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“Vorbemerkung

Die vorliegenden: Mitteilungen stellen im wesentlichen eine Fertsetzung
derjenigen dar, welche im Jahre 1942 in “Science Reports of Tokyo Bunrika
_Daigaku” als I und II Mitteilung!®6) veréffentlich wurden. Die Versuchsre-
Vsulﬁate,,,'(iie damals wegen. Weltkriegs II noch unveréffentlichi blieben, liegen
zusammen mit.den. dané¢h erhaltenen in diesen Mitteilungen vor. Siewurden an
”Symposia on Enzirme Chemistry” in Tokye am:30, Oktober, 1948 vortragen.

An dieser Stelle erlaube ich mir, meinem verehrten Lehrer Herrn Frof. Dr.

* Aus dem Chemischen Laboratorium der Textil- und Seidenbauwissenschaft-

lichen Fakulta.t an der Umversqtzt thshu

¥+ Professor an_ “der Un‘verextat chmshn
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T.Miwa an der Tokyo Universitit fir Literatur und Wissenshaft (Tokyo
Runrika Daigakw), fir die freundkiche Leitung und :eifrige Anteilnahme zu
dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank auszusprechen. Auch der Textil-
Fakultit zu Ueda und besonders dem Institut fiir Textilchemie derselben
bin ich fiur die gilitige Unterstiizung zn -Dank verbunden.

I. Weiteres itber das Verhalten von B-Galaktosidasen
verschiedener Herkunft gegeniiber den A-d-Galaktosiden
mit verschiedenen Aglykonen.

Es ist von T. Miwa 89 und mitarbeitern gezeigt worden, dass das Akti-
vitidtsverbiltnis, das die aus vershiedener Quellen gewonnenen Fermentpfé-
parate gegeniiber den B-d-Glucosiden mit verschiedenen Aglykonen ergeben, je _
nach der Fermentherkunft mehr oder weniger stark Schwankt. Als Ursache
hierfiir ist in erster Linie die Verschledenheﬂ in der Struktm ]eder B -Glu-
co:dase in Betracht gezogen worden. )

Bezughch der f-Galaktosidase!® versch1edener Herkunft erwxes ‘sich das
Aktivititsverhiltnis ]eden praparaces gegenuber #-d- Galakt051den von Phen-
ol,o- und p-kresol sowie Vanillin zumeist als mcht $0 erhebhch schwankend
wie bei der B-Glucosidase, wobei die. Fermempraparate aus. Pr zmus und
Cycas-Samen die Auspahme darstellten . :

In der vorliegenden Arbeit, wurde nun Versucht zu prufen, ob derselbe
Sachverhalt auch bei den anderen. -d-Galaktosiden m;‘tdverschl_.,edenen Agly-
konen ebenfalls vorliegt oder nicht. iR

Zur Ermittelung des Aktivititsverhiltnisses, wurden insgésamt 15 verschie-
dene p-Galaktoside herangezogen, von denen 12 das phenolische Aglykon und
3 das alkoholische fithrten. Vergleichsweise wurde auch die B-glucosidasi-
sche Aktivitdt mit Phenol-3-d- glucos1d als . Substrat ermittelt. Die Enzy-
mlgsungen wurden aus 16 versch1ed nen Quellen bereitet, die die Samen
von hiheren Pﬂanzen, Plllzen und Bakterlen sow1e auch tlerlsche Geweben
umfassten. ‘ : '

‘Die Bédingungen der enzy*matiéc}ien Réaktiohe’n und die Béstimmungéméth~

ode sind ganz dieselben wie bei der ersten ‘fnit{eil‘uﬁg Zwei B- d Galaktosidé
‘ von Salicylaldehyd und Isceugenol wurden,’ wegen germcrer Lcshchxext
Torm einer’ Suspensmn zur Reaktion vervvendet ; ’

: ' Tabelle’ 1.7 % ‘
Aktivitdtsverhéltnis von ﬂ Galakt031dasen versclnedener Perkunft gegen-
tiber 15 B3- -Galaktosiden.
(Die Aktivitit fir Phenol-g- -d- galakt051d 1st als 1 gesetzt 3
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1| Prunus armeniaca 1116.0 0.60]3.61 2.16 [8 040.36 | 2.21 46.3 | 0.39 | 6.73 5.0 ’ 0.06 | | 0.70 0.55' * 7. 40
o ’ R ‘ e d i SN
: zf‘» Cycas revolta . 1 9.oolo. 85%,1.64 2.00 | [ 5.10 | 0. 18‘; 3.05 '520 0 0.34|2.30 { 0. 51 13.64  1.24 ( 4.20 .
| 3 Sesamum i mdzcum - D1 lesdo, 92! 0.880.56 | 0.75 [ 0.24 0.810.73 | 0.41 [ 0.04 108 — j —| =] o1
' 4! Glycine hispida . 111080110 0.80 " 0.56 | 0.9410.31 1.10 | 111 0.94] 104 | E 26 | . l o=l =
E[Zeamays 1&}0."08113@2110583‘(').93’ 0.46‘3[1.04 1.05 | 0.96 ;:1‘30§131i —! . —:,5} —
6] fFakadxastase ,3 1]0.991.22 1.30 %0,79 1 0.6500.17 1.02]0.83 | 0.74 | 1.45 {1 22‘ 0. 09‘ 0.42 “0 28 4 055 |
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7i As;mgzllus niger 1 ; 1.24'0: 92( 1.66:: 0,93 | 0.95 f 0.22 | 1.35 ; 0.99 | 1.10 | 2.30 | 1.83 ],,o, 12 f 0.43 | 0.24 Vf 25.4
8 | Mutterkorn - ‘1»’099086\107]008 |- oer — 1 — i—‘|70.077»f.0.15‘o.10 ’f 16.6
Mutte: i 1o - , P : ; 10 ) 16.¢
9| Polypolus sulphreus |1 120 801 1.36 ] 1.03 1 1.20 | 0.6 I — 1185110130 | —[0.0450.19 036 | 1.20
110 {13ﬁea,lacteus BEE) 22! i l 0.46 1.28 10.99 §1.67 2,72 §1;o7‘ﬁo.11} 0.50 ' 053 “ 1.71
i | ) 3
111, ’ Coremiella sp. 115 1021 058 0.46/ 1.303.00 —]o0.0750.31]0.80 | 1.
112! Bac. coli T i124’0 a1 ﬁ':1.931 0.243.26 114 | 400878 z2a|07| —| —] -
13 { Schneckenhepatopankreas [ 1118118 —|0.62 142 t 0.62 * 1.36 | 1.45] 0.54 | 0.72] — 0003 0.12 i 0.08 | 2.30
) 14]5chwem1eber 11 [1.62;1‘52;1.70 019 —| —|565] - ﬁf — = § ¥ }009 11 8.34
i i i R | ! ;
15 ] Ochsenleber 1 l111s1 15 010 3.9110.05 3.91] 487 046 100 2 51] f — | 455
| 16 | Kultuslosung von Corticitn | 1 | 1 6 L04[1.33 160  — Los 118 Les| L2 — | — ? 1 8.5
, centrifigum L ; ] : . L I ot

# Als Suspension.

: ##Die Verhﬁltniéwefte wurden von M. Hashimoto beobachw
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In diesen Resaltaten ffillt €8 uns zuni chst auf, dass eme Weltgehende

besteht, ndmlich ble1b1: die relat1ve Spaltungsgeschwmdlgkplt von ]edem
phenolischen. f-Galaktoside bei beiden Fermentarten fast gletlch gross. ‘Es ist
jedoch wohl nicht ohne weiteres méglich; iiber die Ident‘itéitii beider B-Gala;
ktosidasen etwa\s sicheres aussagen, denn és gibt auch eii; déutlicher Unter-
schied zwischen beiden Eermenten in Bezug auf das Aktiﬁtﬁés#é&héltnis der
alkoholschen beiden Fermenten in Bezuguauf: daé AlitivitéitSvéihfiltnis der
alkoholischen E-Gala\ktoside So wird z.B. e.«Methanol-B-d-galaktosid durch das
Aprikoseferment etwa 1720 so Iangsam gespalten wie Phenol- -B- d galaktosid,
wihrend das Cycasferment. dasselbe Substrat verhaltn1smass1g schneller vv1e
etwa mit einer Geschwmdlgkelt von 1 A 2 zum Phenol-g-d- galaktos1d spaltet
Hierbei erscheint es uns besonders bemerkensvvert," dass Aktlwtétsver-
hiltnis gegehﬁbér verschiedenen 3-Galaktosiden von Aprikose:: uudCycasfer
ment, mit einigen Ausnahmen wie Sahcylaldehyd3 I'\/['ethylsaliicylat-»uud Iso-
eugenol-g3- galakt051d, in glossen 7ugen daﬁselbe 1st W1e der erkungSquo-
tient gegeniiber ants;;rechendan B- Gluc031d°n Bczughch des Akt1v1tatsvel-
hé\'ltnissp's der 3-Glucosidase von Aprik’ose-”und' Cycasifermen‘t sei es. auf die
von T. Miwal® und Mltarbeuern ausgefunrten Arbelten V81'W1€S€Il All-
erdings erscheint diese Tatsache insofern beachtenswert als wir uns der
Schiussfolgerung von B. Helfench5> errmern“ dass Q- ucosidas/e* und B-
Jalalftosxdase von Sussmandelemulsm ein und dasselbe Enzym darstellen

Bei den Fermentpriparaten aus den Samen anderer hoherer Pflanzen
(Nr. 3, 4, 5,), den Pilzen (Nr. 6,7,8,9,10,11,16) sowie auch dem Hepato-
pankfeas der Schnecke (Nr. 13) erscheint der Sachverhalt etwas anders,
inderri das Aktivitéitsverhéﬂtnis gegeniiber den phenclischen B-Galak‘s;o§iden
nur wenig SchwankL T\Témlich“y scheint die chemisché T“Luf: des Aglyk()ns
bei dlesen Fermentpraparaben auf. die Spaltungsgesahwmdlgkezt kemen Wese-
mhchen Einfluss auszuuben E R .~; .k S :

- Die Enzyme aus Bac. Colz commums (Nr 2 uud Ochsenleber (Nr. 15)
sind auf Grund der Hemmungsversuchen sow1e des Verhaltens gegenuber

phenohschen B- Galaktosmen von Akamatsu uud Mi Larbeuernﬁ)/D dem Emulsm-
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Typ zugeteilt worden. Beztiglich des Verhaltens gegenuber dem Vanillin-g-
galaktcsid scheinen diese beiden Enzyme wohl dem Prunus-emulsin (Nr. 1)
nahezustehen, verhalten sie sich jedoch ganz anders gegen den Isoeugenol-
oder Guajakol-f-Galaktcsid. Demmnach erscheint es nicht statthaft, diese
' Férmehte‘ OEne weiteres mit dem Prunus-emulsin zu identifizieren. Das
Ferment aus Schweinleber écheint, solange es aus unsern Versuchsergebni-

ssen hervorgeht, sich von demjenigen der Ochsenleber kaum zu unterschei-
den. ’

Versuche

A. Substrat.

- Synthese einiger neuen B-Galaktoside, die in dieser Arbsit verwendet
Wur'den’, wurden, war an andere Stelle beschrieben. 14

B. Fermenti)réparate.

Priparate Nr 1- Nr. 11 wurden ganz in derselben Weise wie bei der I Mit-

teilung bereitet. ‘

Nr. 12. Bac.: Colicommaunis. "Nomura”-Stamm, geliefzért_ von Prof,k Yasaki
an der Jikeikwai medizinischen Akademie. Fermenﬂt‘s‘uhg wurde von M. f{a-
shimoto nach Vorschrift von K. Horikoshi® hergestellt.

Nr. 13. Schneckenhepatopankreas (Eulota zﬁelzorzphala pheszer\
Nr. 14. Schwelnleber :

Aus dem Acetonpulver, wurden die Fermentldsu’rig‘en' m derselben Weise
W1e aus dem Samenpulver hergestellt k

Nr '15. Ochsenleber. Die an der Fleischhackmaschiene zernebene frische
Ochsenleber wurde u Lnter Zusatz der doppelten Merme von Wasser und etwas
Toluol bei 30° der Autolyse untervvorfen Nach etvva 3 Taoen kolierte man
das Autolysa‘—‘ durch Tuch, die erhaltene triibe Lb‘sung darch Zentrifugi'eren
geklirt und im Cellophanschrauch dlalysmrf: '

-Nr.. 16, Dle kulturlosung von Cort zcwm cem‘m fzgum

Der lezwurde 7 tagelang in dem Malzextrakt bei 30° kiﬂtiviert Die
von der Pﬂzdecke abgetrennte Lésung wurde unter vermmdertem Druck

bei 30-33° ksnzentn ert und dann im Ce uophanschlauch dxalys;elt

-
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Protokolle i+
. N I 1,7 R C e -~
Tabelle 2. - SRR E IR (0 % (LN
Versuch mit den Fermentprapri.- e TA4 90 - T :
" parat Nr. 1, (Aprikose-emulsin). e 343 30,0 0.451 177
~—  calicylar 1183 £0.9 0.4060.403 0.3
Substrat: ‘ ‘Spal— 103K Mit_ Verh ooyt ] 17581 76.0/°0. 353
p-Galakios- tung ‘ — i
id von \M 1 % | tel _aalﬁtff
€6 l 28, 8l 2.235 ' Tabelle 4.
80 | 26.3| 2.440 .
! | 2.2 1 S .
Phenol ; %gg ‘ zég. gt % i%g:l) 2.28 ‘Versuch mit dem Fermentpriparat
o 1 41: 3 9: -~ Nr. 1, (Aprikose-emulsin), -
m-Kresol | 50| 6L1 8.020 8.26 3.61  Subeirat: | . [Spald 3 Lo o
- ‘ ‘82| 75.7| 7.492 ' ot 1101 [ Mit=
‘ | ; %%i}fktosu\/ﬁn. tung | 10.k tel | dlénis
P-Oxyacet-| 31 | 1o gsaml - | 70| 1.2 0156 1 .
- ~| 34! 33.0/5.11|5.05 2.21 .2 0. |
ophenon | & | i 2& 170 Phenol 5710/ 59,01 0, 1429149 2
o T op i 23. 5} 5.82 \ p-Nitro- i 45 35.14.17 3 72[25 0
Guajakol 60 | 46.2 4.50 | 4.84 2.16 phenol | 117) 58.4 3.26 7 77
110 68.01 4.50 e
|
. ; } 440 | 15. 9\ 0.173| +Tabelle 5
Methancl 1650 | 37.2 0.1230. 1'—26 0059 o L
. 050 | 5430111 | - Versuch'mit dem ‘Fermentpripa-
47 14,8 1.48 ; rat:Nr. 2, (Cycas revolta).: ..
Propanol : 175 47. 4\ 1.59 | 1.59 0.70 - : —
i og €8.5! 1. 70 Substrat: <|-Spal-...r 3 e
29| & 5} L.70 \ ‘ B—Galaktos-‘\f tung | 10. k Mit- Verh-
| 109 1 27.0| 1.25 ‘ ‘ id von U m. [ 0g te; ‘a_ltms
169 38.8| 1.26 [
n-Butanol : 1.24 0.55 | 1035| 6.0/ 0.187
n-k 1 222| 46.5/1.23 1 1035/ 36.0) 0.187 o
T BRE- Ao i | Phenol | 5970 623 0187187 1
! i i |
' | a8 1.4 0289, . .
‘Tabelle 3. ‘ km—Kresol ] 1540 by i 0, 2450- 309 1.€4
131 t Fermentpra arat B N . 0.7 )
crsuch e Qe Drmentisiorst . oo B0 988 M5
Nr. (Apmknse—omulsm3 S ophegop | 715!39“ 3 0-355 7°8. 0
Qub'strat ! Spal~ ' ‘ T '
| t , Mit-|Verh~ . .. |- 200 17.4 0,415
p-Galaktos-yyy,, |tung 10, kf tel |dltnis  Guajakol | 415 '29.7)0. 369{0 372 2.00
— | 1530 6900332 |
- 105 23.8 112 EEEEE A Sl I P iy
henol 181 8.1 115 | L1z 1 . . - ‘.13%28", 351’% ods |
325 55.81.10 » Methanol | 5e80F 5575 o (0" 0953 0.51
; TITIT6) 213 0.593| T 11112885 54:3}.0.(87 [
oo . 368 29.4 0.589 "o 252 99.7 0.651
Isocugencl | yo15. 56,1 0,204 434‘ 0.588 propanol. |- 425" - 50.0, 0. 7090. fsﬂ 3.64
o 17¢8) 66.0 0.261 650 66.2 0. €83 l
) o0 e rotm L T A28 26, 10,309 T T
1,3,5- | o 690 34.8 0,270
Xslemol gg g; 3252597 640 6.73  n-Butanol | 1gi5 79'7 o 190 252 1.24
S R j | 2560 -61.1 0.160, |
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Tabelle 6..
“Versuch m1t dem Fermentprapa;at
Nr. 2, (Cycas feyolta).
Substrat:. 5 »  Spal— 3
ubs; | Mit= Verh-  __ | 1225 19.50. 07¢€300. -
B Gataktos mim. | Fi0€ | £ k] tel |almis  SOCUEENOl| 4210 4490, 0615\ cesg| -4
o 8551 27.6] 0.164 1,3,5- 1200 3.0 0.145‘
Phenol | 161y 47.1 8%73:0 711 Xylemol | 2830 50.4) 0. 117> 37 094
L Nitro- =gl
. ) \ 3271l 26.69. 6604“ N ghi\ﬁorlo 2050, 207 01990143 1.03
Tsoeugenol | 4776 43.7,0.05350.581 034 501250 0240\
7346, 64.00. 0604 _Glucosi -50.
1;_, | L BSlicosid | &80 36.90.0238 0228’ 0.164
. 525 8.1 0.397 12899| 45.50.0205,
13,9~ | 663| - 46.2) 0.4060.386| 2.26
Xylenol ™ '14?5,[ | o 5‘ 0. 354] ‘ Tabele 3
Slaéécilyla . %gg{ » ‘21(55 g' 8 83‘0 £67) 5.10 Versuch mit'dem Fermehtpréparat‘
a Vi edl : : . .. C e
R 469 59. 0‘ 0. n Nr. 4 (Glycine hispide).
i ] . E ) . )
3455/ 24.90. 0360 - - T
foethyloal~ | ge65 - 30.30. 0325‘0 031 0.38  SrpstrEl I ¢ st5;1g_ 10% | Mit= Verh-
10585  45. 810 0252 om0 nin. | U tel |sltnis
5670 20.1 [0.0172l) -0l
Tabelle 7, Fhenol - 13005/ 26.8 (0. 0209019 1.
Versuch mlt dem I‘ermen TED- 15670, 16.27 0. 0135
tprep o-Kresol (13095 38.4 (0.01610.015 0.80
‘arat Nr. 3, (Sesamwm mazcum} , 17345 46.5 0.0157]
5670, 18.3 [0.0155
Substrat: | | ;Spal——' Min- Jerh— p-Kresol 113065 51.3 0.02390.209 1.10
%—Galaktos- Min;] tun;g 10'1 tel ‘altms : -..1117345] €0.5 0. 0232 ‘
id von . 5 . §
ey . 840 20.4 (0. 0169, .-
| J m-Kresol |{ooa0 2.2 0.017| 0.€9
Pherol 12‘328' g% 8%‘3’“;‘0 13 9l T 11715 36.6 0. 0169 >
E ] o 0.0993
, - . 11710, 23.5 {
T P « Guajakol £°-2.10.011 0.611| 0.56
o-Kresol - gggg 28.311 01590117 0.84. N e R
— Salicyl- 5840/ 23.8 [0. 0202
T — 20,018 0.94
Al e T Metyl= 17520 22.1 | g.00819] -,
I
a0 : L g7 . 00039 | 0.31
m-Kresol | (250 38 83’3}0 122 00 SAliovlat e 2] v

R EEE et — p-Oxyace- | 5840] 24.1 0. 0205!0 . R

‘ I o . | 21 1.10
Gubiakol | Eg[ ii"jég Oggg‘o 077 0.56  tophemon 11715 43.5 0.0212,

4210 44, , |
— . 5840| 28.8 0. 0253 -
Si%icﬁ,-l(E iz %gg 8%:1?%0 104 075 eRR 3715 417 o, 01690 o2t 1.1
aldehy : . - .

~} : g 10 & : Isoeugenocl 5840) 23.8 |0, 0202‘0 018! 0.24
salicyla 121 .00. ; = -
S : \ ;

S ey S it M Ox e 1,3,5- 5670| 20, 4 (0. 0175, )
p;gxyacet_ 12%8 92700800 p3g) g g Xplemol 13095 48.3 0. oz1e 02 1.04
ophenon .5/ 0. 096, B — :

o abaa— ]“35’ BT OTIC0 —-  p-Nitro- 4215 78.3 |0. 0sts! .
Vanillin 4330 259 0.004%-102 0.7  phemol 1170 517 0. 0270 024 1.26
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Tabelle 9. p_OXyace_’ 25 22.8'4.495 |
Versuch mit dem Ferment- tophenon | gg ég_g é.%g 4.74.1.1.02
préparat Nr. 5, (Zea mays). | e : '
T o | 200/ 16.8 0.399 |
Substral: ¢ Spalt qg, | Mitt] voT"  Methanol - 375 28.80.393 0.407 0.088
B-Galakt i, [ ung | 194 | el | B o €55 477000420 i
hopor | 274 20.6 0.366 | o oo .35 13.6 1.814 |
hemol | 1564 ' 71,9 0.346 | OS5 Propanol = 100 35.7 1.917 | 1.92 . 0.415
- T80 6.7 0301 - 210, €2.4 2.020 |
S | 3 o | fols ;
o-Kresol | égi ?i(i‘ g: 8222 0. 3491 0.£8 i 66]“18.3 1.330 \‘
;18 -6 0.345 | ! n-Butanoll 157, 35.7 1.221 | 1.20.| 0. 279
134 10.6) 0.365 | ' 248‘ 53.0/ 1.322 | i
p-Kresol | 394 33.4] 0.448 0.401 1.13 R i |
1504) 76.3 0.362 | " Tabelle 11
m-Kresol 1238 %g g: gg 0.433 1.21 Versush mit dem Fermentpriparat.
el T8 O Nr. 6, (Takadiastase).
Guajakol | 394 18.3)0.223 | 0.207 0.58  Subsirat:| . Spal { e Ve
15¢4) - 50.4; 0.191 - B-Galak- Min ' tungvI 103,k |° el fhéil’m;
Salicyl- | 885 25.8 0.337 | ( oan g5 o0 % | jis
aldehyd 935 50.1, 0.322 | ¥-¢ - 15 24.4) 8.08 | By
J— , T —i——=  Phenol | 30 42.6/8.62 | 8.261
Methyl- | 304 135.9 0.191 - . 48| 60.8 847 :
salicyat | 1594 37.5 0.135 | O- 165 0-46 | 1
...... I : Saticyl. | 15 17.45.53 -
p-Oxyace-| 385 25.8| 0.83 i y : 32 .32.9°5.30 5.27 | 0.65
tophenon | 1409} 72.4) 0,309 | 0-368 1.04  aldehyd | 47.4 4.98 |
| 1400 ’ 56| 47. L
iim. | 385] 29.10.388 [ B0 TS ]
Vanillin® | i 0.370, 1.05 Methyl- 145/ »87:51'1. 41| v, 15
, [1400 67.8 0.351 calicint | 240 o4l 140 | 142 0.17
. 24 QO
Tso- 385 26.4 0.346 | o 9,0 ¢ c6 345 _66. St
eugenol | 935 52.0 0.341 | - Ieo 15 18.6 5.75 ‘
N T - 32 36.9 6.24 | 6.16 | 0.74
Xylenol | 1504 79,0 0.425 10798 T 1.4 |
U 154 715.9, 0. 561 ~ 1,3,5- 20 87.510.2 - 4 4
p- Mitro- 594 360 00491 | 0.466 1.1  Yolemol | 30 €0.5/ 13,5, 1205 .1.45
phenot | 1594 71.9 0.346 50 77.8/13.1"

Tabelle 10."
Vestich mit dem Fermentpriiparat -

Nr. 6, (Takadiastase).

Stbstrat: | [Spalt] II\/"tt i Ver—
B-Galal- |y | ung | 103,k | o fhali-
tosid R N | nis
|- 40 83.8 4.48 .
Phenol | €5 45.5 4.06 |4.31 | 1
| 99 63.3 4.40
|29 36.7 6.80
m-Kresol. 60 60.2 6.65 |6.43 | 1.59
| 12 778 5.84 S
25 201388 - |
Guajakol | 53 34.5 3.467  3.69'| 0.7
| %0 5573715 o

- Tabelle 12,0
Vesuch mit dem Fermentpriparat
Nr. 6, (TaKadiastase).

Substrat:; ., Spali-, ‘Miji;cw- Ver—
p-Galak- \yp, o ung:| 108,k o7 )| bl
tosid {7 98 tnis
|
57 26.4 2.3 |, ,

FPhenol | g g7 245 | 2401 -
; ot hewwmn el Busaad b
p-Kresol | 12‘3 gigg Zg | 2.581-1.08"
p-Nitro— | * . 43|.28.2 3.35. 1
phenol | 138 54.9 2.51 | %98 1.2

- Tabelle 13,
Vesuch mit dem Fermentpriparat



fol.1-No.1

Nr, ;7 (Aspergzllus mger}

Qubstrat | Spalt—* :

Mltt
p-Galakt- | ung 100 k haltn—
osid von ‘M L% ks |eb isn
, 1138 '22 40,097
Phenol . | 2720/ 48.2/-0. 105.] 0.108/ 1

: 4160/ 65, o\ 0.109 | :
1138 34.8 0.1€3 -
m-Kresol | 2720 ° 67.2%0. 181 | 0.171,-1.€6
- | 4160 80.7 0.171 ‘
: 1138 209 0.0%0 |
Guajakol | 2720 48.2 0.105 | 0.¢¢6 0.93
. 4160)- 59.0.0.093
" ,1138 '30.8 0.140
?‘Offf‘ace‘ 2720 €0.5 0.148 | 0.140 1.35
OPReNON. L4160, 71.3/:0. 131 o
| 6849 21.7] 0.0153
Methanol 12690 34.5| 0.01450. 0142 ©.12
116910 39.4| 0.0130
Propanol | socol 80-80.0414 0436} 0.43
38550 19.2 0.0240 l
n-Butanol 6243 '33.4 0.0254/0. 0249 0.24
| 9770| 43.5/0.0254

“Tabelle’ 14
\/el such mit dem T ermﬂncpluparat
Nr,.7, (Aageygzllus niger),

Substrat: }Spal« ! VMt ‘Ver»

£~ Ga}akL-M | tung & 10, X te i hiltn*

osid von . m"’ % ‘ \ }
112000 24.6] 0. 0251 e

Phenol 2745; 8.7 6. OGle 0801; 1

12 o
p-Nitro- = 1280 35.7, 0.149 .
phenol. | 2745 - 59. 6 0.144 1 0,347, 1.8
i

Tabelle 157
Ver such mit dem Fermentpraparat
Nr, 7, (Asj)ergzllus m aer)

Substrat: ¢ Spal—
[-Galakt- Min. | tungr
osid von 1 %

" 1100 48,0 0.258

1540 57.8 0.237 | 0.237 1
2780 - 75.2 0.217 o

— e
l10a { 1;/&; ‘)hglljm_

s

Phenol

. 735 317 0.220
zf;‘ecg’l& '] 1285 46.5°0.211 | 0.226/:0.95
e 2215 72 6°0.247 |-

Studien iiber die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden

(221) ©

| |
. 739 10.2/0.0629)
2’;?}1’111—,. .| '3905 " 48.0/.0.0420 ‘0 0528‘[ 0.22
ieyial | gragl 57.8 6. 0556
oo - 738 38.8;0.2883 :
. |1282 53.7/0.26110.271 1.1
eugenol | 9275 7. 90.262
T 200 30.9°0.550 |
1,8, 5~ 455 44, 0] 0.568
Xylenol - | 740 65.30.621 | 0959 2.3
1445 83.3/0. 538
Tabell° 16

Versuch mit dem Fermentpriparat
Nr. 8, (Mutterkprn).

