd Substrat wie im vorigen Faile zugesetzt wurden. 

a) 0,03 g Emulsin. 

Stunden !, 1 I 17 I 44 I 124 

Drehu~ginGraden II 0,40 I 0,35 I 0,151 0,00 
k' . 10 . . . . . - - [13,6 

b) 0,05g Emulsin. 

Stunden 1 17 I 44 I 124 

Drehu~ginGraden 11 0,65 II 0,551 0,20 I 0 
k' . 10 . . . . . ! - - 16,3 
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c) 0,1 g Emulsin. 

Stunden II 1 I 17 I 44 I 124 

DrehunginGraden 111,00 I 0,651 0,351· 0,05 
k' ·lOS . • . • • - /11,7 10,0 10,5 

d) 0,2 g Emulsin. 

Stunden IJ 1 I 17 I 44 I 124 

DrehunginGraden 111,60 1,00 I 0,50 I 0,10 
k' • lOS • . • • . - 12,8 11,2 10,0 

e) 0,3 g Emulsin. 

Stunden 1 I 17 I 44 I 124 

DrehunginGraden 11 2,00 11,30 I 0,65 0,10 
k' ·lOS ••..• I - 11,7 11,2 10,2 

f) 0,4 g Emulsin. 

Stunden 1 I 17 I 44 I 124 

DrehunginGraden II 2,20 11,351 0,651 0,10 
k' • 103 • • • • • - 12,6 11,8 10,2 

g) 0,5 g Emulsin. 

Stunden 1 I 17 I 44 I 124 

DrehunginGraden I 2,40 11,40 I 0,70 \ 0,10 
k' ·lOS . • • • • - 14,6 14,2 10,6 

h) 1,0 g Emulsin. 

Stunden II I 17 I 44 \ 124 

DrehunginGraden II 2,90 11,70 I 0,70 I 0,10 
k' ·lOS • • • • . - 14,5 14,2 10,6 

DaB die optische Aktivitat in dieser Versuchsreihe mit der Zeit 
schneller abnimmt (lc' • 103 =ca. 12) als in der vorhergehenden (Ver­
such 13) (lc' • 103 =ca. 1,3) hangt augenscheinlich von dem hOheren 
PH.-Wert (5,4 bzw. 4,4} des Puffers a b. 

III. Theoretisches. 
Eine im Pflanzenreich gewohnliche Gruppe von EiweiBstoffen ist, wie 

bt-kannt, die der Globuline. Sie sind in verdiinnten NeutralsalzlOsungen 
lOslich, nicht aber in konzentrierten, auch nicht in reinem Wasser. Sie 
fallen deshalb aus, wenn der Salzgehalt der verdiinnten LOsung durch 
weiteren Salzzusatz gesteigert wird, wie auch, wenn er durch Dialyse in 
zu hohem Grade vermindert wird. Da sie amphotere Elektrolyten sind, 
aber in iiberwiegendem Grad die Eigenschaften einer schwachen Saure 
zeigen, werden sie von Alkalien gelost und von gewohnlichen Sauren 
ausgefallt. 



408 E. Nordefeldt: 

Ein Hauptbestandteil in-Mandeln und in den Steinen anderer Prunus­
Arten ist, wie bekannt, das Globulin Amandin, das folglich auch ein 
Hauptbestandteil im Emulsin sein diirfte und das sich mit Bezug auf 
Herstellungsweise und Eigenschaften diescm anschlieBt. AuBerdem ist 
in meinem Emulsinpraparat ein reduzierender Bestandteil 1) enthalten, 
wahrscheinlich ein Kohlenhy.drat ( Versuch 11), von dem moglicherweise die 
hier besprochene katalytische Tatigkeit herriihrt. Ohta 2) hat na9hge­
wiesen, daB Emulsin, das seines ganzen EiweiBgehalts beraubt worden 
ist, noch immer Pentosereaktion gibt. Wie Willstiitter und Osanyi (1. c.) 
angeben, sind aber Ohtas Praparate sehr schwach, so daB Schliisse 
aus seinen Angabea kaum gezogen werden -konnen. Seine Wirkung 
bei der Oxynitril!'ynthese hat Ohta Ieider nicht untersucht. Durch 
die Anwesenheit von (rechtsdrehendem) Kohlenhydrat kann in 
meinem Praparat der Stickstoffgehalt, fiir den ich 12,5% fand, 
gegeniiber dem Amandin U9%) herabgesetzt sein; auch wird 
durch das rechtsdrehende Kohlenhydrat die Drehung meines Prapa­
rates (gefunden -47,7°) gegeniiber der Drehung des Amandins herab­
gesetzt ( -56°). Diese Verschiedenheit der Drehung kann indessen auch 
dadurch erklart werden, daB, wie bekannt, die Anwesenheit von Neu­
tralsalzen die Drehung der EiweiBstoffe herabsetzt. 

Da ein Hauptbestandteil ineines Praparates ein Globulin ist, lassen 
sich die bei der Dialyse beobachteten Erscheinungen ( Versuch 11) 
folgendermaBen deuten: Da der Salzgehalt durch die Diffusion allzu 
gering wurde, fiel ein groBer Teil des Praparats in unloslicher Form aus, 
was sich auch dadurch zeigte, daB gegen Ende der Dialyse auf dem 
Boden der Kollodiumschlauche stets eine Fallung entstand. Wenn dann 
die zuriickbleibende verdiinnte Emulsinlosung dem salzfreien Substrat 
zugefiihrt wurde, blieb das Amandin in gelostem oder wenigstens opales­
cierendem Zustande und rief keine optische Aktivitiit beim Oxynitril 
hervor, weil der Katalysator noch am Amandin gebunden (adsorbiert) 
blieb. Wenn dagegen ein geeignetes Salz, z. B. Alkaliphosphat, in ge­
niigender Menge zugefiihrt wurde, wurde eine Ausfallung des Amandins 
in grobflockiger Form erhalten, wobei die adsorbierende Flache eine ge­
waltsame Verminderung erlitt, so daB der Katalysator freigemacht 
und optische Aktivitat des Substrats erhalten wurde. Da die Emulsin­
losung durch die Dialyse geschwacht worden war, konnte jedoch die 
optische Aktivitat nicht so hohen Wert erreichen wie mit der urspriing­
lichen Emulsinlosung. DaB besonders Alkaliphosphat dem Emulsin 
groBere Wirkung zu geben schien als z. B. Sulfate, kann alich auf seine 
Pufferwirkung zuriickgefiihrt werden, wodurch ein groBerer PH· Wert 

1 ) In Handelspraparaten von Emulsin fanden auch Neuberg und Marx 
(diese Zeitschr. 3, 535. 1907) Reduktion von Feklingscher Loaung. Willstattera 
und Caanyia Emulsinpraparat reigte diese reduzierende Wirkung nicht. 

2) Diese Zeitschr. 58, 329. 1914. 
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erreicht wurde und optische Aktivitat folglich schneller ausgebildet 
:werden konnte (Versuch 3a und b). 

Der anscheinend vorliegende Fall von Katalysatoraktivierung kann 
.somit auf eine verhinderte Ausflockuny von Globulin zuriickgefiihrt werden. 

Die Schnelligkeit, womit die optische Aktivitat ausgebildet wird, 
wird augenscheinlich von der. totalen Synthesegeschwindigkeit be­
:stimmt,. welche ihre:rseits durch die Aciditat reguliert wird. Indessen 
wirkt, nach meinen Versuchen (siehe S. 399), noch ein Faktor auf die op­
tische Aktivitat ein, namlich di.e intramolekulare Umlagerungsgeschwin­
digkeit, wodurch schlieBlich eine Mischung gleich vieler.rechts- unu links-

. drehender Molekiile ausgebildet wird. Die Geschwindigkeit dieser race­
misierenden Umlagerung, die in dem ganzen untersuchten Aciditats­
gebiet die Synthesegeschwindigkeit nicht erreicht, scheint mit steigen­
dem PH Und mit steigender·Temperatur zu steigen, wodurch die optische 
Aktivitat schnell abnimmt. In vollig neutraler Losung scheint die Ge­
.schwindigkeit der Inaktivierung dieselbe Hohe zu erreichen wie die 
Synthesegeschwindigkeit, d. h. beide werden unmeBbar groB. 

Besprechungen einiger Befunde von Rosenthaler. 

Durch die hier vorliegende Arbeit .konnen mehrere der von Rosen­
thaler1) beobachteten Erscheinungen ihre einheitliche Erklarung finden. 
Rosenthaler findet die starkste Drehung, wenn man einen Uberschu{J 
von Benzaldehyd Iangsam in eine Mischung von Emulsin und Cyan­
wasserstoff eintropfen laBt. Diese anscheinend eigentiimliche Tatsache 
wird indessen von mir darauf zuriickgefiihrt, daB die durch die Oxy­
dation des Aldehyds gebildete Saure die Aeiditat der Mischung steigert, 
wodurch mit der Zeit starke optische AktiVitat erreicht wird, weil dann 
die Inaktivierungsgeschwindigkeit immer mehr herabgesetzt wird. 
Bleibt dagegen die Aciditat konstant erhalten, so erzeugt, wie ich ge­
fwtden habe (diese Versuche sind nicht mitgeteilt), sowohl DberschuB 
als unzureichende Menge von Benzaldehyd Verminderung im Gewinn des 
optisch aktiven Oxynitrils, wie auch zu erwarten ist. Dieselbe Ursache 
ist wohl auch der Grund der Beobachtung Rosenthalers, daB eine groBere 
Drehung erhalten wird, wenn man die Mischung schiittelt. Moglicherweise 
kann auch seine Beobachtung, daBAnwesenheit vonAthylacetat Steige­
rung in der optischen Akti vi tat be.wirkt, auf die bei ihrer teilweisen Hydro­
lyse freigemachte Essigsaure zuriickgefiihrt werden. Rosenthaler findet 
weiter, daB einmal verwendetes Emulsin nicht mehr bei einem neuen 
Substrate optische Aktivitat hervorruft, under erklart dies damit, daB 
das Emulsin von Oxynitril ,beschadigt" worden ist. Meiner Ansicht 
nach hat das Oxynitril den Katalysator aus d{:lm Emulsinpraparat auf­
genommen, wodurch dieses seine Wirkung verloren hat. Dies wird noch 

1 ) 1. c. 
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wahrscheinlicher durch Bredig und Fiskes 1} Beobachtung, daB der von 
ihnen verwendete ahnliche Katalysator Chinin,(Chinidin} vom Oxynitril 
aufgenommen und hartnackig daran gebunden wurde. Endlich findet 
Rosenthaler; daB, wenn eine LOsung von optisch aktivem Oxynitril mit 
Emulsin versetzt wird, die optische Aktivitat schneller abnimmt als in 
einer emulsinfreien LOsung, worin er fiir seine Auffassung einen Beweis 
sieht, daB es in Emulsin ein Oxynitril spaltendes Enzym gibt. Ohne auf 
die Frage, ob es l'lich hier um die Wirkung cines Enzyms handelt, 
naher einzugehen, mag bemerkt werden, daB sich RosenthaZers Befund 
darauf zuriickfiihren laBt, daB das Emulsinpraparat aus der LOsung 
Saure aufnimmt, wodurch die Aciditat vermindert und folglich die In­
aktivierungsgeschwindigkeit gesteigert wird. 

Zusa.mmenfassung •. 
1. In meiner Jriiheren Mitteilung (1. c.} ist gezeigt worden, daB, wenil 

Benzaldehyd und Cyanwasserstoff in LOsung in aquimolekularen Men­
gen vermischt werden, sie ·sich zu Eenzoxynitril verbinden, wobei die 
Geschwindigkeit dieser Reaktion als Funktion der H-Ionenkonzentration 
dargestellt wird. Das dabei erhaltene Oxynitril ist optisch inaktiv. 

2. Wenn bei dieser Reaktion Emulsin anwesend ist, wird die Synthese 
asymmetrisch geleitet, wopei sich d-Oxynitril bildet. I>er in Emulsin be­
findliche Proteinbestandteil (Globulin} fallt hierbei in unloslicher Form 
aus und ist selbst katalytisch unwirksam. Wird dieses Ausfallen ( dadurch 
verursacht, daB das Globulin Benzoesaure aus dem Substrat bindet} ver­
hindert, indem durch Dialyse der Salzgehalt des Emulsins weggenommen 
wird, oder indem die Reaktionsmischung schwach alkalisch gemacht wird, 
so gew:innt man kein optisch aktives Oxynitril. Die Menge des ent­
standenen Oxynitrils ist von der Menge anwesenden Emulsins abhangig. 
Bei kleinen Emulsinmengen zeigt sich vollstandige Proportionalitat 
zwischen der erreichten Drehung und der Emulsinmenge. Bei groBen 
Mengen · steigt die Drehung langsamer als die Menge Emulsinpra,parat. 

3. Das gewonnene d-Oxynitril ist labil, und die Drehung der Losung 
nimmt von selbst ab, ohne Mitwirkung eines Enzyms oder eines anderen 
Katalysators. Die Geschwindigkeit, mit der die Drehung abnimmt, 
steigt 1. mit einem Temperaturkoeffizienten kt+lo: kt = ca. 3,2, nimmt 
2. mit steigender Aciditat innerhalb des Gebietes PH= 3 bis 6,5 
ab (Abb. 4} und erreicht 3. die Hohe der totalen Synthesegeschwindigkeit 
erst im Neutralpunkt, wo beide sehr groB werden und wo die optische 
Aktivitat ebenso rasch verschwindet, wie sie entsteht. 

4. Einige von Rosenthaler (1. c.} beobachtete spezielle Erscheinungen 
stimmen mit meinen Resultaten gut iiberein, finden aber hier eine von 
der seinigen abweichende Deutung. 

1) Diese Zeitschr. 41, 7. 1912. 



Uber die Wirkung des Emulsins 
auf das System Blausii.ure-Benzaldehyd-Benzoxynitril. 

Von 

E. Nordefeldt. 

(Aus dem Biochemischen La.bora.torium der Universitat Stockholm.) 

(Eingegangen am 27. Februar 1923.) 

Hinsichtlich der Enzymwirkung auf das im Titel erwahnte System 
sind zwei Fra.gen besonders wesentlich: 

l. Welche Einfliisse iiben nichtenzymatische, und welche Ein­
fliisse iiben enzymatische Katalysatoren auf die synthetischen und auf 
die Spaltungsvorgange aus 1 

2. Existiert - soweit iiberhaupt enzymatische Katalysatoren in 
Frage kommen - ein besonderes, spezifisches, synthetisierendes Enzym, 
eine Oxynitrilese und daneben ein besonderes spaltendes Enzym 1 

Die zweite Frage wird besonders nahegelegt durch die sehr be­
merkenswerten Arbeiten von Rosenthaler1) und durch seine daraus 
gezogenen Schliisse iiber die Existenz eines syn- und eines dia-Emulsins. 

In zwei vorhergehenden Mitteilungen (I und II) 2) habe ich experi­
mentelle Beitrage zur Beantwortung der erwahnten Fragen erbracht 
und habe einstweilen die Untersuchung fortgesetzt, urn so mehr, als 
die hier behandelten Probleme fiir die Enzymchemie im allgemeinen 
eine gewisse Bedeutung besitzen. 

Bei der theoretischen Behandlung der in meinen heiden ersten 
Mitteilungen angegebenen Resultate hat mich in erster Linie die Frage 
beschaftigt, wie die Spaltung des razemischen Oxynitrils in Gegenwart 
und in Abwesenheit von Emulsin, und zwar eines in angegebener 
Weise dargestellten Praparats (1. c. II, S. 400) verlauft. 

Diese Spaltung ist von Feist3 ) untersucht, welcher fand, dal3 
linksdrehendes Benzoxynitril erhalten werden konnte, wenn eine 
Losung von inaktivem Oxynitril mit Emulsin behandelt und dabei 
ein Luftstrom durch das Gemisch geleitet wurde. Ohne diesen Kunst­
griff zur Wegfiihrung der Spaltprodukte (Benzaldehyd und Blausaure) 
gelang es ihm aber nicht, ein optisch aktives Oxynitril zu erhalten. 

1) Diese Zeitschr. 14, 238, 1908; 17, 257, 1909; 19, 186, 1909; 28; 1 u. 7, 
1909; 28, 408, 1910; 00, 486, 1913; Arch. d. Pharm. 246, 365, 1908; 248, 
1os u. 534, 1910; 249, s1o, 1911; 2o1, 56 u. ss, 1913. 

1) Ebendaselbst 118, 15, 1921 (I. Mitt.); 181, 390, 1922 (II. Mitt.). 
1) Arch. d. Pha.nn. 247, 226 u. 542, 1909; 248, 101, 1910. 
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Experimentelles. 

Ich berichte kurz iiber einige Versuche, das Oxynitril mit und 
ohne Anwesenheit von Emulsin zu spalten. 

Die Substratmischung wurde nach einigen Minuten von der ent­
standenen Proteinfallung filtriert und dann der Verlauf der Spaltung 
dadurch verfolgt, daB die entbundene Blausaure mittels V olhards 
Methode mit AgN03 (n/10) bestimmt wurde. Die Aziditaten wurden 
bei diesen Versuch~n nur mit Indikatoren bestimmt und sind darum 
his auf eine halbe Einheit unsicher. 

