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Vorwort.

Von dem ,,Speziellen Teil” meiner ,,Chemie der Enzyme* ist der vorher-
gehende 2. Abschnitt bereits vor 5 Jahren erschienen. Mit der Herausgabe
des vorliegenden 3. Abschnittes habe ich bis jetzt gezogert, da meiner Auf-
fassung nach die Voraussetzungen fir eine einigermassen einheitliche Dar-
stellung der Redoxasen und Dehyvdrasen trotz vielseitiger experimenteller
Bearbeitung des Gebietes frither nicht gegeben waren.

Nun ist das Gebiet der oxvdierenden und reduzierenden Enzyme zwar
immer noch nicht endgiiltig gekldrt, aber durch mehrere bedeutende Fort-
schritte der letzten Jahre sind doch allgemeine Gesichtspunkte gewonnen
worden, die einer kritischen Zusammenfassung zugrunde gelegt werden konnen.
Inshesondere gilt dies von dem lange umstrittenen Problem der Atmung:
Wie jetzt wohl feststeht, wird der erste, anaerobe Teil des gesamten Atmungs-
vorganges durch die Oxvdo-Reduktionsenzyme, die sog. Redoxasen bzw.
Dehydrasen beherrscht, deren Darstellung im wesentlichen auf die Wieland-
sche Theorie der Dehvdrierung aufgebaut werden kann; in der zweiten, oxy-
dativen Atmungsphase tritt die hesonders von O. Warburg betonte Rolle
der Eisenporphyrine, des Hamochromogens, des Keilinschen Cytochroms u.a.
hervor.

Wie an den Abschnitten 1 und 2 so sind auch an dem vorliegenden
8. Abschnitt verschiedene Mitglieder des Institutes wesentlich beteiligt.

Dr. Karl Zeile hat noch withrend seines hiesigen Aufenthaltes die Kata-
lasen bearbeitet, deren Kenntnis durch seine Arbeiten so weitgehend gefordert
worden ist. Laborator Ragnar Nilsson hat die enzymatische Oxydo-
Reduktion der Kohlenhydrate (S. 447—489) dargestellt, welche durch seine
Entdeckung des biologischen Vorkommens der Glycerinsdurephosphorsiure
eine nicht unerhebliche Neugestaltung erfahren hat.

Den Hauptteil dieses Bandes bildet die Monographie iiber die Dehydrasen;
hei der Bearbeitung dieses schwierigen Teiles der Enzymchemie konnte sich
Dr. Wilhelm Franke auf viele eigene, in Miinchen und in Stockholm ge-
wonnene Erfahrungen und Ergebnisse stitzen.

Herr Assistent Dr. Erich Adler hat sich an der Abfassung des Kapitels
iiber Flavinenzyme beteiligt und Friulein Erika Klussmann hat bereit-
willigst die Herstellung des Namen- und des Sachverzeichnisses iibernommen.

Auch an dieser Stelle mochte ich der Kéonigl. Schwedischen Akademie
der Wissenschaften meinen ergebensten Dank fir die Mittel aussprechen,
durch welche eme Rethe von Experimentalarbeiten iiber Oxydo-Reduktions-
enzyme, die in diesem Buche erwdhnt sind, ausgefiihrt werden konnten.

Stockholm, im Februar 1934. Hans v. Euler.



Inhaltsverzeichnis.

Seite
A. Die Katalasen. Bearbeitet von H. v. Euler und K. Zeile . . . . . . . . . . .. 1
I Einleitung . . . . . . . . . o000 1
II. Vorkommen (K. Zeile) . . . . . . . . . . . ... .o 2
IL.Terreich . . . . . . . . . .o oo 2
a) Verschiedene Klassen . . . . . . . . . . . . . . ... ... .. 3
b) Verschiedene Organe . . . . . . . . . . . .. .. ... .... 4
Korperflussigkeiten . . . . . . . . . .00 000000 6

¢) Vorkommen der Katalasen in Abhingigkeit von physiologischen Vor-
gingen . . . . . . L . L L L. Lo e e e e e 10
d) Die Katalasen in Abhéngigkeit von Stérungen der Kérperfunktion . 12
e) Einfluss chemischer Agenzien . . . . . . . . . . .. . ... .. 14
f) Physikalische Einflisse . . . . . . . . . . . . ... ... .. 16
2. Pflanzenreich . . . . . . . . .. .00 0 00 17
ITI. Darstellung (K. Zeile) . . . . . . . . . . . .. ... ... 24
IV. Kinetik (H. v.Euler) . . . . . . . . . . . .. ... 30
1. Allgemeines . . . . . . ... Lo 0 e e e 30
a) Mechanismus und Ordnung der Hydroperoxydspaltung . . . . . . . 31
b) Modelle der Katalase . . . . . . . . . . . . ... ... .. .. 32
2. Zeitlicher Verlauf der H,0,-Spaltung durch Katalase . . . . . . . . . 36

3. Beziehungen der Reaktionsgeschwindigkeit zu Enzym- und Substratkonzen-
tration . . . . . . L L. e 41
V. Einfliisse auf das Enzym in vitro (K. Zeile) . . . . . . . . . . .. .. 44
1. Physikalische Einflisse . . . . . . . . . . . ... .00 0L 44
a) Mechanische Einwirkungen . . . . . . . . . . . . . . ... ... 44
b) Temperatur . . . . . . . . . . ... 45
¢) Die Temperaturabhingigkeit der Inaktivierungskoeffizienten . . . . 47
d) Strahlung . . . . . . . .. Lo 51
2. Aktivatoren und Paralysatoren, Enzymdestruktoren . . . . . . . . . 52
VI. Katalytische Wirkungen in lebenden Zellen (H. v. Euler) . . . . . . . . 65
1. Katalase in Bakterien . . . . . . . . . . . . . . . ... L. 65
2. Katalase in Erythrocyten und Leukocyten . . . . . . . . . . . . .. 66
3. Katalasegehalt und Katalasewirkung in Mikroorganismen . . . . . . . 67
VII. Katalasebildung (H. v.Euler) . . . . . . . . . . . ... ... ... 69
VIII. Methoden der Aktivitatsbestimmung (H. v. Euler) . . . . . . . . . .. 72
1. Die volumetrische Methode . . . . . . . . . . . . . . .. ... .. 72
2. Die Methode der Permanganattitration. . . . . . . . . . . . . . .. 72
3. Methode der Jodtitration . . . . . . . . . . . . . . .. ... .. 73
4. Berechnung der Versuche. Wirksamkeit der Katalasepriparate . . . . 74
B. Die Enzyme der Oxydation und Reduktion . . . . . . . . . . . . . ... ... 76
a) Biologische und chemische Grundlagen (W. Franke) . . . . . . .. 76
I. Definition und Funktion im Organismus . . . . . . . . . . . . . . .. 76
II. Charakteristik und Einteilung . . . . . . . . . . . ... .. ... .. 78



Inhaltsverzeichnis. VII

Seite
II1. Enzymwirkungen beim Abbau der Zellstoffe . . . . . . . . . ... .. 83
1. Fettsfuren . . . . . . . . . . . . ... 84
2. Aminosduren und Purine . . . . . . . ..o 000 91
a) Aminosduren . . . . . . . .. L Lo 91
b) Purine und Pyrimidine . . . . . . . . ..o 00000 96
3. Kohlehydrate . . . . . . . . . . . ... Lo 98
a) Die vorbereitenden Abbauphasen . . . . . . . . . . . .. A
b) Der oxydative Abbau . . . . . . . . . . ..o 100
c) Glykolyse und Meyerhofsche Reaktion. . . . . . . . . . . . .. 102
d) Die Garungen . . . . . . . . ... 104
e) Fermente und Co-Fermente . . . . . . . . . . . . . . ... .. 107
1IV. Die Frage nach dem Angriffspunkt der Enzyme . . . . . . . . . . . . 108
V. Die Theorie der Wasserspaltung . . . . . . . . . . . .. . .. ... 115
1. Die Grundversuche M. Traubes . . . . . . . . . . . . . . . . ... 116
2. Die Anschauungen A. Bachs iiber die Oxydoreduktion . . . . . . . . 119
3. Die einheitliche Auffassung von F. Battelli und Stern . . . . . . . . 124
VI. Die Theorie der Dehydrierung . . . . . . . . . . . . . . ... .. .. 126
1. Die Grundversuche H. Wielands . . . . . . . . . . . ... ... 126
2. Die Wasserstoffacceptoren . . . . . . . . .. o000 0000 L 132
3. Der Mechanismus der Wasserstoffaktivierung . . . . . . . . . . . .. 136
a) Die Vorstellungen Wielands . . . . . . . . . . . . . ... .. 136
b) Neuere elektronentheoretische Vorstellungen . . . . . . . . . . . . 139
4. Zur Energetik der Dehydrierung . . . . . . . . . .. ... 141
a) Wielands thermochemische Befunde . . . . . . . . . . . . . .. 141
b) Bestimmung und Bedeutung der maximalen Arbeit . . . . . . . . 143
c) Energieverhaltnisse bei biochemischen Dehydrierungen . . . . . . . 147
d) Energiewechsel bei Atmung und Géarung . . . . . . . . . . . .. 156
5. Die Anwendung der Dehydrierungstheorie auf die nichtbiologische Oxy-
dation . . . . .. ..o Lo 158
a) Anorganische Verbindungen . . . . . . . . . . . ... ... .. 159
b) Organische Verbindungen . . . . . . . . . . . . . ... .. .. 161
¢) Die Rolle des Hydroperoxyds und seiner Derivate . . . . . . . . . 175
d) Die Eisen- (bzw. Schwermetall-) Katalyse in der Dehydrierungstheorie . 182
6. Zur Frage der biologischen Dehydrierung. . . . . . . . . . . . . .. 202
a) Entwicklung und Priifung des Grundgedankens auf biologischem Gebiet 202
b) Die Einheit von Mutase, Redukase und Oxydase . . . . . . . . . . 204
¢) Das Verhaltnis von Donator- und Acceptorspezifitit der Dehydrasen 210
d) Uber den Sperifitatsgrad der Dehydrasen . . . . . . . . . . . .. 215
¢) Die Wirkung der Blausaure (und anderer Gifte) nach der Dehydrie-
rungstheorie . . . . . . . . . . ... ... 225
f) Oxydasen, Peroxydasen und Katalasen . . . . . . . . . . . . .. 242
g) Der ,,Status nascendi* bei Dehydrierungs- und anderen enzymatischen
Reaktionen . . . . . . . .. 000000 251
h) Zur Frage der gcnerellen KErsetzbarkeit des Sauerstoffs bei Zell-
funktionen . . . . . . .. 0L 254
VII. Die Kettentheorie der enzymatischen Oxydation . . . . . . . . . . .. 256

1. Der Ausgangspunkt der Haber-Willstétterschen Radikalkettentheorie 256

2. Die Ubertragung der Radikalkettentheorie auf organisch-enzymatische
Prozesse . . . . .



VIII

VIII.

IX.

Inhaltsverzeichnis.

Seite

a) Die Grundlagen . . . . . . . . . ... ... 0oL 259
b) Beispiele der Anwendung . . . . . . . . .. ... L. L. 262
3. Zur Kritik der Radikalkettentheorie . . . . . . . . . . . . . . ... 267
4. Zur Theorie der Energieketten . . . . . . . . . . . . . ... ... 270
Die Theorie der Sauerstoffaktivierung . . . . . . . . . . . . . . . .. 272
1. Altere Anschauungen . . . . . . . . . . . . ... ... 272
a) Die Bertrandsche Theorie der Oxydasewirkung . . . . . . . . . 273
b) Die Theorie der Oxydasefunktion nach Bach und Chodat . . . . 276

2. Zur Kritik der alteren Anschauungen und deren weitere Entwicklung . 277
3. Zu Charakteristik und Wirkungsmechanismus der ,,echten‘* Oxydasen und

der Peroxydase . . . . . . . . . . .. ... 281

Zur Sauerstoffiibertragung durch Schwermetall, insbesondere Eisen (nach
Warburg, Keilinuw. a.) . . . . . . . . .. oL 284
1. Ubersicht iiber die Entwicklung der Warburgschen Theorie . . . . . 284
2. Der Ausgangspunkt der Warburgschen Theorie . . . . . . . . . .. 288
a) Das Eisen in der Atmung des Seeigeleis . . . . . . . . . . . . .. 288
b) Oxydationskatalytische Wirkung des Eisens ausserhalb der Zelle. . . 290
3. Schwermetallkatalyse als Ursache von Autoxydationserscheinungen . . . 291
a) Sulfhydrylverbindungen . . . . . . . . . . . ... ... 291
b) Zucker und -Derivate . . . . . . . . ... ..o 297

c) Die Frage der reversiblen Blausdurehemmung (Jodsidure-Oxalsiure-
Reaktion) . . . . . . . . . . o000 300
d) Sulfit . . . . ..o e 301
e) Aldehyde . . . . . . . . . . ... Lo 302
f) Leukobasen . . . . . . . . . .. L. 303
g) Hydrochinon, Dioxymaleinsdure, Dialursgure . . . . . . . . . . . . 304
h) Zusammenfassung . . . . . . . .. ..o 000 L0000 305
4. Oxydationen an Blutkohle als Modell der Zellatmung . . . . . . . . . 306
a) Die Leistungen der Kohle . . . . . . . . . ... ... ..... 306
b) Die Wirkung der Narkotica . . . . . . . . . . . . . . ... .. 309
c¢) Die Wirkung der Blausdure . . . . . . . . . . .. .. ... .. 312
d) Zur Kohleaktivierung durch Eisen . . . . . . . . . . . . . . .. 314