Substrat: | - Spal— ‘Nflt lVer—_f
[-Galakt- tung 100 k Thaltns
Min.
osid von S e J lls
2880 35.4! €. 0655 o
Phencl | 4130 '51.3) 0.07570.0736 1
5525 63.6/ 0.0795
_ [P , TR S
1680 30.0| 0.092
m-Kresol | 3075/ 52.6/0.105 | 0.101 1.37
5680 77.2/ 0.166 1 -
1680 25.2 0.075 |
Guajakol'| 3075 38.6/ 0.9 0.072- 0.£8
5980 62.0, 0.070
Oxvice: 1605| " 16:2 0. 047 ;
p-Uxyace- goan 982 0.048 ] 0.047] 0.€4
tophenon | geqei 46,8 0. 046
- . . l i
, 20500 24.9| 0.0060 o oo
Methanol 30480 32“0“0 COMlg 0053; 0.072
95700 45.2 0.0101 -
;Propanolk 30420: 5}:“70 01030 0102 6.150
18900 28.5| 0. 0071] =
n-Butanol25700 354/ €. 00730. 06077, 0.104
22,9/ 0. 0080|

,[30&20:

Tabelle 17,

Versuch mit dem Fermentpriiparat
Nr. 9, (Pol ypolus sulphreus). -

" Spal- cer |VeEr—

tung 1108,k - gltt— h#ltn-
0/ i . is

350" E 400
A70
| 0.47

Substrat:
B-Galakt—~,:
osid von ;Mm

Ppenol 1 1090 '\ 0.430 1
\

60

3.0

| B !
3450 34.1) 0.5 ;

o-Kresol 627‘ 54 Ol 0. 537 0.531} 1.23




10 (222) Kazutosi NISIZAWA « 1«0 ¥oll1No.1,
, — ; TI05 15900796 1 L
350, 23.1] 0.326 : Methyl— | X : :
p-Kresol ) 0.332 0.80° thyl= | 230 27.0, 0.594 | 0.587 0.46
, * 11485 €8.5/0.338 O LT salicyal | Yol Get7i0id442 | o fe o
345 33.0| 0.504 | z T 183146 | |
m-Kresol| 627 56.4/.0.575 0.562 1.36 fog}’fengg 122 32.0/1.37 | 1.76'1.38
- | 1370| - 88.9}.0. 698 | | 15 51.3,1.43 !
) 350, 28.5/0. 416 ol RBA o | ag0| 42i201.190 oot
Guajakol | sioci. 7. 3‘\ 0.460 | 0.438 1.03 Vanillin 980\ 57 a3 g0 128 0.9
YT P = B4 37.2 3.74
Salicyl- | 380 34.5-0.484 | o (oo 1 09 1,35 109 te 4 550 1545 27
denya | 1588 81,6 0.5% 0.508/ 1. Xolonol | 109 584380 (3,45 272
- l 15 28.1 2.54
Methyl-  610] 32.0f 0.275 Iso- 2.1 258 7
salicylat 1387 5.1/ 0258 | %% 080 eugenor | 1% 4B 22 1212 1.6
oo 7] 38007 39,41 0,572 | 1400 39.8) 0.357
Vanillin ,‘ 1383} L6 O 587 0. 5?0 <1. 35 Methanol 2740 57.5 0135 O. 146 0.11
Iso- - | 380 37.8| 0.542 - T 1z0] 19.20.€89 |y e
eugenol | 1380 74.7 0.433 \ 0.488 1.10.  Propanmol g g3 0.650 | ° 644¥ 0.50
7345 36.3) 0.566 | - T PG _
135 | 610 564 0,486 0.561 1.30  gyowtan| 50 206 0.660 0.678.0.53
yien 1370 85.9/ 0.€21 o R
Crza ‘ A4 B-Glucos— - 37) "16.5{ 2.12 | i
Methanol \13212, 22.1 0.01900.0104 0.045 i von . 1% 20,7 2.19° 12,18 | 1.71
P ot T Phenol |~ 160/ 56.1/2.23 |
1395 25.5/0.0916l, ~oql o 10
Propanol 5695 59.5 0.0680‘0 0’98) 0.19 Tabelle 19, o
n—Butanoli 393‘ 22_.1\ 0 0778@(,‘ 07131 0.16 \7 ersuch mit dem Fermentprapatat
©TT| 5695 57.3 0 0649 \ Nr. 10, (Irpex lacteus)
B-Glucos- 345‘ 33.4] 0.510 - — - -
% von 625/ 543 0544 \ 0.532 1.20 o] £ SRR g | Mitt Verh-
Pheeol | 1870, 82.0;0.543 S osid von iMn pr R el _laltnis
" Tabe | ’ 0d5| ‘
Tabelle 18, Pheno 1 | 1210 221 0.09850, ogesj,l -
~Versuch mit dem Fermenfpaparat S X i [
Nr, 10, (I7pex. lacteus) p-Nitro- | 1210 24.1/0.090,) oo 1 00
R phenol | 2765 42.0.0. 0856 bezg 1.07
Substrat: 1 Spal— M1tt TVer- ~ : -
gggavlﬁﬁt'le s | 5K e 'ﬁ?slt Tabelle 20,
W‘ %g; Zgg 11 2(5) SR Versuch mit dem Fementpraparat
-501.20 19 o7
Phenol | 257 51.0 121 F 1 Nt 11, (Coremiella sp.).
| 347 65.3/1.32 L STERTT
- " 4E B R Substrat: _Spait| fy | Ver—
o-Kresol | T Bt s 122 B—Galakt-wt ung !;10‘3,1< Mt hren-
I Phels T ] - osid von_ [ e LT s
0| B8 Ter T T S A I
. Tl G N R - 1540\,, 46.2/0.175 | ¢ 1o
"'K1~eS°1‘i ol gt | Phenell ] 2600 67.8-0.782 %178
e ) La " C ot g | i o
ol 60 s0-6 262 |, o ‘1138 20.10.0.181 | 124l 0y
: P T I - - H
Guajakol - 123 40.2 179 | 1.81..1.42 p~Kresol gggs #0. 208
2500 620016800 |7 0.
| | ‘ A T
Sahcyl— 90 27.9.1.58 o e G e \11001 ) 0,
aldehd | 245 5L 7129 1430332 Vanflin© | 9800 41370,




”'Tébelle 22...
“Versuch: mitdem. Fermentpﬁparat

Nr.13, (Schneckenhepa‘copank-

saTeasd: ‘
Subetrat: | & | Spald Ver—
F-Galakt- Mtn tung | 16%;% 2’1‘1“ hiltn-
osid von. SRy o T o is -
ssoli23.5 el |
Phenol . .60 .34.5 3.06. | 3.29 | 1
D298y 520325 - |
‘ 30" 25.8 4,32
o-Kresnl 60 38.8 3.56
{ 99

57.3 3.73

: -Galakt~

Woli1No.1  Studien tiber die Enz¥matishén Spaltung von Galaktosiden (223) 11
so- 10 ig?‘rgﬁ%]mgv % . 30 mg452
eugenol o7y go'p 0268 | | .-  D-Kresol ! €0 38.83.56 | 3.901.18
_ 9 58.1'3.82
Methyl- | 1100} 9.7 0. 0403)) 1seel 0707 f |
0 |- ; ! v - . s K 1
salicylas 9655, 52.30.0888™ ™ 7 p Oxyace: S a4 447! Lss
~ 9655| 26.4] 0.0137 93 - 61.4| 4.55
Methanol |25, 26-4 €. 0132‘0 0134) 0.075 | R
IR SR A 1 comiane | 72N 18:9.2.21 - 1o
25175‘,27;70 0. 0531 suajakol . 0~ 36.9,.2.22 [ 2.03 | 0.€2
Propanol | o655 72.1) 0.0574" 0552 0.31 | 180 '50.4] 1.67
. [ : A h E R
__ 1 2575]" 28.270. 0559 . . 30 33.4/6.05.
n-Butanol ggss 8.0 0,05137 %9 030 2;3;?;5 62 442 409 | 467|142
s EAT A SR 28 93 £6.4(:3.89 |. . .
‘ T abelle 21 Methyl- | 85 27 58 1503 0.6
Versuch mit dem- Fementpra‘parat salicylat | qa0l 50’0 T g0 A
» Nr 11 (Coyemzella sp.y. 0k s06l 7 Ve
Bstiats] . Spalt \Mltt Ver—“ Venilin | gy 555 4z | 470145
3= %a‘llakt-]M )ung 1f‘> k el ha_ldtn— - r“‘ - .Y
osid von | % 4 18 Iso- 35 15.9 2,15 | 4 cg | 54
804 24. 9 0 ]541 l eugencl 03 :26.41.42
Phenol {22307 49.4/ 0,132 0. 145‘ 1 , S R
T AR e TH T e e
m-Kresol 1660, €8. 5} 0.302.| 0.325::2:2 7 165 «53.9‘ 1.99 A
: : SR 155 213 0.6%02
Ls5- | 20 F g’igg 0.428 3.0  Methanol| 1652 28.2.0.0877, 812‘0 02 e
Xylenol | 1260 80.0 0,430 | it ethanol’ 515 26,9 0. g8 % © “
- "“‘Ilﬁﬁo‘» l A40] 3790537 0.08%2
pOxyace- 1355 22.9.0.08145 o837 0.58 e 437 32,010,383 o ao|
tophenon t 2650);40. 8‘ 0; 0;859“ Propanocl 1642‘ g, 41 0. 400 O 39]’ 0. 119
" 1355):28.8 0:109:| 0 111l 0 ko o om Ty
Gln] kol -28.8 0:10%:0 6. 111) 0.80 | 487 28.8/0.337 |  soeliaa
1| 2655 50.1) 0.113 - BLtenOI] 1619 &5 0 o 997 | O 2// 00843
Salicyle: 1355 22.8( 0.0829] — o R
aldehyd | 2650.042.0| 0. 0852 0860 0-52 @ %L”;OS‘[ %g Lose o 4
i E . .
= = ; henol . | 54| €6.4 8.77 | [
%%uc.??. 120/ 41.3 1:928.) 02 1.0 Phenol | 54 6487 E
Menciia: 2=zh7,0.6‘ 2.109 B i
A |
- Tabelle: 23,

Versuch mit dem’ Ferm entprap'trat
‘Nr> 14, (Schwernleber) )

Substrat: | . {SpaI—A
tung

‘l

Verh-
éltnis

l\utt—
el

105. ?1

osid von -

14630/ 30 6.0. 0107, o
26210} . 33: 41:0. 0067 0. 0678 3-e
5 0140 - 34. 8, 0..0060

Phenol

7710 15.1] 0. 0149 | cvg
~KresoI 14895 30.0 0. 01040 0126 T 62

701 1‘ 20.:1\;0. 0139 119 152

15208 28. Z‘lO 0co7 ™

p~I\reSol




12 (224) : - Kazutosi NISIZAWA - -, ~.nx - Vol: 1 Neii

1018¢ 1.7/ 0.0162 [ 1,3,5- . | 868 30.3 0.180 0.182 1.0
m-kresol 21770 45.5/ 0.01210.0182 1.70  Xylenol | 1847 55.8 0.1g3 %189 1%
25700) 49.1 0. 0114] \ : h 2
Guajakor 19910 4.90.001050. | o5 P NIto- $%5 28.2 0.443 | 0.455 2.51
JaOL 125700} 10.60. 00189 00147 s | 465 35164040 |
9650 28.5] 0. 0550 === e
. |y B-Glucos-| 70| 15.4| 1.038 -
D a3 e o 8%‘5)0 0441 5.65  id von | 113 18.9 0.820 0.821 4.55
125&0; €6.9 0. 0381 , Phenol | 1070/ 77 5{ 0.606
26210 Spur — ] o .
Methanol 301 40[ Spur o Tab ell e 25 ’
21770, Spur — | Versuch mit dem Fermentpraparat
Propanol ‘25700’ Spur -
] : Nr, 16, (Kulturlésungvon Corii~
770/ 3.1 |0.000630. . o :
n- B”tam’l[g%?oo 1.9 0. 00081, 0oo72| 09 ctum centrifigum).
e J § :
[-Glucos— 208 30.3) 0.751 Substrat: t | Spal- Lo Verh—
- . L 4 : . » 3 108. k ¢ Yoy
Mvon | g7yl 517 o.gs1 066 834 LGkt gy | tohe | 10k Miftelaimis
, ¢833 12.9 0. 00610 :
Tahelle: 24, . Phenol Sl 00.006] 1
. 12843/ 15.9 (0. 00586
Versuch mit dem Fermentpriparat . *
R 9833 21.0 |0. 01040
'Nr. 15, (Ochsenleber). - o-Kresol ‘ 0.00C6| 1.64
PN e _ 12843] 23.8 (0. 00919
ubstrat: | pal-| - | Mit- Ve h— i _
B—Galakt—Mm tung | 1055 el ‘altlfls 9833 13.3 0.0628 ,
osid % : P-Kresol | . - |0 o0 00 0062 1.04
868 30.0| 0.178 12843, 16.5 0. 0061
Phenol | 1047 56.4 0185 | 0-181 1 —- :
833 16.5 [0. 00797\~0 ool 15
| m~Kresol | . .
‘o-Kresol 1§§3J e %Eg. e | 0.206 114 - ,123@3‘ 21.0 /0.00795
* \ | 8331 20.1 1000991
p-Kresol 132? .3%3 8 %Z;g f 0.237 131 Guajekol| . |7 74 <7110.0006 1.60
: \, 12843{ 23.8 (0. 00919
440 20. 6‘ 0.227 -
m_Kresol\ 1505 52.7] 0.215 | 0.208 1.15 Oxvace 9833 12.9 0.00610 |
1943| 55.5] 0.181 | ] g’(;plfefg'g v T 10,0068 1.05
Guajakol || 5568 26.2 00236, 0189i 0.104 12845 37,4 P 0%eH
3 11391 311 0.0142 e aiele !
: & 9833 14.5 )e. A
: P Vagilling. |- .. ek 0. ]
Salicyl- | 197 29.7] 0.777 | e T KSR FE Sttt
aldebyd | 417 45.8 0.eg9 | 0-708 3.91 12843 17.7 (0. 00659
I i - C | { |
: , X O i
Methyl- | 5568 12.9| 0.00080. | o .0 Iso- 9833 20.1 0.00801 ol 1 65
salicylat [14288 19.2 0. 006'7. 00875, - eugenol 12843’ %5 2 ‘0 00982 :
p-Oxace-| 197 29.7 0.777 | : o833 15.6 0.00209 :
tophenon’| 417 45.80.630 | O-7% 391 135 9883, 18.6 (0. 00909, ot pigy
- - Xylenol { 0. 00 o
| 67 122 0813 \12843{ B5po 06 |
Vanillin | 193 1. {,t o 5en | O-BBL 48T g Giucos| 3564 35.4 | 0. o |
’ ’ id von 52 8.65
Toon 868, 21.0 0.1176 | Phenol | 8404 62.0 0. 0500‘
ooeno | 1947 311 0.08310.0838' 0.46 |
2 4632° 41.8 0.0508 |
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II Hemmungsversuche mlt Zuckern und 1hren Derwaten

Aus dem Laboratorlum:,von Aka,matsul)@ in der medezmxschenVI‘al\ul,tiit
Chiba istneuerdings eine: Theorie iiber die Spezifitit der p:Glucosidase: und
#-Galaktosidase "vorgeschlagen, wonach die p-Glucosidasen und p-Galaktosi-
dasen auf Grund der spezifischen Hemmung durch Zucker und ihre Deriv-
ate sowie‘des verhaltens gegeniiber den 3-Glucosiden bzw. p-Galaktosiden
mit verschiedenen Aglykonen in.Fmulsin- und Taka-typ eingeteilt werden.:

Die B-Glucosidasen bzw. g-Galaktosidasen von Emulsin-typ weisen nach
diesen Autoren dieselbe Reihenfolge der Reaktionsgeschwindigkeit gegen-
tiber B- Glucosuien bzw, BGalaktos1den von Phenol-, o-, m- und p- -Kresol
auf wie Mandelemulsin und sie werden durch Phenol- B glucosui und -B-gala-
ktosid und noch- stirker durch Gluconsaure- und Galaktonsaure-r -lacton
gehemmt, wihrend sie durch Glucose, Gluconsdure Galaktose und Galakton-
siure keine Hemmung erleiden,

Die Theorie besagt ferner, dass bei den §- Gluc051dasen des Taka-typs d1e
Reihenfolge der Spaltungseschwindigkeit gegeniiber ‘den oben genannten
Substraten mit der]emgen der Takadiastase iibereinstimmt, Weiterhin werden
sie durch Phenol- B-glucosid, Glucose; Gluconsiure und Gluconsgure-y-lacton
nicht aber durch entsprechende Verbindungen der Galaktosereihe gehemmt.
Bei den p-Galaktosidasen des Taka-typs liegen analoge Verhgltnisse vor
wie.bei der B-Glucbsidase desselben Typs; nimlich findet man eine. gleicne
Reinenfolge der Spaltungsgeschwindigkeit von Phenol-, ¢-, m- und p-Kresol-

%Bgalaktomd wie bei der BGalakt031dase von Takadlastase Sie“werden
durch Galaktose Galaktonsaure - lacton und Phenol-3- galakt051d spez1flsch
gehemmt dagegen sind sie ganz refrakt'wr gegen Verbmdungen der Glucose-
reibie, - Nach' der Akamatsuschen Asnsicht kommen in der Natur beide typen
der B-Glucosidasen bzw, der g- Galakt051dasen sfters in wechselndem Meng-
enverhiltnis gemischt vor, was fiir die Manmgfalmgkelt des Aktlvitatsver-
haltnisses verschiedener Enzymherkunft verantwortlich gemach? ‘_}yerden

Im Vorygen Kapltel d1eser m1tte11ungen habe 1ch eine Reihe von Aktht-
idtsver-hiltnissen-gegeniiber:den verschiedenen B-Galaktosiden  angegeben,
‘WObel diejenigen Werte, die weder mit dem des Emulsin noch mit dem der
Takadiastase uberemstlmmten nicht selten angetroffen worden'sind, Dem-
nach erscheint es mir wiinschenswert, zu priifen, ob derarti ge Sachverha-
It durch gemischtes Vorkommen der B Galakto&dase von Emulsm- und
Takatyp zustande” kommt oder ‘nicht, "

In Anschlugs an die schine Methode von Akamatsu wurde das EnZym-tyP
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durch Hemmungsversuche mit Glucose, Gluconsiure (Ca-salz] ), Phenol- oder
o-Kresol-8- glucosid, Galaktose Galaktonsiure (Ca sal7) und Phenol oder
o-Kresol-g-galaktosid ‘mit p-Nitrophenol:f-galaktosid-als :Substrat ‘bestimmt,
Die Konzentration sowohl der: Hemmstoffe "als:iauch’ der ~Substrate: waren
etwas hoher als bei: den: Versuchen vom: Akamatsuschen Schule; . nimlich
Hemmstoffe mit einer: Konzentration von m /15 und Substrat-mit 1 /833.
Diean 11 verschiedenen Fermentpriparaten ermittelten Hemmungstypen und
die-dazu gehorigen Aktivititsverhidltnisse gegeniiber - einigen: g-Galaktosiden
werden in-Tabelle 1 zusammengestellts ‘ j

) Tabellel e
ﬁﬁHemmungstyp nebst dem dazu gehorlgen Aktwnatsverhdltms ‘von
“ 'V{;’ Galaktos1dasen verschledener Herkunft
E: Emulsm -typ; T Taka-typ ;

Die Zahlen des Al\L1V1tatsverhalth1sses auscer der von Nr 11 smd der

Tabelle 1im Kapltel I entnommen

Ny e ricuntt : rI;Ilﬁgl—_ Aktmtatsverhaltms gegenuber B—Galaktocxd von -

L desto i etypg Phe_l0~ |z [m- |Guaj-|Sali- Methp-Oxy-Iso~ |

: ol “Kre-Kre- Kre-|akol |cylal-lylsa- [acéto-| euge-

Enzyme v [POL Jsol [sol isol |- ¢ |dehyd licyl-| phent|fiol -

: | at on | 2
Prunus grinen— e Cae
1 taca (Aprikose) ,E | 1160 0‘6'; 3.6 22 B 8'0:310’*‘355 22 0 396 Te
2| Ochsenleber | E 1|11 %3 12 01| 39 005 39| 025 1.0
) Corticimm [ T T T T T R T N e R ]
3| centrifigum, . T+E.-1 | 1.6 1.0 1.3 16{ — | . — 11,17/ 1.5
(Kulturlssung)| - L S - - N
| Sehmeckenhep s v 0l o TR
“4 | atopankreas '1+E - A ) 12 12“ et | 07
5 “:'Takadiastase ER4 NI T ) 99 122114 |+ 0.79) 0. 655 0.47):3. 0.+ 0:74] 1.5
i Aspergittus | T 7 1o 0 do i 0o DR R SR
6| it | 112 00217 063 095 022 14] 11 23

o Sesamum e

g oo +-0.84 0:92 0. 88{!?-0,56 10,75 0. 26}* 0:81 0.41 -0.94

 Glycine \ P
8 a1 | 1los011/089 056 094 031 11 09 10

79 Zeamays T 1 0,980 1 12| (05809310461 1.0 10.96 1.3

T T S e T e S N EE Ay LTS T P T T LT T
10 frpex g 1 1)1z 14 22 14 11 046 14] 17 27

I {acteus. | ¥ st S s
.| Corticium 0 I NS TR W DRI SR N RRCTRUN BUr IS O N B
1T | cenfrifigmm 7| TV CTOU1N6 (Lo L T RS 1 T 1.7
oo | (Myzel) . Coibaa o b DR P ST et

x Die Protokolle dieser Verhiltniswerte 'W_erdgn_fg?n,/"gnc\ler_er;Sfcgng\ ‘beschrieben.
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Wie -aus der Tabelle ersichtlich, zeigten die neisten Fermentpriiparate
ein ‘scharf definiertes Hemmungstyp, entweder Emulsin- oder Taka-typ, aus-
genommen dass die Enzympriiparate ‘aus dem ‘Schneckenhepatopankreas
und der Kulturlgsung von Corticizm das Gemisch der p-Galaktosidasen von
beiden Typen darstellen, Obwobl die Fermentpriparate zus Aprikose und
Ochsenleber in bezug auf spezifische Hemmung in  dasselbe und zwar das
Emulsintyp. f,all‘efl’, so ist jedoch die Reihenfolge der Spaltllpgsgeschwindig-
keit fiir verschiedene p-Galaktoside voneinander sehr verschieden. B Die
Angabe: von K, Kobayashi; wonach: die Reihenfolge der Spaltungsgeschwin-
digkeit von B-Galaktosidase des Emulsintyps «

B-Galaktosid von o- Kresol>m Kresol >Phenol >P-Kregel
ist, konnte bei dem Fermentpr(_parat vor QOchsenleber nicht gezeigl werden,
Besonders deutlich tritt der Unterschied zwischen den beiden Fermentpt-
-dparaten in dem Verhalten gegeniiber Guajakol-; : o-Kresol- Methylsslicylat-
und . m; m’-Xylenol-g-galaktcsid zutage.. Demmnach erscheint es mir nicht be-
‘rechtigt; beide g-Galaktosidasen ohne weit’ere’sxals,idéntischzu\ betrachten.