Versuch 1. a) 40 cern Alkohol (95proz.) + 22 cern EmulsinlOsung 
(1: 50) + 6 cern Aeetatpuffer (n/1, in 47proz. Alkohol geli:ist). + 2 cern 
( = 2,2114 g) inaktives Benzoxynitril. Temperatur = 16°, PH = c : a 5, 
Titrationsprobe = 5 cern. 

b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlosung 22 cern Wasser. Dasselbe 
PH wie in a). 

a) b) 

Zeit AgN03 HCN Zeit AgN03 HCN 
in Stunden verbraucht frei in Stunden verbraucht frei 

cern Ofo cern "o 

lf 0,1 0,8 1 /1o 0,1 0,8 '4 
P/4 0,6 5,0 1 0,6 5,0 
2 0,7 5,8 2 0,7 5,8 

12 0,8 6,7 12 0,8 6,7 
24 0,8 6,7 24 0,8 6,7 
68 0,8 6,7 68 0,8 6,7 

Danach wurde ein wenig NaOH his zur stark alkalischen Reaktion 
zugefugt, wodureh das Endgleichgewicht fast augenblicklich erreicht 
wird (Wirth 1 )), dann mit HN03 wieder sauer gemacht und titriert: 
AgN03 = 0,9 cern, 7,6% HCN entspreehend, in a) sowohl als in b). 

Versuch 2. Dieselbe Mischung wie in Versuch 1, aber eine andere 
Aziditat des Puffers. PH = c: a 6. Dbrigens wie in Versuch l. 

a) b) 

Zeit AgN03 HCN Zeit 
AgN03 HCN 

in Stunden verbraucht frti in Stunden 
verbraucbt frei 

cern Of cern 0 /o 

1 /2o 0,2 1,7 1/20 0,2 1,7 
P/s 0,8 6,7 P/6 0,8 6,7 
21/, 0,8 6,7 21 ;, 0,8 6,7 
61/2 0,8 6,7 61/s 0,8 6,7 

18 0,8 6,7 18 0,8 6,7 

1) Arch. d. Pharm. 249, 382, 1911. 
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Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: AgN03 

= 0,9 in a) sowohl als in b), 7,5% HCN entsprechend. 
Versuch 3. a)J25 cern Alkohol (47proz.) + 20 ccm Alkohol (95proz.) 

+ 20 ccm Ernulsinlosung (1: 50) + 15 cern Acetatpuffer + 2 cern 
Oxynitril. Ternperatur = 17°, PH. = c : a 6, Titrationsprobe = 10 cern. 

b) Wie in a), aber anstatt EmulsinlOsung 20 ccm Wasser. Das­
selbe PH wie in a). 

a) b) 

Zeit I At NO HCN 
inStunden ver raucLt frei 

ccm Oin 

Zeit 

I 
AtN03 HCN 

in Stunden ver raucht frei 
ccm 01o 

1/ao 0,2 2,2 1 /zo 0,2 2,2 
I 1,0 10,8 
2 1,1 11,9 
4 1,1 11,9 

1 1,0 10,8 
2 1,1 11,9 
4 1,1 11,9 

10 1,1 11,9 10 1,1 11,9 

Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimrnt: 
a) AgN03 = 2,3, 24,9% HCN, b) AgN03 = 2,4, 25,9% HCN 

entsprechend. 

V ersuch 4. 2 g Ernulsinpulver + 50 cern Wasser + 50 ·cern Alkohol 
(95proz.) + 10 cern Acetatpuffer + 2 cern Oxynitril. Temperatur = 18°, 
PH = c: a 5, Titrationsprobe = 10 cern, Polarisationsrohr = 200 rnm. 

Zeit AtN03 HCN 
Drebung 

in Stunden ver raucbt frei 
ccm Of 

1 /a~ 0,8 5,2 -0,2 
1/a 1,2 7,8 -0,4 

I 1,3 8,5 -0,4 
31/2 1,3 8,5 -0,5 
7 -0,4 

26 -0,0 

Danach wurde das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 best~mrnt: 
AgN03 = 3,2 cern, 20,8% HCN entsprechend. 

Nach 4 Stunden vom Beginn des Versuches wurden 30 cern der 
Substratmischung mit 30 ccm Wasser gemischt und sogleich zweirnal 
mit Ather ausgeschiittelt (jedesmal 15 cern). Der Ather wurde rp.it 
wasserfreiern Na2 S04 getrocknet, zurn halben Volumen eingeengt und 
davon 12,5 cern (gleich das Volumen des Polarisationsrohres) polari­
metrisch untersucht: OG- 0,3°. Dieser Teil wurde dann mit HCl auf 
dem Wasserbade verseift und die entstandene Kristallmasse in 15 cern 
Wasser gelost, wovon wieder 12,5 cern polarimetrisch untersucht 
wurden: OG + 1,8o. 
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Versuch 5. a) 2 g Emulsinpulver + 60 cern Wasser + 60 cern 
Alkohol (95proz.) + 10 cern Acetatpuffer + 2 cern Oxynitril. Tempe­
ratur = 18°, PH = c: a 4, Titrationsprobe = 10 cern. 

b) Wie in a), aber eine andere Aziditat des Puffers. PH = c: a 6,5. 

a) b) 

Zeit II AgNOa 
HCN Drehung 

in Stunden verbraucht frei 
cern o, 0 

Zeit II AgNOt 
H'CN 

Drebung 
in Stunden verbrauc t frei 

ccm 0/o 

1 0,3 2,8 -0,2 
14 0,3 2,8 -0,3 

1 0,3 2,8 -0,2 
14 0,4 3,8 -0,3 

25 0,3 2,8 -0,4 25 0,5 4,7 -0,2 
45 0,3 2,8 -0,2 45 0,5 4,7 0,0 
70 0,3 2,8 -0,1 70 0,0 

100 0,3 2,8 0,0 

Resultate. 
Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Geschwindigkeit der 

Spaltung von der Anwesenheit des Emulsins unabhangig ist und nur 
von der Aziditat der Losung bestimmt wird, wie es sich auch bei der 
Synthese nach meinen friiheren Untersuchungen (I. c. I, S. 30) ergeben 
hat. Bei groBerer Verdiinnung wird eine groBere Spaltung erhalten. 

Das optische Isomere, das d-Oxynitril, welches bei Anwesenheit 
von Emulsin mit der groBeren Geschwindigkeit synthetisiert wurde, 
wird jetzt auch am schnellsten gespalten, wodurch das 1-0xynitril 
wahrend des Verlaufs der Spaltung in VberschuB erhalten wird. Das 
aktive Oxynitril wird aber mit der Zeit razemisiert, und zwar urn so 
schneller, je mehr sich die saure Losung dem Neutralitatspunkt nahert. 
DaB die Linksdrehung der Losung nicht von der Emulsinsubstanz 
selbst verursacht wird, wurde dadurch gezeigt, daB bei der Verseifung 
des 1-0xynitrils Rechtsdrehung erhalten wurde. 

Das Wegfuhren der Spaltprodukte nach Feist ist unnotig, denn 
wenn nur die . Aziditat innerhalb geeigneter Grenzen gehalten wird, 
kann deutliche optische Aktivitat erhalten werden. DaB indessen 
Durchleiten von Luft wahrend der Spaltung sich als glinstig gezeigt 
hat, scheint mir dadurch erklart werden zu konnen, daB dann der 
entstehende Benzaldehyd schneller zur Benzoesaure oxydiert wird, 
wodurch groBere Aziditat erhalten und die Schnelligkeit der Raze­
misierung dadurch vermindert wird. 

Indem ich eine zusammenfassende Diskussion iiber die Rolle 
enzymatischer Katalysatoren im System Blausaure-Benzaldehyd­
Benzoxynitril auf meine nachste ausfuhrlichere Mitteilung verschiebe, 
mochte ich hier zur Erganzung und Verdeutlichung, und in einem 
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Punkte auch zur v'erbesserung meiner friiheren Darstellung folgendes 
anfiihren. 

DaB die (symmetrische) Bildung von Benzoxynitril durch Hydroxyl­
ionen ohne Mitwirkung von Emulsin synthetisiert wird, hat, wie ich 
in meiner ersten Mitteilung einleitend angab, Ultee 1) 1909 gezeigt. 
An· der gleichen Stelle habe ich bereits auf die Ergebnisse von Lap­
worth2) 1903 und auf die griindliche Studie von Wirth 3 ) hingewiesen, 
welcher fand, ,daB Hydroxylionen die Geschwindigkeit, mit der das 
Gleichgewicht ert'eicht wird, von heiden Seiten vergroBem, Wasserstoff­
ionen dagegen die heiden Reaktionen sehr stark verzogem". 

In einer kleinen Bemerkung zu dem hier behandelten Thema 
hebt Herr L. Rosenthaler4) hervor, er ,habe selbst schon vor langer 
Zeit (vgl. diese Zeitschr. 19, 186, 1909) bewiesen, daB diejenigen Be­
standteile des Emulsins, welche die Blausaureaddition beschleunigen, 
in der Hauptsache nichtenzymatischer Natur sind und also auch nicht 
identisch mit deni syn-Emulsin-Oxynitrilese". Ich fiihre die betreffende 
Stelle hier an : 

,Da der Zusatz von Saure, welche die Dissoziation der Blausaure 
zuriickdrangt, die Reaktion verzogert, so erfolgt die Addition der Blausaure 
nicht in Form ihrer undissoziierten Verbindungen, sondern als Ionen, ein 
SchluB, den schon friiher Lapworth (l. c.) aus seinen in anderer Weise an­
gestellten Versuchen gezogen hat. Es werden also alle Korper die Addition 
der Blausaure beschleunigen, welche eine Vermehrung der CN-Ionen­
konzentration herbeifiihren, ohne die Konzentration der zur Reaktion 
unbedingt notwendigen H-Ionen allzusehr herabzudriicken. Dazu sind 
Verbindungen der Alkalien und Erdalkalien mit schwachen Sauren und 
kaustische Alkalien in geringer Konzentration geeignet. Wahrend der 
Reaktion werden dann die infolge der Addition verschwundenen CN-Ionen 
durch die noch vorhandene nichtdissoziierte Blausaure nachgeliefert. Aus 
all dem darf fiir die durch Emulsin erfolgende Beschleunigung der Blau­
saureaddition folgendes geschlossen werden: Sie erfolgt zum Uberwiegenden 
Teil durch Verbindungen des Magnesiums, Oalciums und Kaliums, die als 
,Oyanionenbildner' zu wirken imswnde sind." 

Diesem Zitat stelle ich das Ergebnis meiner eigenen Versuche 
gegeniiber (l. c. I, S. 30, Zelle 1 bis 4). Unter Hinweis auf die Ver­
suche 1 bis 13 der ersten Mitteilung und der Abb. l und 2 l. c. kann 
ich meine Versuche in eine vollstandig ausgearbeitete Kurve der mit 
und ohne Beteiligung des Emulsins giiltigen Aziditatsfunktion zu­
sammenfassen: 

PH • . . ·112,9 13,0 I 3,1 I 3,3 I 3,4 I 3,5 I 4,1 I 4,4 I k. 103 . . . 0,06 0,11 0,3 1,4 2,2 3,6 12 18 

1 ) Rec. d. Trav. d. Pays-Bas 28, 1 u. 248, 1909. 
2 ) Journ. Chern. Soc. 83, 995, 1903. 
3 ) 1. c. 
4 ) Diet'le Zeitschr. 128, 606, 1922. 

5,3 1 6,1 1 8,0 
50 290 2000 
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Durch diese Messungen it~t die Aziditatsfunktion zum ersten Male 
quantitativ festgestellt worden. 

Dber Herm Rosenthalers und meinen relativen Antell an der 
Aufklarung der nicht enzymatischen Benzoxynitrilsynthese diirfte 
sich hiemach eine Diskussion erubrigen. 

Was dann die Richtigkeit der Rosenthalerschen Annahme eines 
syn- und eines dia-Emulsins betrifft, so ist vielleicht zunachst (lie 
allgemeine Bemerkung gestattet, daB die Enzymchemie in den 
letzten 10 Jahren keinen Fall gezeigt hat, in welchem die A1lnahme 
eines besonderen synthetisierenden Enzyms auch nur wahrscheinlich 
gemacht wiirde. Der Fall Oxynitrilese-Oxynitrilase wiirde also ganz 
vereinzelt dastehen. 

Aber auch wenn man die in diesem speziellen Falle vorhandenen 
Tatsachen, auf welche Rosenthaler die gesonderte Existenz seiner 
Oxynitrilese und Oxynitrilase zu stutzen versucht, naher betrachtet, 
wenn man insbesondere in Erwagung zieht, was sich aus der Dar­
stellungsweise der heiden Enzympraparate fur tatsachliche Unterschiede 
ergeben, so wird man die Existenz einer besonderen Oxynitrilese als 
unbewiesen bezeichnen miissen. 

Bis jetzt besteht keine Tatsache, welche nicht mit der theoretischen 
Forderung in Einklang ware, daB das Benzoxynitrilgleichgewicht -
soweit es uberhaupt von einem Enzym abhangt - von heiden Seiten 
her durch den gleichen enzymatischen Katalysator eingestellt wird. 

Was dann eine von Herrn Rosenthaler beanstandete , , vollig falsche 
Auffassung" fiber den Emulsinbestandteil betrifft, welchen er als 
syn-Emulsin bezeichnet hat, so dar£ ich zunachst aus der Einfiihrung 
zu meiner ersten Mitteilung wortlich zitieren: ,Das neue asymmetrisch 
synthetisierende Enzym wurde von ihm (Rosenthaler) syn-Emulsin 
(diw-Emulsin, d-Emulsin) genannt." 

Dagegen konnte die Formulierung meiner Zusammenfassu~g 

Anla13 zu MiBverstandnis geben. Daselbst steht: ,Samtliche sym­
metrisch-kinetischen Wirkungen ... erkHiten". Dieser Satz ist durch 
folgenden zu ersetzen: Siimtliche symmetrisch-kinetischen W irkungen 
lassen sich einfach, ohne Einfiihrung besonderer Hypothesen, als Aziditiits­
wirkungen erkliiren. Der folgende Satz: ,Fiir diese Wirkungen wird die 
Annahme eines synthetischen Enzyms ... folglich uberflussig und 
hinflillig" soli wegfallen. 

Hinsichtlich einiger kritischer Bemerkungen Herrn Rosenthalers 
in Fermentforschung (I>, 334, 1922) kann ich mich noch kurzer fassen: 

Die Berner kung, ich hatte den Silberverbrauch des Emulsins nicht in 
Ab2<ug gebracht, ist nicht richtig; derselbe ist in Abzug gebracht worden, 
soweit er nicht vollkommen in den Bereich der Versuchsfehler fiel; er 
war stets so klein, da13 mir seine besondere Angabe uberflussig erschien. 
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Die Reaktionssysteme sind in solchen Temperaturgrenzen konstant 
gehalten worden, daB die durch die Temperaturschwankungen (etwa 
+ 0,2o) verursachten Fehler wohl innerhalb der Grenzen der sonstigen 
Versuchsfehler lagen; damit erledigt sich die Bemerkung beziiglich 
des Thermostaten. 

Wenn schlieBlich Herr Rosenthaler sagt, daB ich die Alkalinitat 
des Glases nicht beriicksichtigt habe, so beruht auch dieser Einwand 
vielleicht auf einer nicht vollstandigen Vertrautheit mit den modernen 
physikalischen Methoden der Aziditatsmessung. Eine kurze t!ber­
legung wird Herrn Rosenthaler davon iiberzeugen, daB durch die elektro­
metrische Bestimmung der stets genau angegebenen PwWerte die 
gesamte Aziditat (bzw. Alkalinitat) der Losungen gemessen wird, so 
daB damit die vom Glase eventuell in Losung gegangenen Alkalimengen 
berucksichtigt sind. 

Ferner kann ich es vielleicht unterlassen, mit Herrn Rosenthaler 
die Richtigkeit der Berechnung meiner nach der Formel fur bimolekulare 
Reaktionen berechneten Koeffizienten naher zu diskutieren, sondern 
kann mich auf den Hinweis beschranken, daB meine S. 340 seiner 
Arbeit erwahnten ,Konstanten" oder besser ,Koeffizienten" richtig 
berechnet, andererseits nicht weiter quantitativ verwertet und auch 
zu keinen Schliissen verwendet worden sind. 



V ersuehe zur Reinigung 
der Oxynitriblse nnd einige Eigensehaften derselben. 

Von 

E. Nordefeldt. 

(Aus dem biochemischen Laborat.orium der Universit.at Stockholm.) 

(Eingegangen am 25. Marz 1925.) 

Mit 5 Abbildungen im Text. 

Zu meinen friiher in drei Aufsatzen1) veroffentlichten Versuchen 
iiber die Bedeutung des ,Emulsins" bei der asymmetrischen Synthese 
des Benzoxynitrils aus Benzaldehyd und Cyanwasserstoff wird bier 
eine neue Untersuchung iiber die Oxynitrilese gefiigt. Ich bezeichne 
bier die unbekannte (vermutlich enzyma.ti.Eche) Substanz, welche die 
Bildung von asymmetri.Echem Oxynitril bewirkt, a.Is Oxynitrilese. 
Da~t soil nur ausgedriickt werden, daB das Enzym durch die asym­
metrisch synthetische Wirkung charakterisiert wird. Die Frage, ob 
an dieser Wirkung eine asymmetrische Spaltung beteiligt ist, soli durch 
diese Bezeichnung, welche den Vorzug der Einfachheit hat, nicht 
beriihrt werden. 