5. Der Stand der Warburgschen Theorie 1925 und ihre Stellung zur
Dehydrierungstheorie . . . . . . . . . . .. ..o o0 318
6. Die Kohlenoxydhemmung der Zellatmung. Das ,,Atmungsferment. . . 325
a) Die grundlegenden Befunde an Hefe . . . . . . . . . .. .. .. 325
b) Modellversuche zur lichtempfindlichen Kohlenoxydhemmung der Atmung 327
c) Das Atmungsferment in lebenden Zellen . . . . . . . . . . . . .. 332

d) Die Stellung des Atmungsferments in der Warburgschen Theorie
(1928—381) . . . o e 340
7. Die weitere Entwicklung der Warburgschen Theorie (1931—33) . . . . 343
8. Schwermetall bei anaeroben Prozessen, insbesondere Gérungen . . . . . 345
a) Biologische Vorgdnge . . . . . . . . . . . . ... ... 345
b) Biochemische Reaktionen . . . . . . . . . . . ... ... ... 348
9. Zellhdmine und Keilins Cytochrom . . . . . . . . . . . . . .. .. 349
a) Geschichtliches . . . . . . . . . . .. ..o 349
b) Allgemeines iiber Eisen-Porphyrin-Verbindungen . . . . . . . . . . 349
¢) Freies Himatin und Hamochromogen in Zellen . . . . . . . . .. 351
d) Cytochrom . . . . . . . . . . . ..o o e 351

e) Weitere katalytische Funktionen von Eisen-Porphyrinverbindungen . 362



Inhaltsverzeichnis.

b) Zur Kenntnis einzelner Enzyme

1. Oxydasen und Peroxydase (W. Franke)

L.

1I. Oxydo- R,eduktmnsvorgange beim glykolytlschen Koh]eh) dratabbau

Monophenoloxydase oder Tyrosinase .
a) Allgemeines .

) Vorkommen .

¢) Darstellung und Bestlmmung

) Wirkungen und Natur des Ferments
) Beeinflussung des Ferments

a

. Polyphenoloxydase bzw. Laccase .

a) Allgemeines .
b) Vorkommen . .

¢) Darstellung und Best1mmung

d) Wirkungen und Natur des Ferments
e) Beeinflussung des Ferments

. Indophenol- (bzw. Amin-) Oxydase

a) Allgemeines

b) Vorkommen. .

¢) Darstellung und Bestnnmung .
d) Wirkungen und Natur des Ferments
e) Beeinflussung des Ferments

. Peroxydase

a) Allgemeines
b) Vorkommen

¢) Darstellung, Elgenschaften und Bestlmmung

d) Wirkungen und Natur des Ferments
e) Beeinflussung des Ferments

(R. Nilsson)

N o—

DU A W

P RS

III. Hydrogenase und Hydro(gen)lyasen (W Fr anke)

1.
2.

IV. Die Dehydrasen der unsubstituierten Fettsiuren (W. Franke)

1.

. Kinleitung
. Uber die Betelhgung deq Lo Ferments be1 der Oxxdo Reduktlon und
. 449

iiber die Art dieser Reaktion .

. Uber die Spezifitat der Coz:)masevurkung

. Uber die Art der Arseniataktivierung

. Neuere Befunde iiber die Aktivatoren bei dem glykoh tlschen Kohlehydrat-
Coe e . 476

. 480

abbau

. Die Verbreitung der I\()hlehydratredoxase
. Die enzymatische Acetaldehyddismutation
. Uber den Reaktionsmechanismus bei der Kohlehy dratx era,tmung in mole

kularem Sauerstoff .

Hydrogenase .
Hydro(gen)lyasen .

Formicodehydrase

a) Vorkommen .

b) Darstellung und Elgensohaften des gelosten Enzx ms

Die Formicodehydrase der Pflanzensamen .
e) Natur und Wirkungsmechanismus der Formlcodeh‘drase. .

)

¢) Die intracellulare Bakteriendehydrase
d)
)

f) Anhang: Zur Frage der Dopaoxydase . . . .

IX

Seite

. 365
. 365

. 365

. 365
. 366
. 368
. 370
.. 379
. 381
. 383

. 383
. 385
. 390
. 391
. 397

. 401

. 401
. 403
. 408
. 410
. 419
. 423
. 423
. 425
. 429
. 434
. 442

. 447

447

. 482

. 486
. 490
. 490
. 491
. 495
. 495

. 495
. 496
. 496
. 499
. 500



Inhaltsverzeichnis.

Seite

2. Die Dehydrasen der Siauren CnHopy1COH . . . . . . . . . . . . .. 501
a) Essigsdure. . . . . . . . . ... oo 501
b) Propionsiure . . . . . . . . .. ... oo 503
¢) Buttersdure . . . . . . . .. ..o 0oL Lo 504
d) Valeriansiure und Capronsdure (C5, Cg) . . . . . . . . . . . . .. 505
e) Onanthyl-, Capryl-, Nonyl- und Caprinsiure (C,—Cyp). . . . . . . . 505

f) Die Nahrungsfettsiuren (Cyg, Cigy Cog) - « « « « « o o . . . . . .. 505

g) Anhang: Kohlenwasserstoffe. . . . . . . . . . . . . .. ... .. 508
3. Oxalodehydrase (und -,oxydase) . . . . . . . . . . . . ... ... 508
4. Succinodehydrase . . . . . . . . . . . .. ..o 511
a) Allgemeines . . . . . . . . . ..o Lo Lo 511
b) Vorkommen . . . . . . . . . ... .00 512
c) Darstellung . . . . . . . . . . . ..o 513

d) Wirkungen und Natur des Ferments . . . . . . . . .. . .. .. 515
e) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . . . ... ... 521
5. Anhang: Fumarase, Aspartase und verwandte Enzyme . . . . . . . . 529
a) Fumarase . . . . . . . . . . . ... oL 529
b) Andere Hydratasen . . . . . . . . . . . . ... .. ... .. 533
c) Aspartase . . . . . . . . . . ..o e e 533
V. Die Dehydrasen der Oxyfettsiuren (W.Franke) . . . . . . . . . . .. 535
1. Lacticodehydrase (evtl. Dehydrase der einbasischen o-Oxysduren) . . . . 535
a) Allgemeines . . . . . . . . . L. oL Lo o e 535
b) Vorkommen . . . . . . . . . . . .. ..o 537
c¢) Darstellung und Bestimmung . . . . . . . . . ... L0 L. 537
d) Wirkungen und Natur des Ferments . . . . . . . . . . . . . .. 538
e) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . . . . ... .. 547

2. B-Oxybutyrodehydrase (evtl. Dehydrase der einbasischen f-Oxysduren) . 553
a) Allgemeines . . . . . . . . ... oL oo 553
b) Das Leberenzym . . . . . . . . . . . . ..o 553
¢) Das Muskelenzym . . . . . . . . . . . . .. ..o, 557
d) Das Pilz- und Bakterienenzym . . . . . . . . . .. ... ... 559

3. Malicodehydrase (evtl. Dehydrase anderer zweibasischer Oxysduren). . . 560
a) Allgemeines . . . . . . . ... oo Lo e e 560
b) Vorkommen . . . . . . . . . ... e e e e e 561
¢) Wirkungen und Natur des Ferments . . . . . . . . . . . .. .. 562

d) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . ... ... .. 566

4. Citricodehydrase . . . . . . . . . . .. ..o 566
a) Allgemeines . . . . . . . . ..o oL o oo 566
b) Vorkommen . . . . . . . . . . . ... oo o e e 567
c) Darstellung und Eigenschaften . . . . . . . . . . . ... . ... 568
d) Wirkungen und Natur des Ferments . . . . . . . . . . . . . .. 568
o) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . . . ... ... 572
VI. Die Alkoholdehydrasen (W.Franke) . . . . . . . . . . . . . . . ... 573
1. Dehydrase der (niederwertigen) Alkohole . . . . . . . . . . . . . .. 573
a) Allgemeines . . . . . . . . . . ... Lo 573
b) Vorkommen . . . . . . . . . .. ..o 574
c¢) Darstellung und Bestimmung . . . . . . . . . . . . . ... .. 576
d) Wirkungen und Natur des Ferments . . . . . . . . . . . . . .. 576

e) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . .. ... ... 584
f) Anhang: Zur Dehydrierung der mehrwertigen Alkohole . . . . . . . 585



Inhaltsverzeichnis. XI

Seite

2. Glycerophosphatdehydrase . . . . . . . . . . . . ... ... ... 586
a) Allgemeines . . . . . . . . ... L0 586
b) Vorkommen . . . . . . . . . . ..o . 586
c) Eigenschaften und Wirkungen des Ferments . . . . . . . . . . . . 587
d) Beeinflussung des Ferments . . . . . . . . . . . . . .. .. .. 590

VII. Die Dehydrasen der Aminoséduren und verwandte Enzyme (W.Franke) . 592

1. Aminosduredehydrasen allgemeinerer Funktion (abzutrennen allenfalls

Glutaminodehydrase) . . . . . . . . . . .. . ... .. 592

a) Allgemeines . . . . . . . . . ..o 0oL 592

b) Vorkommen und Substrate . . . . . . . . . . . . ... .. 595

¢) Darstellung, Eigenschaften und Wirkungen . . . . . . . . . . . . 600

2. Aminosdure- und aminangreifende Enzyme unsicherer Stellung im System 603

a) Prolindehydrase . . . . . . . . . . ..o .. 603

b) Tyraminase . . . . . . . . . . . ... .. 604

¢) Histaminase . . . . . e 607

d) Anhang: Histidase . . . . . . . . . .. .. ... L. 610

VIII. Zur Dehydrierung der Ketosiuren (W.Franke). . . . . . . . . . . .. 611

¢) Besondere Oxydations- und Reduktionssysteme (H. v. Euler) . . . 615

I. Enzyme des oxydativen Purinstoffwechsels . . . . . . . . . . . .. . . 615

1. Xanthindehydrase (Xanthinoxydase) . . . . . . . . . . . . . .. .. 615

2. Uricase . . . . . . e ... 620

3. Allantoinase . . . e e . . . 626

II. Glucoseoxydase . . . . . . . . . . ..o 627

I. Glucoseoxydase . . . . . . . . . . . ... .. e 627

2. Glucosedehydrogenase (Harrison) . . . . . . . . . . .. .. ... 629

IIT. Flavinenzyme . . . . . . . . . . . . . . .. ..., 631

1. Chemie der Flavinenzyme . . . . . . . . . . . . . . . ... ... 632

2. Reaktionsmechanismus der Flavinenzyme . . . . . . . . . . . . .. 636

3. Vorkommen . . . . . . . ..o 0000 637

4. Darstellung . . . . . . . . .. .. L e 638

5. Wirkungsbedingungen und Kinetik. . . . . . . . . . ... 640

IV. Luciferase . . . . . . . . ..o 640
Literaturnachtrage . . . . . . . . . . . .. ..o . 642
Berichtigungen . . . . . . . . . . . .. L. 645
Namenverzeichnis . . . . . . . .. 0000000 646

Sachverzeichnis . . . . . . . . . . . e e e e e ... . 658



Die Katalasen und die Enzyme
der Oxydation und Reduktion.

A. Die Katalasen.

Bearbeitet von

Hans von Euler und Karl Zeile,

I. Einleitung.

Die Katalase ist hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gewissermassen ein
Enzym besonderer Art. Indessen ist es in der letzten Zeit immer deutlicher
geworden, dass die Katalase an den Oxydationen der lebenden Zellen wesent-
lich mitwirkt und somit einen Teil der Atmungsenzyme bildet.

Verschiedene Griinde, unter anderem der Umstand, dass die Katalase
eingehender als die andern Atmungsenzyme studiert und ndher bekannt
geworden 1st, rechtfertigen es, die Katalase als besondere Enzymgruppe vor
den eigentlichen Oxydations- und Reduktions-Enzymen zu behandeln.

Die Beobachtung, dass pflanzliche und tierische (rewebe Hydroperoxyd
zersetzen, geht auf Thenard zuriick. Dann hat Schoénbein eme Reihe
vielbesprochener und in spdterer Zeit bemerkenswerter Experimental-
arbeiten tiber die katalytische Hydroperoxydzersetzung ausgefiihrt, welche
sich allerdings mehr durch die Originalitit der experimentellen Behandlung
des Gebietes als durch die kritische Beurtellung der Tatsachen auszeichnen.
In seinen Arbeiten hat er besonders darauf hingewiesen, wie allgemein die
Féhigkeit der lebenden Zelle ist, ITydroperoxyd unter Sauerstoffentwicklung
zu zersetzen, und er hat die schon von Faraday beachtete Bezichung zwischen
biologischer Zersetzung und derjenigen durch anorganische Katalysatoren
i den Vordergrund des Interesses gestellt.