Die Tatsache, dass es Enzyme gibt, die in ihrem Hemmungsverhalten
czwar dasselbe dennoch dn ‘dem AktiVitéitsverhéiltnis voneinander. v"erschieden
die, e1herse1ts das Hemmungstyp bedmgen und andererselts das Aktn-
itatsverhaltms best1mmen vonemander VerQ(‘hled“n smd Der von Miwalll
betreffs der B8 Gluc051dase erhobene sowie auch ‘der e1gene uber ﬁ Gala-
ktomdase erhaltene’ Befuna “dass die Spaltungsgeschwmd]gken in Keiner
direkten Bezlehung ZUr Affll’lltélthl‘OSS" des Enzyms zim Substrat ‘steht,
kann als Stiitze fir obige Ansicht betrachten, Mit anderen Worten gibt €s
kemon Grund dafiir, anzunehmen, dass die Grisse der afﬁmtatsmass:gen He-
~mmung ‘mit der Spaltungsgeschwmdwkelt in 1rgendemen1 bestimmten Zusa-
mn.enhang stehen socllte. - :

Bei den Enzympraparatcn die die Hemnnung von Takatyp aufwevsen bleibt
~der Unterschied in dem Aktivitatsverhiltnis nur gering. Fernerhin bemerkt
‘man * dass die ‘Aktivitit all diesen- Fermentpraparate ourch die chemische
Natur ‘des Aglykons nur wvenig beeinflusst: wird, © > Obzwar die Reihenfolge
der Spalturgsgeschwindigkeit. fiir /'verschiedene . 3:Galaktoside s miteinander
‘nicht:immer iibereinstimmt,. bleibt® die: Differenz -untereinander.so gering,
dass es schwer erschemt .dieser grosses: Gew1ch .zuzuteilen; Es ware daher
auch. moghch solche B-Galaktosidaesn zu einem. Fermenttyp zusammenzuf-
assen, Das bedeutet ]edoch nicht, dass diese §3- Galaktomdasen in allen Einzel-

helten in xhrer Struktm m]temander 1dent1seh smd welmehr kann man
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mit wahrscheinlichkeit annebhmen, dass nur diejenige; Gruppen in. Ferment-
molekiil von Enzym zu Enzym gleichartig gebaut. sind, -die dje Hemmung
bzw. das Aktivitidtsverhiltnis bedingen. -
' ‘ "Versuche
A Heémmungsksrper. :

' Als Hemmstoff in der Galaktosidspaltung wurden die folgenden verwendet:
1),' Phenol- B-d-glucosid (Schmp 173 1‘740) oder o- Kresol f d- glucosul (Schmp
T 163:164°), - :
2). Phenol--d-galaktosid (Sehmp: 143:-144°) cder 6:Kresol- 5 -ds galakfoszd

(Schmp 193-194°), 2 Vs
3). Glucose, i
Galaktose, .
; Cdk‘lumgluconaf

W
>

e NS

4]

Das Calciumsalz, das Herr Dr.M, l*uySakl mir freundhcherwelse ‘gelief.
ert hat,” wurde aus -verdiintem Alkohol umkristallisiert: ind zuerst-im
Vakuumexsikator,: dannr beiri110°+im  Vakwim  dber” !phosph'orpentbxyd
" getrocknet; : T 21 ;
- Spezifische: Drehung: (1), Freie Sanre Ca- alz: gelost in 7 Proz HCL und

~berechnet fiir freie Siure, [aj = +0.27° x 100,/2. 61 NGE A= 10 3°,
:unmlttelbar ndCh Auﬂosen, s1e stexgt bezm Erwarmen auf [och = -.'—0
‘ 62° % 100 /2 61>< 1=423, 8° an, Nach TollenslfD smd die entsprechend-
en Zahlen +10,0° bzw. +23.4°, (2). Ca-Salz, in Wasser, (@)} =+0.32°
- x100,/5.36x1—+5,97° E. Fischerd ergab den Wert, +6.7°. . . .
, Ca-gehalt: Gefunden 9. 30, berechnet fiir. (CGHI 107)oCa 9 32/Ca
6). Calciumgalaktonat, Y N
0.7120g -Sbst. 0, 0886g HzO (100°, im Vakuum liber P20 5 ). Gefunden 17.3,
berechnet fiir (CeHy 107):Ca. 5H.0 17.3% H:0. :
Spezifische Drehung Alle Zahlen beziehen s1ch auf Hydrat (1) : Freie
Sgure, - Ca- salz gelost in 7-Proz. HCL und berechnet fur frele Saure
Ladp =—0.40° x 100 /3. 22>< 1=-12.4°, unmittelbar. nach Auflgsden; sie
- steigt beim Erwirmen auf a]“6'=1—— 1,899 x 100/3.22x 1 = — b8/ 7% an;
Diese Konstantén stimmen mit den Angaben von Ruff und Franz, 17:10:6°
bzw.-597° gut tiferein, (2); Ca-salz, in Wasser, [a)% =+ 0,12°x100/5.36
% T=-2,24° Von Schuell und Tollens®ist der Wert, 1-2/85° gegeben,
Ca gehal’c Gefunden 7, 68, berechnet fiir (CsHI 107 ;»Ca 5Hn0 7.70 / Ca,

B Fermentpraparate
Alle I‘ermentpmparate Wurden in g1e1cher Welse Wle 1n der vorangehv
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C. Reaktionsbedingungen und Bestimmungsmethode,

Das Rasktionsgemisch der Hemmungsversuche besteht aus:

Substrat, 0.0048 mol p-Nitrophenol-p-d-galaktosid «--.coooovoennnii 1 cem,
trPufferlé'sung, 0.1 mol Acetatgemisch von pH 4.8, enthaltend
Hemmstoff in einer Kongentration von 01333 Mol ---...... Z2cem,
- Enzymlgsung -oeeee e e v b -1 cem,
Versuchstemperatur: 300, 5°,

Die in dieser Pufferlisung etwas schwer lgslichen Ca-salze der Glucon-

und Galaktoméure werden unter schwachem Erwirmen in Lisung gebr-

- zcht, Dass es dabei keine Laktonisierung st attfmdet 1#sst sich aus dem

unveranderten Drehungsvbrmcgen erkennen;

Daraus wird 1.0 ccm Probe entnommen und in ¢ ccm 1() D107 Sedal-

' {sung hineinpipettiert., Die-hierauf entstandene gelbe 14i{rbung wird niit

* der ‘Standardlgsung verglichen, woraus sich der Hemmungsgrad berech-

net,

Tabelle 2.
Versuch mit dem Fermentpriparat
aus Pyunus armeniaca.

Pljo,tokolle

Tabelle 3.
Versuch mit dem Fermentpriparat
aus Sesemum indicunt.

Versuch mit dem Fermentpraparat )

aus Glycine hispida.

_.Y_, S 1t n/ u 0 7l alt 0 g
Hemmungs-  "P% 018 ‘Spaffauﬁfs Hemmungs-  SPEI00ES {Sp ifé?f’ >
Korper 40 Min. | 120 Min. XotPer | 350 Min. | 1785 Min.
Ohne g 30 | a3 Ohne £ 20 | so
o-Kresol-f-d- | \ o-Kresol-fB-d- | |
galaktosid | 2 40 galaktosid 10 | 23

|
o-Kresol-g-d- | = o-Kresol-3- d— o 1 .
glucosid 1‘ 28 ‘ 35 glucosid * “ i 50

SRR NENIE B B SO RS i
‘Galdktose. | 30 43 Galaktose 5 L 18

. Glucose - f S804 Glucose.- | .20 50
Cazgaldktonat g0 43 Ca-galaktonat 5 19
Ca-gluconat ‘ 0 20 Ca-gluconat 20 50

Tabelle 4 Tabelle 5.

Versuch mit dem Fer mentprapardt
aus Zea mays.

" Spaltungs % Spaltungs 9;
i A )

Spaltungs W|Spa1tungs o

Hemmungs- Hemmungs-
i nach nach s b | nach nach
korper 253 Min. | 1415 Min. ~KOmPeT | 95 Min. | 260 Min.

Obkme N 5 e 200

Ohne ! 30

B0
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aus Takadiastase.
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Phenol-f-d- o-Kresol-{3-d-
galaktosid 0 . 3 . galaktosid © 10 20
Phenol-f-d- o-Kresol-£-d- :

. glucosidﬁ . 5 20 glucosid 8 : 30 . ' %
Galaktose v‘ 0 4 - Galaktose 10 ; T 20
" Glucose \ 5 23 Glucose B 30 i 50
' Ca-galaktonat l 0 i ‘ 2 Ca-galaktonat 8 ’ 15

! L :
- Ca-gluconat ‘ ) 5 .20 - Ca-gluconat ... |- .20 50
Tabelle 6, Tabelle 7.

Versuch mit dem Fermentpriiparat

aus Aspergillus nigey.

Spaltungs %

>
Hemmungs- Sp aggﬁfs % nac Hemmungs= Spag:;lﬁs % Spagc:zx}%s %
korper 83 Min. | 200 Min. kbrper | 360 Min. | 870 Min.
Ohne 30 50 Ohne 20 40
o-Kresol-f3-d~ [ - -.c-Kresol-5-d- 1
galaktosid ( 10 20 galaktosid 8 15
o-Kresol-f-d~ | - o-Kresol-p3-d— .
glucosid { 80 50 glucosid 20 ©40
Galaktose { 10 i ' 20 Galaktose | 8 ) ] 16
Glucose ( s0 | 50 Glucose 20 .40
Ca-galaktonat 10 5 18, Ca-galaktonat [ 5 10
Ca-gluconat 30 50 Ca-gluconat | 20 40

Tabelle 8. Tabelle 9,

Versuch mit dem Fermentpriparat

aus Irpex lacteus,

Versuch mit dem Fermentpriparat

aus Corticium centrifigum (Myzel).

Hemmungs~ P ERESMEPOTERE Hemmungs- [SPR WAES HSPRITES K
korper _11c60 Min. ; 8770 Min. korper 2325 Min. | 6945 Min.
Oime | ‘3 ! 65 Ohne ; 7 } 15
o-Kresol-g-d- | 0-Kresol-f-d~ |

galaktosid 2 “0 galaktosid 8 ‘ 6
o-Kresol-§-d- BRI 0-Kresol-f~d- | T -
glucosid 43 65 glucosid 7 . | 15
Galaktose 15 ‘ 30 Galaktose ] .8 i : 6
Glucose 43 \ 65 Glucose : L 7 t 15
Ca~galaktonat J 20 | 40 . Ca-galaktonat: # 3 ’ 6
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. Ca-gluconat l 43 i 65 Ca-gluconat 7 ’15
Tabelle 10. Tabelle 11.

- Versuch mit dem Fermentpriparat
‘aus der Kulturl¢sung von Corti-

Versuch mit dem Fermentpriiparat
aus dem Schneckenhepatopankr-

Versuch mit dem Fermentpradparat -

aus der Qchsenleber.

Hommunss [P0 P
kérper 197 Nin | 432 Min. _
Ohne 30 50
o-Kresol-{-d- S ERE IR
galaktosid 20 T 52.
0-Kresol-f~d- o
glucosid 20 30
Galaktose L 80 50
Glucose’ ' ; 3¢ | 507
Ca-galaktonat 1 30 B 50

,C,a‘—;rlucona ) 10 17 .

i

cium centrifigum. eas.
> - . N . = = j— = S — o
ommmgs. | [PUSHE SIS iommungs. | [PRge P
korper 120 Min. | 320 Min. korper 120 Min. | 320 Min.
Ohne T S Ohne s | 80
o-Kresol-F-d- | 8 : 15 o-Kresol-f-d- 20 - 52
galaktosid ) ' ‘galaktosid '
o-Kresol-f-d- ‘ o-Kresol-f3-d- ’
glucosid 16 51 glucosid 30 52
‘Galaktose 12 ©18 ¢ Galaktose- E -50 - 80
Glucose i - S Glucose ‘ 50 1 80
Ca-galaktonat 10 ] .18 Ca-galaktonat J 32 1 54
- Ca-gluconat I = 15 ] 31 Ca-gluconat, ‘ 28 [ 54
Tabelle 12.

IT1. . Fraktionierungsversuche

’ an einigen B-Galaktosid-
asepriparaten Verschiede-
ner Herkunit; Ein Beit-
rag zur Frage der Glyko-
sidasetypen.

. Im zweiten Kapitel dieser mitt-
eilungen habe ich hervorgehoben,
_dass es nicht selten solche §-Gala-
ktosidasen gibt, die in ibrem He-
mmungstyjj zwar dasselbe, jedo»ch
in dem Aktivititsverhiltnis vonei-
nander verschieden sind .'So gehért
z.B. das  Enzym aus Ochsenleber

in seinem Hemmungsverhalten dem Emulsin-typ, wihrend sich das Aktivi-
titsverhéltnis in der Spaltung einiger 8-Galaktoside, namentlich des o-Kresol,
Guajakol-, Methylsalicylat-, m, m’-Xylenol-3-galaktosids, als ganz verschieden

von Mandel- bzw. Aprikose-emulsin erweist. Hierbei kansi es auch méglich .

sein, wie von Akamatsuschen Schulern angenommen?, dass derartige neue
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Aktivitédtsverbzlinis cvrch Mischurg zweier g-Galektcsidzsen von Emulsin-
und Taka-typ zustande kommt, wobei die letztere wegen geringeres Gehaltes
dem Nachweis durch hemmung entgegangen worden war, Zur Entscheidung
dieser Frage habe ichrdie Fraktionierung der. Enzympréparate unternommen,
am zu sehen, ob eine teilweise Trennung beider ‘E;Galaktosidasé-"cypen
stattfinden wiirde, falls das Enzympriparat wirklich ein Q{smisch dars'tellt.
Solche Versuche habe ich schon an der 8-Galaktosidase voh Ta'kédiéé’pasé ausg-
efiihrt und festgestellt, dass nur einzige B,-Galak'tcsidaisef ?darin vork,dmmﬁ:,
In der vorliegenden Arbeit Wurde an ‘Fefmentpré{pai‘aten aus Aprikose-
emulsin, Sesamum-Samen  und Ochsenlebef versucht, zu priifen, ob das
Aktivitdtsverhiltnis gegentiber verscniedenen B Galaktosiden Sowie ‘auch
das Verhalten gegen Hemmur;gskrrrpel bei der Frakmombrunc 8 ich andem
oder nicht, ‘ v

Zur Bestimmung des Aktivitatsverhiltnisses dienten als Substrat bei
Aprikesen-ferment Phenol- vnd o-Kresol-§-galaktesid und bei den Fermenten
aus Sesamum-Samen sowie (Qchsenleber zwilf g-Galakteside mit verschied-
enen phenolischen Aglykonen. Ausserdern wurde die B- glucc sidatische
Wirkung jeder Fermentfraktion mit Pheneol- und o-Kresol- oder p-Nitro-
phenol-g-glucosid als Substrat ermittelt,

Das Hemmungstyp wurde, nach der schnncn Methode ‘von Akamatsu,
mit p-Nitrophenol-8-galaktosid als Substrat und mit Phenol oder o-Kresol-g-
galaktosid und entspfechcnden a-Glucosiden, Galaktose, Glucose Ca:galakton-
-at und -gluconat als Hemmungkdrper bestimmt:” Die" erhaltenen Resultate
sind in folgenden  Tabellen 1—3 zusammengéétellt, o e

Tabelle 1,
Fraktionierung des Aprikose-emulsins,
Aktivitatsverhalinis und Hemmurngsiyp.

Fermentfraktionen : Dazu wurde die Fermentl{sung durch. smfenwelsv
"Fallung mit Metharol fraktioniert.

“Nr, 1. Ausgangslcsung A, 1.7——pr0z. Lé¢sung von nach B, Helferich: und
. Mitarbeitern*) mit Tanninverfahren hergestelltem Prap#rat.

“Nr. 2. Ausgangslésug A; gefiilt mit 15-proz. Methancl, Niederschlag in
‘Wasser geldst, = :

Nr,

w

‘Filtrat aus Nr.. 2 'gefél‘lt mit 25-proz, Methénol, Niederschlég' in
Wasser geldst. : : : S : : '
Nr, 4. Filtrat aus Nr. 3, gefall* mit” 40 pr0z, Methanol, N;ederschleg in
Wasser gelcst.’ AL
Nr, 5. Filtrat aus Nr 4, -geféllt mit 60 -prez, - Methanol, N1ederschlag in
s Wasser geldst; Sy '
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‘Nr, 6, Filtrat 'aus: Nr. 5;. gefsllt mit 80 pmz Methanol, Niederschlag in

sl Wasser geldst. R -

Nr,«7:1 Ausgangslésung B; eine andere Sortedes Tanninprépara’ts, 1.7 proz,
voeas TEsung.: o : : : -

Nri“8, “Auspangslésung B, gefilltimit 50- pmz Methanol, Niederschlag in

drih - ANasser’ geldst.

o I . Aktjvititsverhiltnis*
Hémmungs— i

’Nr.

rep [3-Galaktosid ‘ B B Glucosid
‘ Phenol l’ o-Kresol \‘] Phenol 1 —Kresol
1 1 peees 1 163 1 6.95 (1) | 1611 (23.2)
2 E ! 126 | s7 o) 176.6 (30.8)
s | T e ]‘ 86 (1) - 179.0 (31.0).
) u‘ - T s Cme @) | 378.0 (27.2)
- E 1 s ] 1my 1 282 (22.0)
e T Tme s ame) | w5
T = 1 s 61 (D) 143.3 (23.6)
s — 1 1| B4 | 88 (1) | 2294 (260

* Aktivititswert fiir Phenol-@-galaktosid ist als 1 gesetzt. Eingeklammerte
: Zahlen zeigen das Aktivitdtsverhdlinis zwischen Phenol-und o-Kresol-g~glucosid.

*x* F bedeutet die Hemmung von Emulsin~typ, d.h. die Fermentwirkung wird
., durch g-Glucosid, {~Galaktosid und Ca-gluconat, nicht aber durch Glucose, Galaktose
“und Ca-galaktonat gehemmt.

Daraus ist zu ersehen, dass das Verhidlinis der Fermentaktivitdt gegen-
uber belden B- Galaktosxien bei der Fraktionierung fast unverindert bleibt,
Dies -deutet mit WahrscheinlichKeit darauf hin, dass die B-Galaktosidase
des Aprikose- emulsins «emhen:hch ist. “Derselbe Sachverhalt kann auch
von der B- Glucos1dase des Emulsms gelten. ' ,

Beziiglich des Zusammenhanges der B-Glucosidase mit der g-Galaktosidase
in Emulsin ist’ schon™von B. “Helferich und Mitarbeitern 5 eine Ansicht
hervorgehoben worden, wonach sowohl g-Gluceside als auch B-Galaktoside
durch ein und dasselbe Enzym das Stuissmandelemulsins - gespalten werden,
Gegen dlese Auffassung spricht jedoch der Befund von Miwa und Mistarb-
eitern®, dass das Aktivititsverhiltnis das Aprikose-emulsins gegeniiber
Phenol-g-glucosid und -g-galaktosid bei der Fraktionierung mittels Tonerde
B-Adsorption sowie auch mit Methanelfdllung Veranderung erfahrf, ‘die

sicher ausserhalb-der Fehlergrénzen liegt. Solehe Resultate kénnen wohl
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am leichtesten mit der Annahme erklirt werden, dass die Spaltung der

B-Gluccside und der 3-Galaktoside durch verschiedene Fermente des Emulsins

bewirkt wird. Auf ganz anderen Griinden stellte Akamatsusche  Schule 18

eine Spezifititstheorie auf, wonach g8-Glucosidase und p-Galektosidase des

‘Emulsins verschiedene Enzyme darstellen. Auch meiné: Versuche haben

ergeben, bass der Wirkungsquotient, B-Glucosidase : 3-Galaktosidase, durch

Fraktionlerung mit Methanol oft betrichiliche Schwankung aufweist, was

ebenfalls die Annabme der Sonderexistenz zweier, verschiedener Enzyme

nahelegt,
Tabelle 2,
Fraktionierung der Fermente von Sesamum. indicuni. -
Aktivitétsverhalthis und Hemmungstyp.

Fermentfraktionen : -

Nr. 1. Ausgangsldsung, Auszug mit 0. 05n-Ammeniak aus Acetonpulver der
Samen von Sesmum indicdm, neutralisiert, von entstandenem Ni-
ederschlag befreit, dialysiert.

Nr. 2. Niederschlag, der beim Neutralisieren des ammomakahschun Ext~
rakts gebildet wurde, in Wenmg Wasser suspendiert.

Nr. 3. Fermentlisung Nr. 1, adsorbiert an Tonerde B bei pld 5.6,
gewaschen mit 0.05m Acetatgemisch von pH 4.8, cluiert mit
0.05n-NH;, neutralisiert. : S

Nr. 4. Fermentl¢sung Nr.1, mit Ess1gsaure zutpH 4.8 angesauert von
entstandenem Niederschlag befrelt dialysiert.

Nr. 5. Fermentiisung Nr.4, elngeengt bel 30-33° unter "’ Véi‘ilﬁﬂdei‘t@l’n

Druck,
o Aktivititsverhiltnis *
=T
1B : -Gl id
. \ *g;ﬁ } . B—Galaktosuit vor: IB ‘;xocroex -
;r;: [ = — 1 - T — 'u',j
IR AR R ARt ,sJ,L'S =3
| g & :\3 "9,;‘ B IR =2 wg| S & g
8 2 B B F 8 S0 88 86| § |oglan %E] S| K
E RS |A |50 BEIEEIGR IS | AE N LE| A&
L T 1 | 0.4 0.92 0.880.56 0.75 0.24 0.81 0.73 0.41 0.94 1.8/ 0.16 0.25
2T 1 1 [107 1056092028107 1 [050 1 124021 088"
3T 1 10.82} 1.01 1 0.56‘ 0.82 0.25 1.02 088[ 0.53 1 05 004\ 0.92 0.40
4 T, 1 10.80 0.87 1.0410.64 0.89 0. 27" 0.90 0.75 0.50 1.03 102 0.12;, 0
5. — 1. — _} _l - __j~_~.,-__, — 1 1.01 0.17,.0.02

|

* Die Alktivitdt fir Phenol—B-—galakt051d ist als 1 gesetzt.
#* T : Hemmung von Taka-typ, d.h. (-Galaktosidasewirkung wird “durch. 3=
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+1 Galaktoside, , Galaktose und Ca-galaktonat gehemmt nicht aber durch Verbi-

ndungen der Glucosereihe,

Die Ergebnisse in Tabelle 2, zeigen, dass das Aktivitdtsverhiltnis der 8-G-
alaktosidase ven Sesamum-samen gegenﬁbér zwilf B-Galaktosiden bei der Fer-
mentfrakt'ionierung' fast unverdndert bleibt. Auch das Hemmungstyp jeder;
Fermentfraktion bléib dasselbe. Daraus kann maﬁ mit wahrscheinlichkeit
schhessen dacs im Saman von Sesamurz nur einzige pR-Galaktosidase im
Sp1e1 ist.

Hingegen verhielt sich die 8-Glucosidatische Aktivitat des Sesamum-enzyms
unabningig von der B-Galaktosidasewirkung bei der Fermentfraktionierung,
was man als Beweis dafiir betrachten darf, dass beide Glykosidasen von
Sesamum-samen voneinander verschieden sind, Weiterhin stgsst man bei
der 8-Glucosidase von Sesamum-samen auf einen merkwiirdigen. Tatbestand,
dass da‘s,kk"Vefh'dlktnis der Wirkung gegen Phenol-g-glucosid : o-Kresol-A-
glucosid, eine so erhebliche Schwankung aufweis, dass sie. schwer fiir
experimentellen Fehler gehalten werden kann. Solche Ergebnisse lassen
uns vielmehr daran denken, dass die Sesemum-3-Glucosidase ein Gemisch
von f:nehr sls zwei Enzymen mit verschiedener relativer Spezifitit darstellt,
Naheres dariiber soll an anderer Stelle berichiet werden,

Tabelle 3,
Fraktionierung der Fermente von Ochsenleber,
Aktivititsverhiltnis und Hemmungstyp,
Fermentfraktionen : '
Nr. 1, Ausgangslosung A, Ochsenleberautolysat, - klar zentrifugiert und
dialysiert, :
Nr. 2.~ Permentlgsung Nr. 1, 28 Tage bei 25-27° stehen gelassen,
Nr. Ausgangslésung B, Autolysat anderer Sorte, dialysiert,
Nr. 4, Fermentlosung Nr, 3; adsorbiert an Tonerde B bei pH 5.5, eluiert
bei pH 4.8, dialysiert,

@®

Nr. 5. Tonerde B-Adsorbat, nach Vorelution bei pH 4.8, eluiert mit 0. 05n-
NH;, - dialysiert.

Nr. 6. "Réstlosung der Tonerde -B-Adsorption, ‘dialysiert.

Nr. 7. Diesélbe Fermentlsung wie Nr. 6, AktiVitétsbéstimmung derselben

“aber erfdlgte bei pH 7.0 im 'gegensdtz zu pH 4.8 bel Nr. 6.

Nr. 8. Acetonpriparat der Ochsenleber "mit’ 0, 05n NH; ausgezogpr neutr-

: alisiert, “dialysiert,

Nr. 9. Riickstand aus Nr. 8, unter Zusatz von Wasser 74.°Stén; , bei 300
© autolysiert; d1a1y51ert
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o

Nr.10. Niederschlag, der beim Zentrifugieren der - Ausgangslosung ‘B
gebildet wurde, in wennig Wasser suspendiert.

' &] . o Aktlvrt toverhaltms * »
. ‘g;} ; e _MB Gjlaktosxd von : S Q‘Glﬁfgs"d,

R R I ol Nl W il 58 M B Al Bl | Wil 1
1 E® 1 [ 134131 1350.104 3.510.048 3.61 4.67 0.46) 1  2.51| 4.5 2.63
2Bl 1 - a2 — — — - laan [l 344‘;1;60§ 8.74
8 |B 11 139125032 — 0.048 523 5.8 0.4 1.16 8.16 12.4 126
4 B 1]088146125 — —| — |28 4.05{"0.391 101 2.28 12.6 23
5. E ; 1 1021 53 1.38 —‘ - _~ ? 4. 60 4,92 0. 51\ L 13 3 00‘,1‘5‘;% 131
6 |B 1101 501 1.280.10 — 0.054 444 4.¢3 0.51 120 .81 10.1 Tz
7. —| 1 103 1L 46; 144 0.13 — o 050/ 5.74 6. 11[ 0. .42[ 103 4 30&:; g
5 [E 1 ‘107‘ 157130 — 617 — 611 600‘ _‘1 o/] 4. EGT 5.56 3.84
9. E 1 1]1202‘164 _"—"wezoese o
10_";&“'" A "'_’:‘_g,_ N

i
2 i

* Die Aktwl‘mt fur Phenol B—galaktosxd 1st als 1 gesetzt

** E bedeutet die Hemmung von Emulsm—typ.

Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, dass sowohl das Aktivititsverhilthis
gegeniiber angegebenen B-Galaktosiden wie auch das Hemmungstyp bei der
Fraktionierung des Fermentpriparates fast unverindert bleiben‘ ~Demnach
erscheint es uns mgglich, anzunehmen dass die -3- Galaktosuiase der Ochs-
enleber vielleicht einheitlich sei. - Nach ihrer Wirkungsreihenfolge in der
Spaltung von: Phenol:, o-,. m- und p-Kresbl-B«galak’;dsid smﬁg ihrem Verh~
alten gegeniiber Hemmungskorpern, ist die $-Galaktosidase der Ochsenleber
von Kobayashi ? dem Emulsin-typ zugeteilt ,Wordeﬁ._ Es ist insofern wohl
xnijgiich das Ochsenleber-ferment in Emulsin-typ einzureiben, als man das
Verhalten dieses Enzyms gegenuber den - gepriifien Hemmungskmpem als
wichtiges Merkmal in Betracht zieht, Jedoch 1isst die Tatsache, dass das
Aktivititsverhiltnis dlyeses,Fermentes, gegentber verschiedenen f-Galaktos-
iden von demjeni geﬁ des Mandelemulsins mehr oder weniger stark abweicht,
mit Wahrscheinlichkeit vermuten; dass beide ‘BvGalaktosidase_na in allen
Einzelbeiten miteinander nicht identisch sind; Hierzu erscheint uns die
Annehmé vielmehr naheliegend, .dass die Struktur .des. Enzyms, die das
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Verhalten gegeniiber Hemmungskorpern bestimmt, bei:beiden Fermenten
dieselbe und diejenige;: die fiir das Aktivititsverhilinis verantwortlich ist,
voneinander verschieden ist. ;
Fiir solche Auffassung spricht ferner auch der Umersch,ed in dcr pH-
Abhingigkeit zwischen den beiden p-Galaktosidasen. Wie Abbildung 1 zeigt,
weist ;die‘ Aktivitgts-pH-Kurve der g-Galaktosidase der Ochsenleber eine
ziemlich breite pH-Optimumzone auf, was auch von Kobayashi bechachiet
worden..ist, S1e weicht von der jenigen des Mandel-emulsing Stark ab. Dass
sie nicht etwa durch Begleitstoffe zu-
-g\stande kommt, sondern der f-Galakt-

e x osidase der Ochsenleber eigen ist, kann
6oy §§ man auch aus dem Umstande ersehen,
ey 5}% dass die Kurve bei der Fraktionierung
g’ st B% des Enzyms unversindert bleibt. Der von
Syl < & etwa pH 5 an nach saurer Seite steil
2ok absteigende Verlauf der Kurve findet
1 seinen Grund vielleicht ‘darin, dass die
for I/ ) B-Galaktosidase .der. Ochsenleber gegen
30 4o Eo 8 Te 50 B H-Tonen ungéméin empiindlich ist. So ist

Fig. F;'_ nd s z. B. beobachtet: worden, dass eine

Fermentlosun 1 nleber - dutc
Aktivitits-pH-Kurve der B-Gala~ ermentigsung  aus Ochse 1' © h

Ktosidase der’ Ochsenleb 3-minutigeh Aussetzen zd pH 4.4 etwa

70-proz. ihrer B-galaktosidatischen Akti-
vitat embusste ;
Aus den obxgen Elgebmssen mbchte ich folrreudes erwihnen :es st

moglich, auf (:', md dcs Verhaltens gegeniiber Hemmungskorpern, f-Galakto-
sidase in zwe1 T vpen Emulsm- und Taka-typ, emzuteﬂen, jedoch bedeuttet
die ldentitit in“dem’ Hen mungstyp nicht immer die der Gesnmtstluktm

des ¥ drmentmolekuls

S " Versuche.