Ich werde im folgenden iiber mehrere Methoden berichten, wodurch 
eine Reinigung der Oxynitrilese in den Praparaten erzielt wird. Mit 
den reinsten, so gewonnenen Prii.paraten habe ich einige Eigenschaften 
dieses Katalysators studiert. Speziell habe ich Versuche iiber die 
Kinetik der Oxynitrilbildung angestellt und auch versucht, das 
Molekula.rgewicht des Enzyms angenahert zu bestimmen. 

Am Ende des Aufsatzes findet man eine kurze Zusammenfassung 
der in dieser und meinen drei friiheren Arbeiten gewonnenen Resultate. 

I. Berstellung des Rohpriparats. 
Als Rohpraparat bezeichne ich ein durch Acetonfallung von 

Mandelextrakt erhaltenes Pulver. 

1. Die Aciditat bei der Extraktion. 

lch hatte gefunden, daB Wasser, mit ein wenig Alkali versetzt, 
viel mebr Substanz aus den Bittermandeln ausl08t als angesii.uertes 
Wasser. Seibstverstandlich ist damit nicht gesagt, daB auch mehr Enzym 

1) Diese Zeitschr. 118, 15, 1921; 131, 390, 1922; 187, 489, 1923. 

1 
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durch Alkali herausgelost wird. Es war indessen notwendig, eine 

Aciditat ausfindig zu machen, wo die Extraktion eine Fliissigkeit ergab, 

die nach Acetonfallung das bestmogliche Enzympraparat lieferte. 
Bittermandeln wurden wahrend drei Minuten in 70gradigem 

Wasser gehalten, dann schnell gekiihlt, geschalt und in der Miihle 

gerieben. Das Pulver Wurde durch Pressen zwischen Filtrierpapier 
von einem Teile des Fettes befreit, danach einige Male mit .Ather ge­

waschen und schlieBlich an der Luft getrocknet. 
Proben von 20 g wurden jetzt wahrend einiger Stunden mit gleichen 

Mengen (200 cern) Wasser geschiittelt. Verschiedene Aciditaten wurden 
durch Zusatz von Ammoniak oder Essigsaure eingestellt. Niwh Filtration 

wurden von jedem Extrakt 80 cern genommen und mit je ,200 cern 

Aceton gefallt. Die Niederschlage wurden getrocknet und gewogen. 
Die Gewichte findet man in der Tabelle I (A). Die iibriggebliebenen 

Teile der Extrakte wurden mit Essigsaure bzw. Ammoniak zu der­

selben Aciditat gebracht: PH war nach der kolorimetrischen Bestimmung 
4,5, Die dabei entstandenen Niederschlage zeigten sich enzymatisch 

unwirksam mid wurden verworfen. Von den Filtraten wurden 80 cern 

genommen und wie o ben mit Aceton gefiUlt~ Die Niederschliige wurden 

getrocknet und .gewogen (B in der Tabelle I). 
, Es wurde nun die Wirksamkeit der Pulver bestimmt. Von den 

A-Praparaten nahm ich 0,35 g, von den B-Praparaten 0,165 g, und 
setzte dazu _ 5 cern Wasser. N ach 24 Stun den wurde die Reaktions­

mischung hinzugesetzt. Diese hestand aus 1 cern Benzaldehyd + 22,2 cern 

(aquivalente Menge) HCN-Losung (Alkohol: 60 Volumprozent) + 5 cern 

Acetatpuffer (molare Losung). In dieser Mischung war PH 5,2. Das 
Aldehyd war niittels NaHC03 und Destillation von Benzoesaure befreit. 
Nach einer Stunde wurde der Eiweil3niederschlag, der enzymatisch 

inaktiv war, abfiltriert und dan:ach der Zuwachs der Rechtsdrehung 

bebbachtet (2 dm Rohr, Na-Licht). Nach etwa 3 Stunden hatte die 
Drehung ihr Maximum erreicht und nahm danach langsam ab, urn 

nach etwa 100 Stunden Null zu werden; Die Drehungsmaxima findet 

Plan in der folgenden Tabelle I. 

Tabelle I. 

j 
A B 

Extraktionsfliissigkeit Gewicht des 

I 
Gewicht des 

I Niederschlags Drehung Niederschlags Drehung 
g g 

1 

Il+~) ... -l 0,45° 1,2 0,50° 
2 185 ~ + 15 2,3 0,50 1,0 0,50 
3 190 ., + 10 cern konz. 2,3 0,50 1,0 0,50 
4 195 ~ + 5 NHa 2,0 0,50 1,1 0,45 
5 200S+O · 0,6 0,60 0,7 0,60 
6 195 8 + 5ccm Eisessig 0,4 0,90 0,2 1,00 
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Den relativen Reinheitsgrad der Praparate konnen wir vorlaufig 
folgendermaBen ausdriicken (siehe unten Abt. II, I und V, A): 

. . Ettehung 
Rel. Remhmtsgrad = g Enzympraparat in der Reaktion 

Die Ausbeute wird dann durch den Ausdruck: 
. Drehung 

A us beute = g N1ederschlag · --:;En;-----:-.. ----:--~c----=----:c--=--
g zympraparat in der Reaktion 

ausgedriickt. Stelle ich diese Zahlen fiir die verschiedenen Nieder­
schlage zusammen, ergibt sich folgende Tabelle II: 

Tabelle II. 

Nr. 1!1, A II Reinheitsgrad Ausbeute Reinheitsgrsd 

B 

Ausbeute 

~1----1 1,3 3,3 -II 3,0 3,6 
2 1,4 3,2 3,0 3,0 
3 1,4 3,2 3,0 3,0 
4 1,4 2,8 2,8 3,1 
5 1,7 1,0 3,6 2,5 
6 2,6 1,0 6,1 1,2 

Es ist aus dieserTabelle Ieicht zu sehen, daB das giinstigsteResultat 
in den Versuchen B I, 2 und 3 erreicht wurde. Das beste Verfahren 
ist also, das Enzym (mit viel EiweiB und dergleichen) mit Alkali zu 
extra.hieren und danach mit Saure das damit fallbare EiweiB zu ent­
fernen. Da bei der Extraktion saure Substanzen (unter anderen Benzoe­
saure) gebildet werden, muB ab und zu ein wenig Alkali zugefiigt werden. 
Die Extraktion wurde gewohnlich iiber einen Tag und eine Nacht 
ausgedehnt. 

2. Einflu/3 des Fettgehaltes der Mandeln. 

Da es moglich erschien, daB aus schon vorher von Fett befreiten 
Ma.ndeln ein besseres Enzympraparat dargestellt werden konnte, wurden 
einige Versuche iiber die Fettextraktion ausgefiihrt. 

A. Aus 300 g Mandeln wurde durch alkalische Extraktion und 
Acetonfallung ein Roh-Enzym gewonnen. Beim Trocknen wurde viel 
01 ausgeschieden, das durch mehrmaliges Waschen mit Aceton entfernt 
wurde. Das trockene Pulver wog 40 g. 

B. 300 g Mandeln wurden im Soxhletapparat mit Ather ext,rabiert. 
Sie wogen dann 160 g. Daraus wurde wie friiher ein Rohpraparat mit 
einem Gewicht vcn 43 g gewonnen. 

C. Die Extraktiou wurde jetzt mit Aceton vorgenommen, wonach 
170 g Substanz zuriickblieben. Das daraus dargestellte Enzympraparat 
wog 42g. 

Da. diese drei Praparate die gleiche enzvmatische Wirkung zeigten, 
ist die Ausbeute und die Reinheit also etwa diesel be. Die Fettextraktion 

1* 
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fiihrt also keinen Verlust oder Gewinn mit Da indessen viel Aceton 
oder Ather zum Wegwaschen des Oles notig ist, wurden aile im folgenden 
beschriebenen Praparate aus einem beinahe fettfreien, feingemahlenen 
Pulver hergestellt, das unter dem Namen ,Placent Amygdalnr. amar." 
im Handel vorkommt. 

3. Die Acetonfiillung. 
Eine Losung vonRoh-Enzym wurdemit I VolumenAceton versetzt, 

derNiederschlag abfiltriert und getrocknet und das Filtrat mit 9 Volumen 
Aceton versetzt. Dabei wurde nochmals ein Niederschlag erzeugt, 
der abfiltrier.t und getrocknet wurde. Von den zwei Niederschliigen 
wurde 0,1 g auf enzymatische Wirksamkeit gepriift. Der letzte Nieder­
schlag war mehr als dreimal kriiftiger. Bei Fallung mit geringen Aceton­
mengen fallen also hauptsachlich inaktive Beimengungen aus. 

lch stellte jetzt. 200 ccm einer 3,68proz. LOsung von Roh-Enzym 
her, wozu steigende Mengen Aceton gefiigt wurden. Wenn 150 ccm 
Aceton zugesetzt waren, wurde die Fliissigkeit triibe. Mit noch 200 ccm 
Aceton wurde nun ein groBer Niederschlag erzeugt, der abfiltriert und 
getrocknet wurde. Von dem Filtrat, das durch mehr Aceton keinen 
weiteren Niederschlag gab, wurden 270 com bei vermindertem Druck 
und bei 300 auf 65 ccm eingeengt. Von der konzentrierten L08ung 
erregten 10 ccm in der Substratmischung von 27,2 ccm keine wahr­
nehmbare Drehung und enthielten folglich kein Enzym. Durch Zusatz 
von :P,5 his 2 V olumen Aceton wird also alles Enzym gefallt, und iiber­
schiissiges Aceton hat nur die Wirkung, daB sich der Niederschlag 
schneller bildet und Ieichter filtriert. 

In diesem Zusammenhang will ich bemerken, daB ein kraftiger 
Niederschlag immer entsteht, wenn roke EnzymlOsung mit dem Substrat 
vermischt wird. Es ist indessen fiir die Ausbild.ung der Rechtsdrehung 
belanglos, ob dieser Niederschlag abfiltriert wird oder wahrend der 
Reaktion in der Fliissigkeit verbleiben darf. So konnte auch eine Roh­
emulsinlosung vollstiindig durch cyanwasserstoffhaltigen Alkohol 
gefiillt werden, ohne daB das Enzym ausgefa1lt wurde. 

TI. Reinigung des Roh•Emulsins. 
1. Dialyse. 

Rob-Emulsin wurde mit Wasser geschiittelt, wobei ein kleiner 
unwirksamer Rest abfiltriert und verworfen wurde. Das Filtrat wurde 
mit Toluol versetzt und in groBen Kollodiumschlauchen wiihrend einer 
Woche gegen flieBendes Wasser dialysiert. Dabei setzte sich auf dem 
Boden der Schliiuche ein weiBer Niederschlag ab, der indessen en­
zymatisch unwirksam war. 

Das Trockengewicht der urspriinglichen LOsung betrug 2,18 Proz. 
und ihr Aschengehalt 0,13 Proz. Die dialysierte L08ung war 1,26prQz. 
und hatte den Aschengehalt 0,02 Proz. Durch mehrere Versuche mit 
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heiden Losungen wurde gefunden, daB die Dialyse keine Abnahme der 
Wirksamkeit mitgefiihrt hatte. Dies wurde so untersucht, daB in zwei 
Reaktionsmischungen von je 1 cern Aldehyd, der aquivalenten Mengen 
Cyanwasserstoff, Acetatpuffer zur optimalen Aciditat und 2,5 cern 
von 'jeder Enzymlosung zum Totalvolumen 18 cern, die Maximal­
drehungen (00, 80 und 0°, 80 bzw.) und die totale Synthese (etwa 
95 Proz.) beobachtet wurden. Hieraus berechnen sich die spezifischen 
Drehungen der heiden Oxynitrillosungen zu je 5,1°. Urn einen zahlen­
maBigen Ausdruck fiir den Reinheitsgrad zu bekommen, verfahren 
wir folgendermaBen: Die in den Substratgemischen beobachtete 
Rechtsdrehung ist der Enzymmenge proportional (siehe weiter unten 
V, A) und kann also als MaB der Enzymmenge dienen. Nun ist in­
dessen in den verschiedenen Versuchen aus auBeren Grunden die 
Verdiinnung der Substrate nicht ganz dieselbe, aber da die Total­
synthese in samtlichen Fallen beinahe die gleiche ist, konnen wir als MaB 
der Enzymmenge die spezifische Drehung des Oxynitrils wahlen. Wir 
. . . sp. Drehung . . 

fmden dann: Remhmtsgrad = E .. · Der Remhmtsgrad 
g nzympraparat 

berechnet sich dann fiir das Rohpraparat zu 100 und fiir das 
durch Dialyse gereinigte zu 165. Durch einfache Dialyse kann 
also eine betrachtliche Erhohung des Reinheitsgrades erzielt werden. 
(DaB die lange Dialysezeit an sich keine Zerstorung bewirken kann, 
wird dadurch bewiesen, daB dialysierte Enzymlosungen, mit Toluol 
versetzt, bei Zimmertemperatur wahrend Monaten ohne nennenswerte 
Abnahme der Wirksamkeit aufbewahrt werden konnen.) 

Versuche, die dialysierte Losung mit Alkohol oder Ather zu fallen, 
scheiterten aus dem Grunde, daB der kleine Niederschlag nicht in 
filtrierbarer Form ausfiel. Erst beim Zusatz eines geeigneten Elektro­
lyten wurde das Enzym wirklich gefallt. Die Reinigung durch Dialyse 
und Fallung ist also ohne Zusatz von z. B. MgS04 unmoglich, und 
der Zweck der ersten Dialyse wird ja dadurch verfehlt. Ubrigens zeigte 
ein auf diese Weise gewonnenes Praparat einen Reinheitsgrad, der nicht 
groBer war als derjenige der nur einmal dialysierten Losung. 

2. Fraktionierte Fiillung mit Saure. 

Von der groBen Menge inaktiver Substanz, die bei ~er alkalischen 
Extraktion nebst dem Enzym in Losung geht, kann ein wesentlicher 
Teil mit Saure beseitigt und dann das Enzym mit Aceton ausgefallt 
werden. So wurden z. B. 400 g Placent mit 2 Liter Wasser angeriihrt 
und danach in kleinen Portionen 60 cern 2 n Natronlauge zugesetzt. 
Die Mischung wurde wahrend 24 Stunden geriihrt, dann mit 120 cern 
n Essigsaure gemischt und schlieBlich filtriert. Vom Filtrat wurden 
1,5 Liter mit 4,5 Liter Aceton gefallt. Der Niederschlag wog trocken 
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30 g. Dies Praparat war wirksamer und in der Farbe weiBer als das 
mit Wasser extrahierte, das seinerseits weiBer war als das aus-dem 
alkalischen Extrakt direkt .ausgefallte hellbraune und wenig wirk­
same Praparat. 

Auch in einer Losung des Roh-Ernulsins ruft Saure einen Nieder­
schlag hervor, der sich in t!berschuB der Saure lOst. Urn die fiir die 
Fiillung optirnale Aciditat kennenzulernen, wurde eine Roh-Enzym­
losung bereitet und in Mengen von 100 cern mit wechselnden Mengen 
Essigsaure versetzt, wonach die Niederschlage abfiltriert wurden. In 
den_ Filtraten wurde die Aciditat elektrornetrisch gemessen und das 
Trockengewicht bestimmt. Dann wurde in je 5 cern die enzymatische 
Wirkung gernessen, durch Beobachtung der maximalen Rechtsdrehung 
in einer Reaktionsrnischung von 2 cern Aldehyd + Cyanwasserstoffl) 
+ Puffer+ Enzyrn = 30,6ccm. Aus den spezifischen Drehungen wurden 
die Reinheitsgrade der verschiedenen EnzymlOsungen berechnet (Ta­
belle III und Abb. 1). 

Aciditiit 
PH 

8,5 
(keine Siiure) 

7,4 
5,4 
5,1 
5,0 
4,8 
4,6 
4,2 
3,9 

Tabelle III. 

Trockengewicht Maximale 
Proz. Drebung 

2,61 1,30° 

2,53 1,30 
2,20 1,30 
0,98 1,25 
0,70 1,30 
0,63 1,30 
0,65 1,25 
1,45 0,90 
2,60 0,60 

0 

r 
1// ~ 
,v ~ 

I i 
! 

3 II- 5 

Spezifiscbe 
Reinbeitsgrad 

Drebung 

8,0° 61 

8,0 63 
8,0 73 
7,7 157 
8,0 228 
7,7 253 
8,0 236 
5,5 76 
3,7 28 

~ ·"' ~ 
~ 
~ 
~ 
~ 
.::; 

7 

Abb. 1. Trockengewicht (x) und enzymatische Aktivitiit (o) bei verschiedenen 
Aciditiiten. Die Aktivitiit ist als Reinheitsgrad willkiirlich aufwirts abgesetzt. 

-----
1) Bei allen Versuchen war, werm nicht anders gesagt wird,. die 

Cyanwa.sserstoffmenge dem Aldehyd aquivalent. 
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Bei steigender .Aciditat wird also immer mehr EiweiB gefallt, bis 
bei PH - 4,8 das Maximum erreicht wird. Setzt man mehr Saure hinzu, 
lost sich der Niederschlag wieder, (als .Acidalbumin) bei PH = 3,9 voll­
standig. Obgleich das Trockengewicht von 2,6 his 0,6 Proz. abnimmt, 
wird kein Enzym gefallt. Durch eine Fallung mit Saure bis PH = 4,8 
kann also die enzymatische Kraft des Praparats vervierfacht werden. 