Er bezeichnet es als eine ,hochst bemerkenswerte Tatsache, dass alle
die genannten fermentartig und katalytisch wirkenden Substanzen auch die
Fahigkeit besitzen, nach Art des Platins das Wasserstoffsuperoxyd zu zer-
legen, ein Zusammengehen verschiedener Wirksamkeiten, welches der Ver-
mutung Raum geben muss, dass sie auf der gleichen Ursache beruhen®.

Die Auffassung Schonbeins, dass die spaltende Wirkung lebender
Gewebe eine allgemeine Fermentwirkung sei, hat sich bis zum Anfang dieses
Jahrhunderts gehalten, bis Oscar Loew die grundlegende Entdeckung
machte, dass diese Wirkung durch ein besonderes Enzym bewirkt wird.

v. Euler, (‘hemie der Enzyme, T1/3, 1
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Wie lange die Auffassung Schénbeins die Literatur beherrscht hat,
geht z. B. aus Arbeiten Bredigs hervor, welcher noch ganz unter dem Eindruck
der Schonbeinschen Anschauungen steht. So schreiben Bredig und
Miiller v. Berneck!: ,,Eine wesentliche und charakteristische Eigenschaft
ist besonders der Bredigschen Platinfliissigkeit mit den organischen Fer-
menten gemeinsam, namlich ihr kolloidaler Zustand.*

Man findet in dieser Arbeit auch den Ausspruch Schénbeins zitiert,
nach welchem die Platinkatalyse des Wasserstoffsuperoxyds als das Urbild
aller Garung anzusehen ist.

Substrat und Reaktionsgleichung. Nach der eben erwiahnten Ent-
deckung Loews?, dass das Hydroperoxyd das spezifische Substrat der Katalase
ist, sind Alkyl-Peroxyde wiederholt aber immer mit negativem Ergebnis
auf ihre Spaltbarkeit durch Katalase untersucht worden3.

Die Reaktion verlauft bekanntlich nach folgender einfachen empirischen
Gleichung (vgl. auch Abschnitt Kinetik):

II. Vorkommen (K. Zeile).
I. Tierreich.

Die Katalase ist, wie kaum ein anderes Enzym, im ganzen Organreich
ausserordentlich weit verbreitet. Von einigen Bakterienarten abgesehen,
wurde ihre Wirkung bisher an jeder lebenden Zelle festgestellt. Das mag
zundchst im grossen ganzen als Ergebnis der zahllosen Beobachtungen hin-
genommen werden, die sich itber das Vorkommen der Katalase in der Literatur
bisher angehiuft haben. In quantitativer Hinsicht jedoch sind zahlreiche
der vorliegenden Befunde nur mit Vorbehalt zu nehmen; die &lteren nament-
lich deswegen, weil sie die Regulierung der Wasserstoffionenkonzentration
noch nicht berticksichtigen, ganz allgemein ist aber zu bedenken, dass nicht
jede Bestimmung der Enzymaktivitiat nach einer der gebrauchlichen Methoden
ein Mass fiir die Enzymkonzentration oder enzymatische Wirksamkeit in
vivo ergeben muss, denn die Moglichkeiten zu Anderungen der katalatischen
Aktivitit bei der Uberfiithrung des Enzyms in einen messbaren Zustand sind
vielleicht zahlreicher als man anzunehmen geneigt ist. In diesem Zusammen-
hang sei auf die Feststellungen* hingewiesen, nach denen die Art der Auf-
bereitung bei der Bestimmung der Gerstenkatalase von wesentlicher Bedeutung
ist. Auch wurde schon frither gelegentlich die mechanische Verteilung bei

! Bredig u. Miiller v. Berneck, Zs physik. Chem. 31, 258; 1899.

* 0. Loew, U. S. Dept. Agric. Rept. Nr. 68; 1901.

5 A. Bach, R.Chodat, Chem. Ber. 36, 1756; 1903.

4 Euler u. K. Myrbick, H. 186, 212; 1930. — Charmandarjan, Biochem. Zs 204,
389; 1928 u. 207, 462; 1929.
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der Bestimmung von Katalase in Mehlen als ausschlaggebend erkannt®, Das
rasche Absinken des Katalasewertes im Blut beim Verdiinnen ist ein weiteres
Beispiel fiir mogliche Fehlerquellen, andererseits konnen Zellgifte in geringer
Menge die katalatische Aktivitdt lebender Zellen gelegentlich erheblich
steigern, wie z. B. Toluol bei Hefe (vgl. 8. 57).

Solche Vorbehalte vorangeschickt, lassen sich aber doch grossenordnungs-
missige Abstufungen im Organreich feststellen. Allerdings wird der Vergleich
verschiedener Resultate

hiufig erschwert oder un- Tabelle 1.

moglich gemacht durch Katalasezahl in Sauerstoff-
das Fehlen eines durch- Organismus | Verbrach

. Leber dem ganzen | Pro ke Tier
gangigen Masssystemes; + Blut Organismus | und Stunde
so ist es nicht moglich
die Anzahl d BN N eerschweinchen 39 430 — —

16 Anzahl der aus emer  guge . . L. 31 587 — 1,7
willkiirlich konzentrier- Kaninchen . . . . 23460 — 0,99
ten H2O2-Lbsung durch Hund . . . . . . 18 660 ‘ — 1,0
das Enzym freigesetzten Ringelnatter 18 460 B -

mnzym treig Frosch . . . . . . 16 573 - 0,1
Kubikzentimeter Sauer- Taube . . . . . . 15233 | _ .
stoff mit einer Reaktions- Hahn . . . . .. 11654 | - 1,0
konstantezuvergleichen. Schildkréte . . . . 10 442 - 0,06

. . Regenwurm . . . — 7356 0,1
Nun bediente man sich  Majsfer . . . . . — 3400 0,96
frither und besonders bei  Distoma hepat. . . — 985 —

Bestimmungs - Methoden g‘scar}‘f flumb“c' : - ;g ; .

. . ressnete . . . . . — —_

der Praxis (z. B. Milch- o Blatter . . o 444 o
wirtschaft, Brauerei) sol-  Grinmalz . . . . — 79 —
Cher Angaben’ die nleht Kartoffelkeime . . -— 68 —

auf die Kinetik des Pro-
zesses Riicksicht nehmen.
Fir vergleichende Gegen-
iiberstellungen in Tabellenform ist man aus solchen Giriinden in der Regel auf
die Wiedergabe der von einem Autor mit derselben Methodik erhaltenen,
zusammengefassten Resultate angewiesen. Eine solche vergleichende Tabelle,
die hier zur Orientierung vorangestellt sei, stammt von Lesser.

Die Katalasezahl gibt an, wieviel mg H,0, 1 g
Trockensubstanz zu zersetzen vermag.

a) Verschiedene Klassen.

Vertebraten. Uber die Katalase bei verschiedenen Wirbeltieren geben
Daten von Battelli? Auskunft, von denen einige in Tabelle 2 wiedergegeben
sind (s. S. 4).

1 0. Rammstedt, Zs f. 6ff. Chem. 16, 231; 1910.
2 Battelli u. Haliff, Soc. Biol. 57, 264; 1905. — Battelli u. Stern, C. R. 138, 923;
Soc. Biol. 58, 21; 1905.

1*



4 Die Katalasen.

Fische enthalten nur Spuren von Katalase!; bei Schlangen ist das Blut
sehr katalasereich, Vogel enthalten wenig im Blut, reichlich in Leber und
Niere. Niberes iiber die

Tabelle 2. Verteilung in den einzel-

Organismus Leber Blut Muskel | Gehirn nen Organen, .namenthch

der Sduger, siche unten.

Leuciscus . . . .| 2540 55 6 29 Evertebraten. Das
Natter . . . . . . 460 1390 59 19 haufige Vorkommen der
Taube . . . . . . 1480 14 — — VA 2
Meerschweinchen . | 5800 490 34 20 Katalase bei Wirbellosen
Kaninchen . . . .| 370 460 16 10 wurde namentlich von
Pferd . . . . .. 5600 390 90 — Zieger3eingehenderstu-
Mensch . . . . . 700 920 55 25 diert,nachdem schon von
Anzah) ccm O, durch 1 g Gewebe in 10 Min. Kobert4qualitative An-

gaben vorlagen. Zieger
hat reiches Zahlenmaterial gesammelt; die Werte auch innerhalb derselben
Tierreihe zeigen grosse Schwankungen, die wohl kaum allein durch die
mangelnde Pufferung erklirbar sein diirften. Von theoretischem Interesse
hinsichtlich der Beziehungen zwischen Katalase und Atmung sind die Be-
funde von Zieger (l. ¢.) und Lesser®, die bei obligaten Anaerobiern (Ascaris)
geringe, aber deutliche Katalasewirkung ergaben.

b) Verschiedene Organe.

Unter den Organen der Sdugetiere ist durchweg die Leber durch einen
auffallend hohen Katalasegehalt ausgezeichnet. Sehr reich ist Pferdeleber;
aus diesem Organ lassen sich Enzympraparate besonders vorteilhaft gewinnen.
Das Kaninchen macht insofern eine Ausnahme, als bei ithm die Leber weniger
Katalase fiihrt als Blut und Niere®.

Im allgemeinen findet sich auch in der Niere der Sauger reichlich Katalase
mit abnehmender Reihenfolge in den einzelnen Abschnitten: Rinde, Mark,
Pyramiden?.

Relativ wenig Katalase ist in Gehirn, Lunge und Muskel vorhanden.
Da letzterer der Sitz bedeutender Energieumsitze ist, fillt hier die geringe
Tatigkeit der Katalase besonders auf, wenn man ihr eine Rolle bei Atmungs-
prozessen zuschreibt. Es besteht auch kein Unterschied im Katalasegehalt
zwischen normalem und atrophischem Kaninchenmuskel®, und auch beim

1 Jolles, Miinch. med. Woch. 51, 2083; 1904.

2 W. Ostwald, Biochem. Zs 6, 409; 1907.

3 Zieger, Biochem. Zs 69, 39; 1915.

4 Kobert, Pfliig. Arch. 99, 13; 1909.

5 Lesser, Zs f. Biol. 48, 1; 1906 u. 49, 575; 1907.

¢ Battelli u. Haliff, Soc. Biol. 57, 264; 1905. — Battelli u. Stern, C.R. 138, 923;
Soc. Biol. 58, 21; 1905.

7 8. Morgulis u. V. E. Levine, Jl Biol. Chem. 41, 42; 1920. Vgl. auch Battelli, L c.
8 Giinther u. Morgulis, Am. J1 Physiol. 59, 475; 1922,



Tierreich: Verschiedene Organe.

Herzmuskel 1 Be-
ziehungen zwischen Téatigkeit und
Katalasegehalt aufgefunden, obwohl
Burge? solche unter anderem aus
seiner Feststellung herleiten will, dass
der Herzmuskel kleiner Tiere katalase-
reicher als der von grossen Tieren ist.

Die Katalase des Digestions-
tractus wurde von Dzierzgowsky
untersucht?.

Im Darmtractus hat Alvarez*
die Katalasetatigkeit untersucht und
lokal abhingig von der Intensitit
der Stoffwechsel- bzw. Muskeltatig-
keit gefunden. Uber Storungen der
Magen- und Darmfunktion siehe
Norgaard?.

Das Fettgewebe ist relativ reich
an Katalase ; namentlich fanden schon
Gekrosefett von Schwein und Rind
und Speck préparativ Verwendung
zur Katalasegewinnung®. Auch das
Fettgewebe der Insekten fithrt nach
Zieger (L. c.) reichlich Katalase.

Die Hoden des Hundes fand
Justschenko? arm an Katalase.
Uber Katalase der Geschlechtszellen
Wirbelloser siehe Ostwald (L. c.),
der Spermaextrakte stets reicher als
Eiextrakte fand.

wurden keine

o

Tabelle 3.

Gewebe Tier QRat

|
Erythrocyten Mensch ' 12 000
" Ratte | 6800
’ Kaninchen 6700
Leukocyten . . . . . » - 3700
Erythrocyten Maus 3 000
Leber. . . . . . . . ' 1700
Erythrocyten Huhn 1 000
Knochenmarkszellen . Ratte 1000
Schilddriise . . . . . ' 570
Pankreas . . . . . . Kaninchen | 550
Nierenmark . . . . . Maus 520
Nierenrinde . . . . . » 500
Lunge. . . . . . .. Ratte 470
Milz . ... .. .. Maus 410
Epithelkorperchen . .| Kaninchen 270
Hypophyse . . . . . Ratte 250
Speicheldriise » 200
Nebenniere . . . . . . 200
Ovarium . . . . . . ' 180
Hoden . . . . . .. Maus 180
Jensensarkom . . . . Ratte 140
Lymphdriise . . . . . » 130
Herzmuskel . . . . . » 130
Thymus . . . . . . ” 120
Vormagenepithel . . . » 110
Roussarkom . . . . . Huhn 110
Grosshirn (grau) . . .| Kaninchen | 75
Blutplattchen . . . . Ratte 74
Bauchmuskel Maus 70
Netzhaut . . . . . . Ratte 55
b e e e Kaninchen 50
e e e Huhn 50
Grosshirn (weiss) Kaninchen 50

Haut®, sowie Glaskorper und Linse? des Auges fiithren geringe Mengen

Katalase.