Die Bedxrgungen c-el enzy matischen Reaktion sowie der Hemmumgsv“l~
Suche habe ich in einer friheren Mitteilung 19 und im zweiten Kapitel
dieser Berichte beschrieben. Zur Ermittelung des pH-Optimums an versch-
iedenen I’ermentf;aktzonen den Ochsenleber, mit Ausﬁaﬁmé von. Nr. 7,
diente die D anophenolmethoae, die bei den Hemmungqvelsuchen 1mnﬂcr

an gewendct wurde.

o Protokolle, ) :
A Bcshmmung des- Akmltatsvelhal‘cmsses an Telnlentfrlktiajneni( Nz,
1-8) aus den Samen von Prunus armeniaca. L
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Tabelle 4. Tabelle 5.
Versuch mit Nr. 1 Versuch mit Nr, 2. -
Qﬁﬂs’crat 81551— Ingis | Ver—  Substrat : Spa~ 1" . | Ver-
B—Galakt qv | tung | 100k Mitt- | psitn-  g-Galak- o | ‘mmg\ 105 % M pane
osid von o5 i is tosid von: '] o 1 ; nis
80 213 547 ‘ : o omel o
. 25.8 2 1 Phenol | 8730 44.2 0.02900.0308 1
Phenol 70 362 2.79| 2.5 1 -
: 10930, 57.3| 0.0338
M Fii \ |
B } 330 24.1 0.363 . l
o-Kresol* 30 41.9| 7. 86\ 8.1716.3 ~ O7Kresol | 630 1449 0.407 O °59112 6
| 45578 88| 1 e T Lo
B—Glucos—i 10| 38.3] 20.97 : 8-Glucos-| g I b e o
id von 15/ 49.1| 19.55 ‘ 20.50[ & ‘;? idvon | 210 2550277 10,176 ?13
Phenol 20 60.7 20.9-31 S ¢ Phenot 9.9 0. \
« 5 221217 | 30/ '28.8 4.92 | -
ofresolx 10 429243 |23.8 P17 o-Kresol| 60 50.45.16 5.‘44 égﬁé‘j
|15 59.025.8 e 110 80.0 6.35 A
* Enzymmenge:1/6. ok Enzymienge.: 1/20.
Tabelle 6, Tabelle 7,
Versuch mit Nr, 3, Velsuch mit Nr 4
T Stbstat T, TSP e
Mitt-| Verh- Mltt Verh-
-Galak- tung | 103. k s B-Galakt- tung | 105. k |
LL351d von ‘Mu'] o [el &ltnis osid von Min. % | 3, el dltnis
| 520 24.6 0.236 L . 180 22.1| 0.603
Phenol 1280 44.5 0.200 | 0.218 1 Phenol | 260 32.0.0.€44] 0.655 1
1810 59.6 0. 217 | 515 549 0.671|
20 18.9| 4.55 ég o2 22
o-Kresol 55 41.9/4.29 | 4.39 120.2 0-Kresol* 45 42'9 5' 57 5.67 |17.3
‘ 8| 57.9 441 - 60| 58.4] 6.24 '
T ] 15[ 17.2 5.47
3-Glucos- 60| 22.8 1.87 g < -BGlcosid 30 35.16.26 | 13.90
id von 120 40.2 1.86 | 188 O von ¥ 45 46.86.09 1605 %3
Phenol | 180 54.4 1.89 |- (1) Phenol *| 60 56.9 6.09 |- »
j 85| 70.6 6.26
a ‘ 5 228 22.48
10 23.1] 11.41 . -
o-Kresol®| 20 47.4 1385 13.01 M0 o kresoll 10 24223450 27 2)
| 80 6111367 (21-0) " 30 9.0 .43 '
o Enzymmenge=1/3 b, *Enzymmenge=1/2 *¥= 1/1 5 *iE=1/10
Tabelle 8. Tabelle 9.
Versuch mit Nr. 5. Versuch m1t Nr. 6
Substrat: | , |Spal- Substrat: | Spil':"‘ - ~
B—Galakt-IMin tung  10%.k - Mlt"‘ yerh-  §-Galakt-y, 'tung 108 % lg’{‘“ 1!1?;135
osed von ' w5 ‘ aitnis . osid von : % J o
* 5200 17.1 0. 157\ ' 3350‘ 14.8 0.0210, ‘
Phenol - | 1440 43.5 0,177 | 0.166/ 1° Phenol | 5290/ - 24.6| 0. 02300. 0230 1
2155 55.8] 0. 165\ 12310 51.3 0. 0250\
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75 255 1.55 | ; 4807 236/ 0.242 | l
o-Kresotf 139l BT LA 1481178 o-Koesolx 1770 a7 o 90 0.21618.8
' 225 54,9/ 1.53 | 7 2630, 716 0.207 |
| 2665 25.5 0.439 . R I T =
-Glucos— & L p-Glucos— 745 17.7 0.114 .. -
& on o aaNmRlowes T davon 230 455 0112 0309 G
Phenol 1365 71,6 0,401 Phenol 4740l €6. 41 0.1C0 |
15| 28.2/9.59 2.2 30) 16.5\ 2.61 | 105
o-Kresoel 30, 47.4 9.30 |9.36 |5 0) o-Kresol 60‘ 30.0,2.568 ;2.84 (23‘.)>
50, 65.3 919" (2.0 120 407242 -8
* Enzymm_enge:l/z *x =1/4 * Enzymmenge=1/2
Tabelie 10. Tabelle 11,
Versuch mit Nr. 7. -~ Versuch mit Nr, 8.
Substrat: | , [Spalt-| | Mittd Vern  Substrat:| I'Spal-] I Mitt Verh
-Galakt-, . | ung | 105 k P p-Galakt- . tung | 105k |5t Y erh-
gsid von JMm. g jel k iraltms sid von Min. o 1 el -..a,ltnis
g0 122 0.941] 1 N { S
120 24.110.659| 1410 16.5 0.0556 - | -
Phenol. | 240 38.8/ 0.869 | 0.205| 1 Phenol 0.0558| -1~
| 360 46.8 0.762 | 4430 43.5| 0. 0560
| 420 59.6 0.957 1 ,
R egess \ 150‘\ 27.6| 0.94 |
o-Kresol¥*, 40§ 46‘8 6. 60 ‘6.57 (14.5 o-Kresol | 225‘ 41.8/ 1.05 | 1.0318.4
| 60 61684 | | 300 53.0|1.09 N
20 22.1 b.43 ] ‘
3-Glucos- 40( 41,3 5.79 61 B~G1uc0s~’ 265 28.2 0.543 | -
id von : 60517 5.32 | 5.50 | 03y . - id von | 525 43.50.472 | 0.481 3
Phenol 80 66.4 5.72 ( Phenol | oo g 7l 0457 (
100, 70.6) 5.32 . o 067 0. |
10/ 25.2/12.61 10, 25.2 126 |
o-Kresolf Jor 333 1750 12,97 (88 o-Kresolx 128 204
: : 435 12. . : - .
30 63.0/ 14.39° : | 30 89.0/12.9 |

¥ Enzymmenge=1/2.. *# =1/10

* Enzymmenge=1/10

B: Hemmungsversuche mit den Fermenifraktionen (Nr. 1-8) aus den Samen

von Pranius armeniaca.

Tabelle 12.
Versuch mit Nz, 1. B
(Enzymmenge 1 /25)

Tabelle 13.
_ Versuch mit Nr, 2.

: Spaltung% nach.

Hemmungs- . Hemmungs- . Spaltung?y nach
kirper 20 Min. 65 Min. kérper 190 Min. ' 550 Min.
Ohne ] '35 ' 25 Ohne 20 35
TR w | v TEEET w s
dhicosd | 0 B e | k|
Galaktose | 15 ;25 ‘Galaktose " 35

20
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Glucose e 5 5| 2 Glucose 20 35
Ca-galaktonat ‘ 15 25 Ca~galaktonat |- . 20 35
Ga-~gluconat " 5 ;’ ) 100 Ca—gluconat 6 ‘ +13

Tabelle -14.
Versuch mit Nr 5. o abell 15.

(Enzymmenge 1,20)

Versuch mit Nr. 6.

Spaltung 9 nach Hemmungs-

Hemmungs- l} Spaltung 9§ nach
korper | 260 Min. 720 Mim, korper l 240 Min. 620 Min.
Ohne 22 35 Ohne - 36
- S SR S
Beei % w  Bee T u w
Galaktose 2z - Galaktose I g5 36 -
Glﬁcose ) | \ 35 . Glucose . . ) ’ 25 36
Ca- galaktonat 1 22 ’ 5 Ga-galaktonat . 23 ‘ 36
Cia—irlr‘h‘lcizronat i 7 1 12 Ca-gluconat ‘ 6 ‘ 12

C: Bestimmung des Aktivititsverbiltnisses an Termentfraktlonen E

(Nr.1- 5) aus den Samen von Seramum mdzmm

Tubelle 16. p-Oxyace-| 1235 32. 7(.0. 139 | o 113 .81
Versuch mit Nr, 1. tophenon | 4210, . 60. 53‘0. 095 ' : ‘
‘ . , s o 1288 260710109 sl n o
Substrat:| ¢ |Spal- = Imittdverh-  Vanillin | 530l 5o 90004 | O 102‘ 0.73
B (xalakt- Min. tupg | 1051 | S | 1
osid von | % ' AXTE 3 1238 19.5 0.0763
- soeugen—- : .5 <ol 0.41
12000 33.4 0.147 ] . ol | 4210} 44. 9 0. 06150 0€£9 ©.
Phenol 2830 57.3| 0.131 | * 159] 1 i | ;
R — 135 | 1200 33.0/0.145 | |
, " g : 131] 0.04
o-Kresor | 1200 28,4 0.126 | o 117l o gy Xylenol | 2880 534 0.117
- - . . ‘ \
\ — —  p-Nitro- | 1200 35.4 0.158 | 143\ 103
et | 2 BV wwlow Do B RIS
I [
P TR [3~Glucoes-| 2830 .14, 5 0. 0240 .. .
-- 1235/ 30.6 0.127 ; : " 0,164
m-Kresol 0.122] 0.88 id von 8380 36.9| 0.02280. 0498
eSOl 4210 678 0.117 i Phenol (12699 45.5 0.0205 @)
. 1235 22.1] 0.0878 I
Guajakol ' ; . 077 ; 1420 11. 8 0. 0384
4210 47.7, 0.0669 . o-Kresol | 4180 28.8 0. 035210 0'366\ (g ff;
. — - e 845 51.3 0. 03621 L
- Salicyl- 1235 27.3 0.112 |4 104 075 | 1
aldehyd 4210 60.2 0. 095 e - -
1285 10600804 T Tabelle 17.
ﬁf’;ﬁgilsa‘ 4210 27.0 0.0325 .0.381| 0.24 : 5 SUTSat
‘ 10080 46.8! 0. 0274 Versuch mit Nr, 2.
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Substrat: | . | Spal o P e v
- t ? " Mltt_\“/erh_ - 1185 19.2 G 0830‘0 0770 0.56
B—-Galakt— tung 10%. k g gl Guajakol 20| 48.3| 0. 0710 -°
osid von \Mn o 1 ‘el iltnis 4030, . 48.3/.0.071 |
1435 .37.2] 0. 141 ] . Salicyl- 27.0| 0.118 v
Phenol - |.ocogl- g0 8l 0 141 0.141 1 aldehyd 26001 47.4:0.107 0.113 0"82
1065 23. 4| 0.1€6 Methyl- | 2600 20.4] 0.0380 = oo
0~K?es’01‘ 2535 50.1|.0.119. -0.143 1.01 salicylat [6878 38.8 ©. 03100' 0345/ -0.25
1065 22.8/.0.155 p-Oxyace- 1155 33.0| 0.151 ‘ S
p-Kresol | peasl 575 o 146 | %151 167 tophenon | 2600, 54.3 0,131 0141 1.¢2
; T - ( - ;
. |12 1 .| 1155| 25.2] 0.129 |
m-Kresol | zod ¥4-0 0150 | © 4 100 Vanitin 2¢00|  49.4) 0,114 | & 122 0.88
- f | i .

.. 1065 -18.9 0. 0854, .| Isc- 1155 18.9| 0. 0788 ot 05
Guajakel | 5oop] o 50 072510. OzQO% 0.56 cogenol 2030, 6.8 0. 66800 0734/ 0.E3
Gits [ T ! S ;

: T T
Salicyl- 112000 52.7| 0.143 anl 1,3,5~ 1155 32.0) 0.145 24 1.0
aldehyd | 2600 50.4\ 0117 | 139 082 Xyfenor | 2600 57.3 0.143 | >4 1O
1065 6.3 0.056 e |12 :
Methylsa sag5 282 0.02700.0322 0.23 ,gh%;ff o0 88l o108 | 0.130] 0.04
¥y 7589 40.8] 0.0300] | L
[ : B-Glucos~| 1085~ 9.3/ 0.0288 ca
p-Oxyace 1200, 93.0 0.1 | 0.150 1.07 B ooos Sazt] 40.5] 0. 04090, 0401 0.29
ophenon {2600 60.5 0.155 | Phenol _ | 8260 54.9 0.0418 =
o o _ 08| 12 6] 0.0540
Vanillin %gggl 2. gl 0-148710.142 1.00  o-Kresol | 5450 54:6) 0.C6290. 0547 (g §‘6’)
870 0. e o 8260 59.3) 0.0473 |80
. | | |
Iso- 1200 20.6 0.0835
eugenol | 2620 32.0 0. 05740 0705} 0.50 Tabelle 19,
T s .
1,3,5- | 1065 317 0155 | o 100l 1 6o Versuch mit Nr. 4.
Xylenol | 2535 51.7] 0.125 | O340 10 Shma T Soa :
: o doo * Mit-|Verh-
. ! B-Galakt- Min, fumg |10k s
p-Nitro- | 1065 0.8 0.207 176 154  osid von MO -
phenol- 2535 57.0/C.144 @ 7207 T 1130 '17 1007 21'
e ———e S 1 1. {
p-Glucos- 1080 5.3 0.0217 o2 Phenol | 3000l 407 0. 0757|0 0740 1
id von | 4160 23.5 0.02800.0245 055
Phencl | €260 36.6, 0.0239 ceE o ]
- - - — c-Kresol ‘g’gg}g Zgg 8825%0 0591, 0.80
o-Kresor | 1089 2.1/ 01041 .| 0.88 : |
o0l | ae0 2.7 0.108 1 ™P\(a2z) - o R p
! Kresol | 2665 31.7) 0.66211) oyl oo
] PR €910, €5.3] 0.0665" 7701 ¥
Tabelle 18. = e
Versuch mit Nr. 3, m-Kresol %gﬁ’a, 37.8 0.07740. 0767 1.04
- — 1 |
Qubstrat: | Spal— Nmgiee. | V€T~ i
1= it VS : 2620
-Galakt- tung | 10.%k haltn- Guajakol
§s1d von s}Mm 9%, el g | 5518
1 1305 36.3 0.149 % Salicyl- | 8129 35.1
Fhenol | o765 54.3 0.127 | %138 1 aldehyd | 6163 64.0
: - T €65 12,2 0.0212 -
o-Kresol %égg[ a9 018 o113 .82 %er"l*;{lsa‘, 7000, 25.8 0. 018‘:10 o1c6 0.27
. i Dt P cylat | geg  35.1 0.01¢2)
: 2 } 2
o 1155] 32.0| 0. 145 p-Oxyace- 2665 35.1 0.070%
p-Kresol | 9600 55.5 0.135 | %140 101 fophenon | 6910 €6.4 0. oessso 065 0.€0
1155 32,00 0.145 |« mag| o [ 2€65| 291 00560, il oo
m-Kresol 2600, 54.9 0,133 0. 139J 1.00 Vanillin | €510/ =8 1 0. 547 S 05 54% 0.75
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B R R R N B Substrat: [Spal- . N
Tso- ' 2350| 17.7] 0.03€0 . Su P .. | Mit-| Verh-
cugenol 4028 29.7 0. 03800 0370] 0.50 gggavlﬁlgt- Min., ‘mgg 102X | tor aitni
i 0
1,3,5- | 2665 39.4| . 0820]0 o7éll 1Loa .1 so7k 11:0]0.155 ) ,
L% . p-Nitro-" . - ag
Xylevol | 6910/ 67.2 0. 0701} Brenss | 1447 388 0.148 0.149) 1.01
o-Nitro— | 1130 18.3 0.0777] o i 1
Phenol | 3240 48.3| 0.0726 0752| 1.02 1065 27.9/0.13¢] |
o | Phenol 0.147 1
-Gluces-| onnn! : ) 2479|- 59.6(0.159| ;
id von 1,‘32:2%' %g"gg 8%52(5)‘000888 %12 — ‘ -
Phenol ' Lo B-Glucos-| 2670/ 15.9) 0.0282 |
; 7CCO 0 — = - id. von 83451 37.5:.0. 02440 0246 ; 0.17
o-Kresol ° 12647 Spur| — | — | — Phenol (15537 §3.0| 0.0211] }
. ~ 8345/ 5.30.C0281 |
Tabelle 20. o-Kresol - 0.0027 0.02
§
|

\184(551 10.60. cozez;i

D: Hemmungsversuche mit den I‘ermentfraktxonen (Nr 1 4) aus den

Samen von Sesamum mduum

Tabelle 21, .
Versuch mit Nr. 1.

Tabelle 22. v
Versuch mit Nr. 2.

Hemmungs— ' Spaltung o nach Hemmungs- ;- h Spaltung % nach
Korper | 350 Min. | 1785 Min. karper | 310 Min. | 1487 Min.
Ohne IR Ohne SR 50
e | 10| B v 7 om
A i R
Galaktose 5 18 Galaktose g “ - 10 ‘: 20
Glucose 20 50 Glucose. = % ; 50
Ca-galaktonat ] 5 10 Ca—galaktohét 5 ' 10
Ca-gluconat 20 50 Ca~gluconat ’ 25 50
Tabelle 23. Tabelle 24..

Versuch mit Nr. 3 Versuch mit Nr. 4.
Hemmungs~ Spaltung % nach - ] '"Héfnmungs—h Spaltung %'anaAch
korper 420 Min. | 1620 Min. Korper 1160 Min. | 2640 Min.
‘Ohne . o6 1 52 Ohne’ = | 20 ! w0
M w | m TESET | s w
eogd < | % 52 eogdt W
Galaktose 10 21 ~Galaktose | 5 i 10
Glucose - - | 26 | ‘52 “Glucose 20| w0
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Ca—galaktonat’?r 7 10 Ca-galaktonat ‘ -2 ‘ 6
Ca~g1ucdnatﬁ 26 52 Ca-gluconat ‘ 20 40
E: Bestimmung des Aktivititsverhiltnisses an Fermentfraktionen

- (Nr.1- 9) aus Ochsenleber.
Substrat: [Spal-| Tit_ -
Tabelle 25. p-Galakt- Mtl:‘n x"l:ung 108. k lz/lellt Zlet;}:s
Versuch mit Nr. 1, osid von ‘ 2% | ~
< ' __ 3057 15.4 0.0238

Substrat: .‘Spal-' e Ver—  Fhesol hooi0 2617 0. 0135- 0187) 1

B-Galakty b Itung | 160k | M natn. | —

osid von |77 9 s p-Kresol 13057\ 17.7] 0.0277 065l 1. 42

ses| 30.0 0.178 | 10010, 44.2 0.0253]
Phenol 1047| 56.4 0.185 | 0.181 1 ' ! i !
® haass p-Oxyace 1430 23.8| 0.0826) v
! 7500-0778| 4.13
o-Kresol 1330 47 1] 0. 908 0.206) 1.14 :
R Vamilin | 1430 241 00838 oreel 4 o
' ges 42,200,275 ~ RIEMR | o130 41.8] 0.0751) 0] %
p-Kresol 19471 59.0| ¢.159 | 0237 1.31 ‘
, 1 1,3,5- | 3057 15.9 0.0246 oocol 1 o
“[ 440 20.6{0.227 Xylenol (10010 26.4 0.0133™ 7Y -
m-Kresol | 1505, 52.7| 0.215 | 0.208 1.15 ‘ ‘ ‘,
‘ 1943] 55.5] 0.181 p-Nitro— | 1430, 20.6| 0. 0701
" Tesesl 26,2 0.0236 phenol | 3130 345 0,0587> “%44 344
Guajakol 11391 31' 1l 0' 0142‘0. 0189} 0.104 — L
i i B-Glucos-|
» ‘ L 1430 9.7] 0.0310
; i : id von 31200 18.9 0 0250 0300] 1.€0

Salicyl- ‘ 197) 26.7| 0.777 | 4 200l o g7 Phenol S - 9| U Las

aldehyd | 417| 45.80.639 | - . v 5
‘ p-Nitro- | 1430 21.3 0.0727 owen o 74

Methyl- | 5568 12.9|-0.01080. 0.0¢g Phemol 3130 8.4 0.C673™ 77 ¢

salicylat 14288 19.2 0.0067 00875 -

p-Oxyace- 197 29.7/ 0.777 | o vool o g7 Tabelle 27.

tophenon 417, 45. 81 0. 639 - Versuch mit Nr. 3.

67 - 12.2 0.843 e —
Vanillin | 193/ 31.7| 0.248 | 0.881 4.87 ubstrat: ‘I Spal~ ot _
P 395 5100 0,958 B-Galakt-y - | tung | 100k Mutt !thfiq

Ieo. - | 868 21.0/ 0.1176 - osid von |77 i 2 | R

.ezog-énol | 1947 31.1| 0.0836/0. 0838 0.46 105 11.0 0.500 | !

4652 41'8} 0.0508 | - Phenol | 355 523 0.4T7 0.459 1

1,3,5- | 868 30.3 0.180 14200 72.9) 0.400
ey ~ 0.182 1.00 ‘

Xylenol | 1947, '55.8 0. i
yieno 47) 5.8 0.183 108 11.0 0.5C0

pNito— | 145 15.9/0.519 o-Kresol | 355 32.0 0.472 | 0.459 1.00

Dhenol 325 28.2 0.443 | 0.455 2.51 1420 73.5/0.406

465 35.1/ 0.404 J
= : - 105 14.2 0.633 ~

p~Glucos— - 70|."15.4| 1. 038 o , _ 2 5 o
id von | 113 ‘189 0.820 '0.821 455  PEresol| 555 41.8/0.6200.659 1.59

Phenol 1070 77.5| 0.606 ’ :