3. Adsorption durch Tonerde. 

Das Aluminiumhydroxyd wurde folgendermaBen hergestellt. Ein 
Kilogramm .Al2 (S04)3 + 18 H 2 0 wurde in 3 Litern kochenden Wassers 
gel6st und die Losung in 3 Liter heiBer 20proz. NH3 eingegossen. Die 
Mischung wurde 10 Stunden gekocht und der Niederschlag dann so 
lange durch Dekantation mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser 
mit Nesslers Reagens keine Farbung gab. Das Tonerdehydrat wurde 
in 5proz. Suspension aufbewahrt. Die schleimige Mischung hatte eine 
.Aciditat PH = 6,8 (elektrometriseh gemessen). 

A. Tonerdehydrat sorbiert. Phosphat und Arsenat eluieren. 

Von einer dialysierten Enzymlosung (Troekengewicht 0,60 Proz., 
.Asehengehalt 0,01 Proz., PH= etwa 6) wurden 250 cern mit 50 cern 
Al-Suspension verriihrt. Nach 30 Minuten wurde das Tonerdehydrat 
abfiltriert, mit ein wenig destilliertem Wasser gewaschen und dann mit 
einer 1 proz. Losung von KH2 As04, die mit NH3 gegen Phenolphthalein 
neutral gemaeht war, geschiittelt. Nach Filtration wurde die Elution 
dialysiert. Das Troekengewicht war dann 0,13 Proz. und der .Aschen­
gehalt 0,03 Proz. In 15 cern dieser Losung und in 2,5 cern der urspriing­
liehen Losung + 12,5 cern Wasser wurde die enzymatische Wirkung 
gemessen (2 cern Aldehyd in Totalvolumen 37 cern). Die Mengen der 
Losungen waren so gewahlt, daB sie gleichen Mengen fester Substanz 
entsprachen. Im ersten Faile wurde die Drehung 1,35°, im zweiten 
Faile 0,22° beobachtet (die Aciditat war in heiden Fallen PH= 5). 
Die spezifischen Drehungen berechnen sich hieraus zu 1,6 bzw. 10,0°, 
wobei man findet, daB der Reinheitsgrad der urspriinglichen Losung 109 
und der der gereinigten Losung 667 ist. Der Reinheitsgrad der dialy­
sierten Elution ist also sechsmal grof3er als die der Ausgangsli.isung 
(die Drehungen sind so klein, daB sie den Enzymmengen proportional 
sind). 

Das Arsenat kann durch Phosphat ersetzt werden. 

B. Menge sorbierter Substanz. 

Von einer dialysierten, neutralen 1,64proz. Roh-Emulsinlosung 
wurden drei Proben von 100 cern mit verschiedenen Mengen .Al-Suspen-
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sion versetzt. Nach einer Stunde wurde filtriert und in den Filtraten 
das Trockengewicht und die enzymatische Kraft bestimmt (2 ccm 
Aldehyd in Totalvolumen 25 cern). In den zwei letzten Proben (siehe 
Tabella IV) war das Enzym vollstandig sorbiert worden. Die Sorbate 
wurden mit je 50 ccm I proz. ArsenatlOsung eluiert (PH = 6,2). Nach 
dreitagiger Dialyse wurden in 10 cern die enzymatische Wirkung und 
das Trockengewicht bestimmt. 

Al•Hydroxyd 

g 

0 
0,5 
1,5 
2,5 

Tabelle IV. 

Nicht sorbierte 
Substsnz 

g 

1,64 
0,86 
0,23 
0,05 

Tro~kengewicht der 
dialys. Elution 

Proz. 

0,04 
0,03 
0,05 

Drebung duwb 
10 ~em Elution 

0,22° 
0,20 
0,10 

Von 0,5 g Al-Hydroxyd ist also etwa die Hiilfte ·der Trocken­
substanz sorbiert worden, von 1,5 g beinahe alles. Dabei ist die 
Sorption des Enzyms vollstiindig. Da hier wie gewohnlich der Rein­
heitsgrad betrachtlich erhOht worden ist (mit 1,5 g his 330), miissen 
wir schlieBen, daB die Elution, nicht aber die Sorption, recht selektiv 
sein muB. 

(Besondere Versuche zeigten, daB eine Menge der Roh-Enzym­
lOsung, die in Trockengewicht 10 cern der Elution entsprach, keine 
merkbare Drehung hervorrufen konnte, und daB also eine groBe Ver­
besserung des Reinheitsgrades erzielt worden war.) 

C. Abhangigkeit der Sorption von der Aciditat. 

Eine Roh-Emulsinlosung mit dem Trockengewicht 2,27 Proz. wurde 
mit Essigsaure gefiillt. Vom Filtrat (Trockengewicht 0,55 Proz.) wurden 
Proben genommen, die mit Salzsaure, Essigsiiure oder Natronlauge zu 
verschiedenen Aciditiiten gebracht wurden (elektrometrische Messung). 
Nun wurden 50 ccm von jeder Probe mit je 5 ccm At-Suspension ver­
setzt und 30 Minuten geschiittelt, wonach PH noch einmal bestimmt 
wurde. Die Elution wurde mit 10 cern molarer Na2 HP04 + 15 ccm 
Wasser wahi-end einer halben Stunde vorgenommen. Nachdem die 
Filtrate 15 Stunden dialysiert waren, wurde die Aciditiit wieder bestimmt 
und die Maximaldrehung im Substratgemisch (10 ccm Enzymlosung 
+ 2 ccm Aldehyd + 16,3 ccm 1,19 n HCN-LOsung + 5 cern Acetat­
puffer, PH= 5,2) beobachtet. Das Trockengewicht der dialysierten 
Elutionen war im Durchschnitt 0,04 Proz. 
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Tabelle V. 

PH Maxi- PH Maxi· 

vor der nacl! der nach der male vor der nach der nach der male 
Sorption Sorption Dialyse Drehun11 Sorption Sorption Dialyse Drthung 

0,35 0,66 6,10 0,00° 5,16 5,47 6,88 1,70° 
1,91 2,81 6,30 0,85 5,79 6,20 6,95 1,75 
3,39 3,63 6,28 1,30 9,06 7,00 6,98 1,75 
3,51 3,71 6,27 1,35 11,31 8,25 7,02 1,45 
4,19 4,30 6,30 

II 
1,55 12,70 12,60 7,12 0,15 

4,69 4,95 6,77 1,65 13,17 13,15 7,59 0,00 

'-"" / 
..._ 

.......... 

/ 

""' 
/ 

~ '\ v 1\ _/ 
1 2 3 5 5 7 8 g 10 11 12 13 

P~t 
Abb. 2. Sorptions•Pa•Kurve. 

Obgleich ohne Schiidigung des Enzyms die Sorption zwischen 
PH = 3 und 10 vorgenommen werden kann, ist es aus Tabelle V und 
aus Abb. 2 ersichtlich, daB man die groBte Sorption bei P:H = 6 his 7 
erzielt. 

Wenn man wie hier zuerst das mit Saure fallbare EiweiB beseitigt 
und danach die L08ung durch Sorption reinigt, wird sie so eiweiBfrei, 
daB kein Niederschlag bei Zufiigung des Substrats entsteht. Bei Ver­
wendung eines so gereinigten Enzyms kann also die Ausbildung der 
Rechtsdrehung stetig beobachtet werden. 

D. Elution bei verschiedener Aciditi.i.t. 

Nachdem durch Vorproben gefunden worden war, daB alkalisches 
Arsenat weit mehr Enzym eluiert als saures, wurde die Aciditiit der 
maximalen Elution herausgesucht. Die Elutionsflii~sigkeit war 
2/ 3 molares Phosphat, das durch NaOH auf verschiedene Aciditaten 
gebracht wurde, die elektrometrisch bestimmt wurden. 

Eine Roh-Emulsinlosung wurde dialysiert, wonach das Trocken­
gewicht 2,27 Proz. gefunden wurde. Von dieser Losung wurden 600 ccm 
mit 130 ccm Tonerde-Au.fschliimmung versetzt, und nach 24 Stunden 
wurde das Sorbat abfiltriert, wonach das Trockengewicht des Filtrats 
0,40 Proz. und der Aschengehalt 0,01 Proz. war. Das Sorbat wurde 
in lOOccm Wasser aufgeschlammt. Davon wurden je 15 cern mit 2 ccm 
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PhosphatlOsung bestimmter Aciditat gemischt. Nach 17 Stunden 
wurden die Elutionen filtriert, 5 ccm der Filtrate mit dem Substrat 
gemischt und die Maximaldrehung beobachtet (2 ccm Aldehyd, 5 cern 
Acetatpuffer mit PH = 5,2 in der Mischung) Totalvolumen 25 ccm. 

TqbeUe VI. 
Aciditat bei der Elution • 5,0 5,8 6,4 6,8 7,2 7,7 8,6 11,3 
Maximaldrehung . . • , • 0,30 0,50 1,05 1,60 1,85 2,00 2,10 2,10° 

Wie a.us der Tabelle Vl hervorgeht, wird also durch alkalische 
Elution weit mehr Enzym frei~acht als durch saure. 

Mit einer anderen Roh-Emulsinl08ung wurde ein ahnlicher Versuch 
angestellt, wobei die Aciditat der Fhosphatmischung in noch weiteren 
Grenzen variiert wurde. Die Elutio:noo wurden vor der Priifung 
dialysiert. Es ergab sich, daB bei P:a = 0,88 kein Enzym eluiert 
wurde, daB bei PH = 4,8 ein wenig Enzym frei gemacht war und daB 
die ausgelOste Enzymmenge danach mit fallender Aciditat stetig zunahm, 
um bei kraftiger Alkali:n,itat (PH = 13) wieder klein zu werden; was 
allerdings auf Enzymzerstorung beruhen kann. 

Auch durch Elution mit Alkali ohne Phosphat (PH= 10,3) wurde 
eine wirksame Losung erhalten, die indessen nach Dialyse eine nur halb 
so groBe Drehung gab als die mit Phosphat von derselben Aciditat 
gewonnene Losung. Wasser ohne Alkali lOste kein Enzym aus. An­
scheinend ist also die Aciditat ausschlaggebend und das Phosphat 
scheint dadurch beizu~ragen, daB es unlOsliches Al-Phosphat liefert, 
wo bei das Enzym verdrangt wird. In den folgenden Versuchen wurde 
mit 0,5 molarer PhophatlOsung eluiert (PH= 9- 10) 1). 

E. Sorption durch Ferrihydroxyd. 

Das · Ferrihydroxyd wurde in derselben Weise wie das Tonerde­
hydrat hergestellt, indem Ferrisulfat heiB mit starkem NH3 gefallt 
wurde. Die Aufschlammung des ausgewaschenen Hydroxyds hatte 
ein Trockengewicht von 5,5 Proz. 

200 ccm einer sauregereinigten 0,82proz. Enzymlosung wurden 
mit 50 ccm. der Fe (0 H)3-Aufschlammung geschiittelt. Nach einer 
Stunde wurde filtriert und mit 25 ccm Phosphatlosung + 25 cern Wasser 
eluiert (PH= 8,5). Das Filtrat von der Sorption mit dem etwa nicht sor­
bierten Enzym hatte das Trockengewicht 0,47 Proz. und PB·= 6,3. 
Es wurde gefunden, daB die Losung keine enzymatische Wirkung 
zeigte. Die Elution wurde dialysiert, wobei etwas Ferrihydi-oxyd aus-

1) Wie aus den neueren Untersuchungen (besonders von Willstiitter) 
hervorgeht, konnen aus Sorptionsversuchen an unvollstandig gereinigten 
Enzymen keine Schliisse iiber ihre elektrochemische Natur gezogen werden. 
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flockte. Nach Filtrieren zeigte die dialysierte Losung das Trocken­
ge\\icht 0,29 Proz. und PH = 6,8. Die enzymatische Wirkung wurde 
nun in je 5 cern der u,rspriinglichen Losung und der Elution bestimmt. 
Die Drehungen 0,95 und 0,60° wurden beobachtet (2 cern Aldehyd in 
25 cern). Die Elution gibt eine ziemlich schlechte Ausbeute, aber trotz­
dem ist die eluierte Losung bedeutend reiner als die AusgangslOsung 
(in diesem Falle sind die Reinheitsgrade 120 bzw. 214). Eine Reinigung 
kann also sowohl mit Fe als mit Al ausgefiihrt werden. 

Es wurden nun zwei vergleichende Sorptionsversuche mit gleichen 
Mengen Al(OH)3 und Fe (OH)3-Aufschlammung ausgefiihrt. Von den 
Elutionen wurden in Trockengewicht gleiche Mengen auf Enzym 
gepriift, wobei es sich herausstellte, daB die Drehungen sich wie I :0,85 
verhielten. Es scheint also, als ware das Tonerdehydrat ein wenig 
iiberlegen. 

Bei einem Versuch, mit einer zweiten Sorption die Elution weiter 
zu reinigen, wurde keine deutliche Verbesserung wahrgenommen. 

F. Versuche zur Sorption mit Kaolin. 

Es wurde von einer schon mit Al gereinigten Enzymlosung aus­
gegangen, und Sorptionsversuche sowohl in saurer als in alkalischer 
Losung wurden gemacht. In den Phosphatelutionen fand ich indessen 
kein Enzym. In einem anderen Versuch wurden die Sorbate direkt 
gepriift, enthielten aber kein Enzym. 

G. Reinigung mit Bleiacetat und Schwefelwasserstoff. 

Eine sauregereinigte Emulsinlosung (Trockengewicht 0,97 Proz., 
Asche 0,11 Proz., PH= 6,53) wurde mit einer kleinen Menge gesattigter 
Losung von basischem Bleiacetat versetzt. Ein reichlicher Niederschlag, 
der sich bei weiterem Zusatz von Bleisalz nicht vermehrte, wurde ab­
filtriert, mit ein wenig Wasser gewaschen, dann mit Wasser verrieben 
und mit einem kraftigen Strom von H 2 S behandelt. Weun alles Blei 
als Sulfid gefallt war, wurde filtriert. (Wenn das Schwefelblei sich in 
kolloider Form lOste, wurde es leicht mit ein wenig Natriumacetat 
ausgeflockt). Das Filtrat war farblos und klar, Trockengewicht 0, 7 5 Proz., 
Asche 0,27 Proz. Von der organischen Substanz war also etwa die 
Halfte gefiHlt worden. In je l cern der urspriinglichen und der gereinigten 
Losung wurde die enzymatische Wirkung festgestellt (2 ccm Aldehyd 
in 25,7 ccm). Die Drehungen waren 1,10 und 1,35°, die Reinheitsgrade 
660 und 1450 entsprechend. Der Reinheitsgrad ist also mehr als ver­
doppelt. 

In einem zweiten Versuch mit derselben AusgangslOsung enthielt 
das H2 S-Filtrat 1,16 Proz. feste Stoffe und 0,51 Proz. Asche, d. h. 
0,65 Proz. organische Substanz. Ein Teil wurde dialysiert, wodurch 
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das Trockengewicht zu 0,18 Proz. und der Aschengehalt zu 0,01 Proz. 
sank. Diese Losung gab die Drehung 1,200, einer Aktivitat von 3640 
entsprechend. Durch die Reinigung wurde also der Reinheitsgrad 
5,5mal groBer als der der urspriinglichen Losung. 

Wiederholte Reinigung. Ein Teil von einer schon durch diese 
Methode gereinigten EnzymlOsung mit Trockengehalt 0,30 Proz. und 
Asche 0,02 Proz. wurde wieder mit Pb gefallt, mit H2 S eluiert und dann 
dialysiert, wonach ein Gehalt von 0,08 Proz. Trockensubstanz und 
0,00 Proz. Asche gefunden wurde. Die Aktivitat der ersten und der 
zweiten Losung wurde gepriift, wobei gefunden wurde, daB I cern der 
heiden Losungen in den Reaktionsmischungen (2 cern Aldehyd in 
25,7 cern) die Drehungen 2,00 und 1,550 hervorrief. Dies gibt einen 
Reinheitsgrad von 3680 bzw. 10000. Durch einmal wiederholte Be­
handlung mit Ph und H 2 S, in Verbindung mit Dialyse, laBt sich also 
die Roh-Enzymlosung weitgehend reinigen. Von den hier gepriiften 
Methoden scheint diese die beste zu sein, und ein rund hunde·rtfacher 
Reinheitsgrad im Vergleich mit dem RohpraparaM kann Ieicht erreicht 
werden. 

Setzt man direkt zu dem Substrat den enzymhaltigen Bleinieder­
schlag, wird eine kraftige Rechtsdrehung beobachtet. Das Bleisulfid 
und das Dialysat sind dagegen vollkommen inaktiv. 

Statt des basischen Bleiacetats kann auch neutrales mit etwa 
demselben Erfolg angewendet werden. Die Elution des Enzyms mit 
H2 S wird in heiden Fallen erleichtert, wenn etwas NaOH zugefiigt 
wird, urn die von H2S entbundene Essigsaure abzustumpfen. 

ffi. Direkte Reinigung des Mandelextrakts. 
Um zu erfahren, ob die Ausfallung des Roh-Emulsins durch Aceton 

etwa entbehrt werden konnte, wodurch die Reinigung weit einfacher 
werden sollte, wurden auch Reinigungsversuche mit Placentextrakt 
ausgefiihrt. 