Vor kurzem haben Fuijta und Kodama'® eine vergleichende Unter-
suchung iber den Katalasegehalt verschiedener Zellen durchgefiihrt, deren

I R. J. Seymour, Am. J1 Physiol. 51, 525; 1920.
2 Burge u. Neill, Am. J1 Physiol. 42, 373; 1916.
8 Dzierzgowsky, Arch. di Sci. biol. Petersb. 14, 147; 1909.
4 Alvarez u. Starkweather, Am. Jl Physiol. 46, 186; 47, 60/67; 1918.
5 Norgaard, Jl Biol. Chem. 38, 501; 1919.

6 Buler, Hofm. Beitr. 7, 1; 1906.

7 Justschenko, Arch. Sci. Biol. Petersb. 16, 51; 1911.

8 Melczer, Dermatol. Zs 49, 251; 1927.

9 Liebermann, Pflig. Arch. 104, 203; 1904.
® Fuijta u. Kodama, Biochem. Zs 232, 20; 1931.
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Ergebnis, soweit es die Organe verschiedener Tiere betrifft, in Tabelle 8 (s.S.5,
nach dem Original) wiedergegeben ist. Als Mass wurde von den Autoren der
,,Katalasequotient“ bentitzt, der durch folgenden Ausdruck definiert ist:
__ Die in 30 Minuten entstandene O,-Menge (cmm) bei 38° C
Qrat = Trockengewicht (mg) )
Auffallend ist der hohe Gehalt der Erythrocyten, der z. B. bei der Maus
noch den der Leber iibertrifft.. Dabei ist aber zu beriicksichtigen, dass sich
die Angabe auf Trockengewicht der Erythrocyten bezieht und nicht, wie
haufig bei alteren vergleichenden Zusammenstellungen, auf die Menge des
Gesamtblutes.
Will man die Organe nach ihrem Katalasereichtum ordnen, so wird man
jedenfalls, von den Erythrocyten abgesehen, Leber und Niere an den Anfang,
Muskel und Gehirn an das Ende der Reihe stellen.

Korperflissigkeiten.

Blut. Die hydroperoxydspaltende Kraft des Blutes ist schon lange
bekannt. Der Sitz der katalatischen Aktivitdt ist fast ausschliesslich in den
Erythrocyten zu suchen, indes ist aber nicht das Hémoglobin fiir die katala-
tische Aktivitdt verantwortlich zu machen, eine Ansicht, die hiufig in #lteren
Arbeiten vertreten ist. Schmidt? stellte fest, dass die Katalase am Stroma
haftet, ein Befund, der wiederholt Bestitigung fand2. Kultjugin? behauptet,
dass umkrystallisierte Praparate von Hamoglobin keine katalatische Wirk-
samkeit besitzen. Das ist insoweit richtig, als es sich um Gréssenordnungen
handelt, wie sie bei der Wirksamkeit der Blutkatalase in Betracht kommen;
aber Haurowitz? konnte jiingst zeigen, dass reinstem H#imoglobin geringe
katalatische Fahigkeit eignet, etwa in dem Ausmasse wie seiner Farbstoff-
komponente, dem H&min.

Angaben iiber den Katalasegehalt des Blutes sind friither durch die ,,Kata-
lasezahl** bzw. den Katalaseindex gemacht worden. Vgl. hierzu den Abschnitt:
Methodik und Messeinheit.

Mit Katalaseindex wird der Quotient bezeichnet:

Katalasezahl
Millionenzahl roter Blutkérper

Die Katalasezahl ist nun keineswegs rationell definiert. Jolles’ versteht darunter die Anzahl
Gramm H,0,, die durch 1 cem Blut in 2 Stunden bei Zimmertemperatur zersetzt werden. Ob
die H,0,-Titration nach dieser Zeit mit HJ oder mit Kaliumpermanganat ausgefithrt wird, ist
wohl ohne Einfluss auf die Grosse der Katalasezahl. Spiter hat aber Bach® eine Mikromethode

1 Schmidt, Pfliig. Arch. 6, 431 (519); 1872.

? Ville u. Moitissier, Soc. Biol. 55, 1126; 1903. — Senter, Zs physik. Chem. 44, 257;
51, 673; 1905. — Gessard, C. R. 148, 1467; 1909.

¢ Kultjugin, Biochem. Zs 167, 238; 1926.

4 Haurowitz, H. 198, 9; 1931.

5 Jolles, Miinch. med. Woch. 51, 2083; 1904; Virch. Arch. 180, 42; 1905.

¢ Bach u. Zubkowa, Biochem. Zs 125, 283; 1921.
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angegeben fir die Bestimmung der Katalasezahl in einem Tropfen Blut; dic Reaktionsdauer
betragt jedoch nach dieser Methode nur !/, Stunde. Damit diirften sich zum grossen Teil die
widersprechenden Angaben in der Literatur iiber Blutkatalasezahlen erkliren lassen. Jolles
und Thienen fanden z. B. Katalasezahlen fiir das menschliche Blut von 23 bzw. 27,5; Bach
jedoch im Mittel etwa 16. Wenn Alexejew! mit Bachs Methode Werte bei 26 (Manner), bzw.
23,4 (Frauen) fand, so mag das an den klimatischen Verhdltnissen, in denen die Versuchs-
personen lebten (Perm, Hohenlage), liegen. Naturgemdiss &ndert sich der Katalaseindex in
Abhéngigkeit von der Katalasezahl mit der Bestimmungsmethode. Ubrigens ist die Bachsche
Methode durch Golzow u. Jankowsky?kritisiert und variiert worden (grossere H,0,-Mengen und
Alkoholzusatz); diese Autoren finden gelegentlich héhere Katalasezahlen. Dortselbst auch Literatur.

Sowohl Katalasezahl als Katalaseindex unterliegen grossen Schwankungen.
Bach?® fand Schwankungen in der Katalasezahl des menschlichen Blutes
zwischen 14 und 18, auch beim gleiohen Individuum um +9 % ; bei Kaninchen

i—?g%, bei Katzen ilg% um den Mittelwert. Nach (ragarina tbersteigen
beim Menschen individuelle Schwankungen nicht 20%¢. Bischoff® gibt
Katalasezahlen (Mensch) mit dem Mittelwert etwa 16 an. Unter Zugrunde-
legung von durchschnittlich 5 Millionen Erythrocyten im ccm Blut und einer
Katalasezahl von 16 errechnet sich der Katalaseindex zu etwa 3,2.

Der Katalaseindex schwankt nach Thienen® zwischen 5,4 und 6,8, nach
Korallus? zwischen 4,1 und 4,5; doch liegt diesen Werten die nach Jolles
Methode mit langerer Reaktionsdauer erhaltene Katalasezahl zugrunde.
Frauen sollen nach Segall und Héandel® einen etwas héheren Katalaseindex
als Ménner haben, Alexejew (l. ¢.) fand allerdings das Gegenteil. Im Blut
vom Neugeborenen® und Embryo!? ist der Index erhoht. Bei Katzen!! liegt
nach Kriger der Index sehr niedrig, etwa ber 1,7; Rinderblut!? weist einen
Index von etwa 8,5 auf (Methode Jolles).

Auffallend ist die Katalasearmut des Vogelblutes. Die Katalasezahl des
Taubenblutes'® betridgt nach Bernstein im Durchschnitt nur 0,094 (mensch-
liches Blut: 16). Ubrigens sind die Schwankungen in diesem Fall abnorm
hohe; bet einem Tier betragen sie bis 50%, ber verschiedenen Individuen
bis 100 %. Interessant ist die Feststellung, dass einige Vogelarten (Enten
und Génse) dberhaupt keine Katalase im Blut fiihren sollen.

1 Alexejew, Bull. Inst. Recherches biol. Perm (russ.) 6, 463; 1929. C. 1929 11, 2056.

? Golzow u. Jankowsky, Biochem. Zs 185, 63; 1927.

3 Iwanitzky-Wassilenko u. Bach, Biochem. Zs 148, 469; 1924.

4 Gagarina, Jl exp. Biol. i. Med. (russ.) 12, No. 33; 1929. C. 1930 I, 2752.

5 Bischoff, Arch. f. Kinderheilk. 82, 189; 1927.

¢ van Thienen, Diss. Gottingen 1917; Zbl. f. Biochem. 20, 595.

7 Korallus, Dtsch. Arch. klin. Med. 139, 252; 1922.

8 Segall u. Hiandel, Dtsch. Arch. klin. Med. 138, 243; 1922.

9 Nissen, Zs klin. Med. 92, 1; 1921.

1 Lockemann u. Thies, Biochem. Zs 25, 120; 1910. — Anselmino u. Hoff mann,
Arch. Gynakol. 143, 505; 1931.

1 Kriiger, Biochem. Zs 202, 18; 1928.

12 Radeff, Berl. tierdrztl. Woch. 42, 781. C. 1927 II, 277.

13 Bernstein, Biochem. Zs; 179, 313; 1926.

4 Tschrnomtzkaia, Russk. Physiol. 4, 135; 1922. Berl. Physiol. 16, 373.
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Im Gegensatz zu den Vogeln fithren die Schlangen, wie schon erwéhnt,
grosse Mengen Katalase im Blut, und zwar betrichtlich mehr als in der
Leber.

Nach H. Kurokawa?' besteht im Verhalten von Amphibien-, Vogel-
und Siugetierblut gegeniiber I,0, kein grundlegender Unterschied. Uber
den Katalasegehalt des Blutes verschiedener Wirbeltiere, vgl. auch Kriiger
und Schuhknecht, Zs f. vgl. Physiol. 8, 635; 1928.

Leukocyten. Obwohl die katalatische Kraft der weissen Blutkorperchen
schon lange? bekannt ist, liegen erst aus jiingster Zeit systematische Arbeiten
dariiber vor. Tschernorutzki® macht auf ihren relativ hohen Katalase-
gehalt aufmerksam.

Neuerdings hat Iglauer* den Katalasegehalt der auf besondere Weise
aus Blut priaparierten (s. d. Original) Leukocyten gemessen. Er findet den
Katalasegehalt eines Leukocyten etwa dreimal so hoch wie den eines Erythro-
cyten; Katalaseindex (30 Minuten Bestimmungsdauer, 17°) zwischen 6 und 11,
in der Regel zwischen 7 und 9.

Iglauer und Weber® haben weiterhin die Katalase der Thrombocyten
studiert und weitgehende Analogien mit der Leukocytenkatalase gefunden.
Der Katalasegehalt eines Thrombocyten ist rund hundertmal kleiner als der
eines Leukocyten.

Stern® bestimmte die Katalase in Plasmolysaten und Extrakten von
Leukocyten verschiedener Herkunft und Form und fand die Aktivitit von
derselben Grossenordnung wie diejenige gleichbehandelter Erythrocyten.
Serum und Plasma enthalten nach Kurokawa? keine Katalase, wenn die
Formelemente unzerstort entfernt worden sind.

Aseptischer Eiter behdlt seine katalatische Fahigkeit lange Zeit unver-
dndert bei®.

Mileh. Die katalatische Wirksamkeit der Milch diirfte grossenteils auf
thren Gehalt an Leukocyten zuriickzufithren sein, wobei die Anwesenheit
von katalasefiihrenden Bakterien zu beriicksichtigen ist. So ist der Katalase-
wert von Kolostrum, frisch- und altmelker Milch, ferner in der Milch euter-
kranker Tiere® gegeniiber normaler Milch erhéht. Im leukocytenreichen
Schopfrahm findet sich mehr Katalase als im Zentrifugenrahm1®. Der erhshte

! H. Kurokawa, Tohoku J1 exper. Med. 14, 520; 1930. C. 1930 I, 3797.
? Bergengriin, Diss. Dorpat. 1884.

3 Tschernorutzki, H. 75, 216; 1911.

¢ Iglauer, Biochem. Zs 223, 470; 1930.

5 Tglauer u. Weber, Biochem. Zs 234, 489; 1931.

¢ K. G. Stern, H. 204, 259; 1932.

? Kurokawa, Tohoku JI exper. Med. 14; 1930.

8 Césari u. Bridré, C. R. Soc. Biol. 100, 14; C. 1929 I, 1370.

9 Spindler, Biochem. Zs 30, 384; 1911.

10 E. Hekma, C. 1926 I, 525.
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Katalasegehalt des Rahmes gegeniiber der Magermilch ist nach Kooper!
rein physikalisch durch das Zentrifugieren zu erklédren.

Nach Roeder? entspricht der Normalgehalt der Milch an Katalase,
bestimmt nach Henkel (15 cem Milch, 5 cem 1 %iges HyO,, 22°), 3—4 ccm
Sauerstoff.