T T o ‘ 105] 12.9| 0.571
p-Nitro- | 210/ 23.5|0.554 0 .
: .477] 2.63 ~ m-Kresol| 355 38.1 0.587 | 0.571 1.25
phenol | 1070, 62.0| 0.353 , T 602 0556 | -
o ; 1010, 12,9 0.0584
Tabelle 26. Guajakol | o5e0 5.8 0. 0502 9948 0.12
BN . Methysal- 25¢0] 12.9/0.0233] non
Versuch mit Nr, 2, icylat | 4550 19.5 0.0z070- 0220 0.048
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! Tabelle 29
poxsace. (2 2220 [ Lo ot
tophenon oo e0'd 5011 o Versuch mit Nr, 5,
i U, ! Substrat Spal- RS
" Mitt-|Verh-
o 0, o1 £ _Galak— tung 108 k P
Vanillin Zgg‘ eg_% 2‘25 - 2.€8 | 5.84 . tosid von Min.| 7o " el  dltnis
| i
; ‘ - 1175] 15.9] 0. Cedc
Iso- 410 25.2] 0.301 | ‘}r»z[ 0.aa  Themol o 36.6I 0. 0737 ¢€89) 1
eugenol | 2150 42 9}' 0.113 | &7 i
e : i 1175| '16.5| 0. 0€67 .
185 108 14.2/0.633 ] . o-Kresol | 5oan 36.6 0. 07370. 0}702 1.€2
Xolomsy | 355 26.30.550 | 0.535 1.16 ~ eI
TN | 1420 .75.01.0. 424 | | _Kresol | L175| 24.110.102 | o 4o 4 oo
T p e P 2660 48.000.107 | - %
p-Nitro- | 105 .4 1. : _ S
4 1.45 | 3.16 :
phenol 202 497 1.45 | 1175] 22.1} 0.0823 .
AAAAAA - : ! m—Kre;ol €60 44910, 09730.0948 1.38
/3’ —Glucos- o = | i .
avon | jod SEH S 569 124 | 18.9] 0.43
Phenol )| T3-55 I Oxyacet— 1;%‘5) 189 0-9%8 | 0.341) 4.20
p-Nitro- | 37 40.8 6.15 | o oo 10 ¢ OPhenOR: e
phenol . | 105 729 5.40 |78 128 oo | g 18,9/ 0,433
i Van‘_lllqm’ 1175, 49.7) 0.254. 0.343 4.92
Tab : Tso- 2660, 22.1] 0. 040¢ '
Tabelle. 28, eugenol | 4820/ -28.8 0.0g6e 0354 051
VYersuch mit Nr, 4. e = e
. o 1,3,5- | 1175| 18 0.0774 (ong 1 13
ey Spar .. Xvlemol | 2660 38.10.07e3” 0779 1
B-Galakt-ly oo tung AL e 1§r'— o T
osid von |V § gpet-eidlinis piNitro— 550 22.1) 0.241 | ¢ 100l 4 g9
v 75| 32.3 0.144 | 018 8.
Phenol 10050{ 14, 8‘0 oeozlo, | Phemol | 1175 323 0144 ) 779 &
. 15565, 20.10. 00626/ 00659, - B-Glucos-| 4zl 50 0| 1. 03 )
, : id von 310 53.7| 1 08| 1-05 | 15.3
o-Kresol 10050 14.20.00¢620. | . Phenor | 310 587108 1
e 0 ‘ o Phenol -
15566 18.30.00564 00613 o-Nitro- | 195 3.8 0,019 | o oI
. - I 1 L. - . I 2
Kresop |10050] 20.60. 008970, e Phemol. b 40 B6.TRO.BST IR
b “ 15565, 28.20.00924 Gose1 ° T bell 0.
a e .J
. 10050] 17. 7:0 008420, o ersuch mit Nr. 6.
m-Kresol i55e5) 5. 20.00810) Oﬂeze 1.25 . b,,,,,,v,,A, el —
[ ubstrat =pal- Mlt- Verh-
p-Oxyace- 7560 30.6/0. 0208 |, | pGanally b Trung | 108 1 | Mit Verh-
tophenon 15565 44.90. 01€6 0.0187) .84 tosid von [ | o L el . jalinis
w \ , 95.5] 0. 434
s e | 7560 25.70.0254 - Bhenal. . | 1070; 55. 50,399 | 0-381 1
Vaniilin “15565 = 0‘0 0200 0-0227) 4.05 . e : o
T - o T ' TrT = - 295 L 25.2 0‘428’:: E
cugenol 15568 8.80. 00257 7‘ 0.50  o-resel | 1or0. 56.0.0.362 | 3% 1.0
1,3,5- (10050 15.1/0:00707], .. 295 35.4 0.644 | o | -
Xylenol [15565 20.10.00626™ °¢¢7) 1-0  pKrescl | o7 7' o509, 0574 1.50
p-Nitro- | 7560 27.60.0186 T 1 208 31;1 o508 . ..
phenol 15565 2. 3}0. o1co - 0150 2.28  m-Krescl 1070 €5.3 0430 | 469 1.8
B-Glucos="y o0 25 20,0888 | oo - (24200 206 0. 044 pues) o oo
aon | 3425 45.50.0770 - 0?‘?|7?-6 Guajakol | 3970 24 71 0. 0370 039‘2‘ 0.1¢
p-Nitro- | 1420 42.90.171 Lo Methyla- 2420 12.9 00248 -
phenol " | 3425 €2.00.123 0.147 P23 alieylar |4210] 14.8 001650206 0054
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p- ] Tabelle 32.
Oxyacet- zgg fg% %ég 169 4.44 N
ophenon °9.9) 4. S . Versuch mit Nr.: 8. .. ’
- 90| 34.5 2.04 Substrat:| , . Spald . . | ~rs
Vanillin 1.88 | 4.93 . e [T Caes T Mit- [ Verh-
: 220) 8.1 1.71 fogglzgn Min. ‘tuor/ig] 105 k | tel | altnis
S N = i
Iso- 295/ 16.2] 0.260 ‘ |
! | 0.195 0.51° 14070| 6. 60. 00211
eugenol | 1600 38.1 0. 130‘ \ Phenol‘ !28833 8 8o 0013910. 00175/ 1
1,3,5- 295/ 29.7 0.519 | . o Ty SRS
’ 0.456 1.20 _ 14070 7.30.00234
Xylenol | 1070 62.0, 0.353 o-Kresol 230 8.80.00139" 00187 1.07
p-Nitro- | 90| 28.2/1.60 14070 8 .80, 028l
-Glucos[" 4q 30,0 3.87 | a7 8,800, cozsd |
3 | . . .85 10.1 oy 14070, 8. 80.(30484‘ e
dvon .| o2 55.53.82 |° m-Rresolizeeso) 10.60. 60169 90227 130
L. =X i . ! t i - i :
p-Nitro- |~ 40| 82.3) 4.21 5 Salicyl- 10055 26.4 0.0152] . -
phenol [{ s2 0.2 435 | 4P| aldehyd 24215 36.9 C. 0083,’ 0.0108.6.17
N D- 10055| 26. 20. 01310 '
Tablle 31. ayace 24215 36.60. 0cs16, - 0107] 671
i L | |
Versuch mit Nr 7; ausgefibrt ‘ —
T . Vaniliin [50099) 25.20.01250) o o102 ¢ g0
bei pH 7.0 anstats 4,8; 24215| 37. 5‘0. 00843
. . f T 1
Substrat : Spal ; 1. 1,3,5~  114070: 7.30.00254 - .
“Galak- |, [ tung | 105k | Mit-|Verh— Yoroao sesso 803000139 00187 1.07
B Min v -tel -|&ltnis i |
tosid von 9% > ) — ‘
: : ~Nitro- [10085 20.68. 0100 |
| 290 15.9 0.260 . pJ aocs 20. 60 0190 g g0708| 4. 56
Phenol \1270 8.5 0.287 0.244] 1 phenl 124215, 28.20. 00595 -
! BGIucos- 14070 31 1)0. 0115 | '
200 13.6 0.260 | | id von. | -10.0115 g o0973| 5.56
o-Kresol '1370 50,4 0.240 | 0.250, 1.03 14 YOR 128830 41.10.00106
‘ v
ool al q | p-Nitro- 14070 22.80. 00799
p-Kresol 1%;8%} 23 0 0505 | 0-85 146 phemol 28830 30.30. 00542 0067 5.4
290 0.4 Tabelle 33.
m-Kresol | 220 225 0-200 | 0.350 1.44 ,
e i ] Versuch mit Nr, 9.
. 12420 15:9] 0.0811| . Substrat: . Spal o
Guajakol| 557" 1g'¢ 0.0278‘0'02“4 0.i2 p-Galak- L |tung | 105.% Mit- Yirh—
. | . tosid Von‘Mm o tel dltnis
- P : 26 |
Methyls— | 2420 8.0/ 0.0150 - PR , >
alicylat | 4210 8. 8{ 0 0095‘0- 0122)-0.05 Phenol 28850  6.60.00103 |1
i -, - ! ‘: [
B o] 0 20152 |10l gg,  oFres 26850 7.30.00114 ERt
ot-| sog pral 19w |1 74 7 |
ophenon | 220 47412 : p-Kresol (28850 12.90. 00208 2.02
1 : : . : — -
Vaniilin 233 ég;i %j Sg 1.4 611 Kresol 288505 10.6,0. 001€9 | 164
o - | 8400 14.80. 00828
Iso- 285, 8.8 0.136 v 49 Cxyacet-'s ! 0. 00638 6.20
eugenol | 1600 22,1 0. | 0707 042 AT 24250] 22.10. CO4uT
- e ' B | 8400 15.900. 00895, -
1,3,5- 290 17:4 0.286 | oy 4 Venillin 1,200 15.90. 00858, 00707 6,86
Yylenol gmo, 46,5 0,216 | 0-251) 1.03 24250, 25.20.00520) {
S :‘ ! ; " N - o { :
Nitro— | o0 22.1] 1721 ! ~ p-Nitro- 8400] 12.9'0. 00714y or el s
Shenol | 230 35;7‘; Qg |05 430 Trenor 24z50| 18.80.00875 040 &3
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F : Hemmungsversuche mit

jeder Fermentfraktionen
(Nr. 1-10) aus Ochsenleber,
Tabelle 34.
-~ Versuch mit Nr. 1.

Hemmungskiﬁr—-' Spaltung 2 nach
per 197 Min. | 432 Min.
Ohne - f 30 50

e e I
I
Galaktose | 30 | 50
Glucose 1 30 ‘ 50
Ca-galaktonat 30 }[ 50
Ca-gluconat ,‘ 10. f 17

Tabelle 35.

Versuch mit Nr. 3.

Hemmungskdr—
per ‘

Spaltung 97 nach

50 Min.

122 Min

|

Ohne ‘ 30 50
o-Krescl-f-d— o
galaktosid ) 22 35
o-Kresol-g-d- N :
glucesid e 20 30
Galaktose .30 50-
Glucose i 30 50
Ca-galaktonat 4‘ 30 50
Ca~gluconat 10 } 18

Tabelle 36.

Versucch mit Nr, 4.

Spaltung 9 nach

Hemmungsksr—

per 1405 Min. | 3845 Kfin.
Ohne 25 1 35
o-Kresol-3-d- I

galaktosid

JR- I 25

Vol.1 No.1
e w [ m
vGalaktose ‘ 25 35
Glucose 25 35
Ca-galaktonat ‘ 25 3z
Ca-gluconat 8 14.

Tabelle 37.

Versuch mit Nr. 5.

Hemmungskér-| Spaltung ?§ nach
per 260 Min. | 1325 Min.
Ohne 25 45
s Sl B
Gucosa | 1T 30
Calaktose l 25 . 45
Glucose bz i 45
Ca-galaktonat [ 25 - ' 45
Ca-~-gluconat V | 8 ; 15

Tabelle 38.

Versuch mit 'Nr. 6.

|
.
Hemmungskor—|

Spaltung % nach

per | 40 Min. | 185 Min.
Ohne ‘ 20 40
0-Kresol-f~d— ‘

_ galaktosid ‘ 15 25
‘o-Kresol-g-d- | : N
glucosid B l 13 | 20
Galaktose | 20 | 40
Glucose 20 % 45
Ca-galaktonat ‘ 20 ‘ 40
Ca-gluconat J 7 [ 10

Tabelle 39.
Versuch mit Nr, 8.



Studien iiber die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden

Vol.1 No.1 (247) 35
1  Coavalaitonat | "
Hemmungskor - Spaltung 9 mnach Ca-galaktonat [ 20 | 30
per | 2560 Min. | 5455 Min. Ca-gluconat 5 | 8
Chne - 27 35"
| Lo Tabelle 42,
o-Kresol-j3-d— | 15 : 20 < . .
galaktosid | | Versuch mit Nr. 10; ausgefiihrt
o Kresolha | . .
glfcr;;gl p-d Lo 15 bei pH 6.8 anstatt 4.8,
| ) ! i
Galaktose ‘ 27 | 35 Hemmungsk@r—% Spaltung 9 nach
Glucose A pex | 860 Min. | 2100 Min.
- - : i
Ca-galaktonat [ 27 P 35 Ohne ; 25 40
Ca—gluconat 5 5 ‘ 8 o-Kresol-f-d— ; -
. ‘ e galakiosid i 5 | %
o—XKresol--d~ | 13 i 20
Tabelle 40. glucosid J
Versuch mit Nr. 8; ausgefiihrt Galaktose 25 ’ 40
bei pH 7.6 anstatt 4.8. Glucose : Z 40
- Ca-galaktonat | 25 * 40
Hemmungskor-  SP2Ituns % nach : ‘
per 2605 Min. | 5455 Min. Ca-gluconat 4 f 40
Ohne N 24 G: Bestimmung des pH-Optimu-
“o-Kresol-p-d- * e :
galaktosid 8 5 14 ms an Fermentfraktionen (Nr.
o-Kresol-f-d- 5 10 1-6) aus Ochsenleder,
_glucosid ; -
Galaktose ~ | 15 | Tabelle 43,
- | AY 0 at:
Glucose *i 15 2 Versuch mit Nr. 1. Substrat:
; 0.012 m. o-Kresol-p-d-galaktosid,
Ca-galaktonat ; 15 24 e
Ca-gluconat ! i5 24 pH ) , Spaltang 5§ nach
| Anfang| Exde | 960 Min. | 2340 Min.
Tabelle 41, 40 | 3.8 ° 0 | g
Versuch mit Nr, 9, 44 43 10 ’ 20
Hemmungekor-|  Spaltung 2 nach 5.0 | 5.0 .1 .7
per 3685 Min. | 8640 Min. 5.6 | 56 | 375 |  €8.0
Ohne 1 20 | 30 6.0 | 60| 375 | 640
“o0-Kresol-§-d- ; ; 5
Catarioer | 5 20 6.4 64 36.9 | 64.0
o-Kresol-g-d- [ i !
v | 8 | 15 68 | 68 363 \ 61.7
Galaktose | 20 30 7.3 | 7.2 | 360 | 567
Glucose ! 20 | 30 7.6 | 7.6 | 334 | 523
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80 | 79 | 204 35.4 ° 48 . 50 | 3 | 35
87 | 84 0 o 6.0 | 6.0 28 | 35
| o ?
Tabelle 44, 7.0 ‘ 7.0 28 35
Versuch mit Nr. 2. Substrat: 8.2 ‘ 8.0 . #5133

0.0024 o, p-Nitrophenol-8-d-
galzktesid,

pH

Spaltung 9% nach

Anfang Erde \ €20 Min. | 2240 Min
|
|
\

Tabelle 47,
Versuch mit Nr. 5. Substrat:
0.0024 m. p-Nitrophencl-5-d-
galaktosid, -

4.4 4.5 4 1 7 =
‘ \ pH Spaltung 9 nach
5.0 50 | 15 28 - ;
— e | Anfang Ende | 257 Min. | 1325 Min.
62 | 62 | 1 ] 28
— | 4.0 4.3 2 2
e8| 68| 13 | 35 :
] } 4.2 4.6 10 15
7.4 | 74| 12 %3 e «
-; ! | ‘ 5.0 | 50 | 23 45
g2 | 80 | 11 2 i —
w 6.2, 62 25 | 45
Tabelle 45. 7.2 1 70 | 25 I 45
‘ i
i W 2 trat- ; : :
V;rsu;h ¢1t I\r 3. Substrat: sz | 80 2 30
0.0094 m, p-Nitrophencl-g-d- ‘ ‘ -
gels k‘i:(.fSif’T ' Tabelle 48,
rH ’ Spaltung 9 nach Versuch mit Nr. 6. Subsirat:
A.tzf?,i"g1 Frds | 52 Min. ’ 128 Min. 0.0024 m. ?-I‘utrophenolﬁ-d-
A ‘ galaktosid.
46 46 20 80
— _) 0771 5( [ o ﬁ 53 pH ‘A Spaltung 9 nach
6z | €2 a0 I Anfang! Ende f 40 Min. J 135 Min.
72 2| w0 . 42 | 44| 12 | 18
s2 | st | o 20 4.4 J 4.6 ! 20 80
' 5.0 [ 50| 22 [ 40
Teabelle 46, T : ‘
Versvel mit Nr, 4, Substrat: 6.9 |60 | 20, “0
00074 v~ p-Nitroephencl-g-d- 6.8 6.8 . 20 40
7 gol loreid, 7.2 [ 7.0 ‘ i8 |« 38
Spaltupg 9% nach 82 | 80 | 15 .30

Avforg Did: - 1605 Min. | 5845 Min.

42, 5 . 20 28

Tabelle 49, ,
Versuch mit-Nr, 8, Substrat:
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0.0024 m, - p-Nitrophenol-g-d-

52| 52| 1. 80
galaktosid. ? ,‘ ; =
N 64 64 15 30
H | Spaltung o nact - ‘ Y.
P } paltung 75 nach 7.0 7.0 \ 13 g 30
Anfang| Ende }2565 Min. | 5455 Min. Tra | 71 @ s o
42 | 44 T 12 ’f | -
| A4 , sz 80| & | 20
52 | 52 18 | % —
‘ 6.4 17 24 H: Inaktivierungsversuche durch
; H-Tonen mit Fermentfraktion
7.0 ] 7.0 | 15 2 .
J : Nr. 3 aus Ochsenleber.
7.4 r 7.2 1 15 : 24 Tabelle 51.
i | ! )
82 | 80 | 10 ! 18 Substrat: 0.012m. p-Kresol-3-

Tabeile 50. d-galaltosid.

7 v oVt lopalt- | Verh-
Versuch mit Nr, 9, Substrat: Fermenﬂosuﬂgl Mitn. ﬁg:gil;{ 105k | Z‘ ;{;I:q
0.0024 m. p- Nxtrophenol p-d- l )

QOhne .
galaktosid, Behandeln. 1363 8f‘ 0.€32' 1
\
: — o * Bel27%, pH4. &%,
PH  Spaltung % nach 35t T e L asis | 0,104 0307
Anfang Ende | 3775 Min. | 12795 Min, - 2ufbewabrt, | | : [ _

* Mit. 0.7 Mol Acetatpuffer ang-

!

\
44 447 Y e
: - | essiuert.

1V. Spezifitat der 3-Galaktosidasen von Hepa‘topahkreas
der Schnecke, FEulota peliomphala.

- In den Hemmungsversuchen, die im zweiten -Kaptel dieser Mltteﬂungen
beschrieben sind, - hat der Verfasser beobachtet, dass die erkurd eines
B-Galaktosidasepriparates aus der Schnecke, Ewvloia peliomphala, nicht nur
durch  Verbindungen' der Galaktosereihe sondern auch durch o:Kresol-8-
glucosid sowie Ca-gluconat deutlich gehemmt wird, Fernerhin erwies sich
das Aktivititsverhalinis dieses Fermentpriparates gegeniiber einigen §-Gal-
aktosiden, wie' Salicylaldehyd-, Vanillin-, jp-Nitrophenol-g-galaktosid, als ganz
verschieden -sowohl von demienigen des Apnkoso emulsins und der Takad-
iastase. Ohne- expenmenteile Begriindung zu geben, wurde damals eine
Vermutung gedussert, dass’das Praparat ein Gemisch der B-Galaktosidasen
Emulsin- und Taka-typs im Sinne der Akamatsuschen 'Schule, 6) O darstellen
kénnte. In Anbetracht der Befunde, dass es'aber auch andere, beziiglich
des Hemmungsverhaltens *) sowie.r des Aktivitatsverhiltnisses **) weder

*), T. Miwa, K. Nisizawa u. K. Tanaka, wnversffentlicht.
*x) Das Aktivititverhiltnis der 3-Galaktosidae von Ochsenleber; siehe das Kapitel .
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Emulsin- noch Taka-typ angehérende Enzymtypen gibt, scheint es unsnicht
ausgeschlossen' zu sein, dass die Schnecken-B-galaktosidase auch ein einhe-
itliches, neues Ferment-typ darstellt.

Beil der vorliegenden Arbeit hofften wir durch Fraktionierungsversuche
festzustellen, ob in dem Schneckenhepatopankreas mehr als zweielei B-Gal-
aktosidasen verschiedenen Hemmungsverhaltens und Aktivitdtsverhiltnisses
enthalten sind cder nicht. Die Resultate werden in Tabelle I zusammenge-
stellt,

Tabelle 1.
Fraktionierung der B-Galaktosidase von Schnecken-
hepatopankreas.
Fermentfraktion:

Nr. 1. Ausdem Acvetonprap'érat des Hepatopankreas wurde die Enzymlésung
durch Extrahieren mit 20 facher Menge 0.05n-NH; erhalten, die,
nach Neutralisieren und Dialyse, von entstand‘enem Niederschlog
befreit wurde. ; ‘

Nr. 2. Der Niederschlag, der-sich bei der Hers’aeﬂung von Nr, 1 bildete,
wurde in wenig Wasser suspendiert, .

Nr. 3. Fermentlésung Nr. 1 wurde bei pH 4. 5 an Tonerde B adsorbxert
daraus mit Phosphatgemisch von pH 5.5 eluiert und wiederum auf
pH 4.8 umgestellt, A

Nr. 4, Fermentlosung Nr. 1 wurde bei pH 5.5 an Tonerde B adsorbiert,
daraus mit Acetatgemisch von pH 4,8 eluiert.
Nr. 5. Fermentldsung Nr. 4 wurde etwa 10 fach verdinnt, Aktivitit

derselben wurde bei pH 2.8 (Citrat-HCl-Gemisch) anstatt bei pH
4.8 bestimmt,

Nr. 6. Restlgsung der Tonerde B- Adsorpuon bei pH 5.5. (Nr 4), dialysiert.
und konzentriert.

Nr. 7. Fermentlgsung Nr. 1. wurde bei pH 5.5 an Tonerde B adsorbiert,
nach vorelution mit Acetatgemisch von pH 4.5, mit Phosphat~
gemisch von pH 7.2 eluiert und .auf pH 4,8 umgestellt.

Nr. 8. Fermentlésung Nr. 6 wurde nach Voradsorption bei pH 6.8 mit
Tonerde B, bei pH 4.5 an. Tonerde adsorbiert, mit 0.05 n-NH;
eluiert und zu pH 4.8 gebracht. '

Nr.-9. Fermentlisung Nr. 6 wurde bei pH 2.4 an Tonerde - B adsorbiert,

: Restlésung daraus 2 Tage bei pH 2.4 bei Zimmertemperatur  stehe~
ngelassen,” neutralislert, dialysiert, konzentriert und.vom entstan~
denen Niederschiag abfiltriert,
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.. .. Hemmungstyp (siche das Kapitel 1I):
| NI qulsinj‘cyp; iy Toeeeenen Taka-typ.
- | | ) . —(zlucos—
5w é}’n p~Galaktosid von B1d von
<5 E ITTETETIIEE [BeltE 2L R i
82| E (S8 (28 8 So(BS\82/E |8 (X |28 % 5%
Tz a SialE J{'F\? PR ERIRCLE 1 8 L liz 8 21 =g
SElse |2 E|E | 2 SR 88 188 § Sg uTihe| £ (&S
il Lol CARE CRERIERE I IR CEI R H G e
i H 1
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Daraus ist zu erschen, dass die in Schneckenhepatopankreas enthaltene

B-Gaiaktosidase ein Gemisch der Enzyme von Emulsin- und Taka-typ darstelit,

das sich durch geeignetes Verfahren in einzelne komponente von je besti-

mmtem Hemmungsverhalten trennen lisst.

Solche dualistische Natur der

Schnecken-B-galaktosidase kann man auch in-ihrer pH-Abhingigkeit erken-

weist die Aktivitits-pH-Kurve der
Ausgangsfermentldsung zweigipﬂigen Ver-
lauf auf, was man als Bewe_is dafiir
betrachten darf, dass darin ein Gemisch
zweier Enzyme mit verschiedenen pH-
Optima vorliegt, Die Spalting des p-Nit-
" rophenol-g-galaktosids  durch Fermentfra-
ktion Nr.
der Galaktosereihe . speziﬁéch gehemmt,

4 wurde durch verbindungen

wizhrend Glucose, Gluconsiure sowie §-

- Glucosid gar keinen Einfluss darauf ausi-

nen. Wie aus Abbildung 1 ersichtlich,
&0t
50+
N110-
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Fig. 1.

Aktivitits-pH-Kurve ‘der Ferme-
ntlosung Nr. 1. Substrat
rophenol-p-galaktosid.

+ p-Nit~ -

Zieht man das Hemmungsverhalten in
_Betracht, so scheinen diese Fermentfra-
ktionen nur die §-Galaktosidase von Ta-
ka-tyi) zu enthalten und die Beimenguwnsg
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des Enzyms von Emulsin-typ ist keineswegs wahrzunehmen. Hingegen weicht
das Aktivititsverhiltnis in der Spaltung einiger B-Galaktoside durch dieser
Fermentfraktionen von demjenigen der Takadiastase ab, wie foldende Zus-
ammenstellung ergibt.

« Substrat:. f~Galaktosid von
BEozym . [ — e —
) ) ‘\ m-Kresol : Ic\g]?;lgylséllf [ Isoeugenol 1 1,3, 5-Xylenol
Fraktion Nr.5 || = 0.85 0.4 | 040 | 0.73
Takadiastase = | .39 0.17 \ o.74 1.45

(Aktivitit gegen Phenol-G-galaktosid als 1 gesetzt.)

‘Diese Ergebnisse lassen uns notvvendigerwéise yar;n_éhm:;en, ‘dass die p-Gal-
akiosidase des Schneckenhepatopankreas, die’ das Hemmungsvehalten von
Taka-typ erweist, von «derjenigen der Takadiastase-verschieden sei. Weite-
rhin tritt die Verschiedenheit auch in der pH-Abhingigkeit dieser beiden
Enzkymre’ ﬂeﬁﬂ«ich‘ hervor, Wie Abbildung 2 zeigt. :
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{a). Substrat-: Phenol-S-galaktosid : (b). Substrat : p-Nitrophenoci-§-
’ Fig..'2. galaktosid k
Aktivitits—pH-Kurven der Schnecken-f galaktosidase (---- )
~und [-Galaktosidase der Takadiastase (——).

Alsos ist: d.asv pH-Optimum  der Schnecken~ﬁ—gaiaktosidase von Taka-tyﬁ)'
gegentiber dem der Takadiastase étwa pH 1.25 an saure Seite verschoben.
Hierzurist noch zu bemerken, dass die Form der. Aktivitits-pH-Kurve-dieselbe
bleibt, falls man als Substrat entweder Phenol- oder - p-Nitrophenol-3-
galktosid anwendet. SR R
o Vergleicht man da'S“'Aktivité{tsw*éfhﬁlthis der Enzymiraktion:Nr. 8; die das
Hemmungsverhalten deés Emuisin-typs-——obgieichies nicht vollkommen——

aufzeigt, ‘mit dem’ der 3-Galaktosidase von Aprikose-emulsin, so ergibt sich
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auch ein ausgeprigter Unterschied, wie folgt.

. . o - - Substrat: §-Galaktosid von
Enzym e
| raani- [P-OXyaceto- i 1,3,5-
o~Kresol ‘ m~Kresol \ phenon JIsoeugenoli Xylenol
Fraktion Nr.8 |  1.12 6:¢2° I 430 | 0.73 0.81
Aprikose-emulsin ‘; 16.0 3.1 | 221 .  0.39 - 6.73

(Aktivitit gegen Phenol<B-galaktosid als 1 gesetzt. )

Daher erscheint es mir nicht berechtigt, diese beiden Fermente miteinander

als identisch zu betrachten, wenn auch das Verhalten gegeniiber den Hemm-
ungskérpern gleichartig ist.

Der Verlauf der Aktivitits-pH-Kurve beider 8-Galaktosidasen ist im grossen

und ganzen derselbe, wie.aus Abbildung 3

, " ersichtlich,
wer SR  Alle dieser Resultaten deuten somit
or / ;:, "A ‘ darauf hin, dass das Hepatopankreas dies-
o izr f g' 'g‘* er Schnecke wenigstens zwel, voneinander
3:?; wb f \‘ verschiedene B-Galaktosidasen enthilt.
3w} ;'E ‘x‘ Jedes Ferment weist dasseibe Hemmung-
:“0- ¢ ‘t“‘\ sverhalten wie ie Aprikose-emuisin bzw.
§3°' 1\ Takadiastase auf, woraus man mit Wahr-
& - ‘ scheinlichkeit annehmen kann, dass der-
T T jenige Anteil im Molekiil jeder Schnecken-
f2 0 3% o5 6 7 . p-galaktosidase, der fiir das Hemmungs-
F:’g&-: 3“: ; o . verhalten verantwortlich ist, gleich oder
Aktivitats-pH-Kurve der (-Gala-- wenigstens ghnlich gebaut sein soilte mit
kto-sidase von Aprikose-emulsin dem entsprechenden Molekiilanteil von
SEm—uRS iﬁfyizhlg.efirf—f;a?;dfS Aprikose-emulsin bzw, Takadiastase

p-Nitro-Phenoli-g-galaktosid. Bei der das Hemmungsverhalten von

‘Taka-typ aufzeigende -Galaktosidase der
ttivitdtsverhslinis gegeniiber verschiedenen
8-Galaktosiden als auch die Aktivitits-pH-Kurve, von den  entsprechenden
Eigenschaften’' der. g-Galaktosidase der Takadiastase verschieden

kénnen diejenigen Antﬁilé im Bau der Enzymmolekiil,

Schnecke, sind sowohl“das A

Demnach
die diese Eigansch‘a-'

ften bedingen, bei bekden B- Galaktosmasen miteinander nicht identisch sein.
Der Unterschied in dem Akthlta.tsverhaItms zwischen der” B-Galaktosidase
des -Aprikose-emulsins und der ‘Schnecken-ferment des Emulsin typs, lisst

uns auch annehmen, dass diejenige Struktur im Enzymmolekil, die das
Aktivititsverhzltnis - bestimmt

bei beiden (-Galaktosidasen voneinander
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verschieden sei.

Versuche,

Die Versuchsmethoden sind dieselbe wie im dritten Kapitel beschriebenen.
Protokolle, )
A: Bestimmung des Aktivititsverhiltnisses von Fermentfraktionen, Nr.
1—9.
Tabelle 2. p-Nitro~ | 167] 53.7) 2.008 | » 120l 139
Versuch mit dem Ferment- phenol 40 89 12 262 %
raparat Nr. 1.

| prepamat A4 Lo Tabelle 3.

Substrat : | Spal- ) .

B-Galakt-jp o | tung | 105k }I;/hlt"‘afftﬂ:“ Versuch mit dem Fermentpripa-

osid von | | 95 | | te nis - ] ,

[ 2 10 6\ 0 174 ”-_‘ I'at Nl. 2.