A. Dialyse. 

Placent wurde mit schwach alkalischem Wasser extrahiert und 
das Filtrat mit ein wenig Essigsaure gefallt. Das Filtrat hatte das 
Trockengewicht 2,72 Proz. und den Aschengehalt 0,28 Proz. Ein Tell 
wurde dialysiert und dann das Trockengewicht zu 0,07 Proz. bestimmt. 
Beide Losungen wurden auf Enzymgehalt gepriift (5 cern Enzym, 2 cern 
Aldehyd in Totalvolumen 25,7 cern). Die Drehungen waren 1,45 und 1,800, 
wovon sich die Reinheitsgrade 61 und 2660 berechnen. Die dialysierte 
Losung war also etwa 40mal aktiver als die undialysierte. Die AuBen­
fliissigkeit bei der Dialyse wurde bei vermindertem Druck und 300 
eingeengt, gab aber keinen enzymatischen Effekt. Durch Dialyse kann 
also der Mandelextrakt weitgehend gereinigt werden. 
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B. Sorption. 

Ein Extrakt, der mit Saure von demgrollten Teile des Eiwei13es befreit 
war und das Trockengewicht 1,74 Proz. hatte, wurde sowohl in saurer 
(PH = 4 bis 5) als in alkalischer Losung mit AI behandelt. Zu 300 com 
Extrakt wurden in· heiden Fallen 20ccm AI (0 H)3-Aufschlammung ge­
setzt. Beide Adsorbate wurden mit 100 com Dinatriumphosphatlosung 
( 2/ 3 molar) eluiert und die Elutionsfliissigkeiten dann dialysiert. In 
heiden Fallen wurden hellbraunliche, ein wenig opaleszente Losungen 
erhalten. Die aus der sauren Fliissigkeit erhaltene Losung hatte das 
Trockengewicht 0,78 Proz., die durch alkalische Sorption gewonnene 
0,30 Proz. (beide gaben merkbare Niederschlage beim Vermischen mit 
dem Substrat und waren also ziemlich unrein). In 1 com wurden die 
Enzymmengen bestimmt (2 com Aidehyd in 25,7 com). Aus den 
Drehungen 0,20 bzw. 0,65° berechnen sich die Reinheitsgrade 130 
bzw. 1120. Die aus dem basischen Extrakt erhaltene Losung ist also 
etwa 9mal aktiver als die aus dem sauren gewonnene. 

Urn zu untersuchen, ob ein durch Dialyse gereinigter Extrakt 
durch Al-Sorption weiter verbessert werden kann, wurde ein solcher 
Extrakt von Trockengewicht 0,62 Proz. mit Al sorbiert und mit Phosphat 
eluiert. Nach Dialyse hatte die Losung das Trockengewicht 0,50 Proz. 
Je 5 com des Extrakts und der Elution gaben die Drehungen 0,80 und 
1,75° (2 com Aldehyd in 25,7 cern), entsprechend den Reinheitsgraden 
133 und 361. Durch die Sorption ist also der Reinheitsgrad etwa ver­
dreifacht worden. 

Schlielllich wurde ein mit Saure und Dialyse gereinigter Extrakt 
sorbiert. Eine Li:isung mit dem Trockengewicht 4,06 Proz. wurde mit 
Essigsaure gefallt und das Filtrat dialysiert. Das Trockengewicht 
wurde dadurch 0,52 Proz. Durch Sorption, Elution und Dialyse erhielt 
ich eine Losung mit dem Trockengewicht 0,66 Proz. Je 5 com der 
Losungen wurden auf Enzymgehalt gepriift (2 com Aldehyd in 25,7 cern). 
Die urspriingliche Li:isung gab 2,95o, die sauregereinigte 1,45° und die 
Elution 2,900, wovon sich die Reinheitsgrade 75, 287 und 457 berechnen. 
Nach der Saurebehandlung war also der Reinheitsgrad viermal und 
nach der Sorption sechsmal gr66er als im Rohextrakt. 

0. Reinigung mit Bleiacetat. 
Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB auch bei der Fallung 

mit PbAc2 ein neutraler oder schwach basischer Extrakt eine bessere 
Ausbeute lieferte als ein saurer Extrakt, wurde ein alkalischer Extrakt 
aus Ma.ndelpulver bereitet und dialysiert. Das Trockengewicht war 
dann 2,07 Proz. und der Aschengehalt 0,02 Proz. Ein Teil dieser LOsung 
wurde mit neutralem Bleiacetat vollstandig gefallt. Nach Behandlung 
mit H2 S, Filtration und Dialyse wurde a us dem Bleiniederschlag eine 
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Losung erhalten, die nach Einengen das Trockengewicht 1,34 Proz. 
und den Aschengehalt 0,02 Proz. aufwies. Von heiden Losungen wurde 
I cern auf Enzym gepriift (2 cern Aldehyd in 23,1 cern). Aus den beob­
achteten Drehungen 0,80 und 3, 70° berechnen sich die Reinheitsgrade 
180 und 1300. Der Reinheitsgrad ist im letzten Faile etwa 7mal groBer. 
Die Methode ist also auch bei Mandelextrakt gut. 

D. Reinigungsversuche mit Tannin. 

In einer Losung von Rob-Emulsin ruft Tannin einen Niederschlag 
hervor, der enzymatisch sehr aktiv ist. Ein Extrakt aus Placentpulver 
wurde mit Saure gereinigt, eingeengt und mit Tannin fraktioniert 
gefallt. Die erste Fraktion, welche die Hauptmenge ausniachte, war 
weniger wirksam als die letzte. Durch Behandlung mit Bleioxyd und 
Wasser oder mit Baryt konnte ein st.ark wirksames Filtrat erhalten 
werden. Da indessen meine Enzymlosungen, an sich linksdrehend, 
durch die Anwesenheit des Tannins stark rechtsdrehend wurden und 
dadurch die ·Berechnung der Drehung des gebildeten Oxynitrils er­
schwerten, habe ich keine weiteren Versuche mit dieser Methode aus­
gefiihrt. 

Vergleich der {1-Glucosidase- und der Oxynitrilesewirkung verschiedener 
Pr&parate. 

Im Zusammenhang mit den Versuchen zur Reinigung der Oxynitri­
lese wurde auch in aller Kiirze untersucht, wie sich ein anderes Enzym 
der Mandeln, die fJ-Glucosidase, bei den Reinigungsoperationen verhalt. 

Rob-Emulsin wurde in Wasser gelost = Losung Ev mit Trocken­
gewicht 3,25 Proz. und Asche 0,11 Proz. Ein Teil dieser Losung wurde 
mit Saure gereinigt und dann mit Aceton gefallt. Von dem getrockneten 
Pulver wurde eine 3,95proz. Losung bereitet, Asche 0,30 Proz., 
= Losung E 2• Ein Teil davon wurde mit Bleiacetat behandelt und dialy­
siert und gab die Losung E3, mit Trockengewicht 0,59 Proz. und Asche 
0,01 Proz. Von den drei Losungen wurden 0,3 cern auf Oxynitrilese 
untersucht (2 cern Aldehyd in 23,1 cern, PH = 5,2). Aus den beob­
achteten Drehungen E1 0,35°, E 2 1,30° und E 3 1,65° berechnen sich 
die Reinheitsgrade der Losungen: 166, 550 und 4390. Die relativen 
Aktivitaten sind also 1, 3,3, und 26,4. 

Nun wurde die Salicjnspaltung der drei Losungen bestimmtl). 
Die 2 proz., mit Puffer versetzte Salicin!Osung zeigte die Drehung 
- 2,30°. Die vollstandige Spaltung entspricht der Drehung + 1,1go. 
Zu 15 cern dieser Losung setzte ich 1,0 ccm E 1 oder 0,9 ccm E 2 oder 
1,0 cern E 3 . Ini ersten Faile wurde nach 21/, Stunden die Drehung 

1 ) Helferich, Zeitschr. physiol. Chern. 117, 160, 1921. 
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- 0,85u gefunden (nach Zusatz von.Pottasche- 0,700). Im zweiten 
Faile nach derselben Zeit 0,35° bzw. 0,50, im d.ritt.en Versuch naoh 
lf& Stunden - 1,800, nach Il/2 Stunden- 0,85° und naoh 21/4 Stunden 
- 0,35° (naoh Zusatz von Pottasohe - 0,20°). Aus diesen Zahlen 
berechnen wir die Reaktionskoeffizienten zu 197, 521 und 282. IQ-5. 

Da diese Koeffizienten den Enzymmengen proportional sind, finden 
wir die relativen Reinheitsgrade beziiglich der P-Glucosidase zu I, 2,6 
und 8,3. Wir finden also, daB die zwei Enzyme in sehr verschiedenem 
Grade angereichert werden. So sind z. B. durch die Bleimethode die 
Oxynitrilese dreimal reiner als die Glucosidase. 

IV. Eigenschaften der Oxynitrilesepriiparate. 

A. Spez1:jische Drehung des Enzympraparats. 

Eine undialysierte Roh-Emulsinlosung (6 Proz.) gab die Drehung 
- 4,80° (2-dm-Rohr), eine andere, 3,94proz. Losung die Drehung 
- 3,200. Die spezifischen Drehungen sind also - 40,0 bzw. - 40,60. 
Nach Dialyse, wodurch das Trockengewicht auf 2,9 Proz. sank, gab 
die erste Losung die spezifische Drehung - 44,8°, die zweite Losung 
mit Trockengewicht 3,47 Proz. gab :..._ 45,1°. Einige andere Roh­
EmulsinlOsungen (dialysiert), deren Trockengewicht zwischen 1,2 und 
2,8 Proz. schwankten, zeigten die spezifischen Drehungen - 44,7, 
- 44,6, - 44,4, - 44,4, - 44,0, -45,1 und - 45,8°. Das Mittel 
scheint - 45° zu sein. 

Die Prii.parate, die nach den verschiedenen oben geschilderten 
Methoden gereinigt waren (Trockengewicht unter l Proz.), zeigten 
spezifische Drehungen zwischen - 30 und -40°, mit einem Mittel von 
etwa. -35°. 

In diesem Zusammenhang sei auf die wichtige Tatsache hingewiesen, 
daB die spezifische Drehung des Enzymprii.parats sich durch Hitze­
inaktivierung des Enzyms nicht ii.nderte. Nun hii.ngt ja mit aller Wahr­
scheinlichkeit die Wirkung der Oxynitrilese mit ihrer optischen Aktivitii.t 
zusammen, und es ist moglich, daB die Hitzeinaktivierung mit einer 
Racemisierung zusammenhii.ngt. Da nun aktive und hitzeinaktivierte 
Enzyml08ungen dieselben spezifischen Drehungen zeigten, wiirde 
folgen, daU das Enzym zu der Drehung der Losung nur wenig beitrii.gt, 
sei es wegen einer sehr kleinen spezifischen Drehung oder wegen einer 
sehr geringen Konzentration im Priiparat. 

B. Stahilitat bei Zimmertemperatur. 

Eine toluolhaltige Enzym!Osung, die durch Sorption mit Al ge­
reinigt war (0,13 Proz.) und mit Reinheitsgrad 667, gab im Substrat-
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gernisch die Drehung 1,35°. Nach einem Monat gab dieselbe Menge 
der EnzymlOsung die Drehung 1,30°. Das Enzym wird also beim Auf­
bewahren unter Toluol bei Zimmertemperatur wahrend dieser Zeit 
nicht merkbar inaktiviert. 

Urn die Stabilitat gegen Saure zu priifen, versetzte ich eine dialy­
sierte Roh-EmulsinlOsung vom Reinheitsgrad 65 mit wachsenden Mengen 
Essigsaure. Jedesmal wurde der EiweiBniederschlag abfiltriert und 
irn Filtrat die Aciditat, das Trockengewicht und, nach Neutra1isieren, 
die enzymatische Wirkung bestimmt. Durch die Saurefallung 
nahm das Trockengewicht von 1,45 bis 0,15 Proz. ab (Reinheits­
grad 663), ohne daB die Drehung des Reaktionsgemisches (1,90°) 
irn meBbaren Grade vermindert wurde. Auch in den Losungen, die 
mit Essigsaure noch saurer gemacht waren (PH= 3), wurde nach 
Neutralisieren eine ebenso gute Wirkung beobachtet. Die Ein­
wirkungsdauer der Saure war 1 Stunde. Diese Aciditat zerstort also 
das Enzym nicht. 

Auch in alkalischer Losung ist es sehr haltbar. So gab z. B. eine 
Enzym.lOsung, die nach Sorption mit AI hei PH= 11,3 eluiert wurde 
(1 Stunde), eine ebenso groBe Drehung wie eine durch Elution bei 
PH= 7 bis 8 erhaltene Losung. Bei einem anderen Versuch wurden 
die zwei Elutionen bei PH = 8,5 und 12,5 wahrend 12 Stunden vor­
genommen. Nach Dialyse waren die Trockengewichte 0,21 und 0,20Proz. 
und die Aciditaten PH = 8,1 und 8,9. Irn Substratgemisch (2 cern 
Aldehyd in 30,6 cern) wurden die Drehungen 0,85 bzw. 0,30°, den Rein­
heitsgraden 495 und 180 entsprechend, erhalten. Wahrend 12 Stunden 
verliert also das Enzym bei PH = 12,5 etwa zwei Drittel ihrer Wirk­
sarnkeit. (Hier ist allerdings zu bemerken, daB die Acidit.at PH = 12,5 
wahrscheinlich mit der Zeit ein wenig znnahm. Die Base wird namlich 
allmahlich teilweise an das feste Al~Hydroxyd gebunden.) 

0. Termostabilitat. Inaktivierungstemperatur (1 Stunde). 

Es wurde zuerst das PH-Stabilitatsoptimurn des Enzyms bestimmt. 
Eine sauregereinigte Enzymlosung (Reinheitsgrad 503, Trocken­
gewicht 4,06 Proz., Asche 0,46 Proz., spezifische Drehung - 41,7°, 
PH= 6,3) wurde in rnehrere Proben geteilt, .die mit ihrem doppelten 
Volumen verschiedener Acetatpuffer versetzt und dann irn Termo­
staten wahrend einer Stunde zu 60, 70 oder 80° erhitzt wurden. Nach 
Abfiltrieren des etwa gebildeten Niederschlags wurden die Drehungen 
bestimrnt und die J ... osungen dann 24 Stunden dialysiert. Von der 
Losung \Vurden je 10 cern mit dem Substrat (2 cern Aldehyd + 13,6 cern 
HCN, 1,45 n, + 5 cern Acetatpuffer, PH= 5,3 in der Reaktions­
mischung) vermischt und die Maximaldrehungen beobachtet. 
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Tahelle VII. 

Tempe• Puffer (m/Liter) Eigendrehung Drehung 
ratur im Substrat 

60° I cern EHsigsaure + 9 cern Acetat -0,75° 2,40° 
0,5 

" " + 9,5 " " 
-0,85 2,30 

0 
" " + IO 

" " 
-0,85 (2,00) 

0,2 
" 

NaOH + 9,8 -" -0,85 2,30 
70° 4 

" 
E<:sigsaure + 6 

" " 
-0,50 0,25 

2 
" " + 8 

" " 
-0,70 0,55 

0,5 
" Nao'H 

+ 9,5 " " 
-0,85 I,75 

I 
" + 9 

" " 
-0,50 0,00 

80° I 
" 

E..«Sigsaure + 9 
" " 

-0,75 o,oo 
0,5 

" " + 9,5 " " 
-0,80 0,00 

0 
" " + IO 

" " 
-0,85 (0,05) 

1 o,2 
" 

NaOH + 9,8 " " 
-0,80 0,00 

Das Stabilitatsmaximum liegt also bei der Aciditat einer Natrium­
acetatlOsung, die mit 2 bis 3 Proz. Essigsiiure versetzt ist. Bei den 
folgenden Versuchen wurde der Puffer: 9,7 cern Acetat + 0,3 cern 
Essigsaure gebraucht (Pu = 5,7). Zu dieser Puffermenge wurden 
20 cern der Enzymlosung gesetzt und Proben davon wahrend ver­
schiedener Zeiten zu 70 oder 75° erhitzt. Die Proben wurden dann 
schnell gekiihlt, filtriert und 5 cern davon zu dem Substratgemische 
(2 cern Aldehyd + 13,6 cern HCN + 5 com Puffer mit PH= 5,3 im 
Gemisch) gesetzt. Aile Proben zeigten dieselbe Eigendrehung (- 1,60°), 
obgleich ihre enzymatische Wirkung sehr verschieden war. 

Tabelle VIII. 

I 
Erhitzungszeit I Drehung im I Tempe• Erhitzungszeit Drehungi~ Tempe•/ kc ratur Stunden Substrat ratur Stunden • Substrat c 

I_ --- -

700 0 3,10° 1 - 75° 0 3,00° -
I 3,00 - 1 1,65 0,26 
2 2,80 ! 0,023 2 1,05 0,23 
3 2,60 i 0,026 3 0,65 0,22 
4 2,35 l 0,030 4 0,35 0,23 
5 2,10 i 0,037 5 0,20 0,24 
6 !,35 ' 0,033 6 O,IO 0,24 

Die Inaktivierungstemperatur, d. h. die Temperatur, wo das 
Enzym in L6sung nach einstiindiger Erhitzung seine halbe Aktivitat 
verliert, liegt also ein wenig hoher als 75°. 

Durch Berechnung der Reaktionskoeffizienten aus den obigen 
Zahlen babe ich untersucht, inwieweit sich die Hitzeinaktivierung der 

1 k0 monomolekularen Forme! : kc = - log -k , in diesem Faile 
t t 

k _ l Drehung nach der Erhitzungszeit 0 
c - t log Drehung nach der Erhitzungszeit t 

2 
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anschlieBt. Die nach dieser :Formel gefundenen kc·Werte findet man 
im letzten Stabe der Tabelle VIII. Die Koeffizienten zeigen eine gute 
Konstanz. 