Niheres tiber Milchkatalase sieche Faitelowitz3, Reiss?, Roeder (. c.),
Kuntze® Chraszcz® Ried?, Staffe?.

Uber Katalase der Frauenmilch siehe v. d. Velden?; es liessen sich keine
Beziehungen zu physiologischen Vorgéngen feststellen.

Zellfreie Sekrete und Fliissigkeiten. In zellfreien Sekreten und Flissig-
keiten (Lymphe, Darmsaft, Galle, Speichel, Harn, Serum und, wie oben
erwdhnt, im Blutplasma) ist im allgemeinen keine Katalase vorhanden, oder
doch nur Spuren, die auf nicht vollig entfernbare Zellreste zuriickzufiihren
sind. Ausnahmen von dieser Regel machen vor allem das Krotengift, an dem
Battellil® katalatische Aktivitdt konstatierte und zellfreie zentrifugierte
Hamolymphe gewisser Wirbelloser 1. Rywosch, von dem diese Feststellung
stammt, macht in diesem Fall fiir die katalatische Aktivitdt Chromogene
verantwortlich.

Sein Schluss ist folgender: Hamolymphe von Dytiskus, die an der Luft verfarbt wird,
ist katalatisch aktiv (vgl. auch Zieger l.c.); Hydrophylushamolymphe, die nicht aktiv ist,
verfarbt sich nicht, obwohl Tyrosinase zugegen ist. Diesem letzteren System fehlt also nach
den herrschenden Vorstellungen das Chromogen. Indes ist aus dem iibereinstimmenden Chromogen-
und Katalasemangel nicht ohne weiteres ein Schluss auf die Natur der Katalase moglich.

Im normalen Harn kommt Katalase nicht vor. Bei Pyelitis??, Nephritis!?,
Lymphosarkom, ITodgkinscher Krankheit und einigen anderen pathologischen?4
Erscheinungen wurde Katalasewirkung festgestellt, kaum jedoch im Ifalle
von Krebs.

Der Katalasegehalt des normalen menschlichen Féces!® ist gering, in
pathologischen Fillen aber oft erheblich gesteigert. Blut und Eiter im Stuhl
erhohen naturgemiss den Katalasegehalt.

1 Kooper, Milchw. Zbl. 7, 264; 1911. Zol. f. Biochem. 12, 1147.

* Roeder, Milchw. Forsch. 2, 113; 1925.

3 Faitelowitz, Milchw. Zbl. 6, 299; 191J. Biochem. Zbl. 10, 958; 1910.

¢ Reiss, Zs klin. Med. 56, 1; 1905.

5 Kuntze, Zbl. Bakt. (2), 30, 1; 1911.

8 Chraszcz, Biochem. Zs 180, 247/263; 1927.

7 Ried, Milchw. Forsch. 11, 590; 1931.

8 Staffe, Biochem. Zs 243, 380: 1932.

9 v. d. Velden, Biochem. Zs 3, 403; 1907.

 Battelli u. Stern, Asher-Spiro 10, 531; 1910.

11 Rywosch, Fermentforsch. 8, 48; 1925.

12 Norgaard, Zs Kinderheilk. 13, 244; 1915. JI biol. Chem. 38, 501; 1919.

13 Primavera, Riforma med. 12, 46; 1906.

14 Kahn, Zbl. f. Biochem. 18, 89; 1915.

15 Norgaard, L. c. Zs klin, Med. 89, 143; 1920, — Brinchmann, Jb. Kinderheilk. 103,
315; 1923,
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¢) Das Vorkommen der Katalase in Abhiingigkeit von physiologischen
Yorgiingen.

Wenn im folgenden die Titigkeit der Katalase in Beziehung gesetzt wird
zu physiologischen Vorgéngen, oder wie weiter unten zu pathologischen
Erscheinungen und endlich zu chemischen und physikalischen Einfliissen
auf den Organismus, so ist darin jeweils nicht mehr zu erblicken als die Regi-
strierung von aufgefundenen Tatsachen. Einen Einblick in den Mechanismus
der Abhi#ngigkeit der Katalasefunktion von diesen Faktoren besitzen wir
heute nicht, noch weniger als wir iiber die Aufgabe der Katalase im Organismus
uns wirklich gesicherte Vorstellungen machen kénnen. Dazu kommt noch,
dass sich die Befunde verschiedener Autoren oft widersprechen, ohne dass
nit Sicherheit fiir oder gegen zu entscheiden wire. Bisweilen mogen die Aus-
schlidge innerhalb individueller Schwankungen liegen, oder auf unkontrollier-
bare Nebenumstéande beim Versuch zuriickzufithren sein. Indes scheint die
Kenntnis dieser Tatsachen nicht weniger wichtig, wenn auch ihre Deutung
noch unklar ist. Schliisse konnen hier nur aus umfangreichem Material gezogen
werden.

Entwicklung. Nach den Beobachtungen Ziegers! sind die unreifen Eier
von Schildkroten, Askaris, Echinodermen gegeniiber den reifen Eiern ausser-
ordentlich aktiv. Bei der Entwicklung von Insekten- und Schneckeneiern
ist eine wesentliche Anderung indes nicht zu beobachten, Lyon? gibt dies
auch fir Echinodermen an; desgleichen Amberg? (Seeigel) und Bialasze-
wicz* fiir das Froschei. Sammartino® konstatierte an den Eiern der Lachs-
forelle ein Maximum mit der Resorption des Dottersackes.

Im Moment des Schlipfens fand Zieger bei Insekten und Schnecken
eine rasche Steigerung des Katalasegehaltes; junge Tiere sind katalasereicher
als geschlechtsreife. Uber die Anderungen des Katalasegehaltes wihrend der
Metamorphose des Kartoffelkifers, sieche Fink®. Bei der Befruchtung konnte
Zieger keine Aktivierung feststellen, jedoch konstatierte Lyon eine solche
bei den Eiern von Toxopneustes und Arbacia. Letzteres Verhalten zeigen
in ausgesprochenem Masse auch die dotterreichen Hiihnereier, bei denen nach
Winternitz? die Katalase im Keimzentrum sitzt. Pennington® fand eine
Woche nach der Befruchtung den Katalasegehalt auf das 10fache gesteigert.

L Zieger, Biochem. Zs 69, 39; 1915.

2 Lyon, Am. J1 Physiol. 25, 199; 1909.

3 Amberg u. Winternitz, J1 Biol. Chem. 10, 295; 1911.

4 Bialaszewicz, Ber. Physiol. 12, 339; 192.

5 Sammartino, Riv. di Biol. 6, 467; 1924.

¢ Fink, Jl Agric. Res. 41, 691; 1930.

7 Winternitz, Jl exper. Med. 12, 12; 1910. Biochem. Zbl. 10, 354.

8 Pennington, Bur. of Chem. U.S. Dept. of Agric. Zirkular 104; 1912. Zbl. Biochem.
15, 1520.



Das Vorkommen der Katalase in Abhiéngigkeit von physiologischen Vorgingen. 11

Hier geht also mit fortschreitender Entwicklung eine Steigerung des Katalase-
gehaltes parallel, die im ausgewachsenen Tier ihr Ende findet.

Bei den Séugetieren liegen die Verhéltnisse ahnlich. Wiahrend des Embryo-
nallebens ist der Katalasegehalt der Organe im allgemeinen noch gering?!
im Verhéltnis zum ausgewachsenen Tier, innerhalb weniger Tage nach der
Geburt wird aber der normale Wert erreicht. Auch die Verteilung der Kata-
lase auf die Organe ist bisweilen abweichend von den Verhiltnissen wie sie
beim ausgewachsenen Individuum vorliegen. Zwar ist beim Schweineembryo?
schon in sehr frithen Stadien die Leber das reichste Organ, jedoch ist dies beim
neugeborenen Meerschweinchen nicht der Fall, was Battelli und Stern3
mit der latenten Funktion des Organs erkliren. Die Leber des neugeborenen
Kaninchens* hat mehr Katalase als die des ausgewachsenen, Niere und Lunge
fihren weniger, Gehirn und Muskel etwa gleichviel.

Auf den hoheren Katalasegehalt des cmbryonalen Blutes wurde 8.7
schon hingewiesen.

Stoffwechsel, Arbeit. In bezug auf den Einfluss der Erndhrung auf die
Katalasetétigkeit lassen die Befunde keine einheitliche Linie erkennen, Battelli
und Stern finden an Wasserratten keinen Einfluss des Hungerns auf die
Katalase der Organe, dagegen stellt Moraczewski® im Hungerzustande
Verminderung, bei Kohlehydratzufuhr Vermehrung der Blutkatalase fest.
Auch beobachtete Hawk$, dass im Gewebe des hungernden Hundes die
Katalase abnimmt. In #hnlicher Richtung bewegen sich zahlreiche Resultate
Burges, nach denen Hunger die Katalase vermindert, jede Art von Nahrungs-
zufuhr aber vermehrt. Nach Bodine? ist auch bei Insekten die Katalase im
Hungerzustand herabgesetzt, dasselbe beobachtete Lesser® beim Regen-
wurm.

Dagegen findet Burge? bei der hungernden Maus und beim hungernden
Kartoffelkiafer den Katalasegehalt vermehrt; Kriiger!® fand bei Katzen
wahrend gleichzeitigen Durstens und Hungerns die Katalasezahl zunehmend
mit der Erythrocytenzahl bei gleichbleibendem Index.

Fir die Zeit des Winterschlafes ist jedoch beim Kartoffelkifer die Katalase-
tatigkeit betriachtlich reduziert, was Zieger (l. c.) auch an KEchinodermen
und Schnecken konstatierte, nicht aber beim Igel. Wenn auch zwischen

1 Battelli u. Stern, L. c.

* Mendel u. Leavenworth, Am. JI Physiol. 21, 85; 1908.

3 Battelli u. Stern, Asher-Spiro 10, 531; 1910. Arch. di Fis. 2, 471; 1905.
* Winternitz, L c.

5 Moraczewski, Biochem. Zs 141, 471; 1923. Jl Phys. Path. 21, 665; 1923.
$ Hawk, J1 Am. Chem. Soc. 33, 425; 1911.

7 Bodine, Jl exp. Zool. 34, 143.

8 Lesser, Zs f. Biol. 47, 1; 1906.

® Burge, Ber. ges. Phys. 9, 290; 1922.

10 Kriiger, Biochem. Zs 202, 21; 1928.
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Nahrungsaufnahme und Katalasegehalt keine eindeutigen Beziehungen bestehen,
so ist nach Zieger eine gewisse Parallelitdit zwischen Glykogengehalt und
Katalase nicht zu verkennen.

Weitere Literatur iiber die Beziehungen der Katalase zu Stoffwechsel
und Verdauung siehe unter 1.

Mehrdeutige Ergebnisse zeitigten weiterhin die Untersuchungen, die sich
mit den Zusammenhingen zwischen Katalasetétigkeit und Arbeit beschaftigen.
Nach Burge, der sich bemiiht, zwischen allen oxydativen Vorgéingen und
der Katalasefunktion einfache Beziehungen zu konstatieren, besteht eine
solche in Abhingigkeit von der Muskeltétigkeit. So findet er bei durch Hunger
verursachter Atrophie Verminderung? der Muskelkatalase, wahrend die Ka-
talase des weiterarbeitenden Herzmuskels keine Abnahme erkennen ldsst.
An Katzen® beobachtete er nach Muskelarbeit Steigerung der Leberkatalase;
gymnastische Ubungen sollen den Katalasegehalt steigern. Auch Del-
hougne® findet eine starke Steigerung des Katalaseindex bei Arbeit.

Dem stehen aber die entgegengesetzten Befunde von Giinther und
Morgulis® gegeniiber, nach denen in atrophischer und normaler Muskulatur
der Katalasegehalt derselbe ist. Weiterhin fand Wladimirow? nach grossen
sportlichen Leistungen keine Anderung des Katalaseindex. Rabbeno?® fand
am Froschmuskel keinen Zusammenhang zwischen Atmung und Katalase,
ebenso wenig Stehle bei der Messung des Gaswechsels an Katzen®. Lesser
findet zwar im allgemeinen mit dem Sauerstoffbediirfnis der Tiere den Kata-
lasegehalt wachsend, jedoch fallen die Verhiltnisse bei den Vigeln aus der
Reihe, ebenso hat z. B. der Regenwurm betrachtlich mehr Katalase als der
Maikéfer, obwohl letzterer 10mal mehr O, aufnimmt. Vgl. Tabelle 1.

d) Die Katalase in Abhiingigkeit von Storungen der Korperfunktionen.

Der Einfluss endokriner Storungen auf die Katalasetétigkeit war Gegen-
stand einiger Untersuchungen von Winternitz und Bach. Winternitz10
fand die Exstirpation der Froschleber, sowie Entfernung grosser Teile der
Leber und Nieren ohne erheblichen Einfluss auf die Katalase der iibrigen
Organe und des Blutes. Exstirpation von Milz, Ovarien und Hoden

1 Schocher, Fermentf. 9, 375; 1928. — Iwanow, Zs exp. Med. 55, 107, 1927. —
Ivaniskij, C. C. 1927 1, 1180. — Bernstein, Biochem. Zs 179, 313; 1926.