Phenol | ioiol 42.910.169 | ¢ 455 1 Substrat:| ; |Spal, - N
1 2877, 62.0) 0.146 | . Iak 105. k |M1t Verh
| b ‘ E f-Gala t— ]t‘mg ‘ | tel 1a1tnls

osid von } 9 !
1144) 47.1 0.191 : |

o-Kresol | sanal &7.1 0.212 1.39 1365 45.5 0.193 x

2877| 78.7 0.233 Phenol 2805 70.4 0,188 0. 191; 1
1448, 44.2 0.175 - ; i
p-Kresol ! i 0.1€3 1.07 . 1110, 48.7| C.2€9
' 2877 €3.0 0150 " ovesol| yad gl G 2021J 0. 235! 1.23
'1451| 43.9 0.173 ‘ : 5
i ! 1115, 50.1 0.270 ‘
m-Kresol %ggg gg{ 8. %gg 0.180 | 117 pKresol | A0 E0.-1 0. 202 | 0. 236; 1.23
12900, 70.1. 0. ; | |
o 560/ 28.5 0.261 |
1457 25.2| 0. 0865 m-Kresol| .2 ; 0.235 1.23
Guajalol | 1430 24.9) 0. 0869)0 0826 0.59 1110} 41.5; 0.210 4 |
2900 71.0 0.0953] : 1 }
| ' Guajakol | 1112 354 0.171 1 450 ¢ 79
. 340| 33.4] 0.519 S | 2554 53.4 0.128 |
Salicyl” | 1378 0.2/ 0.301 | 0.371] 2.43 ——— 555 357 0.E5L :
¥ 114810 €2.0/ 0.224 Salicyl- 5 560 46.8 0.489 | 0.435 2.27
1530 3.1 0.1 adenyd | 1110 53.0 0.295\ -
5- . 1 . . ! ! i i

I:Ia‘;'fg}’l{;t 1423 354 0.133 | 0.136 0.89  Methyl- | 1115 39.8 0.198 | 1q g o
‘,2910 39.6| 0.135 salicylat 2557‘ -8.0.158 |
‘ ! L[ °360] 17.70 0.235 \

p-Oxyace. 8401 27.8) 0.407 | 5 o5l o 4z ?"-Ol’fyage.'y 560, 35.1).0.33% 1 0. 2911 1.52

tophenon | 1332] €5.0 0.342 ) . ophenon | 1110] 54.0 0.304 !

- ; 7 7 ' -
i iiys 44r\ 53.4 0.744 | ;

«‘ ‘ .

1325 26.7] C.102 Iso~ 1397 30.9 0.114 )

Iso- 1431 29.1] €.104 | 6.103 0.67 eugenol }27"2 45,2 0.0g36 - 104 0-54

eugenol | 5010 50°4 0.104 [ o 0‘ o !
s 1,3,5- £2.0/ 0.2 !

Las 1424 39.4 0.153 - Xylenol | 2354 68.0| 0.155 0.221, 1.18

035~ 11455 39.8 C.151 { 0.160 1.04  ~— i L —_—

Xylenol | ' ‘ - T74] 26 4] 07765 |

. 2900, 69.5) 0.178 p-Nitro- | 500" 38"4] 0,705 | 0. 661[ 3.46

: i — phenol | 4755 72 9| 0513 |

p-Nitro- | 192 29.4 0.787 [ 4 ool o o e ( R

phenol | 445 58.4) 0.856 | - : f-Glucos— 46 931 2.48 b e

: id von | 2.86'| 15.0
——  Fhemol | 138 644324 |

B-Glucos~ 135 21,7 0.781 R e ———

id von 357 44.9 0.795 0.753| 4.9 p-Nitro~ ‘ i ‘ 25 U39 99 &

Phenol - ° - A ' phenol i 78/ 54.3/ 4.36 | |
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Tabelle 4: l N
T : O—Kresollljgg 350029 0.7 11
Versuch mit dem Fermentpriparat | Aeed -9 U
X, 3 pcesr | 189 271088 0 10
Substrat: TSpai-. | Mitt— Verh } JE S — —
—Galaktt, 0 tung\ma.k'l Titt- Yerh- - | 400| 28.8 0.369 ‘
,gsd von 1Mm. AR ;el &ltnis m—Kresol‘; 1495 €9.5 0,262 0.368 0.97
2713 20.7] 0.0564 ' j - '
Phenol | g370 570 0. Cesa - 9625 1 Guajakol | ;a0 %é:"l;\ 9. 202 \ 0.203 0.54
3965 42.6 0.0607)) gyl SR B ey S
o-Kresol | Zirg =37 g C614O' 06111 0.98 Si%é?;ld ]jgg Z‘g g ?gé 0. 251i 0.67
: | : i ' - !
. 2505 26.7) 0.0539 er. o] \
p-Kresol ‘. -0.0573 0.92 Methyl- 400: -20.1| 0.244 :
o | B870; B6.7] 0.0607) salicylat | 1530 E1. 7! 0.207 | 0226 0.€0
. 2560, 32.7. 0.0677 oesor - e ‘ 3
‘ i r
) 2505 15.9| 0.0300 ; , _
Guajakol | 3195 52.0| 0.0878% 9339 -5 vaninin | 390 23 gE 0.242 1 0.327 0.87
: L .
Salicyl- | 1120| 25.8/0.116 ' 22a B
aldehyd | 2560 50.4 0.119 O T8 LB R e ra b o O 122{ 0.32
Methyl- | 2713 23.1| 0.0421 - e e - 1 '
salicyiat | 5870 48.8 005410481 077 L5 5 - 400 286 05T 0380 0.74
| 9 | ‘ | 1630 59.90.25 ,
p-Oxyace-} 1120/ 32.3| 0.151 iO 131 | 2.10 p-Nitro 3100\ . i
0. : p-Nitro— | 1100 64,0/ 00403 |
tophenon | 2560 EC.7| 0.120 | S henet 1555| 75.5 0,570 | 0367 1.03
T 7 . i 7 . . I

oo 1120 46.2 0.240 ‘ = e ‘
Vanillin | 520 575 0,145 0198 3.10 b (:{L‘;C‘;S_i 1100 12.9/ 0. 0545j0 wsoel 0.1

. i S S Nitro~ | qoonl V. Vabe| U,
Tso- 25€0 17.7) 0.0330) (oo o 4o  Dhemol | 80 2 1‘; 0.0464 |
eugenol | 4720 25.5[ 0. 027—1[ . P Tabelle 6

: : abelle 6.

- 505/ 28.5| 0.0581 . o .
%(’li’nsol §370 gils 30 8?7()'0. 0675‘; 1.08 Versuch mit dem Ferlnentprapargt
oNitro. | 268 T 0405 Nr. 5.

1070| 40.5/ 0.211 0.251  4.03  Siferear e i
,p}_lem)l 31051 62.7/0.138 | @‘-lelﬁct—[ t ?53;; | 105, % | Mit~| Verh-
: = - h Min. Pl tel |dltnis
B-Glucos— 1551 95 5/ 1 02 | ‘ osid von | [T !
id von e R WL R o - ‘
Phenol | %67 584145 | Phenol | 1280 56110250 10,253 1
p-Nitro- | 142/ 33.0/1.22 |, 4, ‘ 219 :
phenol = 260 58.4/ 1.46 . 1377  §9.6| 0.293 " :
; o0-Kresol 1741 €9.0 0.298 0. 295‘ 1.17
Tabelle 5. 1377 58.4, 0.276 |
] p-Kresol 1741 €8.5 0.290 ’ 0.286 1.13
‘Versuch mit dem Fermentpriparat J S
: : 1377] 48.0| 0.206 ,
Nr. 4. , m-Kresol | 1577 28.9 0-22 t . 216\i 0.85
Substrat:| , | Spald e 1545 41.3) 0.150 _
B-Galakt-y, L | tung | 16k | Mit= Yerb- Guagakol | 1748 48.2 0.141 1 0.144 0.57
osid von ™| 95| el , 2825 61.1/0.145 ]« |
1100 €3.0 0.383 | . aor Salicyl- | 1487 32.3| 0.114
Phenol 1555 72.6 0.262 | 0377 1 aldehyd | 28%| 53.0 0,116 | 115 04
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T T487 422 0,160 T
Methyls- 1750 47.1) 0,158 | 0.162 0.64 §-Glucos-| 209 50.1 1.44 |

licy | { C ,
alicylat 2825, 66.4] 0.168 | id von 1080, 87.9) 0.85" |1.07 |22.7
o : Phenol | 1185 91.9, 0.€2
p-Oxyace-| 1378 47.4 0.202 | ; 51l ( og | !
tophenon | 1737 60.5 0.232 | O-217) 0-F . 70l 19.2 1.32 l
e T3 000 | gﬁ;‘“ﬁ" 209 58.4 187 11.%6 Izs.s

. 78 49.1 0. ‘ 1185 91.¢ 0.88 |
Vanillin | {79 59.0 0.222 0.2185 0.86 ! |
Iso- 1545/ 30.0/ 0.100 ; Tabelle 8.
eugenol | 2325 48.0 0.101 | 0-190 9-40 .

R 4{3&03 oot b Versuch mit dem Fermentpriparat

5 O. R . . v
e 1748| £4.0 0.193 \o 184 0.73 Nr. 7.

¥ 2825 66.4! 0.168 | _ _

; 419 6.4 0.318 V Substrat:|  [Spald e -
pNitro- | 1380 8.4 0277 | 0. 27 1.00 B Gala1<t~lmm | ting | 100.% | Vit | Yerh
p 1722 59.6| 0.229 | osid von ™| ag |

1 D | |
: | 1125 20.4] 0.0878 |
Tabelle 7 Phenol | 5580 55. s‘l 0.1385 119 1
Versuch mit dem Fermentpriparat o Kresol I o080 20.4 0.101 | 0 1249 L1
N SO% ] 3980 74.0| 0.147 ‘ s
Nr. (e i ‘ i
S : T a |
Substrat [ SBL  ini[Verh.  phemol L 29058 0.8 256
ﬂ——GaIakt-‘M u*xg‘ 105,k tél altnis * A R - i
osid von | % | S80] 20.4/ 0222
Phenol | 2742 25.8.0. 04/2‘0 047 2i prlcos 1135] 4479 0.230 | 953 2.4
enol | & 7 i 2560 £3.0, 0.295 | 0-299 2.24
| 575|~ 47.1 0. O496l | Phenol 95 T
3080, 91.3| 0.260 '
| i .
1080 14. 8{ 0. 0644 J g p-Nitro~ | 249 45.2 1.C5 ol
o-Kresol | mot 62.9) 0. 0508\0 0623 (B30 phenol | 1125 o8 0.ees | O 97 Oi 8.58
2500/ 25.8] 0. 0500 N
p-Kresol 5520\ 40.8, 0. 0412§0 0456l 0.97 Tabelle 9.
[T015| 748 0.068% ; n i Fermentoriparat’
m—Kresol\ 3095 43.2 0.06260.0622 1.32 Versuch mit dem Fermentpriparat
‘ 16075/ 54.0 0.0555 j Nr. 8. : ”
I \
.. 5820 36.0) 0.0351) g = - —= : :
Guajakol a5 g2 7 0. 0/1230 03 87’ 0.¢2 Substrat.li | Spal- | Mit- | Verh~
| ] - ’ - p-Galaki- Min.i n},f,lg 16s.k% |"tel |#linis
Salicyl | 10151 8.4 0.361 |y 100 | 5 50 osid von o —
aldehyd | 2470 55.8| 0,144 |&-152 ) 8.2 Phenot 7080 24.9/0.017€ oool 4
» 1 11120 38.4 0.0180 O3 1.
e M BOLEE 0% o e s
alicyla 3 4497 | '" o-Kresol 28.5 292090 0z06| 1.12.
4 11120‘ 40.8) 0.0205
Cothinon| 2470 3.9 0,078 0200 42 T o
ophnenon L . ! - Y Sl U. G
R | ‘ p-Xresol 11120 311 0. 014510 0147 0.89
e | 975 59.0, 0.397 [ pin | s SN ,
Vanillin l 2470, 72.1) 0,224 V3% 65 L7080 23.5) 0.0164, o168| 0.92
- Lo v 11120 35.7) 0.0172 J
S0- Teo) s 0. 275 [ 0,58 Cod [
eugenol | 6075 - 31.4f 0.269 | Gugiakol | 7080 18.3 0.01240 (ool 0
uajaxol 111390 28,2 0.0128% V* e
1,3,5- 2590, - 23.1, 0, 0403‘ s o YL
: « ©.0426 0,90 : 7307 92,5/ 0. 0845 ¥
Xylenol 5520} 4375 0. 0449 0479 Salicyl- | jo0n Z2510.080 eid 46
N 214 19.5] 0.440-|_ , ——  aldehyd- | 360 “ 5, 7 0061 |
ronor | 1480 -55.5 0.246 0.202 | 6.17  Methyl- | 7080 18.9 0.0129]  0-00 .71
P 2550\ 67.5) 0.186 | | salicylat 11120/ 8.2 0.0129" -
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; . \ !
720| 13.3| 0.0858 p-Nitro~ | 1210, 52.3] 0.266 |
p-Oxyace- ‘ . b 10.223] 1.1
rophonon Z';agg 'g% %’i 8 8?%0 0783 4.3 phesol 47101 67.5 0.180 | :
j ) (-Glucos- 3 -
1307 28.8 0.113 id von | 52 Z21 1.8 '1.59 7:83
Vanillin | 2560| 43.2 0.096 0.095 5.2 Phenol | “%j 5 & e
13920 49.1 0.076 e | SOTogy IO T T
| Il D an0™ | 240 €6.0 1.94 11.47 7.24
Iso— 7080 19.3 0.0185 o100 (g 1210 88.6 0.78
eugenol 11120/ 28.5 0.0131" V<9
|
Tas \ os0l 7L 7\\ o015 B:Hemmungsversuche an Ferment-
Xylenol (11120 31.1| 0.0146\0'0148) 0.81 fraktionen, Nr. 1-9. Substrat:
p-Nitro— | 606 18.9 0.150 \0 137 | 7.50 p-Nitrophenol-3-d-galaktosid.
phenol | 1250/ 30.0 0.124 | -o
Tabelle 11.
B-Glucos— 155/ 90,1/ 0.€29 .
i\%t‘;%ghp;—! 210‘ 20, 6‘ 0. 750 ‘}0_ 662 ]36.2 Versuch mit dem Fermentprip-
N | 1250 82.6 0.€607 ! arat Nr. 1.
Hemmungs- { Spaltung % mnach
all 1
» Tabelle 10, Ksrper p_— -
Versuch mit dem Fermentpriparat Min. ’ Min.
Nr. 9. ' Ohne B
— oK o= -
Substrat: Spal—‘ | Mit— Verh— ali:fooéxd f-d- \ 30 \ 52
fsgiaﬁ};t—l\/'in. tug/g | 108, \ tel |dltnis —Kresol—B—d- | 30 52
0 ] glucosid |
. 1210/ 46.8) 0.226 x
Phenol 2710l 67.8 0181 0. 203’ 1 Galaktose ' 50 [ 80
P oo Glucose ! 50 { 80
48.3 1
o-Kresol | yo10 22 0286 1 g 509 102 - ! }
: T Ca-galaktonat ‘ 32 ‘ 54
1210, 48.50.221 | , ., A , ‘ :
p-Kresol | 5750l ga.3/ 0.181 0.2062 1.6 Ca-gluconat ‘ 28 } 54
456) 21.30.228 T
m-Kresol| 1466/ 51.3 0.214 | 0,200 0.€9 Tabelle 12
| 3026/ 66.4,.0.157 | . o
20.0] 0.128 ! Versuch mit dem Fermentpriparat
Guajakol 2710‘ 5920, 128 0.127!\‘ 0.€3 Nr. 2.
Salicyl- | 486 171 0.179 . " Hemmungs- Spaitung ¢ nach
aldehyd | 1466 42.2 036z 170 O i
— ; 180 Min. | 300 Min.
Methyls-| 1205 34.5| 0.153 N !
alicylat | 2710, 5 1[ 0.132 | 0148, 0.70 Ohne J 0 % 0
45¢[  18. 5! 0.207 O—I{I‘ESOI—B—d— i i
p-Oxyace-| ¢ | g e | 25 I B0
S Mol o-Kresol-g-d~ | o [
456] 26.2] 0. 288 elucosid | o7 .52
Vanillin | 14€6) 51.0 0.211 | 6.222] 1.09 ‘
3026 €8.7| 6.167 | Galaktose | 4 70
i’”(:”ﬁv 456 12.9) 9132 ‘ - ; -
S 1466) 27.0] 0.093 | 0.028| 6.48 Glucose P40 L7
eugenol | 3096 38.1) 0.0€3 ' — 3
13,6~ 1zl oaz.gl0.201 | | o Ca-galaktonat | 25 | 90
Xlenol | 2710 €0.2 0.148 <175 0.86 Ca-gluconat | 20 s
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Tabelle 13. o-Kresol-g-d- | 5 a0
V. h mit d F tor £ glucosid \ i
ersuch mit dem Fermentpripara - -
prap Galaktose 1 30 ‘ 60
Nr, 3. i L -
: Glucose 30 | 60
H gs~ | Spalrung % h g :
) ?mmup;,s ‘\ pairung 75 nac Ca-galaktonat ‘f 15 38
rorper | 400 Min. | 1080 Min. '
! : Ca-gluconat 8 15
Ohmne : 32 : 50 T
i !
O—Kresol—ﬁ—d~ B 20 30 Tabeﬂe 16. .

_glucosid ‘ - . .
o-Kresol f-d— | 20 Versuch mit dem Fermentpriiparat
glucosid | | Nr. 8
Galaktose 27 50 ==

Hemmungs- ‘i Spaltung % nach
Glucose 32 50 k6 ‘
‘ orper | 1820 Min. | 2775 Min.
Ca-galaktonat *15 20 -
i . Chne 40 55
Ca-gluconat oo 13 26 o TRresolf-d- - ”
- _gaiaktosid |
Tabelle 14, o—Kresol-F-d- '
_ glucosid i 25 50 )
Versuch mit dem Fermentpriparat Galaktose w0 e
Nr. 4. J ;
Glucose b0 -
Hemmungs- : Spaltung 9§ nach Ca-galaktonat 35 “ 50
korper i . : . :
| 315 Min. [ 1770 Min. o gtucomat | 15 | 30
- — — ! = i ‘
Chne I 30 60 -

“o-Kresol-3-d— | > i 15 Tabelle 17.
galaktosid i < L co ‘ .

_galaktosid : : Versuch mit dem Fermentpriparat
o-Kresol-f3-d- | 30 ; €0 "
¢lucosid 3 Nr. 9.

Galakt L5 T
alaktose I — . Hemmungs— ‘] Spaltung 9% nach
Gl 30 60 6 ! i
ucose | korper | 205 Min. | 1545 Min.
| { i i
Ca-galal t 2 T 3
a—galaktona | Z } Ohne 3 23 | =0
Ca-gluconat 30 60 — Java I -
! o Kr_esol_ [-d . 9 15
galaktosid |
—RKresol-G-d— |
Tabelle 15, prranv C B S B
Versuch mit dem Fermentpriparat Galaktose } 2 l . 15
Nr. 6. Glucose ;' 23 i 20
Hemmungs-— Spaltung 9 mnach Ca-galaktonat ] 3 15
korper 215 Min. 1440 Min. Ca—gluconat ’ 20 50
Ohne 32 | 6o . _
T R R T C: Bestimmungen der optimalen
galaktosid : | Wasserstoffzahl von Ferment-
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fraktionen Nr. 1,4,8, Takadia-

stase und Aprikose-emulsin.

Tabelle 18,
Versuch mit dem Fermentpriparat
Nr. 1., Substrat: p-Nitrophenol-
B-d-galaktosid.

: S;)éltung % T

(259) 47
6.0 22.8 57.9
66 | 141 |  35.8
7.0 6.2 15.7

Tabelle 20.

Versuch mit Takadiastase, 4%

Lésung,

dialysiert,

Substsat:

- pH ,‘ nach 150 Min. p-Nitrophenol-g-d-galaktosid,
2.2 : ‘ BL7 H ' Spaltung % | Relative
e S — b mach 27 Min.| Aktivitdt
2.5 J 50.0 : -
w ‘: —_— 2.5 | 12.6 30.1
. | 57. :
- J Py 3.0 | 31.1 74.2
.7 42. d
— 46 . 35 | 38.1 91.1
. = 4.0 4.8 - 100
: 4.5 a5 | £9.3
4.8 i 41.8 ‘ j
=3 P 5.0 ‘ 38.4 91.9
- | — . 5.6 3.0 | 7L8
6.2 | 23.5 | 56.2
Tabelle 19, 7.0 o.7 | 23.2

Versuch mit Takadiastase, 4%
Substrat:
Phenol-5-d-galaktosid,

Lisung,

dialysiert.

Tabelle 21.

Versuch mit dem Fermentpriparat
Nr. 4, Substrat: Phenol-p-d-gala-

o . Spaltung ¢ Relative ktosid.
PHL ok 30 Min. Aktivitit _ _

— | pH | PaepE | Retative
,2'0 3 0 } 0 | 1420 Min. Aktivitat
.25 | 8.0 20.4 1.7 \ 14.5 81
3.0 } 80.3 76.9 18 | 17.4 ] 21.8
3.4 % 36.9 8.7 2.0 1 36.3 . i 45.4
3.6 ' 37.4 { 24.9 2.5 { 71.1 ‘ £8.9
20 | 39.4 100 3.0 l 80.0 I 100
44 | 394 | 100 3.8 | 67 | 7.6
4.8 \ 36.9 | 93.7 42 | 58.7 [ 73.4
5.2 f 3.1 ‘ 86.6 4.8 i 320 ( 40.0
5.6 i 28.5 \ 72.3 5.4 | 19.5 | 21.9 .
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Tabelle 22,

5.3 | 3.2 106
Versuch mit dem Fermentpriparat ‘ T
B 5.7 34.1 [ 91.7
Nr. 4. Substrat: p-Nitrophenol- 1 ‘
3-d-galaktosid, I L
e - ! [ oo
n SPaltn% | merie 64 9.7 | 25.1
pH LooeXB | Aktivitat |
; : Tabelle 24.
17 s | 144 : i
j ; : Versuch mit: Aprikose-emulsin.
2.0 24.9 | 40.8 ) .. .
! , Aus dem Acetcnpriparat mit 0. 05-
‘ , o
2.5 1 @88 £0.0 n NH; extrahierte L&sung, neutr-
30 61.1 ‘ 100. . alisiert und dialysiert. Substrat:
35 | 50.4 | 82.5 p-Nitrophenol-g-d-galaktosid,
40 32.0 52.4 T SpaltuneZZ | meran:
* s neeh | RREG
4.5 22.5 36.8 | 115 Min. |
' 5 0 ' 0
5.7 | o 0 5
. 4.0 ‘ 22.1 48.3
Tabelle 23, 42 ‘ 5.7 | 78,0
. . . ‘ 0.
Versuch mit dem Ferm f2) w :
c it de ermentpriparat 44 ! 2.9 ;‘ 03,7
Nr. 8. Substrat:. p-Nitrophenol- ‘i
T . 7.4
$-d-galaktosid, . 47 4.6 { s
.0 45. 8 180
o { Spaltuﬁg% Relative ° J i
jol . nac e i
1470 Min, | Aktivitdt 5.5 | 4.2 | . 987
3.4 | 0 ; 0 5.8 | 8.5 | 5.0
4.2 3.6 | 366 62 | 33.8 | 73.8
!
47 - 30.3 | 81.4 66 | 18.3 | 40.0
j : i |
50 | 5.7 | 6.0 7.0 | 10.6 ; 2.1

V. Affinitat der 8-Galaktosidasen verschiedener Herkunft
zu einigen 3-d-Galaktosiden mit verschiedenen Aglyk- -
onen.

Wie in der ersten Arbeitls) dieser Untersuthungsreihe und im ersten
Kapitel dieser mitteilungen wiederholt erwghnt, schwankt das Aktivitdtsver-
hiltnis derAB-Galaktosidasepréparate gegeniiber. 5-Galektosiden mit verschied-
enen Agiykonen mehr oder weniger nach Herkunft der Fermentpréparate,
Solche Tatsache ‘kann man auch einfach mit der Annanme erkliren,

dass jedes Fermentpriparat mehrere p-Galaktosidasen von verschiedenemn
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Aktivititsverhiltnis in wechselndene Mengenverhiltnis enthilt, Tatsichlich
findet man diesen Sachverhalt an den p-Galaktosidasen ierischer Herkunfi®
(Tablle 1imKapitellV)sowie auch -an den p:Glucosidasen einigen pfianzlichen
Fermentpriparaten (Tablle "2 ‘im ‘Kapitel 10). Bei solchen Fillen - kann das
Fermentgemisch durch geeignetes Fraktionierungsverfahren zu éinheitlichem
Enzym getrennt ‘werden, ' Aber:‘bei den -meisten anderen Fillen kann die
B-Galaktosidase jeder bestimmter Herkinft als einheitlich aufgefasst werden,
und zwar deshalb,. 'weil das ‘AKtivitstsverhgknis® durch Fraktionierung der
Fermentpraparate fast unversindert bleibt. Demnach sollte die Mannigfaitigkeit
im Aktivititsverhaithis, die die' Fermentpriparate je mnach ‘ihrer Herkunft
aufweisen, anders gedeutet werden,. als dass jedes Priparat mehr als zwel
Galaktosidasen “mit - eigenem, - ¢harakteristischem - Aktivititsverhiltnis in
wechselndem Mengenverhilinis enthilt. , ;

Schon friihér haben R, ‘Willstiitter und R, Kuhn?® als Folge der Untersu-
chungen. iiber: Saccharase, - Maltase -und P-GlucosidaSe eine Theorie zur
Erklirung . der relativen Spezifitit aufgestellt, wonach die Mannigfaitigkeit
im Aktivititsverhslthis jedes Fermentpriparates so zu verstehen ist, dass
die Affinitit. des Enzyms zu Substrat, 'von Priparat zu Priparat wechselt,
trotzdem das Wesen ‘der Fermente, unabhiingig von ihrer Herkunft, dasselbe
ist. Diesem {Gedanke liegt: die' Beobachtung éugruﬁée; dass das Aktiviti- .
tsverhiltnis unter denjenigen Bedingungen der Reaktion, wo die Substratke-
ngentration geniigend ‘gross 'ist um alles vorhandenes Ferment zu binden,
unabhingig von der Herkunft des Priparates konstant bleibt. Das Aktivits-
tsverhaltnis unter diesen ,Reaktionsbedingupgen (Qoo) stellt somit das der
Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substratt-Verbindung dar. Hierbei soll
darauf-aufmerksam gemacht werden,  dass die Fermentpriparate, die die
genannten ~Autoren: angewendet hatten, miteinander sehr nahe verwandt
waren, So stammten z/B. alle ihrer Maltasepriparate den Hefearten und
alle B-Glucosidasepriparate . dem Samenkern von der Gattung, Prunus, indem
nur.die Rassen ‘bzw, .die’Arten voneinander verschieden waren, Es wire
miglich, dass die Theorie nur bei den nake verwandten Fermentpriparaten
ihre Giiltigkeit finden, jedoch erscheint es mir noch weiterer Priifung zu
bediirfen; ob sich'die Theorie auch auf Enzympriparate weit verschiedenen
Ursprungs ohne weiteres tibertragen lassen darf.