D. Stick8toffgehalt. 

In einer EnzymlOsung, die zweimal mit Bleiacetat und Schwefel­
wasserstoff gereinigt war und dadurch einen Reinbeitsgrad von 10000 
(46mal groBer als der der urspriinglichen Losung) erreicht batte, wurde 
der Stickstoffgehalt zu 12,3 Proz. bestimmt (Mikro-Kjeldahl, 5,60 mg 
Substrat:0,690mg N). Da ich friiher 1) in einem nicht besonders ge­
reinigten Praparat den Stickstoffgehalt 12,5 Proz. gefunden babe, 
scheint es, als sollte durch diese weitgehende Reinigung der Stickstoff­
gehalt nicht erheblich geandert werden. 

Das gereinigte Praparat gab indessen keine Ninhydrinreaktion und 
hatte also keinen nennenswerten EiweiBgebalt. Auch koagulierte seine 
0,4proz. Losung beim Kochen nicht. :Mit dem sehr empfindlicben 
Molischschen Reagenz wurde nur eine sehr unbedeutende Kohlen­
hydratfarbung erhalten. Phosphorwolframsaure erzeugte einen starken 
Niederschlag, was moglicherweise auf die Anwesenbeit alkaloidiihnlicher 
Stoffe deuten kann. Eine Losung von Rob-Emulsin gibt dagegen beim 
Kochen starken EiweiBniederschlag und auch eine sehr starke :Molisch­
reaktion. 

Eine mit Tonerde-Hydrat und Elution hergestellte Losung 
(0,24 Proz., Reinheitsgrad 5290 = 14mal kraftiger als die ursprii.ng­
liche) · wurde mit Aceton gefallt und der Niederschlag in Wasser 
gelost. Es zeigte sich indessen, daB noch viel EiweiB beigemengt 
war. Auch in dieser Hinsicht ist also die Bleiacetatmethode 
iiberlegen. 

DaB das Enzym mit dem EiweiB der Losung nichts zu tun hat, 
folgt iibrigens sowohl aus dem :Molekulargewicht (s. unten) als aus 
dem Umstande, daB beim Vermischen mit dem Substrat, das EiweiB 
von dem Alkohol und Benzaldehyd gefiillt wird, das Enzym aber in 
Losung bleibt. Der EiweiBniederschlag, der immer bei Verwendung 
unreiner Enzymlosungen entsteht, kann beim Beginn der Reaktion 
abfiltriert werden, ohne daB die Re.chtsdrehung vermindert oder die 
Reaktion in irgend anderer Weise geiindert wird. 

E. Molekulargewicht nach Diffusiomver8Uchen. 

Da es aus vielen Versuchen deutlich war, da6·das Enzym kein 
genuiner EiweiBstoff sei, sondern wahrscheinlich ein kleineres :Mole­
kulargewicht besaB, wurden Molekulargewichtsbestimmungen mit der 

1) Diese Zeit.schr. 118, 21, 1921. 
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Diffusionsmethode von Euler1) ausgefiihrt 2). Angewandt wurden 
(Jholms Apparate. Sperrfliissigkeit war in samtlichen Versuchen Chloro­
form, h/2 = 0,509 em. 

1. Eine Losung, die durch zweimalige Reinigung mit Bleiacetat 
und Dialyse den Reinheitsgrad 6200 (28mal die urspriingliche) erreicht 
hatte, diffundierte wahrend 143 Stunden bei 14°. Von jeder Schicht 
wurden dann 2 cern genommen. Die Maximaldrehungen (2 cern Aldehyd 
+ 13,7 cern HCN + 4 cern Wasser+ 5 ccm Puffer von PH= 5,3 in 
Mischung) durch die verschiedenen Schichten wurden 2,50, 1,17, 0,24 
und 0,02°. Daraus berechne ~ch das Molekulargewicht zu 5100. 

2. Eine Losung von Emulsin, Reinheitsgrad 166, Zeit 117 Stunden 
bei 15°. Die Drehungen waren 1,9, 5,0, 90,0, 20,0, 0,00°. Molekular­
ge"\\-icbt 3700. In einem zweiten Versuch wurden die Reaktions­
gemische bei 0° (anstatt 18°) gebalten. Die Drehungen 2,4, 0,1, 20,0, 
25,0, 0,00°. Molekulargewicbt 3100. 

3. Von der soeben benutzten Emulsinlosnng wurde ein Teil 
mit Essigsaure, Bleiacetat und Dialyse gereinigt, wodurcb ibr Rein­
heitsgrad 4390, d. h. etwa 26mal vergroBert wurde. Diffusionszeit 
42 Stunden bei 15°. Drebungen 1,60, 0,80, 0,20, 0,05. Molelmlar­
gewicht 4300. 

4. Sauregereinigte EmulsinlOsung. Reinheitsgrad 550. 144 Stunden 
bei 15°. Drehungen 2,50, 1,10, 0,20, 0,00°. Molekulargewicht 7100. 
In einem zweiten Versuch war die Diffusionszeit 142 Stunden bei 15°. 
Drehungen 2,60, 1,15, 0,22, 0,05. Molekulargewicht 6900. 

5. Dialysierte Emulsinlosung, Reinheitsgrad 1350. Zeit 72 Stunden, 
150. D1ehungen 1,25, 0,45, 0,03, 0,00°. Molekulargewicht 4700. 

A us 1. bis 5. berec-hnen sich die Diffussionskoeffizienten D20 = 0,098, 
6,114, 0,127, 0,107, 0,083, 0,084 und 0,102 bez. 

Als Mittel geben meine Molekulargewichtsbestimmungen . den 
Wert M = 5000. Da das diffundierende Enzym von gewissen Ver­
unreinigUJlgen gebunden sein kann, diirfte der gefundene Wert ein 
oberer Grenzwert sein. Es scheint indessen aus diesen vorlaufigen 
Bestimmungen hervorzugehen, daB das Enzym einen bedeutend 
hoheren Dispersitatsgrad (geringere TeilchengroBe) besitzt als die 
nativen EiweiBstoffe. 

F. Enzympraparat und Silbernitrat. 

Unreine Enzympraparate, wovon sehr gro.Be Mengen notig 
sind, damit man eine nennenswerte Rechtsdrehung bekommt, ver­
brauchen me.Bbare Mengen AgN03• Dies muB bei der Titration des 

1 ) E'Uler, Wied. Ann. 63, 273, 1897. 
2 ) Betreffend die Methodik siehe Euler, Hedelius und Svanberg, Zeitschr. 

f. physiol. Chem. 110, 190, 1920. 

2* 
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freien Cyanwasserstoffs beriicksichtigt werden. Auch mit gereinigten 
Enzympraparaten babe ich dariiber Versuche angestellt: Zwei gleich 
groBe Mengen Cyanwasserstofflosung (18,7 cern) wurden mit Wasser 
bzw. einer EnzymlOsung, die mit Bleiacetat gereinigt war (dialysiert, 
Reinheitsgrad 725), verdiinnt. Es wurden 2 cern der J<:::nzymlosung 
(Trockengewicht 3,05 Proz.) bzw. Wasser zugesetzt. Die ziemlich 
eiweiBfreie Losung reduzierte Fehlings Li.isung nicht. Von den zwei 
HCN-Losungen wurde die gleiche Menge AgN03 verbraucht (von 
0,9 cern, 7,5 cern n/10 AgN03 , 100 Proz. HCN entsprechend). Es ist 
deshalb bei Verwendung reinerer Enzyml6sungen eine diesbeziigliche 
Korrektion unnOtig. 

G. Dialyse durch Kollodiummembranen. 

Durch mehrere Versuche ist gezeigt worden, daB eme Dialyse 
durch Kollodiumschlauche ohne wesentlichen Verlust von Enzym 
durchgefiihrt werden kann. Ich habe indessen in einem besonderen 
Versuch festzustellen versucht, ob in der AuBenfliissigkeit irgend eine 
Wirkung zu finden ist. Durch Fallung mit Essigsaure und Bleiacetat 
wurde eine Enzymlosung mit Reinheitsgrad 2310 hergestellt und bei 
vermindertem Druck stark eingeengt. Sie wurde dann dialysiert, die 
AuBenfliissigkeit neutralisiert und eingeengt, wonach sie in 1-dm-Rohr 
die Drehung 2,250 zeigt. Von dieser Losung wurden 3 cern mit dem 
Substrat gemischt. Die Maximaldrehung (2-dm-Rohr) war dann 0,65°. 
Da indessen das Dialysat selbst in dieser Verdiinnung 0,60° dreht, ist 
die Aktivitat iiuHerst klein und die Kollodiumhaute fur Oxynitrilese 
ganz undurchdringlich. 

V. Kinetische Versuche. 
A. Die Maximaldrehung ist anfangs der Enzymmenge proport1:onal. 

Zu gleichen Substratgemischen (2 cern Aldehyd + 20 cern Cyan­
wasserstofflosung + 5 cern Puffer, PH= 5,2 im Gemisch) wurden 
verschiedene Mengen einer Roh. Em ulsinlosung (3,94 Proz., -Reinheits­
grad llO) gesetzt. Die Maximaldrehungen wurden beobachtet. 

Enzymmenge 

1 cern + 7 cern Wasser 
2 , + 3 , , 
3 , + 2 , 

Tabelle IX. 

I Maximaldrehung Enzymmenge 

4 cern + 1 cern Wasser 
!5 " + 0 , 

Maximaldrehung 

Erst wenn die Drehung iiber 2,40° stieg (spezifische Drehung 15,4°), 
wurde keine gute Proportionalitat mehr beobachtet. (Bei der Be­
rechnung der spezifischen Drehung ist nach anderen Versuchen eine 
Totalsynthese von 95 Proz. angenommen worden.) 
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B. AktivitatB·PH·Kurve. 

Die GroBe der Rechtsdrehung und die Geschwindigkeit, womit 
sie erreicht wird, hangen in hochstem Grade von der Aciditat ab. Die 
PH-Kurve wurde deswegen bestimmt, wobei als Puffer molare Acetat­
Essigsauregemische benutzt wurden. Die EnzymlOsung mit Reinheits­
grad 503 hatte Trockengewicht 4,06 Proz., Asche 0,46 Proz. und die 
Aciditiit PH = 6,3. Zu dern Gemisch von Puffer und Enzym wurde 
so viel Alkohol gesetzt, als der gewohnlichen Reaktionsmischung 
entspricht. Die EiweiBniederschlage wurden abfiltriert und die 
Aciditat der Filtrate elektrornetrisch bestimmt. Da die Pufferkonzen­
tration so groB gewahlt wurde, daB der EinfluB von Aldehyd und HCN, 
die neutrale Reaktion aufwiesen, auf die Aciditat sehr klein war, konnte 
dadurch die Aciditat der Versuchslosungen festgelegt werden. 

Zu 2ccm Aldehyd + 13,6 cern HCN + 10 cern Puffer wurden 5ccrn 
Enzym oder 2,5 cern Enzym + 2,5 cern Wasser zugesetzt und die Maximal­
drehungen beobachtet. 

Tabelle X. 

Seem Enzym 2,5 ccm Enzym 

PH I Drehung PH i Drehung II PH i Drehung 

I 
4,4 0,60° 3,9 I 0,05° 5,3 2,250 
4,7 1,00 4,4 I 0,40 5,4 2,20 
4,9 2,10 4,7 

I 
0,75 5,5 2,10 

5,0 2,65 4,8 1,00 5,7 1,80 
5,1 2,90 4,9 1,35 5,9 1,25 
5,3 3,00 5,0 1,75 6,1 0,75 
5,5 2,80 5,1 2,20 
5,8 2,25 5,2 2,25 

Ahb. 3. Aktivitiits•PH'Kurve. · 

Nach der Tabelle X und Abb. 3 liegt das PH-Optirnum bei PH= 5,2 
his 5,4. (Die Pufferlosung, welche in dieser alkoholischen Losung die 
Aciditat PH= 5,2 gibt, gibt im gleichen Volurnen Wasser PH= 4,8. 
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Bei diesem Punkte wird, wie friiher berichtet ist, das EiweiB der Roh­
prap~rate am vollstandigsten gefallt.) 

Bei der Deutung dieser PH-Kurve der Oxynitrilese muB eine groBe 
Reihe von Tatsachen beachtet werden. Bei den gewohnlichen spaltenden 
Enzymen werden die PH-Kurven durch die elektrochemischen Eigen­
schaften des Enzyms oder dJr Enzym-Substratverbindung erklart. Bei 
der Oxynitrilese entbehren wir sogar jede klare Vorstellung von der 
Enzym-Substratverbindung, und bestimmend fiir die PH-Kurve sind 
auBerdem andere, parallel mit der enzymatischen Synthese verlaufende 
Reaktionen, wie die syrnmetrische Synthese und die Racemisierung 
des d-Oxynitrils. 

Urn iiber eine eventuelle Bindung des Katalysatorsan die Substrate 
etwas zu erfahren, wurden Versuche mit wechselnden Substratkonzen­
tra'tionen ausgefiihrt. 

0. Die Substratkonzentration. 
l. Zu 5 cern Enzyml6sung + 5 cern Puffer (PH = 5,2 im Gemisch) 

+ 5 cern Alkohol + 16,3 cern HCN (entsprechend 2 cern Aldehyd) 
wurden verschiedene Mengen Aldehyd gesetzt und die Mischungen 
mit Alkohol auf das Volurnen 35,3 cern gebracht. Die Maxirnaldrehungen 
wurden beobachtet. 

Aldehyd 
cern 

Drehung Aldehyd 
cern 

Drehung 

1 080° 3 100° 
2 1;25 4 o:so 

2. Zu 10 cern Enzymlosung (anderes Praparat) + 10 cern Puffer 
+ l cern Aldehyd wurden verschiedene Mengen HCN und Alkohol 
gegeben. Volumen 51 cern. 

Cyanwasserstoff Entspricht Aldehyd I Drehung Cyanwasserstolf Entspricht Aldehyd Drehung 
ccm cern . 

10 I 1,22 I o 500 
16,3 2,00 o;so 

ccm ccm 

20 
30 

2,44 
3,66 

1 2 3 q 
ccm 11/clehyd oder ii!JlltY. Afen!Je f!CN 

Abb. 4. Die Drebung als Funktion der Substratkonzentration. 

0,90° 
0,95 
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In Abb. 4 habe ich die Drehung als Funktion der Substratkon­
zentration veranschaulicht. Die Drehung ist in einem willkiirlichen 
MaBstab angegeben (die Drehungen bei aquivalenten Substratmengen 
sind gleich 100 gesetzt). Die eine Kurve (,Aldehyd") betrifft den 
Versuch mit Variation der Aldehydmenge, die andere (,HCN'.') den 
Versuch mit variierender HCN-Konzentration. 

Wir sehen aus der Abbildung, daB mit steigender HON-Konzen­
tration die Drehung immer groBer wird. Dies konnte in Analogie mit 
den Annahmen bei anderen enzymatischen Reaktionen so gedeutet 
werden, daB die Oxynitrilese mit HCN eine Verbindung eingehe, 
welche den rechtsdrehenden Oxynitril liefert. Uurch Steigerung der 
HCN-Konzentration muB diese Verbindung in groBerer Menge gebildet 
werden, und daraus folgt die Mehrbildung der rechtsdrehenden Form 1). 

DaB die Drehung bei V ergroBerung der Aldehydkonzentration wieder 
abnimmt, diirfte darauf beruhen, daB HCN schneller zu symmetrischem 
Nitril gebundeu wird und dessen Konzentration dadurch so schnell 
abnimmt, daB die enzyrnati8che Reaktion bald zum Stehen kommt. 

Unter der Annahme von einer Verbindung Enzym--HCN kann 
das Maximum der PH-Kurve als das Maximum der Bildung oder der 
Reaktionsfahigkeit dieser Verbindung angesehen werden. Indessen 
diirfte, wie schon oben gesagt ist, dieses Maximum wenigstens teilweise 
von anderen Reaktionen bestimmt werden. So ist es z. B. klar, daB 
die Geschwindigkeit der Racemisierung des d-Nitrils, die in alkalischer 
Losung schnell zuni&.mt, den alkalischen Ast der Kurve erklaren kann 
(s. zweite Abhandlung, S. 397). 

D. Hemmung durch das Reaktionsprodukt. 

In Analogie mit den V erhaltnissen bei anderen Enzymen war zu 
vermuten, daB die Geschwindigkeit der asymmetrischen Synthese durch 
die Anwesenheit von Oxynitril beim Versuchsbeginn herabgesetzt 
werden sollte, und zwar durch die Rechtsform mehr als durch die 
Linksform. 

Mit Benzol wurde ein stark rechtsdrehendes Oxynitril isoliert und 
das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Ein Teil des Oxynitrils 
w_urde durch Erhitzung vollstandig racemisiert. Der Gehalt an Oxynitril 
war in heiden Fallen 95 Proz. Zu gewohnlichen Reaktionsmischungen 
(2 cern Aldehyd + 13,7 cern HCN + 5 cern Puffer+ l cern Enzym-

1 ) Es ist bei anderen Enzymen in gewissen Fallen moglich, eine Affinitats­
konstante Enzym· Substrat zu berechnen. Es soll nur mit Vorbehalt erwahnt 
werden, dal3, wenn man bier in gewohnlicher Weise die Affinitatskonstante 
Oxyilitrilese-HCN berechnet, sich der Wert etwa 4 ergibt. (Dissoziations­
konstante = Molare Substratkonzentration bei halber maximaler Re­
aktionsgeschwindigkeit: etwa 0,23.) 
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losung, d.as Enzym nach dem Oxynitril zugesetzt) wurde von den 
zwei Oxynitrilen 1,5 cern+ 1,5 com Alkohol zugesetzt. In einem dritten 
Versuch wurden nur 3 cern Alkohol zugegeben (es wurde kontrolliert, 
daB die Aciditat in allen drei Versuchen optimal war). Die Maximal­
drehungen wurden beobachtet (die Drehung 0,100 ist wegen der 
Eigendrehung des d-Oxynitrils korrigiert) : 

Mit d-Oxynitril . . . . . . 
Mit racemischem Oxynitril . 
Mit Alkohol . . . . . . . . 