2 Burge, Am. JI Physiol. 59, 290; 1922.

3 Burge, Am. Jl Physiol. 44, 75; 1917.

4 Burge, Am. Jl Physiol. 63, 431; 1923.

5 Delhougne, Dtsch. Arch. klin. Med. 165, 213; 1929.

¢ Ginther u. Morgulis, Am. J1 Physiol. 59, 475; 1922.

” Wladimirow, Biochem. Zs 192, 83; 1928.

8 Rabbeno, Ber. ges. Physiol. 31, 713; 33, 202.

3 Stehle, J1 Biol. Chem. 39, 403; 42, 269; 1920.

0 Winternitz, Jl exp. Med. 12, 15; 1910. Biochem. Zblt. 10, 1999.
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bewirkt voriibergehenden Abfall, Entfernung der Schilddriise fiihrt nach
Justschenko! und Winternitz (l. c.) zur Verminderung der Katalase im
ganzen Korper. Per os eingefithrtes Thyreoidin hebt diese Wirkung auf.
Bach? fand jedoch an Ziegen keinen Einfluss der Thyreoidektomie. Pankrea-
tektomie vermindert nach Burge? die Blutkatalase.

In Carcinomlebern ist die Katalase erheblich vermindert4; nach Brahn?
wird der Katalasegehalt der Leber auch durch Magen-, Darm-, Pankreas- und
Gallenblasencarcinom vermindert. Impftumoren® wirken nach intraperitonaler
Injektion vermindernd auf Blut- und Leberkatalase.

Bei Krebskachexien leidet auch der Katalasegehalt anderer Organe?.

Lewis und Cossman® fanden den Katalasegehalt eines lange Zeit
iiberimpften Hithnertumors in verschiedenen Geweben im Vergleich zu nor-
malem Gewebe erniedrigt. Der Katalasegehalt eines Walker- und eines Adeno-
sarkoms bei weissen Ratten war hoher als der bei Tumor.

Bei Kachexien beobachtete Segall® ganz allgemein Verminderung der
Katalase, Magat!® fand wenig Blutkatalase bei erschopfenden Zusténden
(Vitaminmangel, Tuberkulose, Tumoren, Diabetes). Bei Fieber tritt nach
langerer Zeit eine Abnahme einll,

Bei Anémien ist die gesamte katalatische Wirkung des Blutes wohl ver-
mindert infolge des geringen Gehaltes an Blutkorperchen. Jedoch ist der
Katalaseindex namentlich bei leichten Anédmien kaum gedndert, nach vielen
Angaben bel pernizioser Andmie jedoch deutlich erhoht!?. Nach Nissen!3
sind fir diese Erhohung die katalasereichen Jugendformen der Erythrocyten
verantwortlich. Blut von Neugeborenen, ebenso Blut bei Phenylhydrazinan-
amie verhalt sich analog. Eine Zunahme des Katalaseindex beobachtete auch
Bernstein* bei experimenteller Anamie.

Die Befunde iiber die Erhchung des Katalaseindex bei perniziéser Anédmie
sind jedoch nicht unbestritten, namentlich in Anbetracht der erheblichen

1 Justschenko, H. 75, 141; 1911.

2 Bach u. Cheraskowa, Biochem. Zs 148, 474; 1924.

* Burge, Am. JI Physiol. 45, 786; 1917.

4 Blumenthal u. Brahn, Zs Krebsforsch. 8, 436; 1910.

5 Brahn, Sitzungsber. Preuss. Akad. 1910, 680; 1916, 478.

6 Rosenthal, Dtsch. med. Woch. 1912, 2270.

7 Colwell, Arch. Middlesex Hosp. 19, 64; 1910.

8 Lewis u. Cossmann, Am. J] Physiol. 87, 584; 1929.

% Segall u. Handel, Dtsch. Arch. klin. Med. 138, 243; 1922.

19 Magat, Zs exp. Med. 42, 95; 1924.

11 Moraczewski, Biochem. Zs 141, 471; 1923.

12 Thienen, Dtsch. Arch. klin. Med. 131, 113; 1920. — Strauss u. Rammelt, Biochem.
Zs 122, 137; 1921. — Bach u. Levinger, Zs klin. Med. 95, 88. — Neumann, Dtsch. Arch.
klin. Med. 137, 324; 1931. — To6gel u. Ceranke, Wien. Arch. inn. Med. 9, 301; 1924. —
Emerich Bach u. Ernst Bach, Biochem. Zs 236, 174; 1931.

13 Nissen, Zs klin. Med. 92, 1; 1921.

11 Bernstein, Biochem. Zs 179, 304; 1926.
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individuellen Schwankungen®. Bei Pseudoandmien soll nach Brahn? bei
normalem Blutbild Katalase vermehrt sein.

Im tuberkulésen Gewebe stellten Jolles® und spiter Opie und Barker?
Verminderung der Katalase fest.

Im syphilitischen Gewebe ist nach Winternitz und Meloy®5 sehr wenig
Katalase vorhanden.

Bei verschiedenen anderen pathologischen Erscheinungen (Typhus, Pneu-
monie, Nephritis, Urdmie) wurde Verminderung der Blutkatalase beobachtet,
bei Peritonitis Erhchungs.

Uber Katalase in Harn und Fices bei pathologischen Zustinden wurde
schon oben berichtet (S.9).

Avitaminose mit Polyneuaritis im Gefolge hat nach Dutscher und
Collatz? Verminderung der Katalase im Gewebe (Leber, Niere, Pankreas,
Herz, Brustmuskel, Lunge) bis auf 44 % im Mittel zur Folge. St. und A. Dra-
ganesco?®fanden bei B-Avitaminose die Leberkatalase geschwicht. Normark?®
konstatierte bei Skorbut keine nennenswerten Anderungen, nach Gazanjak®
erhéht Mangel an C-Vitamin den Katalasegehalt meist geringfiigig.

Literatur iiber pathologische Erscheinungen und Katalasegehalt bei

Sammartino®l.
. Uber Katalase bei Nerven- und Geisteskrankheiten siehe Justschenko??
und Brailowsky?. Letzterer bringt die grosseren Schwankungen bei Geistes-
kranken mit der grosseren Affektivitit in Zusammenhang. Bei Epileptikern
schwanken die Katalasewerte nach Sachs und Zander* in der Regel nach
unten. Burge gibt von Katzen® im Affekt gesteigerte Katalasetatigkeit an,
die Steigerung ist auch zu erreichen durch Splanchnicusreizung.

e) Einfluss chemischer Agenzien.

Zahlreiche Arbeiten Burges befassen sich mit der Einwirkung chemischer
Agenzien auf die Katalasetédtigkeit in vivo. Nach diesem Autor wirken — im

1 Korallus, Dtsch. Arch. klin. Med. 139, 252; 1922. — Krumbhaar u. Musser, J1
Am. med. Assoc. 75, 104; 1920.

* Brahn, Biochem. Zs 79, 202; 1917.

3 Jolles, Miinch. med. Woch. 51, 2083; 1904.

4 Opie u. Barker, Jl exp. Med. 10, 645; 1908.

5 Winternitz u. Meloy, J1 exp. Med. 10, 759; 1908.

¢ Winternitz, J. exp. Med. 11, 200; 1909. Bull. John Hopkins Hosp. 22, 104; 1911.

7 Dutscher u. Collatz, J1 Biol. Chem. 36, 63; 1918.

8 St. u. A. Draganesco, C. r. Soc. Biol. 92, 1470; Bukarest.

9 Normark, Biochem. Zs 152, 420; 1924.

10 Gazanjak, Ber. ges. Physiol. 37, 570.

11 Sammartino, Biochem. Zs 126, 179; 1921.

12 Justschenko, Zs Neurol. Psych. 8, 152; 1912.

13 Brailowsky, Zs ges. Neur. 98, 743; 1925.

14 Sachs u. Zander, Biochem. Zs 183, 426; 1927.

15 Burge, Am. J1 Physiol. 44, 75; 1917.
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Einklang mit seiner Theorie — Reizmittel (Coffein, Theobromin) und Pyretika
térdernd, Narkotica (CHCl,, N,O) und Antipyretika hemmend auf die Katalase-
produktion der Leberl. Weiterhin wirken Acetonkdrper?, Schilddriisen-
zufuhr?®, Saccharin, Alkohol4, Alkali per os® steigernd, Séuren vermindernd,
ebenso anaphylaktischer Shock®. An diesen Befunden wurde aber scharfe
Kritik getibt, namentlich von Becht?, der mit Recht auf die Schwierigkeiten
bei der Festlegung von Normalwerten hinweist und der iberdies die Wirkung
von Saccharin, Narkotica und Thyroidea nicht reproduzieren konnte. Auch
Reimann?® fand keine Wirkung der Narkotica, Stehle?® konnte den Einfluss
von Aminosduren, Saccharin und Ketonkorpern nicht im angegebenen Mass
reproduzieren. Vgl. auch Winternitz?0.

Bei chronischer Phosphorvergiftung enthélt die verfettete Leber weniger
Katalase!l, Blut und Niere enthalten in diesem Fall mehr als normal. Jod-
kali’?> vermehrt den Katalasegehalt des Blutes, AsH,, Chloral und Phosphor
in toxischen Dosen vermindern stark um bis 63% bzw. 23% und 12%13;
Arsenik kann aber bei schlecht ernidhrten Tieren steigernd wirken. Nach
Gagarina'® ist bei chronischer Arsenvergiftung Steigerung des Katalase-
gehaltes in der Leber und im Muskel zu erkennen, bei Alkoholvergiftung fand
er die Katalase in Leber und Blut vermindert, in Blut und Muskel gesteigert;
Morphiumvergiftung ruft Vermehrung der Katalase in allen Organen hervor
bei starker Verminderung der Blutkatalase. HCN-Vergiftung ist ohne Ein-
fluss®®, ebenso nach Pinus® CO-Vergiftung. Giwjorral? aber findet bei
Leuchtgasinhalation ausgesprochene Hemmung.

Nach letzterem Forscher sind Eingriffe, die eine akute Gleichgewichts-
storung im Blut hervorrufen (Injektion von NaCl-Loésung, Traubenzucker-
losung, O,-Inhalation), von unregelmissigen Schwankungen des Katalase-

L Am. J1 Physiol. 44, 290; 45, 57; 1917. J1 Biol. Chem. 41, 307; 1920. Jl of Pharm. 12,
243, 1918; 14, 121; 1919.

® W.E. Burge, Jl Biol. Chem. 37, 343; 1919.

3 Am. JI Physiol. 43, 433; 1917; 50, 165; 1919.

¢ Am. J1 Physiol. 45, 57; 1917.

5 Am. Jl Physiol. 52, 364; 1920.

6 Am. JI Physiol. 45, 286; 1917.

7 Becht, Am. J! Physiol. 48, 171; 1919. Jl of Pharm. 16, 155; 1920.

8 Reimann, Am. JI Physiol. 50, 54; 1919.

9 Stehle, J1 Biol. Chem. 39, 403; 42, 269; 1920.

10 Winternitz, J1 exp. Med. 12, 1; 1910.

11 Burge, Am. Jl Physiol. 43, 545; 1917. — Batelli, Arch. di Fisiol. 2, 471; 1905.

12 Strauss, Bull. John Hopkins Hosp. 23, 51; 1912.

13 Dunker u. Jod!bauer, Biochem. Zs 33, 253; 1911.

4 (Gagarina, C. r. Soc. Biol. 97, 481. Jl exp. Biol. i Med. (russ.) 1928, 59; C. 1929
11, 895.

15 Dunker u. Jodlbauer, Biochem. Zs 33, 253; 1911.

16 Pinus, Jl exp. Biol. i Med. (russ.) 12, No. 33; 1929; C. 1930 I, 2765.

17 Giwjorra, Zs klin. Med. 114, 799; 1930.
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gehaltes begleitet. Sammartino!, sowie Sawostianoff? fanden keine
deutliche Verinderung des Katalasegehaltes bei Alkalisierung des Blutes
durch Bicarbonat bzw. bei Injektion von NaCl-Losungen.

Uber den Einfluss einiger Pharmaca (Adrenalin, Pilocarpin) siehe Pin-
kussen und Seligsohn?, Einflisse einiger chemischer und physikalischer
Faktoren siche Jarowoj%.

Injektion von Katalase in die Blutbahn hat nach anfénglicher Anhdufung
in Muskeln und Nieren die allméhliche Zerstérung des tiberschiissigen Enzyms
zur Folge®.

f) Physikalische Einfliisse.

Temperatur, Klima. Kiinstliche Temperaturerhthung scheint nach den
Befunden von Moraczewski®, die mit denen von Viale? iibereinstimmen,
die Katalase des Warmbliiterblutes zu vermindern. In diesem Sinne sprechen
auch die Ergebnisse Burges®, der bei kiinstlicher Temperaturverminderung
bei Warmbliitern den Blutkatalasegehalt erhoht, bei Kaltblitern vermindert
fand. (Kaninchen fithren im Sommer weniger Katalase als im Winter?.)
Alexejew?!® fand ebenfalls die Katalase beim Menschen bei hoherer umge-
bender Temperatur vermindert, bei niedriger Temperatur erhoht.