Bei den B-Glucosidaseprépara’cen‘verschiedener Herkunft haben T. Miwa
und Mitarbeiterl)) gefunden, ‘dass das verhzltnisder Spaltungsgeschwindigkeit
sogar bei der maximalen konzentration der  Enzym-Substrat-Verbindung

keine ‘konstante  Zghlen - aufweist. ~Also. “erscheint :die -Anwendbarkeit 'der
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Willstitter-Kuhnschen Theorie nur-auf g-Glucesidasen: sehr tighe verwandter
Herkunft beschrinkt 2w sein.: 11 100 o oo ol Tenedo a0 m Sy ey e 0Tl

- Bei der vorliegenden: Arbeit- wurde versucht klarzulegen, ob:das manni-
_gfaltlgerAkt1v1tatsverhaltnls fin der Wirkung von - §-Galaktosidasepriparaten
verschiedener ..-Herkunft wirklich .nur auf .die. von Priparat-zu ‘Pripardt
wechselnde Affinitat -beruht, oder ob.es mehrere, _je nach Herkunft: ezgene
in. ihrer Struktur -wechselnde §- -Galalktosidasen gibt. -

- Zu-diesem. Zwecke wurden die' Affinitit einiger 8- Galakt031dasepraparate
zu verschiedenen phenolischen- 3-Galaktosiden sowie auch”dasVerhsltnis der
Wirkung bei-der maximalen Konzentration der -Eunzyi:Substrat-Verbindung
bestimmt; ‘Die beiden Werten wurden gewshnlicherweise nach- der -Methode
wvon Michaelis: und - Menten® .graphisch - ermittelt.  Dabei -ergaben  sich bei
einigen Fermertpriparaten merkwiirdige
»-4 . -, Erscheinungen, Nimlich-bei der: p-Gal-
1. aktosidasen von Takadiastase; Aspergil-

- dus- niger und einer’ Enzymfraktion von

~dor

- Schneckenbepatopankreas; *die dasselbe

1.~ Hemmungsverhalten wie Takadiastase

I IR RN G et raufweist, nimmt die Reaktionsgeschwin=

C 3N M L e 00 digkeit mit Zunghme: der Substratkonz-
Akt1v1£ats—p5—§i11\;§ i der B Galam—’v o f"e;?trationf anfangs. zu, -dann  jedoch,
osidase von Takadiastase.-Substrat:” *  “ nachdem ‘sie ein'Maximunperreicht hat;

Ph 1~ d— it kt d .
Fhenol-g-d-galaktos: “rasch ab.  AlseTstells d1e Aktnntats pS-

Kurve dabei einen’ glockenformigen Verlauf dar (Fig; 1.) "

" Derartige Erscheinungen sind schon bei den g-Giucosidasen von Takadia-
stase, ‘Aspergillus nigey u.a. beobachtetll) nd’ nach ‘det” Anschauting” Von
J.B:Sy Haldane® folgendermassen’ gedeutet “worden.: J& ein’ Molekiil "von
Enzym verbindet sich mit einem Substratmolekil tnd die gebildete’ Enzym:
Substrat-Verbindung ' zerfillt : dann ~ zu-Hydrolyseprodukt:« Aber:mit dér
Erhshung der:Substratkonzentration addiertsich noch ein/weiterer Substr:
atmolekiil an- diese Verbindung, wobei sich’ die. gebildete neue. Verbindung
aicht zw Hydrolyseprodukt fuhrt.. Die Folge davon ist die Herabsetzung der
Hydrolysegeschwindigkeit; -Diese . Verhiltnisse. lassen sich: folgeﬁdexmassen
schematisch veranschaulichts v~ il mo o wavwe sl e mren

ot BRI A £ST 2TESY s rersmmsienne (L) 10 o7
":EES] +08) ZEESSJ
ESs Bk P
vz B Engymgs S Substraty ES,ESS -« Enzym Substrat- Verbmdung,
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: P ------ Hydrolyseprodukt [ Ybedeutet Konzentratmn :

“'Daraus habe- ich dié Dissoziationskonstante dér Gleichung 1 und 2, Km1
und- Kms, nach ' dér ‘Methode “von - Miwa* graphisch ermittelt und’
Afﬁmtatskonstante KIVL and: KT\/IQ, (Renproke der; D1ssoz1at10nskonstante)
umgerechnet.’ g R LI TR AR

Folgende Tabellen (1-6) enthalten die /Xk’m'motsverhal‘cms ‘bei - Substrat-
konzentration von 0,012 Mol (Qon2) und be1 der .maximalen Konzentration
der Enzym-Substrat- Verbmdurg (Qoo) sowie die Afﬁmtabskonstanten (KM
bzw. KM;und KM,).

Bei Aprikose-emulsin wurden, -unter Beriicksichtigung der Frage, cob die
_Begieitstoffe auf die Affinitit zwischen Enzym und Substrat Einfluss ausiiben
kénnten, zwei I‘ermentpraparate von verschiedenem ’?emheltsgrad herang-
ezogen, Tabelle 1 zeigt dle Restultate,

Fabelle:1. (Aprikose-emulsin), :

AR B 1 W Q—Galaxtoqm von
.-Wertigkeit-- PR 8) e e B ‘ - .
des Enzympr = o J ; ’ p-Oxy— L o
. iPh -[fgakln, . . o0 0= P~ . p~N1tro- | Guaja~-| Vanill-.
parates HPTEEET Phesol | fiesor | Kresol Phenol FSCHOPR 1010 lin
cohninan D okt D | :
o | Qoo o1 | 127 | 052 | 47.6 45 | 263 | 3L2.
0.017 | Qeo. .\ -1 22 | 0.31 | 161 5.8 | 4.32 | 447
- CUURM. 29 16 50 | 6 |25 127 | 85
o Qomz |-1 0 5.0 | 0.€8 | |
053 | Qoo .. 1 | 2387 | 049 |
T e s e s

- Daratis geht ‘klar hervor, dass die” Realktionsgeschwindigkeit bei Substr-
Ztkonzentration von ‘0,012 Mol kaum durch die Affinitit zwischen Enzym
und Substrat, sondern durch Zerfallsgeschwindigkeit dér: Enzym-Substrat:
Verbindung bedingt wird.: Dabel erscheint es.uns auch bemerkenswert dass
die Affinitit und Zerfallsgcschwmawkem der Gepruften Substrate etwa in
umgekehrtem Verhsltnis stéhen. Nimlich erweist sich die Affinitst zu Vani-
Hlin- - und pN1trophenol Bgalaktomd als weit lxlemer als zu p-Kresol- und
Phenol-f3- galaktosui Ferner ist zu ersehen dass die Affinitst und die Zerfa-
}lsgeschwmd]gkext ganz unabhan g1g von dem Remhelt‘:grad der angewendeten

Felmentpmparane ist, WQS mlt Sicherheit hmwezst dess Gle Beglelts‘coffe
arauf keinen wesentlmhen Emﬁuss ahSuber'
Die B-Galaktosidase der Samen von Cvcas wvoluta delen Versuchsrcs-

2oy Umversffentlichfs U rsD el o o wlaiiour Tl
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ultate in Tabelle 2 zusammengestellt sind, ist insofern ;eigegar‘tig als sie,
unter den bisjetzt untersuchten B-Galaktosidésen, 4dn threm  Aktivititsverh-
sltnis derjenigen des Prunus-emulsins #usserst. nahe -steht (Tabelle: 1. im
Kapitel I). Um klarzulegen, werauf solche Gleichartigkeit beruht, wurden
die Affinitit und die Zerfallsgeschwindigkeit, zum Vergleich mit Aprikose-

emulsin;. ermittelt,

Tabelle 2 (’Er‘xzy'm von - Cycas revoluta).

p-Galaktosid von
: ‘Phenol - - (’ o-Kresol 1 p-Kresol.. .
Qo.oi2 » B TR 10060 | 0:75
Qoo T 1 . 22 o 0.61
KM 34 \ 18 1 48.7

Daraus ist ersichtlich; dass sowchl die Affinitst zu drei Substraten wie
aqch das Verhiltnis der Zerfallsgeschwindigkeit mit den entsprechenden
Werten des Aprikose-emmulsins gut Ubereinstimmen, Dies, mit der Wé‘iﬁgehen-
den Ahnlichkeit im AktiVité{tsverhé;ltnis 7u den umfangréichen Substratrei-
hen, deutet darauf hin, dass es zwischen den p-Galaktosidasen von Prunus
und Cycas eine wesentliche Gleichartigkeit im Enzymbau besteht.

Wie im vorangehenden Kapitel dieser V?Mitteiiungen’ angegebeﬁ; “enthslt
das Hepatopankreas einer Schnecke, Eulota peliomphala, zwei Arten der
B-Galaktosidase, die durch geéighetes Verfahren voneinander getrennt.
werden kiénnen, In ihrem Verhalten gegeniiber einigen ‘!Iv‘{emmun\gskﬁrpern
steht die eine mit der §-Galaktosidase des Aprikose-emulsins und die andere
mit der der Takadiastase in iibereinstimmung. In Tabelle 3 zeigen sich
die Versuchsergebnisse mit der Enzymifraktion,; diedas Hemmungsverhalten
von Emulsin-typ aufweist,

Tabelle 3 (Enzym von Schneckenhepatopankréas, -Emulsin-typ).

H-Galaktosid von e

: . i
i | : i an. P-Nitro- ® Proxyace-] s Slepis e o
Pllvenz?l‘* o-Kresol | p Kresql ph en 01 ( thhSﬁl on (?u-a;akol Vgnlllm *

Qeoz |1 0.89.| o082 [ 597 | 230 | 075 | 332

Qo | .1 | 0% | o€ | 30 | =28 | ‘06 | 271
KM; 132 © 7 112 422 C 96 | 38 282 | 87

KM, — 11 L3 | ee
* Ak‘tivit'a:tSFPS;Kﬁrve ist normal, mithin fehlt'I{Mg.' o

Diese Resultate, verglichen mit denjenigen der Tabelle 1;: lassen uns
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‘erkennen dass-zwischer dieser Fermentfraktion und -Aprikeseremulsin ein
deutlicher Unterschied in der Aﬂim‘cat zu Phenol-, o-Kresol-, p-Kresol- und
‘Guajakol-B-galaktosid besteht Wi hrerd diejenige zu p- Nltrophenol- p-Oxy-
acetophenon- tind Vanillin B galaktosid in -beiden Fermentpraparaten etwa
gleich gross. ist. ]'mmerhm kann ‘man 1°d0ch derart nahe Verwandschaft,
wie " sie zw1schen Pryﬂus und Cycczs enzym vorhanden ist, hierbei nicht
‘wahrnenmen. - Auch beziglich des Verhiitnisses der Zerfallsgeschwindigkeit
besteht dazwischén eive nicht geringe Differenz, wenigstens in Lezug‘ auf
0-Kresgol- und Gua]akol B-galaktosid. Alle dieser Resultaten bestitigen wiede-
1h01L c.1e Ansmh’c des vorangehenden Kapitels, dass die B- Galaktosidass der
Qchnecke mit dern Hewzmungsverhalten von Emulsln typ von der des Apn—
kose- emulQmS ‘verschieden sei. :

Die in Takamas ase enthaltene BGalaktomdase ist einheitlich, - dlp sich
von Aprikose emulsm scwohl in bezug auf Aktivititsverhiltnis ‘wie’ auch
Veinalten gegen Hemmuncrskorper scharf untersche1den 15sst (Kapltel Tund
H"\f TaLeHe 4 7elgt dle Versuchsergebmsse ‘mit dxeqem I‘ermenuprapalat ;

Tabeﬂe 4 (Tak kstasre). ;

. B=Galaktosid von "
| Bhsnol | oresol | p-resal [ Lo lggg;gimq Guataor V‘m“ ,‘
Qo.oi2 1 0.82 0.90 062/ L0 |  0.53 } 0.9 -
Qoo 1. |- 081 | 0.53 0.55 2.8, - 0.28 0.99
KM, 75 | 76  |.150 | 235 ’ 38 ies €0
KM, 75 €, < |20 . | 30 | 376 8.6 53

Daraus ersicht:man dass die. Affinititskonstanten sowie das Verhiltnis der
Zerfallsgeschwmdigkelt von den enbsprechendmn Werten sowobl des Aprikose-
emulsins wie der meisten arde*'en B- Gala;{tosidasenr parate verschieden
sind. Fernerhin x;noch‘ce ich daraus noch einen merkwurdigen Tatbestand
entnehmen, dass.die Schwankung des AI{ti?i*g;dtsv*erhéltnisses; Bei maximaler
Substrotkonzentration (Q..) etwas grésser ist als bei Substratkonzentration
Yon 0,012 Mol (Qp.si2); ‘Daraus erhellt sich dass-die Gleichmissigkeit . in dem
‘Aktivitisverhilthis Yon Taka- B-galaktosidase nur . eine scheinbare ist und
dass ‘és durch Kombmatlon der Zerfallsgeschwindigkeit und :.der Afﬁni’za’t
zustande kommt.’ o o I TE T R I | Fa . ,

" Wie ‘obeén erwihnt, enthslt das- Schneckunhepaaopankreas zwei Aruen der
B-Galaktosidase, 'von denen die eine dasselbe Verhalten gegeniiber Pemmun-
gskérpern wie die B-Galaktosidase der Takadiastase, Versuche mit dlgsem
‘Férment ‘ergaben folgende Resultate. - : : )
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" Tabelle 5 (Enzym von Schneckenhepatopankreas, Takastyp). .. - °
' , f-Galaktosid von ' R
f - = X T g f-—
Phernol: | o-Kresol \ p-Kresol phlgg)i;lo Oxyace—- Guajakgl[ Vanillin .

. b | tophenon l T
Qoo 1 , Los [ L 25 ’ 122 0o l 0.085| 0.87
Qe 1 7 1.0 | | J 0327 7 06T
CORM; 25 e 36 I 684 7.5 | BB
e R e 3' [ B85 sijis 687 | Tty o By

Verglemht man (Lese Ercebmsse mit denen . der Takadlastase, so erkennt
man sofort.einen nicht unbetrachthchen Untelschmd Di ie Unstlmnugkelt dle
dazwischen in bezug auf Aktlv-batsverhaltms be; Substratkonzentratxon von
0.012. Moi vorhanden ist, tritt. bezughch Qm-Werte noch deuthc?her zutage
‘was gegen die Theorie von Wﬂlstdtter urd kuha sprlch‘r N )

Die: p-Galaktosidase von Asj)eagzllus /zz frw steht msofern der der Takama—-
stase-nahe,. als sie glezches Hemmungsverhalten und zhnliches Akt1V1taste-
rhiltnis gegenuber mehreren Substra‘*en aufwel‘:t (hapltet I und D, -
erscheint uns daker auch Wunsr‘henswert ‘sicher” "usLellﬂn ob. diese schein-
bare Gleichartigkeit auf die’ wesentliche Struktur der beiden Fermente
beruht cder nicht. Um einer Erklirung dzeser Frage niher zu kommen, wurde
die Bestimrhung der Aﬁim"catsxonswp te und des Aktivititsverhiltnisses der
ZerféilngeschWindicrkeit amgefiihrt

Tabelle 6 (Enzym von Aspe;rgzllus mger)

3~Galakt051d von
Phenol i ‘o-Kresol | p~Kresol
Quose-. 1 1 11| o 88
Qoo ... 1 : - o0.87 A
KM, . 2‘2! | 18 a2
KM, 02191 ie3 o s
] L : 1

Wie daraus hervorgeht; ist das V‘erh;‘;ltnis der~Zerfallsgeschwindjgkei{: Lim
grossen und ganzen dasselbe wie das der Takadiastase, wibrend.es beziiglich
der Affinititskonstante einé unverkenhbare- Diskrepanz- besteht.. Daher ist
man chne weiteres nicht imstande, die §-Galaktosidasen beider Aspergillus-
f’ar'ten' als- identisch zu betrachten, solange ein sicherer Beweis-nicht erbracht
werden kinnte, dass die Afﬁmtat durch dievon, Enzymmolekul unabbingigen
Begleitstoffe beeinflusst wird. - o, o ; .

Die wichtigen Punkte der in Tabelle 1:6:; angegebenen Resultate lasserx
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sich folgendermassen zusammenfassen—

1). Das Verhilinis der Zerfallsgeschw1nd1gke1t von En7ym Substrat- Verbm-
dung, d.‘_h. das Wirkungsverhiltnis bei der makimalen Substratkonzentra-
tion; Qus, \‘schwankt je nach der Fermentprovenienz ganz . unregelmissig,
was mit aller Wahrscheinlichkeit darauf hindeutet, dass die unitarische
Theorie von Willstitter und Kuhn, scwext es swh um g- Galakt081dase handelt
nicht aufrechtzuhalt ten ist.

2). Zwischen dem Héiﬁmungstyp der 'B-Galaktosiiiase und den Werten von
Qoo und-KM oder KM und - KM;, scheint -keine "korrelative - Beziehung, zut
bestehen. ’

3). "Dié-Spaltungsgeschwindigkeit wercchledener Substrate be1 Substratko-
nzentration von 0,012 Mol werden zumeist durch d1e Ze1fallsgeschW1nd1gke1t
der Enzym-Substrat-Verbindung, nicht aber durch dle,MAﬁ‘imta,tvzwlsgl_leg_;Epzym
und Substrat bedingt. In Aligemeinen bemerkt man’ segar eine ‘Tendenz,
dass die Affinitit bei denjenigen Substraten kleiner ist; die bei Substratkonze-
ntration von 0,012 Mol mit griosserer Geschwmdxgkelt gespalten werden.

4). Alle dieser Befunde lassen uns genotlgt anzunehmen . dass. dle B Gal-
aktosidasen je nach Herkunft der Fermente in ihrer Gesamtstruktur versch-
ieden seien, nimlich sind diejenigen Anteﬂe des Enzymmolekuls vonelnander
verschieden, die fur die Affinitit zwischen Enzym und Substrat sowie
fur dle “Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat- Verbmdung verantwort-
lich zu machen sind, wihrend die an die Spaltung der (- Galal«.tomdbmdung
unml‘ctelbar beteﬂlgendan Gruppen dieselben smd

Versuche

Dle Versuchs methoden folgten den Angaben der fruheren Mlttellurgen
15)11)

Protokolle

V.o : abgespaltene Galaktosemenge (mg) pro Minute, pro Enzymeinheit.
bei maximaler Enzym-Substrat-Konzentration; .es ist graphlsch erhizltlich,
Km bzw., Km;, Km; : Dissoziaticnskonstanten der Aktwfcats-pS Kurven KM,
bzw. KM;, KM.: Affinititskonstanten des Enzyrns d 1 Rezxproke deL Di-
ssoziationskonstanten. 103, k: Reaktionskonstarnte erster Ordnung, bei Su-
bstratkonzentration von 0.012 Mol. . [N 1

A: Versucne mit dem Apnkose emulsln (1} Wertlgkelt fph Bsal. = O. 017.

Tabelle 7
Substrat: Phenol-g-d-galaktosid: Relati{fe Eniymmengetl.

[y
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368k =0. 32.9,».;
o BM =29, 5 Vieo

Quigrz=1,7 KM =0:0847, e
=0.0236mg,  Qos =1 .+ v nelv o oo

Tabelle .8;.

Substf : o-Kresol B-d- Gala t051d
elatlve bnzvmmenge /95

" Substrat- |
E ~,konzentr—~ 10 g[Sj

.ation
' Mol

l €6" Min. \180 Min ™

“olero T

ez

0.101 | 0.8957

0.561 |
0.048 | 1.3188 | 0.38 | 0.906
0.0275 | 1.5600 | 0. 304 E 073
Toqz | nems | c.iz | oz
0.006 | 2.2218 ‘Q 0.069 0.167
0.003 | 25229 | 0.035  0.088
16k 417, Qq 12 =1277, Km=0.0631,

CURM = 16 Voo =0.52mg, "Qoo=22.0,

- Tabelle 9.
Substrat:. p-Kresol-8-d- galaktosuﬂ. B
Relative Enzymmenge=1, - o

B 2?1?'3;2__ Spaltung (Calaktose—k
entrati- —log[S] mg/ccm Probe) nach
on 1575 ‘ - 458 [ 1000,
Mol Min. | Min. | Min.

0.1506 | 0.82391 0.310| —

o.zzoklo.gzos\ 0.364 ! 0.902" 1. 600

T

Fig. 2.
Aktivith ts—pS—Kurve (Tabelle 7).

56 (268)

Substrat- Spaltung(Galaktose~ -
1{3;’;2;1“ | clogrsy [me/com lerO,be)n,aCh‘ ..
Mol - {120 Min., 260 Min.
© 0,120 | 0:9208 4] -0:865 | 1116
glees | 10177 | o501 e.9837"

To.072 ; 11427 ‘ 0.265 | 0.882

. 0.048 \ 1.3188 | 0.415 ‘ 0.772

0624 | 1618|0281 i 0.548

0.012 19208 | 0.188 | 0.396

" 0.006° J{ 'zi‘gz;sf_’: 0547|0288
o 9012 26208 | 0.086 | 0.140 .

ASD'altung(Gzlafc‘tcise‘:“ -
mg/cem Probe)nach.

3 ~£%(s_} 2 430 £ o ..o

Fig. 3.
Aktivitdts-pS-kurve (Tabelle 8).
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0.0% |1.0177 | 0.339 | 0.854 | 1.550
. i

0.048 11.3188 0. 250 0.6955 1.300

0,024 ' 1.6198 |:0.220 . 0.580 | 1.000
! i g

0.012 | 1.9208 0.'194\ 0.480 | 0.705

0.006 [2 2218 | 0.170 | 0.362 | 0.452

0.003 J25229‘ 0158‘ 0.260 | 0.260 & HT T E e

0.0012| 2.9208 | 0.108 | 0.168 0.185 . o 0 Fig. 4 :
e Aktxuta‘cs pS-Kurve (Tabelle 9)

105.k=0.172, Q o gse=0.52, Km=0.020,
KM =50, Veo=0.0072mg, Quo=0.31
Tabelle 10.

Substrat: p-Nitrophenol-g-d- galaktos;d
Relative Enzymmenge=1/20,

f:gfg;_ 1 Spaltung (Glaktose-
zentrat- —Iog[S]l mg/ccm Probe) nach
fon 30 120 | 270
Mol Min. | Min. | Min.
0.120~] 0.6208 | 0.570 | 1.256 | 1684 ;.- o . oo - .

0,096 | 1.0077 | 0.520 | 1.142 | 1.580

0,072 | 114267, 0.400 | 0.926 | 1.410
i | i i

0,048 ‘1.3188 c:284 | 0.772| 1.102

0.024 | 1.6198 | 0.166 [ G:514.|. 0.778

0.012 ‘ 1.9208 { 0.115 | 0.263 ‘ 0.389

R R
: Fig:5:
0.003 12.5229r 0.035 | 0.105| 0.167 - Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 10).-

0. g06. ‘;2.'22]8 l - 0.065 g 0,391 1 0.298

0.0012° 2.9208  0.015| 0.050 | ©.083
! | i

108,k =15.€6, Qqoe=47.6, Km=0.170,
EM=6.0, Veo=3.792mg, Qoo=16L
Tabelle 11, e e
Substrat: p-Oxyacetophenon-g-d-galaktosid.
.-Relative Enzymmenge=1/3.

zgﬁsﬁr_— [ Spaltung (Galaktose-

zentrat- ! ~log(S) mg(ccm Probe) mach - ..

fon ‘\ - €0 120 -1 240 . -
Mol i Min. | Min:" | Min. B
0.07. *i L 14267‘ 0. 435 0.726| 1074
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0.048- |-1.3188 | 0.360 | 0.618| 0.983

0.024 | 1.61¢8., 0.250 | 0.435 | 0.673

0,012 | 19208 0.142 | 0.270  0.406

0.006 _ 2.2218 “ 0.040° ©.080 | 0.170

0.003 | 2.5228 | 0.015

0.0012 'i‘2‘;‘9-208 l 0.607 {0,013 ‘ 0.031

0. 031 0. 065

\
|
|
i
L

108. k=1.482, Q,. 0'“—4 5, Km=9y. 0389,
KM =25; Veo=0.1344mg," Qoc=5.8
*Als Suspension.

Tabelle 12,

Substrat: Guajakol-g-d- galaktosml
Relative Enzymmenge=1/3. ~

Su‘bstra‘ck—y SpaltunG(Galaktose—
i);llfentrat \ -log)S) img/ccm Probe)nach -+
Mol | | 120 Min.i 250 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.647 J 1.262
0.096 | 1.0177 | 0.593 | 1.123
0.048 | 1.3188 | 0.420 | 0.750

0.024 | 1.6198 | 0.250 | 0.4€5

i {
i !

0.012 | 1.9208  0.167  0.305

0.006 | 2.2218 = 0.109 | 0.176

0.003 | 2.5229.| 0.062 - --0.079

0.0012  2.9208 | 0.022 | 0.059

108. k=0.864, Q=2 63, Km=0. 0708,
KM=12.7, Voo=0.1043mg, Qoo=4.32.
Tabelle 13,

Substrat: Vanillin-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge:l/%

e = v
- L3 R - a

Substrat- [ ‘ Spaltung (Galaktose-

ation

konzentr—\ -log(S] ! mg/ccm Probe) nach

|
20 T60 T 180
Mol | | Min. |

0.100 * | 1.000 | 0.550 | 1.142}' 1.812

i \
i

Min. | Min.

0.072 % | 1.14267 0.460| 0.954’ 1552« on
| |

0.048 | 1.3188| 0.315| 0.660 1.142

ool ey

I I B T

0.024 | 1.6i68| 0125 0.270| 0.461

-

Fxg 6.

e Akt1v1tats—pS-Kurve (Tabelle 11).

Fg7

-Aktlvxtats—pS—Rurve (Tabelle 12)

.- 8. giF.,

'Aktxvxtats—pS-Kurve (Tabelle 13)
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0.012 | 1.9208 0.050 | ‘ ' 0.067 - 0.117
0.006 | l zféégméfdie‘ | 0.031  0.C€4

0.003 | 2.5229 | 0.008 | 0.010 . 0.015

0.0012 | 2.9208| 0 o 0

(271) 59

105. k= 10 26 Qo W—31 2 Km C. 118
Km=8.5, Veo=10.539mg Qco=447.
* Als Suspesion.

B: Versuche mit dem Aprikose- emuISm < 2) Wertlgken fPh 3 ga1—0 53

Tabelle 14,

Substrat: Phenol-B-d-galaktosid.
Relative’ Enzymmen ge=1,

Substratk 0*] i Spaltung (Gala-

: il . ktose~-mg/ccm o : o
nzentration| -log(S) | Probe) nach I AT G

Mol 146 Min.
0.108 = 0.9657 ‘ 0,520 ,
: -
0-090 ~ 1.0488-| . . 0.500 —
P | . 'i
0.072 | 11427 | 0.450 j?
00.086 [ 1.4437° |- 0.380- e
S
0.012 1.9208 0.190 o
0.009 | 2.046 | 0.175 b L
} AR T I S 7 5
0.0 | 252 | . 012 .. Pig 9.
0.001 |  3.000 0.104 Akt;thts—pS—Ixurve (Tabelle 14).
105.k=0.281, Qpoe=1 Km=0.0339,
KM=89.5, Voo=0.0188m, g Qeo=1.
Tabelle 15.
Substrat: o-Kresol-3- d-galakto&d
Relative Enzvmm enge=1/10,
! Spaltung (Gala-
Sabstratko— ‘
nzentratlon‘ ;_jlog[Sj ! llif_gls);n;li/c chcm ) -
Mol | k | 247 Min ) o ]
0120 | 0.208 1885
0.072 E 1.1427 | 1.575
0.024 | 1.6198 | 6. 709
“0.0i2 ¢ ¢ 1.9208 ;463 ;
: L.
0.006 | 22218 0.2€66 o
LE— S E— Fig 10
0.003 |  2.5229 | 0.151

! Akt1v1tats-pS Karve (Tabelle 15).
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Kazutosi- NISIZAWA =

0. 001

2 2. 9208 0. 050

108. k

=4.21, Qpqup=15.0, Km=0.0631,

KM=16, Voo=90.434mg, Qoo=23.7.