0,10° 
0,35° 
(),50° 

Wie zu erwarten war, finden wir, daB das Enzym von dem 
Oxynitril gebunden wird, und zwar von der Rechtsform am kriif­
tigsten. 

E. Spezijische Drehung des d-Benzoxynitrils. 

Bei kleinen Enzymmengen ist die Rechtsdrehung der Enzymmenge 
proportional. VergroBert man dann die Enzymmenge, nimmt die 
Drehung langsamer zu, urn schlieBlich nicht weiter mit der Enzym­
rrienge merkbar zu steigen. Mit einer sehr groBen Enzymmenge konnte 
man hoffen, bei optimaler Aciditat einen ziemlich reinen d-Oxynitril 
zu erhalten. (Dies wird natiirlich erst dadurch ermoglicht, daB unter 
jenen Umstanden die enzymatisohe Synthese viel schneller verlauft 
als die symmetrische. Nach meinen oben gemachten Annahmen tiber 
die Bindung des Enzyms an HCN sollte dies bedeuten, daB das ,HCN­
Enzym" schneller Benzaldehyd addiert als die freie Cyanwasserstoff­
saure). 

I. Zu der gewohnlichen Substratmisohung wurden verschiedene 
Mengen einer sauregereinigten EnzymlOsung zugesetzt (organische Sub­
stanz 7,20Proz.). Die Drehungen (1-dm-Rohr) waren: mit 5com Enzym­
losung 2,35°, mit 7 cern 2,50° 'und mit 9 cern 2,500. Die Totalsynthese 
wurde durch Bestimmung des freien HCN gemessen. Es wurde ge­
funden, daB in den zwei letzten Versuchen bzw. 92,3 Proz. und 92,6 Proz. 
des HCN gebunden war. Im letzten Falle berechne ich die spezifische 
Drehung 26,1°. Die Oxynitrillosungen wurden gemischt und mit 
dem gleichen Volumen Benzol ausgeschiittelt. Die alkoholisch-wasserige 
L08ung drehte dann in 2-dm-Rohr 0,15°, die benzolische Losung 5,2q0, 
woraus folgt, daB beinahe alles Oxynitril ausgeschiittelt war. Auch 
nach einer W oche war die Drehung der Benzollosung unverandert, und 
nach Verdunsten des Benzols bei Zimmertemperatur wurde ein stark 
rechtsdrehendes Oxynitril erhalten (etwa 150 in 1-dm-Rohr). 

2. In einem Versuch mit derselben Substratmischung und 7 cern 
einer 0,26proz., zweimal mit Bleiacetat gereinigten Enzyml08ung 
(Reinheitsgrad 6630) wurde die Drehung 2,70° bei 92,5 Proz. Total~ 
synthese beobachtet. Spezifische Drehung 28,2°. 
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3. Von einer gereinigten EnzymlOsung (Reinheitsgrad 4000) wurden 

steigende Mengen zum Substratgemisch zugesetzt, wobei das Total­
volumen immer konstant gehalten wurde. · Folgende Drehungen wurden 

abgelesen: mit l cern EnzymlOsung 2,75°, 2 cern 3,1oo, 3 cern 3,l0o, 

4 ccm 3,15°, 5 cern 3,20o, 6 cern 3,15°. Die Totalsynthese wurde in 

samtlichen Versuchen zu 92,0 ± 0,5 Proz. bestimmt. In den zwei 
letzten Fallen finden wir die spezifischen Drehungen 30,8 und 30,2°. 

4. Ein mit Benzol ausgeschiitteltes, stark rechtsdrehendes Oxynitril 
wurde auf totalen HCN-Gehalt nach Volhard-Feldhaus untersucht. 

Dabei wurde von 0,25 cern Oxynitrillosung 9,5 cern n/10 AgN0 3 ver­

braucht. In 1 cern der Losung finde ich also 0,506 g Oxynitril. In 

einem besonderen Versuch wurde festgestellt, daB eine Spaltung des 

Oxynitrils in Aldehyd und HCN in der Benzollosung nicht in Frage 

kommt, denn 0,8 cern davon verbrauchten mit Alkohol.gemischt nur 

0,3 cern AgN03 . Das benzolhaltige Oxynitril zeigte im 1-dm-Rohr die 
Drehung 13,5°. Spezifische Drehung 27,3°. 

5. Da die Rechtsdrehung bei Synthese bei niedriger Temperatur 

starker wird, wurde schlieBlich die spezifische Drehung auch nach 

Synthese bei 0° bestimmt. (Die Wasserkonzentration muBte hier 
vermindert werden, da die Mischung sonst nicht honiogen blieb.) Zu 

2 cern Aldehyd + 13,1 cern HCN + 2 cern Puffer wurden 3 cern 
Enzymlosung gesetzt, und dabei wurde die Drehung 3,20° in 1-dm­

Rohr, bei 95,3 Proz. Totalsynthese, beobachtet. Spezifische Drehung 

25,6°. Mit 4 cern Enzymlosung + 1 cern Puffer wurde die Drehung 
3,50° erhalten (spezifische Drehung 29,7°), und mit 5 cern Enzym­

losung + 1 cern Puffer fand ich bei 93,8 Proz. Totalsynthese die 

Drehung 3,50°, was einer spezifischen Drehung von 30,0° entspricht. 

Der hochste von mir erhaltene Wert, etwa 30°, ist wahrscheinlich 

die spezifische Drehung des reinen d-Benzoxynitrils. Dafiir spricht 

auch, daB Krieble und Wieland 1) gefunden haben, daB bei 0° die 

ganze Oxynitrilmenge in optisch aktiver Form erhalten werden kann. 

F. Die Drehung des Oxynitrils in alkoholischer Losung. 

Ein mit Chloroform ausgeschiitteltes d-Oxynitril zeigte nach Ver­

dunsten des Chloroforms die Drehung 31,5° in 2-dm-Rohr, aber nach 

5 Monaten nur 23°. Das Oxynitril wurde nun in Alkohol gelOst, bis 
die Drehung der Losung 3,40° und also von derselben GroBenordnung 

wie in den Enzymversuchen wurde. Wenn jetzt die Losung mit 

Alkohol weiter verdiinnt wurde, zeigte sich eine genaue Proportionalitat 
zwischen Drehung und Oxynitrilgehalt. Die in meinen Versuchen 

1 ) Journ. Americ. Chern. Soc. 43, 164, 1921. 
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beobachteten Drehungen sind also ein direktes Mall der d-Oxynitril­
menge. 

Bei sehr hohen Oxynitrilkonzentrationen nimmt indessen die 
Drehung beim Verdiinnen schneller ab, als aus der Proportionalitats­
regel zu erwarten ist. Ein mit Benzol isoliertes d-Oxynitril mit der 
Drehung 13,25° (1-dm-Rohr, Na-Licht) wurde so mit Alkohol verdiinnt, 
daB zu 9 ccm Oxynitril 1 ccm Alkohol gesetzt wurde, die Drehung 
beobachtet,.noch 1 ccm Alkohol zugesetzt usw. Die Drehungen wurden 
sowohl mit Na-Licht als mit Hg-Licht ~tbgelesen [Tabelle XI und 
Abb. 5 (Hg-Licht)]. Mit Silbernitrat wurde gefunden, dall sogar bei 
der groBten Verdiinnung (9ccm Oxynitril + 37ccm Alkohol) nur 
0,2 Proz. des (sauren) Oxynitrils gespaltet wurden. 

Verdiinnung 

·= +T Oxynitril + I ,8 
+2 j 
+3 < 
+4 s 
+ 5 C) 

+ 7 C) 

15 G 

1\ 

"· 0 .... , 10 

0 

TabelleXI. 

Drehung 

Hg•Licbt I Na•Licht 

15,20° 13,25° 
12,55 -
10,80 9,50 
9,55 8,40 
8,55 7,55 

I 
7,70 6,85 
6,50 5,80 

i'-, ,, 
i'-..... 

!' ....... 

Drehung 
Verdiinnung 

Ha•Licbt N .. Licht 

9oom + T 5,700 5,05° 
Oxynitril + II ,.8 5,10 4,40 

+ 13 j 4,50 4,00 
+ 17 < 3,50 3,20 
+21 e 3,10 2,75 
+27 C) 2,40 2,75 
+ 37 C) 1,90 1,70 

i'-

Die friiher bestimmte 
spezifische Drehung 300wurde 
mit Na-Licht beobachtet und 
diirfte also im Hg-Licht etwa 
3241 betragen. 

G. Racemisierung des 
d-OxynitrilB. 

Schon friiher babe ich 
in meiner Arbeit gefunden, 
daB erhohte Temperatur 

'10 30 20 einer geringeren Drehung 
entspricht, was auf die ver­
grollerte Racemisierungs­

Die Drehungsabnahme bei Verdiinnung des Oxynitrils. geschwindigkeit zuriickzu-

100 10 80 70 60 50 
Konzenlralitxt 

Abb. 5. 

fiihren ist. Ich babe nun einige weitere Versuche angestellt, 
indem ich bei verschiedenen Temperaturen sowohl die Drehung 



als die Totalsynthese be­
stimmte. Zu 4 ccm Alde­
hyd + 26,2 ccm HCN­
Losung + 10 ccm Puffer 
(PH in der Mischung = 5,2) 
wurden 5ccm einer Enzym­
lOsung (aus Mandelextrakt 
mit Saure, Bleiacetat 
und Dialyse hergestellt, 
Reinheitsgrad- 4320) zuge­
setzt. Proben von 3 cern 
zur Silbertitration (Ta­
belle Xll). 

Aus der Tahelle XII 
sehen wir, daB bei hoherer 
Temperatur die Maximal­
drehung kleiner ist und 
schneller abnimmt. Bei 
600 wird keine Rechts­
drehung beobachtet. Bei · 
dieser Temperatur bleibt ~ 
auch die Totalsynthese bei ~ 
einem niedrigeren W erte .g 
stehen. Um fcstzustellen, E-. 
daB diese Verschiebung der 
Gleichgewichtslage von der 
Anwesenheit des Enzyms 
unabhangig ist, wurde der 
Riickgang der Drehung 
eines enzymfreien Oxy­
nitrils untersucht. Ein 
mit Benzol ausgeschiittel-
tes Oxynitril wurde in 
pufferha.ltigem Alkohol ge­
lOst und die Losung in 
drei Teile geteilt. Die 
Ausga.ngsdrehung war im 
2-dm-Rohr 1,15°. Die drei 
~ungen wurden bei ver­
schiedenen Temperaturen 
gehalten und die Drehun­
gen a.b und zu kontrolliert 
(Tabelle XIII). 
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Tabelle XIII. 

Zeit oo 250 6()0 

1 Stunde .. 1,15° 1,100 0,10° 
4,5 Stunden 1,10 0,95 0,05 

21 
" 

1,05 0,55 o,oo 
30 

" 
1,05 0,40 0,00 

com AgN03 zu I I 5 cern Losung . 0,2 0,4 1,0 

Die Silbertitrierung wurde nach 30 Stunden vorgenommen. Es 
geht aus der Tabelle XIII, wie ich friiher gefunden babe, hervor, daB 
die Racemisierungsgeschwindigkeit mit der Temperatur vergroBert. 
wird. Da das Oxynitril nicht ganz benzolfrei war, kann seine Menge 
bei der Titrierung nicht genau berechnet werden. Indessen sehen wir, 
dal3 die Verschiebung des Gleichgewichts durch die Anwesenheit des 
Enzyms nicht bedingt war. 

Die Angabe von Rosenthaler, daB die groBte Drehung bei 25 bis 30° 
erreicht werden sollte, ist offenbar nicht stichhaltig. Bei 0° wird die 
Drehung groBer, ihre Ausbildung aber verlauft langsamer. 

Da die Annahme nahe liegt, daB die Hitzeinaktivierung der 
Oxynitrilese in einer Racemisierung besteht, babe ich einen approxi­
mativen Vergleich zwischen den Temperaturabhangigkeiten der zwei 
Reaktionen angestellt. Die Racemisierungsgeschwindigkeit meines 
Oxynitrils wird verzehnfacht durch etwa 15° Temperaturerhohung 
(30 his 60°, zweite Abhandlung, S. 394). Die Hitzeinaktivierung er­
fahrt diesel be V ergroBerung ihrer Geschwindigkeit im Zeitintervall 
von etwa 60. 

VI. Ergebnisse der Reinigungsversuche. Eigensrhalten gereinigter 
Enzympriiparate. 

Das Roh-Emulsin wird am besten durch Extraktion von Mandel­
pulver mit schwach alkalischem Wasser hergestellt. Dabei werden die 
Sauren neutralisiert und das in den Zellen festgehaltene Enzym. frei 
gemacht. Natiirlich wird auch eine groBe Menge inaktiver Substanz 
herausgelost. Durch Fallung mit 2 Volumen Aceton wird alles Enzym 
in einem leichten gelblichen Pulver erhalten. Da viel MandelOl aus dem 
Niederschlag frei gemacht wird und nur mit groBen Mengen Aceton 
oder Ather bese:itigt werden kann, ist es einfacher, von fettarmem 
Mandelpulver (,Placent") auszugehen. Man erha1t daraus ebenso 
gute Praparate. 
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Die Reinigung des Roh-Emul&ins, d. h. die Beseitigung der inaktiven 
Beimischungen, habe ich unter Anwendung folgender Methoden versucht: 

Dialyse, 
Fallung mit Saure, 
Sorption mit Al(OH)3 lind Fe(OH)3 und Elution, 
Fallung mit Bleiacetat, 
Fallung mit Tannin. 

Mit diesen Methoden konnen auch Mandelextrakte direkt gereinigt 
werden. 

Dialyse. Das Enzym kann Kollodiumschlauche nicht · durch­
dringen. Durch mehrtagige Dialyse gegen stromendes Wasser kann 
beinahe aile Asche und etwa die Halfte der organiscben Substanz 
beseitigt werden, ohne daB die enzymatische Wirkung abnimmt. Eine 
dialysierte Enzyml08ung ist nur nach Zusatz eines geeigneten Elektro­
lyten mit Aceton fall bar. 

Reinigung mit Siiure. Bringt man durch Saurezusatz die Aciditat 
der EnzymlOsung auf Pu = 4,8, so wird die groB~ Menge der Ver­
unreinigungen gefallt. So konnen aus Roh-Emulsin etwa drei Viertel 
der Trockensubstanz ohne Enzymverlust entfernt werden. 

Tonerdehydrat und llerrihydrat, nicht aber Kaolin, sorbieren das 
Enzym, am besten bei Pu = · 6 bis 7. Das auch im Sorbat wirksame 
Enzym wird durch Wasser nicht herausgel08t, wohl aber durch Alkali 
oder noch besser durch alkalische Phophat- oder ArsenatlOsung, w~bei 
die Aciditat Pu = 8 his ll die beste Ausbeute gibt. Wiederholte Ad­
sorption hat nicht zum groBeren Reinheitsgrad gefiihrt. 

Bleiacetat (neutrales oder basisches) fallt das Enzym. Der Nieder­
schlag ist aktiv. Mit H11 S kann das Enzym ausgel08t werden, wobei 
die Verunreinigungen groBtenteils ungel<ist bleiben. Durch Wiederholung 
der Bleiacetatbehandlung kann ein hochaktives Enzympraparat er· 
halten werden. Unter Zuhilfenahme der friiher beschriebenen Methode 
konnten z. B. 98 Proz. der Verunreinigungen einer Roh-Emulsinlosung 
ohne wesentliche Abnahme der enzymatischen Wirkung entfernt 
weTden. D~ch diese Methode wird der Reinheitsgrad der Oxynitrilese 
viel mehr gesteigert als der des vergesellschafteten Enzyms fJ-Glucosidase. 

Gereinigte Enzympraparate zeigen keine EiweiBreaktionen und 
nur schwache Molischreaktion. Die Fallbarkeit durch Phosphor­
wolframsiiure kann dagegen auf Anwesenheit alka.loidartiger Stoffe 
deuten. 

Als obere Grenze des Molekulargewichts wurde durch Diffusions­
versuche der Wert 5000 erhalten. 

Die spezifische Drehung der Enzympraparate sinkt wahrend der 
Reinigung von etwa - 45° auf etwa - 35°. Diese spezifische Drehung 
ist indessen von der Aktivitat des Praparats nicht merkbar abhiingig. 
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Stabilitiit. Das Enzym ist bei Zimmertemperatur sehr stahil, sowohl 
in saurer als alkalischer Losung (Ps = 3 his 11). Die Inaktivierungs­
temperatur, wohei das Enzym wahrend einer Stunde seine halhe 
Aktivitat verliert, liegt ein wenig hOher als 75°. 