Winternitz!! fand dagegen die Temperatur ohne Einfluss auf die Warm-
bliiterkatalase, ebenso Morgulis Temperaturdnderungen zwischen 4 und 30°
beim Frosch2. Auch Stehle konnte Burges Befunde beztiglich der Temperatur-
abhéngigkeit® nicht bestétigen.

Das Klima der Hohenlage wirkt nach Alexejew!* fordernd auf die Kata-
lasetiatigkeit ein. Die Gewohnung an das Hohenklima #ussert sich rascher
im erhohten Katalasegehalt als in der Zunahme der Erythrocyten, so dass
voriibergehend eine Erhohung des Index auftritt. Ahnliche Einflisse hat
Radeff!® an Ratten gefunden, die er in luftverdiinnte Réume brachte; die
Zunahme der Katalase- und Erythrocytenzahl erfolgte hier gleichmissig,
bei wenig gedndertem Index.

1 Sammartino, Arch. Farm. sperim. 52, 149; 1931.

2 Sawostianoff, Biochem. Zs 241, 409; 1931.

* Pinkussen u. Seligsohn, Biochem. Zs 168, 464; 1926.

* Jarowoj, JI exp. Biol. i Med. (russ.) 13, 72; 1929. C. 1930 II, 1865.
5 Belkina, JI exp. Biol. i Med. (russ.) 20, 329; 1927.

8 Moraczewski, Jl de Phys. Path. 21, 665; 1923.

7 Viale, Atti acc. Lincei 33 I, 319; 1924.

8 Burge, Am. J1 Physiol. 56, 408; 1921.

® Burge, Ber. ges. Physiol. 16, 522; 1923.

10 Alexejew, Biochem. Zs 216, 301; 1929.

1 Winternitz, Jl exp. Med. 12, 1; 1910. Biochem. Zbt. 10, 353.
12 Morgulis, Am. JI Physiol. 57, 125; 1921.

13 Stehle, J1 Biol. Chem. 39, 403; 42, 269; 1920.

14 Alexejew, Biochem. Zs 173, 433; 192, 41; 1926/28.

15 Radeff, Biochem. Zs 220, 445; 1930.
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Alexejew?! beschreibt weiter die Emwirkung ciniger physiko-therapeuti-
scher Prozeduren auf den Katalasegehalt des Blutes.

Rigoni? will jahreszeitliche Schwankungen im Blutkatalasegehalt ge-
funden haben mit Maxima im Frihling und IHerbst.

Strahlung. Ostwald? fand bei Raupen, die dem licht ausgesetzt waren,
weniger Katalase als bei solchen, die im Dunkeln gehalten wurden. Pincussen®
stellte denselben vermindernden Effekt von Strahlung an Kaninchen fest;
die Tiere zeigten nach der Bestrahlung mit natiirlichem Licht und mit der
Quarzlampe eine Abnahme des Katalasegehaltes im Blut und in der Lebers.
In einem Versuch beim Menschen war das Ergebnis analog. Nach 6 Minuten
langer Bestrahlung auf Brust und Riicken (Abstand der Lampe: 1 m) sank
die Reaktionskonstante des Blutes von 00,1801 auf 0,1111. Der Effekt an
Kaninchen konnte durch Zugabe von Erythrosin noch gesteigert werden.
Auch gleichzeitige Jodkaligaben erhohten die Katalaseabnahme wahrend der
Bestrahlung; ob aber diese Effekte als Sensibilisatorwirkungen aufzufassen
sind, bzw. mit einer photochemischen Abspaltung von Jod, das seinerseits
katalasezerstorend wirkt, erklart werden konnen, erscheint fraglich.

Uberhaupt diirfte es sich bei solchen Ergebnissen mehr um sekundire
Wirkungen von Reizen handeln, die von der Oberfliche ausgehen; die Strah-
lung kann ja nicht unmittelbar durch grossere Korperschichten zum Enzym
gelangen. Vielleicht liesse sich auf diese Weise auch eine Erklarung fiir das
den oben erwidhnten Befunden widersprechende Ergebnis Castagnas® finden,
der den Katalasegehalt des Blutes von im Dunkeln gehaltenen Miusen betriicht-
lich (2—10mal) niedriger fand als von im Ilellen gehaltenen Tieren.

2. Pflanzenreich.

Bakterien. Das Studium des Katalasevorkommens bei Bakterien hat
vor allem deswegen Interesse, weil sich hier aus methodischen Griinden der
Vergleich mit oxydativen Vorgingen besonders einfach gestaltet und am
ehesten einen Einblick in die Abhiingigkeit der Katalasefunktion von diesen
Vorgingen gestattet. Indes sind auch hier die Beziehungen keineswegs ein-
fache: im allgemeinen findet man zwar bei anaeroben Bakterien keine oder
wenig Katalase, im Gegensatz zu den Aerobiern, bei denen das Enzym reich-
licher vorkommt (z. B. bei Essigsiurebakterien?), doch gilt diese Regel nicht
durchgehend.

1 Alexejew, Biochem. Zs 231, 460; 1931.

2 Rigoni, Arch. fisiol. 28, 482; 1930. Chem. Abstr. 1931, 2744.

3 Wo. Ostwald, Biochem. Zs 10, 1; 1908.

4 Pincussen, Biochem. Zs 168, 474; 1926; vgl. auch: Koldajew u. Altschuller, H.
186, 223; 1930.

5 Pincussen u. Tanino, Biochem. Zs 234, 478; 1931.

8 Castagna, Ber. ges. Physiol. 36, 647; 1926.

7 Wieland u. Bertho, Lieb. Ann. 467, 95; 1928.

v. Euler, Chemie der Enzyme. II/3.

[
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Von Lowenstein! und Orla-Jensen? stammen die ersten Beobach-
tungen iiber das Fehlen von Katalase bei obligaten Anaerobiern (nachgewiesen
an Filtraten von Tetanusbacillen bzw. Buttersiduregérern). D.undM.Rywosch3
priiften die Keime selbst und fanden auch hier bei den Anaerobiern (Tetanus,
Botulinus) nur minimale H,0,-Zersetzung. Vibrionen, B. typhi, paratyphi,
Pfeiffersche Kapselbacillen zeigten wenig, Orange-Sarzine viel Katalase. -

Jorns* fand unter zahlreichen Bakterien und Strahlenpilzarten bei
B. mallei, alkaligenes, indigoferum und geniculates keine Katalase, bei Bac.
tuberc., typhi, paratyphi nur sehr spéarliche Mengen.

Weiterhin stimmen die Befunde von Callow3, MacLeod® und Kluyver?
darin iberein, dass bei obligaten Anaerobiern die hydroperoxydspaltende
Fahigkeit fehlt.

Auch bei den echten Milchsaurebildnern fehlt nach Orla-Jensen (l. c.)
Virtanen® und Bertho? Katalase, desgleichen bei den Erregern der Propion-
sduregirung (Orla-Jensen, 1. c.).

Bei fakultativen Anaerobiern fand Ry wosch1® wenig oder keine Katalase;
deutlich mehr jedoch bei aerober Ziichtung; dasselbe fanden Stapp!! und
Kirchner??.

Indessen wurden einerseits auch bei aerob lebenden Streptokokken?,
aeroben Milchsdurebildnern?® und einem von Visser t’Hoft!* neu isolierten
(aeroben) Essigbildner, Acetobacter peroxydans, Katalase vermisst, anderer-
seits hat Hagan® bei dem anaerob lebenden Actinomyces necrophorus, einem
Propionséuregirer, Katalasebildung festgestellt, wie auch Virtanen bei
streng anaeroben Propionsduregirern, die auf Plattenkulturen iiberhaupt
nicht wachsen, Katalase fand6, Weiter fand Virtanen?!? bei Bac. lactis amari
und Prodigiosus bel anaerober Ziichtung mehr Katalase als bei aerober, bei
Coli kaum Unterschiede nach den verschiedenen Ziichtungsarten.

I Léowenstein, Wien. klin. Woch. 1903, 1393.

* Orla-Jensen, Zbt. f. Bakt. (2) 18, 211; 1907.

3 Rywosch, D. u. M., Zbt. f. Bakt. 44, 295; 1907.

4 Jorns, Arch. f. Hyg. 67, 134; 1908.

5 Callow, Jl of Path. Bact. 26, 320; 1923.

¢ MacLeod, Jl of Path. Bact. 26, 326; 1923.

7 Kluyver, H. 138, 100; 1924.

8 Virtanen, H. 134, 300; 1924.

9 Bertho, Lieb. Ann. 494, 159; 1931.

10 Rywosch, Fermentforsch. 8, 48; 1925.

11 Stapp, Zbl. f. Bakt. 92, 161; 1924.

12 Kirchner, Zs f. Immunititforsch. 52, 108; 1927.

13 Beyerinck, Naturw. Rundschau 8, 671; 1893.

14 Visser t'Hoft, Diss. Delft 1925.

5 Hagan, Am. Rept. N. J. State Vet. Coll. 1923, 24, 115. Siehe Sherman, JI of Bact.
11, 417; 1926. Ber. ges. Physiol. 38, 601.

18 Virtanen, Biochem. Zs 197, 220; 1928.

17 Virtanen, Biochem. Zs 161, 9; 1925.
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Aus all dem geht hervor, dass die Beziehungen zwischen Atmungstatigkeit
und Katalase keineswegs einfache sein kénnen.

Als Mass fiir die Bakterienkatalase betrachtet Virtanen! in Anlehnung
an die von Euler und Josephson? vorgeschlagene Definition die Grosse

Kat-v = zoienzanl”

Falls bei Bakterien der ganze Katalasegehalt in Hydroperoxydemulsion

wirksam wird (was z. B. bei Hefe nicht der Fall ist) ist der Ausdruck geeignet,
das katalatische Vermogen einer

X . Tabelle 4.
Bakterienart zu charakterisieren. ‘

Vgl. den Abschnitt: Katalase in Glucosofrel | Inbfl};lcose‘
lebenden Zellen und Geweben. | . tul on
Virtanen hat bei Bakterien gezu? ¢
die Einwirkung von Protoplasma- iy, Freudenreichii .| 040 | 022
giften, Erwidrmung, Trocknen, die  Bac. lactis amari. . . 0,19 0,27
bei Hefe eine erhebliche Aktivitits- ~B- prodigiosum ... 0,13 018
tei Foloe hab oht B.Zopfii . ... .. 0,62 0,11
steigerung zur olge haben, nich B. aerogenes . . . . . 0,04—0,01 —
beobachtet. B.coli . ... ... 0,04—0,004 —

Die nebenstehenden aus Vir -
tanens3 Tabellen entnommenen Zahlen bedeuten Kat, -10°. Zur Bestimmung
kamen 2—5 cecm Kultur in 20 cem HyO,. Zusammenfassend ist hier auch die
Tabelle von Fujita und Kodama* wiedergegeben; die Werte beziehen sich
nach der S.5 u. 6 gegebenen Definition auf Milligramm Trockengewicht.

Tabelle 5.

Art QKat Art Qrat
B. pyocyaneus . . . . . . . . . 15000 |Enterokokken* . . . . . . . . . 110
Gonokokken. . . . . . . . ... 9200 |B. paratyphosus A . . . . . . . 110
‘Keuchhustenbacillen . . . . . . . 9000 | Streptococcus pyogenes « . . . . 90
Diphtheriebacillen . . . . . . . . 9000 |B.anthracis . . . . .. . . .. 58
Staphylococcus pyogenes citreus .| 6000 |[Vibrio cholerae . . . . . . . . . 46
Staphylococcus pyogenes albus . .| 5200 |Saccharomyces, Saké. . . . . . . 45
Proteus vulgaris. . . . . . . .. 2800 |B. tuberculosis . . . . . . . .. 16
Staphylococcus pyogenes aureus. .| 2700 [Milchsdurestreptokokken . . . . . 0
B. coli-communis . . . . . . . . 2100 |B. dysenteriae, Shiga . . . . . . 0
B. paratyphosus B . . . . . . . 1900 | Diplococcus pneumoniae 1*, 1I%, |
B. dysenteriae III . . . . . . . .| 1700 5 | 0
B. typhosus . . . . . . . . . .. 770 |B.tetani** . . . . . . . ... . l 0
Meningococcus intracellularis . . . 710 |B. Welchi** . . . . . . .. .. i 0
B. dysenteriae I. . . . . . . . . 600 | Bact. hystolyticus ** . . . . . . i 0
Streptococcus pyogenes . . . . . 370 | Rauschbrandbacillen ** . . . . . | 0
B. influencae Pfeiffer . . . . . . 210 |

* Fakultativ anaerobe Bakterien. ** (Obligat anaerobe Bakterien.