Tabelle 16

Substrat: p-Kresol-g-d-galaktesid.
Relative Enzymmenge=1

Spaltung (Gala-

Vol.l No.1

C Versuche mit dem Fermentordparete dUb Cyeas /C

Substrat:

TabeHP 17.
Phenol-g-d-galaktosid.

Relative Enzymmenge=1,

\
Substratko— -
nzen’cratxon —10g[Sj 1;;%%3_)7111 a/ccgm
7 Mol S 245 Min. ©
0.144 ‘ 0.242 i 0.446
0.120 l 0.922 0.435
0.086 \ 1.0177 0.425
0. 048 } 1.3188 0.370
0.024 ‘ 1.6198 ‘[ 0.285
0.0i2 | 1.9208 | 0.207
0.006 | .2.2218 | 0.200
0.003 2.5229 | 0.165
0.001 3.000 0.110
165, =0, 176 Q.g12=0. 63 Kiy=0.0219, e
KM=45.7, Veo=0:0020mg, Qus=0.40. Eh

Spaltung (Gala—-
Substratko- | ktose-megJccm
nzen‘cratlon\ -log(S3 Probe) nach
Mol i | 895 Min.
0.108  0.96658 } 0.900
0.072 | 1.14267 | 0.812
S | i
0.036 1.4437 | 0. €40
0.018 | 1.7447 | 0.430
0.012 | 1.9208 | 0.364 AT b ‘
i i | IR T R T R ! ‘
0.9 | 20476 0.840 SR X
BN - Fig1z. o
0.06 * 222185 0.280 - EE e
e D . Aht1v1tats~p‘=~K1,m {Tabelle 17).
0.03. | 2 52287 : g S
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0.15 | 2.82:91 0.174

105 k=0.0882, Qpop=1, Km=0.02¢5, R T T

KM=33.9, Voo=0.0052mg, Qeo=1. S
Tabelle 81. _

Substrat: o-Kresol-j3-d-galaktosid. ,

Relative Enzymmenge=1. - e

Spaltung (Gala—

msentration| -logcs) | Kiose-me/cem
Mol .. 80 Min.
0120 | o.e208 | 1600 .
0.072 | 1.14267 \ 1.326
‘0018 } 1.3188 \ 1. 050
0.024 ‘ 1.6198 | 0.¢84
0,01z | 19208 ‘ 0.347
0.006 | 22218 | 0.194 )
0.003 | 2.5229 | 0.115 R I S E—
0. 0012 } 2.9208 i 0.052 ’Fﬁg-' 13;"_‘ .
105,k =0.950, Qg go=10.6, Km= 0. 055, Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 18).

KM=18, Voo=0.1152mg, Q..=22.

Tabelle 19,

Substrat: p-Kresol-3-d-galaktcsid.
Relative Enzymmenge=1.

Substratke- igﬁgﬂfl (/(iiﬁ_
nzentration| -log(S) Probe) ngach -
Mol | 1450 Min.
0144 | 0842 0.240
© 006 | 0522 0.920 :
- 0.048 1.3188 ‘ 0.777
"0.024 1.6198 [ 0.€04
0.012 |  1.9208 } 0.4234
oos | zz2Is | 0.5
0.003 ‘ 25029 ‘ 0. 230 L3 Amts] 2 kT °
0.0015 | 2829 | 0.173 L Fig. 14
109 E— 0. 0675 Qoo 0.75, Km—o.0214  Aktivitdts-pS-Kurve’ (Tabelle 19):.
.k =0. y Qo.o12=V. 75, =u. e o

KM =46.7, Voo=0.003172mg, Qco=0. 61. . S

D: Versuche mit dem Fermentpriparat von Emulsin-typ aus Schnecken-
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hepatopankreas. o . .
Tabelle 20. R
Substrat: Phenol-3-d-galaktosid. A e e «

Relative Enzymmenge=1,

Spaltung(Galaktose-— .
Substrat- ‘mg/ccm Probe) S
konzentr- -log(S) inach

ation Mol 1050 Min. 2585 Min.

0.120 0.9208 0.580 | 1.368

0.072 | 114267 | 0.576  1.319

0.048 | 1.3188 0.544\ 1.255

0.024 | 1.6198 | 0.480 | 1.050 T
0.012 | 1.9208 | 0.391 | 0.800 ;
0.006 | 22218 | 0285 | o561 - 1o i o 1 -
i 3iidmis) Rz PRIy .

0.003 | 2.5229 ' 0.178 | 0.3%6 e

| " Fig. '15.

|

i

|

0.0012 } 2.9208 .| . O.ﬁ98::.‘~~ 0.171

Aktivitits-pS-Kuive (Tabelle 20).
108.k=0.0828, Qo 012=1, Km=0.00795, S '
KM= 132 Voo 0. 00248mg, Qeo 1.

T abelle 21
Substrat: o-Kresol-pB-d-galaktosid.

Relative Enzymmenge=1/3.

"’_‘_'Spaltung (Gala-
Eggig} a_t— | ktose-mg/ccm
tration -log(S) | Probe) nach
Mol 1960 Min. 2875 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.085 | 0.350 o P
-0.072 ‘ 1.14267‘ 0.105 | 0.400 ) ]
0.048 ]+1,3188 | 0.123 | 0.450 ]
- = H i
0.024 | 1.6198 | 0.130 & 0.468 - T
0.012 | 1.9208 | 0.115 | 0.375 ,_ “ [ b
0.006 | 2.2218 o.‘“og-o\-,.,i 0.280 L Lo
: - T3 ke 189 2 CTIHE L g S e
0003 |25mO | 0.0 0180 - gy gee
0.0012 2 9208 ’ 0. 038 0. (86 Akthtats—-pS-Kurve (Tabelle 21)

10% k= 0.0735, Qoro12= 0: 89, Kooy =0.008918 o=
Kmy =0.08913 KM, =112.2, KM,=11.2, S
Veo=0.00222mg, Q.o=0.90 ' '
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Tabelle 22,
Substrat: p-Kresol-3-d-galaktosid.

Studien iiber die Enzvmatishen Spaltung von Galaktosiden (275) 63

Relative Enzymmenge=1/2.
Spaltung (Gala—
Substrat- | "
konzentr— ‘ -log(S) Ilgtoie—m g/ C}Tm
ation Mol | robe) nac
i 1150 Min. 2720 Min.
0.120 | 0.9208 | .0.181 | 0.481
0.072 | 11427 | 0.204 | 0.501 T
: )
0.048 | 1.3188 | 0.207 . 0.522 - ]
0.024 1. 6198 0.208 | 0.487. L.,
0.012 | 1.6208 | 0188 | .0.417 ]
i I .
0. 006 ‘ 29218 | 0.165 | 0.338 /
- | J‘L.."’[ P S RN
0.003 2.5220 | 0.118 & 0.231 7 Mg 2w,
- R SR Fig.17.
0.0012 | 2.9208 | 0.076 | 0.128 8-

105. k=0.0676 Qg.012=0.82, Km,=0.00
2372, Kmg=0.7499,
=1.33, Veo=0.001552mg, Qoo=0.63.

Tabelle 23.

Substrat:

KM, =421. 6, KM,

1.102

Aktlwtats—pS—Kmve (Tabell° 22 2.

p-Nitrophenol-8-d-galaktosid. ~~
Relative Enzymmenge :1/10'

Substr- [ Spaltung (Galaktose-
atkonz- lo(S mg/ccm Probe) nach
entrati-| 0g(S) .
on Mol 500 970 2590
| | Min. | Min. | Min. ~
0.120 | 0.9208  0.510 | 0.784 |
0. 072 11.1427" 0.380 | 0.656 | 1.026
0.048 | 1.3188 | 0.285 | 0.500 | 0.842
0.024 | 1.6198 o.17o§ 0.330 0.526
0.012 [1.9208/ 0.120‘} 0.220," 9.576
0.006

2.2218 orgo‘ 0164‘ 0.271

0.003 12'522 \ 0075‘ 0131 | 0200

3 ~dogts] a 2 )

. 0:0012;

i:z..,,szos;ﬂ 0.05.

=0..073;

1

0.120

105, k =0.494, Qo.¢12=5.97, Km=0.104
7, KM=9.6, Veo=0.0752, Q.,=230.3.

Relative Enzymmenge=1/5.

Tabelle 24, .
Substrat: p-Oxyacetophencen-3-d-galakiosid.

Fig.18.

oL Aktivitdts=pS-Kurve (Tabelle 23).
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Spaltang (Gala-
Substrat- ktose-mg/cem
konzen- | 4,0r53 | Probe) nach
tration 8(3] robe
Mol 51165 Min. 12570 Min.

0.100 =* [ 1. 6000 0.210 0.344

072 = 1.1427 0.217

0.350

0.048 ‘(1.'31‘88 | 0.223 | o0.376

\
\
|
0.024 | 1.6198 | 0.220 . 0.406

0.012 | 19208 | 0.210 | 0.4C6

0.006 | 22218 f 0.119 | 0.179

0.003 | 2.5229 | 0.061 |- 0.C94

Y PN PRETE B s
T3 Aygls) ol 2 TN )

00012 | "2.9208 | 0.028 0.033 - - Fig.19. .
165. kX =0.1800; ' Q.410=2. 30, Km,=0.02 Aktlvlt:itS—pS—-Kurve (Tabelle 42)

- €61, Kmy=0.04217;, KM; =37.6, KM,=
28.7, Voo=0.00692mg, Qco=2.8.
* Als Suspension.
Tabelle 25.

Substrat: Guajakol-B-d-galaktosid, .
* Relative Enzymmenge=1/1.5.

_ Spaltung (Gala—
iggiteff __ | ktose-mg/ccm
tration -log(S] | Probe) nach -
Mol \1095 Min. [2715 Min.

.0.120 ‘ 0.9208 ‘ 0.160 ﬁ 0.320 -

0.072 y 11427 | 0.186 | 0.420 —
0.048 | 1.3188 L 0.203 | 0.485 :
0.024 | 16158 | 0216 | 0.52 Lo
0.01z | 1.9208 | 0.213 | 0.4%0 X N
0.606. } 22218 | 0.187 | 0385 . - R
| | ESRTRTRINE Neil ST L] TR
0.003 1 2.5229 | 0.141 | 0.255 3 ksl 2 e 1 o
| .

Fig.20.

0:0012 /| 2.8208" ‘ 0.077 -| 0.134" o R
Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 25).

105,k =0. 0623, Qq g39=0.75, Km,=0.00
3548, Kmy=0.1122, KM, =282, KM,=
8.2, Veo=0.0016mg, Q.,=0.65

Tabelle 26. o
Substrat: Vanillin-g8-d-gaiaktosid. . -
Relative Enzymmenge=1/10.
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Vol: T No.1~

Subsirat- R

tration -log(S3 JPrOb9 nach i
Mel ]1075 Min. 2595 Min.
0.100 * | 1.0000 | 0.822 | 1.980
0.072 *‘ 1.1427 0.674 | 1.504
0.048 | 1.3188 ]' 0.455 | 0.922
0.024 ’ 1.6198  0.282 . 0.500
0.0iz 19208 | 0.140 4 0.320
0.0C6 ’ 22218 0.089 | 0.211
0.00 2.522¢  0.046 0.080
0.0012 | 2.9208 | 0.0i6 | e.030

103.k=0.275, Q,, 010—3 32, Km=0. 115,
KM=8.7, Voo=0.672mg, Q.;=27.1
* Als Suspensmn
E: Versuche mit Takadlastase
Tabelle 27, *
Substrat: Phenol-8-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge= 1/4

(277) 65

. Fin. 21, .
A tlvxtqts pS~Ku1ve (Tabelle 26).

i U Spaltung (Gala- 0:579
Substratko . -1 kfose-mg/ccm 0.006 | 2.22 , 057
nzentration —-log[Sj Probe) nach ) ] - ; ’

Mol .. . - 378 Min. | . 0.002 | 2.5229 < 0384
0.120 0.5208 0.325 : ~O 0012 l 52.92@,8 ol 0. 146;4
0.072 1.1427 0.374 10” k 1. 640 QO oe= 1 Kmy= Km,, = 0
0. 048 1.3188 0.455 013335 KMl = KMz =,>75’ Voo= (824m
gy = 1

0.024 1.6198 0.589 eo :

* Die Akt1v1tats—pS—Ku1ve ‘aus d1eser
0.012 1.9208 0. €47

Tabelle 28.-.
Substrat: o-Kresol:5-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1/4.

} Spaltung (Gala—

Substratko- ~

nzent'ration} ~log(S) t l}itr‘ffbee’;“ I%ég]im
Mol | | 422 Min.
0.120 : 0.9208 0.307
0.072" ~— 1.1427 ’ s -0:883
0.c48 1.3188 0.427
0.024 | 1. 619’-@}4,‘“,, . 0.577
0.012 y 16208 ! 0.€02

! . 1

-‘TTabelle ~1st'1n Fig. 1. dargestell@.,, y

3.l &

-pS—ku1 ve (Tab eli e 28) .4 :

Aktivitite
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0.006 | 2.2218 0.558
0.003 | 2.5229 | 0.331
0.0002 | 29208 0.171

108.k=1.348, Qg ge=0.82, Km,;=0.013
18, Kmg=0.01479, KM,;=75.7, KM,=6
7.7, V.,=0.0668mg, Q.o=0.8L

Tabelle 29, .
Substrat: p-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1/4.

Substratko— i?fsléfnmgg}fcﬁa"

nzentraiton| .-log(S) Probeﬁ h
Mot. | 598 Min.
0.120 |  0.9208 0.393 -
0.072 | 1.1427 = 0.444
0.048 | 1.3188 0.520
0.024 1.6198 - 0.622 T
.01z | 1.9208 0.628 o
0.006 2.2218 | 0.553 R T T

' (8} @ T )
0.003 2.5229 0.372 3R ' o
‘ Fig. 23.

0.0012 2.9208 0.159

; Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle29).
105.k=1.500, Qg g12=0.90, Kmy;=0.006 ,

81, Km,=0.05012, KM,; =158.5, KM,=

20.0, Voo=0.044mg, Qo5=0.53

: Tabelle 30.

Substrat: p-Nitrophenol-g3-d-galaktosid.

Relative' Enzymmenge=1/5, :

Spaltung (Gala-

Substratko- : >
nzentration! -log(S] II‘;J;%?;")mf a/ gﬁm e
Mol 280 Min. .
0.048 1.3188 | 0.375
0.4 | L6198 0. 450 ~ : N
0.012 i 1.9208 | 0.500 T 1
- ; - t . 4
0.006 | 2.2218 | 0.480 ‘ g
: | P T ] e PN PR
0.003 |  2.5229 0.372 5 gl Tt o
0.0012 2.9 1 ‘ ‘ .
209 | 0.175 - Fig. 24, 7
108 k=1.505, Qg qe=0.92, Km;=0.00 Aktivitits-pS-Kurve (Tabslle 30).

462 Kmy=0.03385; KM;=235, KM,=3
0, Vos=0.045mg, Qes=0.85,"



Vol.'1 'No. 1 Sutdien iiber die Enzymatishen Spaltung von Galaktosiden  (279) 67
Tabelle 31,
Substrat :p-Oxyacetophenon-g-d-galaktosid.. -
Relative Enzymmenge=1/5,

Spaltung (Gala-
Substratko-
nzentration' -log(S3 - llgicgsr)e;)rn i{gﬁm
ol. 382 Min. T
0.048 | 1.3188 | 0.415 ]
0.024 | 1618 | 0.431 ° ]
0.012 | 19208 | 0. 544 El
0.006 ! 2.9218 | 0.570 I
0.003 |  2.5529 f 0.5¢3 o
00012 | 2829 | 0.7 ‘ ’

Fig.25.

105k =185, Qq.gre=1. 00, Kimy=0.02¢6, - Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 31).

Km,=0.002€6, KM,;=37.6, KM,=5759
V co=0.230mg, Qoo=2.8.
Tabelle 32,
Substrat: Vanillin-g-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge=1/4,

2

Spaltung (Gala-
Substratko— .
nzeri}‘.lx(')aition ~log(S) llitr‘fg;n 1g13/1 g;m °
i 3€5 Min.
0.072 | 11427 ‘ 0.512 "
0.048 | 13188 { 0. 560 ]
0.024 f 1.6198 | 0. 630 ]
|
5 n 4
0.01z | 1208 | 0.624 ]
0.006 | 22218 | 0.560 ]
- 0.003 ‘ 2.5229 g 0.336 ]
g
0.0012 ,2'~ gng | 0.096 § Fig 26,
10°.k=1.628, Qo.o12=0.99, Kmy=0.016 . Aktivitiits-pS-Kurve (Tabelle: 32).

79, Km,=0.018841, KM;=50.6, KM,—
53.1, Veo=0.0812mg, Qu.,=0.c0.
Tabelle 33,

Substrat: Guajakol-8-d-galaktcsid,
Relative Enzymmenge=1/3.5,

Spaltung (Gala-.

Substratko-! i .

nzeptrationi ~log(S) ‘ llgggi':)mnga/ Cc}fm
Mol | | 350 Min.
0.072 | 11427 | 0.358
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0.048 | 1.3188 0.384
0. 024 ] 16198 0.3
0.012 1.€208 0.389 o
0.006 E 2.9218, [~ 0.310
0003 | 25228 | - 0.224
- 0.6012 2.9509 0.093 , ‘3 i : -1)“’15 L
10°.k=0.861, Qqee=0.53, Kmy=0.C05 R &Flg 2.

412, Kmy=0.11€55, KM;=184.8, KM, = : Aktwitats—pv—fxuue (Tabelle 38).
8.6, Veo=0.02288mg,: QmﬁO 28, ; AN :

F: Versuche mit dem F ermempm'\arqte Von Taka- typ aus Schneckenhep-
' Hat_qum}xreas._ Aziditat des Reaktmhn&‘gen}lschess_regql;grt ~auf pH-2.8
anstatt 4.8,
Tabelle 34,

Substrat: Phenoi-3-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

< phies . 3

- | Spaltung (Gala- sl
Subﬂatrftl.ko—l ; | ktose-mg/cem R
nzentration: -log(S) Probe) nach R,

Mol |+ | 980 Min. S’ AR

0.120 | 0.208 | 0.165 s

0.072 | L1427 0.247 = T

0.048 | 1.3188 | 0.312 S

0.024 | 1.6198 | 0.415 W

0.012 | 1.208 | 0.367 T

0.006 | 22218 | 0. 260 J

0.008 25220 | 0145 -

0.0012 | . 2.9208 | 0.027 Fis. 28

16% 1= 0. 0823, Q. zy=1, Km; =0. 04315, Akt1v1tats—p‘:~Kurv e (Tabclle 34)
Kmp=0. 009226, KM,;=23.2, KM,= T
108.4, Voo=0.0(936mg Qcc=1.
Tabelle 35.
Substrat: o-Kresol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1.

Spaltung (Gala—="

|
Subswatko- ;
¢ ktose-mg/ccm
nzeri\zx(')zitlon -log($3 \ Probe) nach
€80 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.176
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0.072 ‘ 1.1427 0.250

0.048 \ 1.3188 0.300 ~ ? .

0.024 | 1.6198 0.419 |
0.012 ‘ 1.9208 0.382 : _L .

0.006 | 22218 ‘ 0.260 }

0.0 | 25229 | 0.131 ]

0.0012 | 29208 | 10,035 -
165,k =0. 0863, Qg gro=1.05, Krm,=0. 04074, . Fig 29

Km,=0.00871, KM,=24.5, KM,;=114.8,
Voo =0.00836mg, Q.o=1.

Tabelle 36.
Substrat: p-Kresol-g-d-gslaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

Aktivitats-pS-Kurve (Tabelle 35).

Spaitung (Gala-
Substratko— ktose-mg/ccm
nzentration, -log(S] Probe) mach
+ Mol. 1010 Min. .
0.120 0.9208 0.211
0072 | 11427 0.323 e - : }r
0.048 1.3188 ; . 0.395 -]
‘ E N
0.024 | 1.6198 | 0.485 : .
o N
0.012 |  1.9208 | 9,461
i |
0.006 | 22218 ' 0.320 , ]
‘ T .
0.008  2.5220 | 0.269 SR >
0.0012 | 2.9208 | 0.045 Fig. 30.
105.k=0.103, Quoe=1.25, Kmy, = Aktivitats-pS-Kurve (Tabzlle 36).

0.09268, Km,=0.004205, KM,=10.8,
© KM, =233, Veo=0.02036mg, Q.o=2.18."
Tabelle 37,
Substrat: p-Nitrophenol-g-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

[ | Spaltung (Gala-
Substratko— ktose-mg/ccm

nzentration, ~log(S]) Probe) nach
Mol | 880 Min.
0.100 ‘ 1. £0G0 0.150
0.072 . 1.1427 0.215

0.048 13188 = 0.288
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0.024 } 1. 61¢8 ‘ 0.423 T
S 0.612 | 1.6208 | 0.395 |
0.006 | 2.22'8 0.2¢4 1.
0.003  2.5229 0.125 ]
0.0012 | 2.6208 0.010 1
105k =0.100, Qq.qe=1.22, Km,=0.2754, ,
Krmy=0.00123, KM;=3 6, KM,=813, ' Fig. 31. .
Veo=0.0620mg, Qoo=6 6 v Aktivitits pS-Kurve (Tabelle 37).

Tabelle 38,
Substrat: -p-Oxyacetophenon-f-d-galaktosid..
Relative Enzymmenge=1,

Substratko-| Spaltung (Gala-

nzen‘fﬁraﬁtion; -logr’ 8] %&%ie;mfa/glclm
hol | 1200 Min.
0.100 % | 1.0000 | 0.517
0.072% | 11427 - 0.564
0.048 | 1.3188 | 0.568
| |
0.024 | 16198 | 0. 542
! |
0.012 | 1.8208 0.478
0.006 } 2.2218 % 0.2¢8
- - | RN 1 i A |
0.003 | 25229 | 0.154 3 e lnemE
0.0012 2.9200 | 0.052 ' Fig. 32

105. k=0, 0778, C¢gia=0. 95"' Km, = Aktivitats~p85KgrY§ (Tab 31181 38).
0.014€2, XKimno=0.1462, KM,;=¢€8.4,
{Mp=6.84. Veo=0.0031, Qoo=0,23.
*: Als Suspension. :
Tabelle 39.
Substrat: Guajakol-g-d-galaktosid.

Relative Enzymmenge=1,

Substratko- E?oaslﬁgfngg(/gcia"— , T
nzentration -log(S) i’robve) nach 1
Mol 5210 Min.
0.0336 ] 1.47366 0.120 s
0.024 | 1.6188 | 0.140 ‘
0.012 | 1.6208 .« 0.170
0.006 |  2.2218 0.121 >

, * L5229 0.06 '
0.008 | 25289 | ° Aktivitdts-pS Kurve (Tabelle 39).
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0.0012 | 26208 | 0. 006

105, k=0. 00695, Qy.qi0="0.085, Km;=0.
1333, Km,=0.001333, KM;=7.5, KM,
=750.2, Voo=0.00298, Qco=0.32.
Tabelle 40,
Substrat: Vanillin- g8-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1,

'f | Spaltung (Gala- -
Substratko- . ' ktose-mgjccm
nzentration ~log(S) Probe) nach
Mol 530 Min.
0.120 * E 0.9208 0.190 -
0.072 %  1.1427 £ 0.234 I
0.048 | 1318 0. 266 T
0.024 | 16198 "0.242 T
0.012 | 1.9208 | 0.184 R
- i i e - 7
o006 | 2218 | 013 VAR T
- s el L3 dals] 20 e
0.008 | 2.5229 | 0.070 o S
g T ' Fig. 24,
0.co12 | 2928 0011
i DPAR D gl b RS S B Liaited .

5 e ; Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 40).
105.k=0.0715, Qq.0:.2=0.87, Kmy=Km, = . = e :
=0.05¢81, KM;=KM,=25.1, Voo=0.0 R

0€24mg, Qoo=0.67. ‘

* Als Suspension.

G: Versuche mit dem Fermentpriparate aus Asz’)érgillus niger,. ;i
Tabelle 41,

Substrat: Phenol-3-d-galaktosid.
Relative Enzymmenge=1.

: : .| Spaltung (Gala—
Substratke” gy | Kiosemacom -
nzeM 1 g { Probe) nach i
o | 1500 Min. |
£ 0.100 1.0000 0. 244
So.or2 | L1427 ‘ 0. 263 Lar
0.036 | L1444 | 0.322
0.018 = 1745 | 0. 381 . o
0.000 | 2,046 0. 370 Pkl Bae
; T I . . Fig. 35,
S 0.0060. 0 .2.2218 L. ...0.320 o e o
- Aktivitdts=pS-Kurve (Fabelle '41).
0.003 | 25220 | 0.240 . i el e
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0.001 | 3.0000 | 0.110

165, k=0. 0564, Qq.qo=1, Km,=0. 04571,
Krrg=0.004571, KM,=21.9, KM,=218.
8, Veo=0.001€C€mg, Qco=1.
Tabelle 42,
Substrat: o-Kresol-p-d-galaktosid,
Relative Enzymmenge, =1

| Spaltung (Gala™
Substratko- 1
; | Kktose-
nzerll\‘/tlre;tlon ~log(S) f Prgis)ee)n;ga/ccﬁm
N | 2360 Min.
0.120 | 0.9208 | 0.520 : sy o
0.072 = 1.1427 | 0. 584 ; ; \:\ o]
0.048 | 1.3188 0.€24 : 1
0.024 | 1.61¢8 | 0. €24 e LT
0.012 1.6208 | 0571 ya . v ]
‘ l ]
0.006 = 2.2218 | 0.443 S T
- —— . — : 3 Aagis] a2 sy o
0.003 | ' 2.5229 | 0.313 e e
—— Fig.36.
0.001 | 3.0000 0.128

b e Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 42).
108. k=0. 0666, Qq.p10=1.18, Kmy—0.00 - , -

5957, Km,=0.1884, KM;=167.9, KMo=

5.3, Veo=0.(01472mg, Q..=0.87.
Tabelle 43,

Substrat: p-Kresol-g-galaktosid,

Relative ‘Enzymmenge=1, 7

R Spaltung (Gala-
Substratko-| ‘
nzentration: -log(S) Ilgzgie;)mi{gﬁm
Mol | | 1350 Min.
0.086 f 118 | 0.244 _
0.048 | 13188 0.270 ]
©0.024 ) 16198 | 0.305
o012 | 1e208 | 0306 T
0.006 &  2.22.8 0270 - -]
0.003 2.5229 0.220 i_,,,JA,;,,;.,. .
,w e B O B ' o
0.001 |~ 310000 L0158

. e Fig. 37.

= Aktivitdts—pS- b Tabel 3).
2218, Kmy=0.1245, ~KM, =452, KM;— Aktivitits-pS-Kurve (Tabelle 43)
8.0, Veo=0.00118mg, Q.,=0.70,
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