Die optimaleAcidiUit ist Pu = 5,2 his 5,4 im alkoholischen Suhstrat­
gemisch. Da das gereinigte Enzym kein Silhernitrat verhraucht, kann 
die Oxynitrilbildung sehr bequem durch Silbertitrierung bestimmt 
werden. 

Es ist durch meine Versuche wahrscheinlich gemacht, daB das 
Enzym mit HCN eine Verhindung eingeht, welche das rechtsdrehende 
Oxynitril liefert. [Diese Versuche machen die eigentiimliche Theorie 
von Erlenmeyerl) iiher die optische Aktivitat des Benzaldehyds noch 
unwahrscheinlicher.] Die d.Oxynitrilmenge ist hei nicht allzu groBen 
Drehungen der Enzymmenge proportional. Das Enzym wird von dem 
Oxynitril gehunden, und zwar am starksten von der d-Form. Dies 
stimmt · sehr gut mit der Beobachtung von Bredig und Fiske2), daB hei 
der Oxynitrilsynthese durch Alkaloide diese sehr kraftig von dem 
Oxynitril gebunden wurden. 

Als spezifische Drehung des d-Oxynitrils giht PeistB) den Wert 14° 
an. .Rosenthaler4 ) erreichte durch Amygdalinspaltung 27°. Ich hahe 
unter optimalen Versuchshedingungen den Wert 300 ermittelt (Na-Licht). 
Im Zusammenhang mit den Ergehnissen von Krieble&) diirfte daraus 
hervorgehen, daB dieser Wert die spezifische Drehung des nahezu 
reinen d.Oxynitrils ist. 

Die in den Suhstratgemischen heohachtete Rechtsdrehung ist 
der Menge d-Oxynitril proportional. Die Racemisierung des d-Oxynitrils 
ist von der Anwesenheit des Enzyms unabhangig und \\oird durch 
Temperaturerhohung und Verminderung der Aciditat heschleunigt. 
Durch TemperaturerhOhung wird die Gleichgewichtslage ein wenig 
gegen groBere Spaltung verschohen. 

Ehe ich zu einer Zusammenfassung meiner Arheiten iiher Oxynitril­
bildung iihergehe, mochte ich an dieser Stelle auf zwei altere Hypo­
thesen iiher die Wirkungsweise des Enzyms hinweisen. 

l. Fajans 6 ) setzt den enzymatischen Effekt in Analogie mit der 
Wirkung einiger hekannten Suhstanzen, namlich gewisser Alkaloide 
wie Chinin und Chinidin. Bei _<\nwesenheit dieser Stoffe kann nach Be­
liehen das d- oder 1-0xynitril in UherschuB erhalten werden, wenn Benz-

1) Diese Zeitschr. 64, 382, 1914. 
2) Ebendaselbst46, 7, 1912. 
3 ) Arch. der Pharm. 247, 226, 1909. 
') Ebendaselbst 248, 105, 1910. 
5) Journ. Americ. Chern. Soc. 48, 164, 1921. 
1) Zeitschr. f. physik. Chern. 78, 25, 1910. 
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aldehyd und HCN in Chloroform gemischt werden. Die Ursache des 
Effektes liegt nach Breilig und Fiske in der Bindung zwischen Kata­
lysator und Oxynitril. In Ubereinstimmung damit habe ich gefunden, 
daB das Oxynitril (Rechtsform) vom Enzym kraftig gebnnden wird. 
Fajans nimmt an, daB die Asymmetric bei der Synthese dadurch 
verursacht wird, daB das Emulsin die Spaltung des l-Oxynitrils be­
schleunigt. Rosenthalerl) hebt dagegen hervor, daB, wenn also die 
Emulsinwirkung eigentlich eine asymmetrische Spaltung ist, die 
d-Form entstehen sollte, wenn inaktives Oxynitril in Anwesenheit 
von Emulsin gespalten wird. Statt dessen entsteht die Linksform in 
UberschuB. 

2. E. Erlenmeyer 2 ) versucht die asymmetrische Synthese so zu er­
klaren, daB Emulsin und die oben genannten Alkaloide den Benz­
aldehyd ,aktivieren". Benzaldehyd soll namlich in zwei Spiegelbild­
isomeren existieren konnen, und durch Emulsin usw. soll die eine Form 
in UberschuB gebildet werden. Beide Formen reagieren mit derselben 
Geschwindigkeit mit HCN, aber die eine Form des Oxynitrils wird in 
lTberschuB gebildet werden. Das Enzym vergr6Bert also nicht die 
totale Reaktionsgeschwindigkeit. Das letzte stimmt mit meiner 
Reo bach tung iiberein, daB bei konstanter Aciditat die totale 
Reaktionsgeschwindigkeit durch Emulsinzusatz nicht merkbar ge­
andert wird. 

Die Moglichkeit der Existens von d- und 1-Form des Benzaldehyds, 
die von Erlenmeyer und von H. Pauly3) hervorgehoben wird, hat Erlen­
meyer experimentell zu beweisen versucht, er hat dabei aber eine schwere 
Kritik von E. W eilekind4) erfahren. Krieble5) kommt indessen auch zu 
dem SchluB, daB zwei Benzaldehyde existieren konnen, denn Emulsin 
gibt mit dem Aldehyd des Handels d-Oxynitril, aber mit Aldehyd 
aus 1-Amygdalin 1-0xynitril. 

In diesem Zusammenhang sei hervorgehoben, daB. die Dissoziation 
des Benzaldehyds in Betracht gezogen werden muB. Speziell bei Ver­
Ruchen zur Deutung der PH·Kurve muB man beachten, daB die Kon­
zentration der reaktionsfahigen Form des Aldehyds ein Pa-Maximum 
aufweisen kann. Die Dissoziationskonstante des Aldehyds ist zwar sehr 
klein (etwa 10-14), aber es ist moglich, daB aus der Dihydroxylform eine 
Art von Zwitterionen gebildet werden kann, welche wahrscheinlich 
eine groBe Reaktionsfiihigkeit besitzt. 

1) Diese Zeitschr. 73, 760, 1910. 
2) Ebendaselbst 61, 382, 1914. 
3) Ebenda.o:elbst 67, 439, 1914. 
') Ber. 47, 3172, 1914. 
5} Joum. Americ. Chern. Soc. 34, 716, 1912. 
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Nach der Valenzelektronformel von Pauly konnen theoretisch 
zwei stereoisomere Benzaldehyde erwartet werden: 

H * 0-0 )c( (O=Elektron). 
C6Hs o 

Wegen der leichten Verschiebbarkeit der Elektronen ware es 
schwer, einen eventualen a~ymmetrischen Aldehyd beizubehalten 

Es scheint indessen, als sollte die Annahme von der primaren An­
lagerung von HCN an das Enzym die Hypothese von verschiedenen 
Formen des Aldehyds iiberfliissig machen. Es ist durchaus denkbar, 
daB die an ein optisch-aktives Alkaloid gebundene Cyanwasserstoff­
saure den Aldehyd nur zu der einen Oxynitrilform addiert. Es ist 
iibrigens eine bekannte Tatsache, daB Aldehyde und wasseriges HCN 
lOsliche Salze geben, die bei Erwarmen gespaltet werden. Aus absolutem 
Alkohol konnen die Salze in kristallisierter Form gewonnen werden, 
aber beim Stehen an der Luft nehmen sie Wasser auf und zerfallen. 
In Analogie mit der Bindung des Emulsins an das d-Oxynitril stehen 
Versuche von Betti und v. Giflen 1 ), die gefunden haben, daB mit der. 
optischen Base P-Hydroxynaphthylbenzylamin racemische Oxynitrile 
asymmetrisch gespaltet werden, wobei kristallisierte Salze optisch 
aktiver Aldehyd-Basenverbindungen isoliert werden konnen. 

Gewisse andere Beobachtungen stimmen mit der Alkaloidtheorie 
iiberein. So haben Traube und Onodera 2) gezeigt, daB hochmolekulare 
Alkaloide, wie Atropin und Chinin, in Wasser sich in kolloider Form 
lOsen, wahrend ihre Salze echte Losungen bilden. Dies steht mog­
licherweise mit dem von mir gefundenen hohen Molekulargewicht in 
Vbereinstimmung. 

Zusammenfassung meiner Arbeiten fiber Oxynitrilbildung. 

Schon lange ist bekannt, daB viele Aldehyde Ieicht Cyanwasserstoff 
addieren und Oxynitrile (Cyanhydrine) liefem. Rosenthaler3 ) fand, daB, 
wenn Emulsin bei der Reaktion anwesend war, die Oxynitrile oft 
optisch aktiv wurden, Benzoxynitril z. B. rechtsdrehend. Die Synthese 
dieses Oxynitrils wurde naher von Rosenthaler studiert, und er fand 
unter anderem, daB die Asymmetric ihr Maximum bei einer bestimmten 
Temperatur und nach einer bestimmten Zeit erreichte. Er fand auch 
bei Anwesenheit von Enzym eine VergroBerung sowohl der Reaktions­
geschwindigkeit als der Ausbeute. 

Da die Fahigkeit einer Emulsinlosung, ein optisch aktives 
Oxynitril zu erzeugen, durch Erwarmung auf 75 his 80° verloren ging, 

1 ) Gazzetta 42, 316, 1912. 
2 ) Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Bioi. 1, 35, 1914. 
3 ) Literaturhinweis siehe diese Zeitschr. 118, 16, 1921. 
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nahm Rosenthaler an, daB in dem Emulsinpraparat ein Enzym an­
wesend sei, das die Bildung des d-Oxynitrils beschleunigt. Dieses 
Enzym nannte er syn-Emulsin, oder nach dem Nomenklaturvorschlag 
von Euler Oxynitrilese. Da gefunden wurde, daB in gewissen Fallen 
ein linksdrehendes Oxynitril gewonnen werden konnte, wurde die 
E:xistenz von zwei Enzymen, d-Oxynitrilese und 1-0xynitrilese, an­
genommen. Ersteres konnte gewonnen werden, wenn Emulsin zuerst 
mit Saure und dann mit Alkali behandelt wurde. 

Eine Losung von Amygdalin wird bekanntlich durch Emulsin 
gespalten, und man nimmt an, daB Benzoxynitril dabei als Zwischen­
produkt auftritt. Das Zerfallen des Oxynitrils in Aldehyd und H C N 
soil nach Rosenthaler durch ein Enzym. dia- Emulsin, geschehen, 
das aus einer Emulsinlosung dadurch isoliert werden konnte, daB sie 
mit MgS04 gefallt wurde, wobei das Enzym ins Filtrat ging. 

Im AnschluB an diese Arbeiten von Rosenthaler habe ich die Rolle 
des Emulsins bei der Einstellung des Oxynitrilgleichgewichtes studiert. 
Die wicktigsten Resultai,e meiner Arbeiten werden hier zusammengefa[Jt. 

l. Vergro{Jerung der Reaktionsgeschwindigkeit. Uber die Abhangig­
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Aciditat sind von mir 
quantitative Versuche angestellt worden. Daraus geht hervor, daB die 
R-eaktionsgeschwindigkeit in saurer Losung klein ist, um gegen den 
Neutralpunkt zuzunehmen. Wird durch Pufferzusatz die Aciditat ge­
regelt, hat die Anwesenheit von Emulsin keinen merkbaren EinfluB auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit. Ohne Puffer wird die Aciditat durch Emulsin­
zusatz vermindert (EiweiB und dergleichen bindet Saure), wobei die 
Synthesegeschwindigkeit wachst. Die in Frage kommende Siiure ist 
Benzoesiiure, die ja auBerst Ieicht bei der Oxydation des Aldehyds 
gebildet wird. 

2. Vergro[Jerung der Ausbe,ute. Dieselbe Menge Oxynitril wird ge­
wonnen, sei es, daB Emulsin anwesend ist oder nicht, aber wegen der 
Aciditatsverschiebung wird das Gleichgewicht schneller mit Emulsin 
erreicht, und man findet nach einer kurzen Zeit eine groBere Oxynitril­
menge a.ls ohne Emulsin. 

3. syn- und dia-Emulsin. Dal3 das von Rosenthaler hergestellte 
syn-Emulsin die totale Synthese beschleunigt, beruht auf dem Alkali­
gehalt der Enzymlosung. Ahnliche Aciditatsanderungen sind auch die 
Ursa.che da.von, daB die Gleichgewichtslage der Oxynitrilspaltung in 
Wasserl08ung bei Anwesenheit von dia-Emulsin schneller erreicht wird. 

4. Sii.mtliche symmetrisch-kinetischen Wirkungen werden also als 
Aciditatawirkungen erklart, und auf diese koru1en auch mehrere andere 
der Versuchsergebnisse Rosenthalers zuruckgefiihrt werden. So beruht 
z. B. das Abnehmen der Drehung nicht auf enzymatischer Spaltung 

3 
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(dia-Emulsin), sondern auf der Racemisierung, deren Geschwindigkeit 
durch Aciditatsverminderung vergroBert wird. 

5. Enzymatiscke W irkung. Als einzige Wirkung eines enzymatischen 
Katalysators ist die optiscke Alctivitat des Oxynitrils zu betrachten. 
Urn diesen Katalysat.or, von mir hier Oxynitrilese genannt, zu stu­
dieren, habe ich Reinigungs'versuche vorgenommen. 

6. Reinigung. Fettarmes Mandelpulver wird durch alkalisches 
Wasser extrahiert und der Extrakt mit Aceton gefallt (Reinheits­
grad rund 100). Weitere Reinigungsmethoden: 

Dialyse, erhaltener Reinheitsgrad rund . . . . . 200 
FiUlung mit Saure, erhaltener Reinheitsgrad nmd • 500 
Sorption u. Elution, erhaltener Reiheitsgrad rund . 700 
Bleia.ceta.tfaUung, erha.ltener Heinheitsgrad rund . 3000 (zweimal: 10000). 

7. Eigenschaften der Priiparate. Meine reinsten Praparate ent­
halten kein EiweiB und nur wenig Kohlehydrat. Das Molekulargewicht 
diirfte nicht groBer als 5000 sein. Die spezifische Drehung der Praparate 
sinkt ein wenig wahrend der Reinigung. Das Enzym ist sehr stabil bei 
gewohnlicher Temperatur. Die Temperatur der halben Inaktivierung 
bei einstiindiger Erhitzung liegt ein wenig iiber 75°. Die optimale 
Aciditat (in wassrig-alkoholischer Losung) ist PH = 5,2 his 5,4. 

Das Enzym bildet moglicherweise mit HCN eine Verbindung, die 
den Aldehyd zu d-Oxynitril addiert. Die spezifische Drehung des 
d-Oxynitrils diirfte 300 nur wenig iibersteigen. Die in der Reaktions­
mischung beobachtete Drehung ist dem d-Oxynitrilgehalt proportional. 

8. d- und l-Oxynitrilese. Krieble 1 ) fand, daB ein Emulsinpraparat, 
das mit Amygdalin 1-0xynitril gab, 2 Jahre spater rechtsdrehendes 
Oxynitril ezeugte. Er erklart dies in folgender Weise: Emulsin enthalt 
zwei synthetisierende Enzyme, von welchen die 1-0xynitrilese schnell 
zerstort wird. DaB die Praparate Rosentkalers d-Oxynitril gaben, sollte 
darauf ~ruhen, daB seine Prii.parate viel alter waren als die von Krieble. 
Diese Erkliirung sch.eint nicht wahrscheinlich. Keines. von meinen 
vielen Priiparaten hat in irgend einem Stadium von Reinheit oder 
Alter 1-0xynitril gegeben. (Einige Praparate wurden tells unmittelbar 
nach der Darstellung und teils nach mehr als einem Jahre untersucht.) 
In teilweisem AnschluB an Rosenthaler finde ich eine einfachere Er­
klii.rung folgendermaBen: A us Amygdalin wird d-Oxynitril abgespalten 
und dann in der neutralen L08ung schnell racemisiert. Der Oxynitril 
zerfii.llt nun, und wegen der Anwesenheit des Emulsins wird died-Form 
schneller gespalten, wobei die Losung Linksdrehung zeigt. Durch die 
Annahme, daB die Oxynitrilese sowohl in die Bildung als in die Spaltung 

1 ) Biochem. Bull. 2, 227, 1912/13. 
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des d-Oxynitrils eingreift, werden Hypothesen von einem 1-Enzym 
iiberfliissig. Zur Bekraftigung bedarf indessendieser Punkteiner weiteren 
experimentellen Untersuchung. 

Weil das Enzym sowohl bei der Bildung wie bei der 8paltung des 
d-Oxynitrils teilnimmt, kann es vielleicht unnotig erscheinen, es als 
ein besonders synthetisierendes Enzym (Oxynitrilese) anzusehen und 
es konnte wohl auch Oxynitrilase genannt werden. Indessen sind die 
Eigenschaften und die Wirkungsweise des Enzyms nur durch das Auf­
treten des optisch aktiven Endproduktes studiert, und es diirfte 
deshalb angezeigt sein, den Namen Oxynitrilese his auf weiteres bci­
zubehalten. 

Durch meine Arbeiten habe ich gezeigt, da(J entgegen der friiheren 
Theorie iiber die Mitwirkung des Emulsins bei dem Benzo:r:ynitrilgleich­
gewickt der einzige Effekt des enzymatischen Katalysators die optische 
Aktivitiit des Oxynitrils ist. 

Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. H. v. Euler, sage 
ich fiir die Anregung zu dieser Arbeit, fiir die vielseitige Unterstiitzung 
und das mir stets bewiesene Wohlwollen meinen warmsten Dank. 