1 Virtanen, Biochem. Zs 197, 220; 1928.

2 Buler u. Josephson, Chem. Ber. 59, 770; 1926.
3 Virtanen, Biochem. Zs 161, 9; 1925.

4 Fujita u. Kodama, Biochem. Zs 232, 30; 1931.

PAS
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Einige weitere Angaben tiber Bakterienkatalase finden sich bei Jacoby?,
Fouassier?, Ohtsubo3, Itano® Itano und Arakawa?® stellten starke
Katalasewirkung in thermophilen Cellulosevergirern fest und zwar bei einer
Temperatur von 65°.

Schliesslich sei auf eine Untersuchung von P. E. Simola® hingewiesen,
auf die wir spiter zuriickkommen.

Nach Fernandez und Garmendia? ist die Katalasewirkung bei Coli
abhéngig von den Ernahrungsbedingungen, sowohl von der Art des zugesetzten
Zuckers als von verwendeten Aminosiuren. Livulose soll starken Anstieg
des Katalasegehaltes erzeugen in Kombination mit Alanin, Asparagin, Glyko-
koll, Tyrosin und Ammoniumlactat; Leucin mit Galaktose und Dulcit, Gluta-
minsdure und Saccharose. Virtanen dagegen fand die Katalasebildung
unabhéngig von der C- und N-Quelle.

Fern andez® erklart die Eigenschaft verschiedener medizinischer Mineral-
wisser H,0O, zu zerlegen durch ihren Gehalt an Bakterien.

Niedere und hohere Pilze. In der frischen lebenden Hefe ist die Katalase-
wirkung, verglichen mit tierischer Organkatalase, relativ gering. Junge Hefe-
zellen wirken kriftiger als alte®, Trockenoberhefe mehr als Unterhefe!0. Durch
Vorbehandlung mit synthetischer Nahrlosung (Rohrzucker, Asparagin, Kalium-
phosphat, Mg-Sulfat) kann die katalatische Aktivitdt erheblich gesteigert
werden!. Die an normaler Hefe angestellten Messungen diirften aber kaum
ein Mass fiir die wirklich vorhandene Enzymmenge geben, denn durch Ein-
wirkung von Protoplasmagiften?, Erwiirmen und Trocknen kann eine erhebliche
Aktivititssteigerung erzielt werden. (Auf diese Verhaltnisse wird unten naher
eingegangen.) Eine untersuchte Oberhefe SB II zeigte etwa die katalatische
Kraft eines Erythrocyten?3,

Die Hefekatalase ldsst sich aus der lebenden Zelle nicht extrahieren,
auch nicht nach Plasmolyse; in Press- und Macerationssifte geht sie nicht
in nennenswerter Menge iiber. Dagegen lisst sie sich teilweise aus Trocken-

1 Jacoby, Biochem. Zs 88, 35; 1918.

2 Fouassier, C. R. 170, 145; 1920.

3 Ohtsubo, Kitasato Arch. of Exp. Med. 6, 61; 1923. — Ber. ges. Physiol. 25, 247.

4 Ttano, Ber. Ohara 4, 265; 1929.

5 Ttano u. Arakawa, Bull. agricult.-chem. Soc. Japan 4, 24; 1928. C. 1929 II, 895.

6 Simola, Ann. Acad. Scient. Fenn. Ser. A. 34, Nr. 1; 1931.

? Fernindez u. Garmendia, Zs Hyg. u. Infektionskrankh. 108, 329; 1928. — Anales
Soc. espanola Fis. Quim. 21, 166. C. 1923 III, 1416. — Anales Soc. espanola Fis. Quim. 24,
495; 1926. C. 1927 I, 301.

8 Fernandez, Anales Soc. Espanola Fis. Quim. 27, 45; 1929. C. 1929 I, 2194.

® Neumann-Wender, Biochem. Zbt. 3, 340; 1904.

1 Euler u. Fink, H. 169, 10; 1927.

1 Euler u. Blix, H. 105, 113, 1919.

12 KEuler u. Laurin, H. 106, 312; 1919.

13 Euler u. Borgenstam, Biochem. Zs 102, 124; 1920.
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hefe extrahieren!, doch sind auch solche Extrakte relativ schwach aktiv (etwa
200mal weniger als Pferdeleberextrakt).

Bach und Chodat? fanden Katalase in Asp. niger, Dox?® in Penicillium
und Aspergillus, Neidig? in Asp. orycae. Einige Schimmelpilze fithren nach
Pringsheim?® keine Katalase. Weitere Angaben bei Schnell®, I"ouussier
(I e).

Bei hoheren Pilzen kommt Katalase reichlich vor, z. B. Boletus scaber?.
In neueren Versuchen liessen sich Extrakte bereiten, die etwa /5y der Aktivitiit
eines Pferdeleberextraktes aufwiesen®. Uber Katalase in Champignons siehe
Iwanow®.

Auch in siamtlichen untersuchten Algen fand sich Katalase®.

Phanerogamen. Bei den Phanerogamen ist Katalase iiberall gefunden
worden. Loew?!! isolierte sie erstmals aus Tabaksbldttern. Literatur siehe bet
van Laer!?, Liebermann'?, Rosenberg!, Gapek”’.

Falk® und Tadokorol” untersuchten die Katalase in verschicdenen
Gemiisearten; letzterer fand am meisten in Ingwer und Zwiebeln. In Citrus-
arten wurde Katalase von Ajou'® gemessen; er fand in abnehmender Reihen-

folge Citrone, Mandarine, siisse, bittere Orange. Uber Katalase in Zucker-
rohr- und Rohsiften siehe Neeb!®. Hervorgehoben sei noch der relativ hohe
Katalasegehalt in Kirbiskeimlingen (Zeile, L c.).

Nach Gra¢anin?® ist bei jungen Pflanzen die Katalase hauptsichlich
in Wurzeln und Stengeln zu finden, bel ausgewachsenen findet sie sich vor
allem in Wurzeln und Bléttern. Lopriore?! weist auf die Anhdufung des
Enzyms in den Sexualorganen der Pflanze hin.

1 Issajew, H. 42, 102; 44, 546; 1905.

2 Bach u. Chodat, Chem. Ber. 36, 1756; 1903.

3 Dox, Jl Am. Chem. Soc. 32, 1357; 1910.

4 Neidig, JI Am. Chem. Soc. 36, 417; 1914. Vgl. Sumi (in Sporen von Asp. orycae),
Biochem. Zs 195, 161; 1928.

5 Pringsheim, H. 62, 386; 1909.

6 Schnell, Zbl. f. Bakt. (2) 35, 23; 1912.

7 Euler, Ark. f. Kemi 1, 337 u. 365; 1904.

8 Zeile, H. 195, 29; 1930.

9 Twanow, Fermentforsch. 11, 433; 1930.

1 Atkins, Proc. Dubl. Soc. 14, 199; 1914. — Hampton u. Baas-Becking, JI of gen.
Phys. 2, 635 — Sjoberg, Fermentforsch. 4, 97; 1921.

11 Loew, Zs f. Biol. 43, 256; Chem. Ber. 35, 2487; 1902.

12 yan Laer, Zbl. {. Bakt. (2) 17, 546; 1906.

13 Liebermann, Pflig. Arch. 104, 201; 1904.

14 Rosenberg, Ber. bot. Ges. 28, 280; 1910.

15 Capek, Biochemie der Pflanze, 2. Aufl., Bd. 3, S. 156.

16 Falk, J1 Biol. Chem. 38, 229; 1919.

17 Tadokoro, J1 of Tohoku Coll. Agric. 5, 57; 1913.

18 Ajou, C. 1927 I, 458.

1 Neeb, Proefstation voor de Java-Suikerind. mededeel. 1930, 8; C. 1930 II, 3425.

2 (GraGanin, Biochem. Zs 168, 429; 1926.

2 Lopriore, Ber. bot. Ges. 46, 413; 1928,
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In der Zuckerriibe fand Stanék! die Katalase zunehmend gegen den
Kopf und die Oberfliche, Freedericksz? fand in der Kartoffel den Sitz
hauptsidchlich unter der Haut. Biéchy3, der die Katalase verschiedener
Kartoffeln untersuchte, fand eine Abhingigkeit von den Elektrolyten des
Zellsaftes. In der Tomate verfolgte Haber die Katalasereaktion wihrend
des Reifungsvorganges* und stellte ein Maximum zwischen dem griinen und
reifen Zustand fest.

Samenkatalase. Eine rege Bearbeitung hat das Verhalten der Katalase
in den Samen namentlich der Getreidearten erfahren und zwar hinsichtlich
der Einfliisse verschiedener Entwicklungsstadien, wie Reife, Ruhe, Keimung
und der dabei stattfindenden Stoffwechselvorginge.

Nach Graéanin® ist der Hauptsitz der Katalase im Samen der Dikotylen
im Embryo und den Kotyledonen zu suchen.

Bach, Oparin und Wéhner® fanden den Katalasegehalt im reifenden
Weizensamen unregelmissigen und sprunghaften Anderungen unterworfen.
Sie bringen diese Eigentiimlichkeit mit den oft ebenso unregelmissig ver-
laufenden Anhsufungen von Reservestoffen in Zusammenhang. Iwanow und
Lischkewitsch? haben aber anscheinend doch mit zunehmender Reife bei
Gerste eine regelméssig fallende Tendenz der Katalasewerte gefunden, die zur
Beurteilung des Reifezustandes verwendbar ist. Sie erklaren infolgedessen
den hoheren Katalasegehalt von Gersten, die in rauheren Zonen gewachsen
sind, mit threm unvollkommenen Reifungszustand®. Liiers, Fink und Riedel?
beziehen den Katalasegehalt auf das 1000-Korngewicht (nicht auf das Absolut-
gewicht) und kommen so zu verhéltnisméassig regelméssigen Katalasekurven,
die mit zunehmender Reife eine konsequente Steigerung der Katalase erkennen
lassen; beim Ubergang in den Ruhezustand tritt deutliches Absinken ein.
Wihrend des Lagerns findet keine weitere Anderung des Katalasegehaltes statt.

Uber Zahlenwerte der Katalase im ruhenden Samen siehe Crockerl,
Jones, Shull??, Hope,Choate!4, K.und 8. My rb#ck?5; ein erkennbarer

1 Stanék, Zs Zuckerind. Bshmen 31, 207; 1907.

® Freedericksz, Trav. de I'Inst. bot. Genéve (8), 6.

3 Biéchy, Fermentforsch. 8, 135; 1924.

4 Haber, Jowa State College J1 Science 3, 29; C. 1929 II, 437.

5 Gractanin, Biochem. Zs 168, 429; 1926.

6 Bach, Oparin u. Wiahner, Biochem. Zs 180, 363; 1927.

7 Lischkewitsch, Ws. f. Brauerei 46, 183; 1929.

8 Lischkewitsch u. Prizemina, Biochem. Zs 212, 280; 1929. — Ws. f. Brauerei
46, 216; 1929.

9 Liiers, Fink u. Riedel, Ws. f. Brauerei 47, 393, 405; 1930.

1 Crocker, JI of Agric. Research 15, 137; 1918.

11 Jones, Bot. Gazette 69, 127; 1920.

12 Shull, Bot. Gazette 75, 215; 1923. Ber. ges. Physiol. 21, 214; 1923.

13 Hope, Bot. Gazette 72, 1; 1922.

14 Choate, Bot. Gazette 71, 409; 1921.

15 K. u. 8. Myrback, Zs d. schwed. Brauervereins, H. 6—8; 1931.
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Zusammenhang zwischen CO,-Abgabe und Katalasetiatigkeit besteht offen-
sichtlich nicht.

Auch besteht nach Gracéanin! keine Moglichkeit den Katalasegehalt
des ruhenden Samens mit seiner Vitalitat, bzw. seiner IKeimfahigkeit in
Beziehung zu setzen. Wohl ist bei erloschener Katalasetitigkeit auch die
Keimfahigkeit erloschen, aber bei vernichteter Keimfahigkeit vermag Katalase
unter Umstdnden noch wirksam zu sein. A. Niethammer? beobachtete
eine gewisse Parallelitit zwischen Katalasegehalt und Vitalitdt, namentlich
an Kulturpflanzen. Bei Untersuchung von Braugerste verschiedener Sorten
und Erntejahre aber unter sehr gleichartigen &usseren Verhiltnissen gebaut
tanden K. und S. Myrbick?® zwischen Katalasegehalt und bei der Méalzung
zutagetretender Vitalitdt mit wenigen Ausnahmen eine bemerkenswerte Par-
allellitdt. R.Newton und Brown? wollen eine direkte Beziehung zwischen
Katalasegehalt und Winterhéirte am Presssaft von Weizenpflanzchen verschie-
dener Varietaten aufgefunden haben. Nach Schmidt® sollen sich aus dem
Katalasegehalt von Fichten- und Kiefernsamen Rickschlisse aut die Herkunft
des Samens ermoglichen lassen.

Einige Regelmissigkeiten, die zwar noch nicht niaher erkldrbar sind, die
aber Beachtung verdienen, haben sich 1m Verhalten der Samenkatalase
wihrend der Keimung ergeben. Die Angaben von Bach® Oparin? und
Gradanin® und Rhine stimmen darin iiberein, dass die Katalasekurven
wahrend der Keimperiode ein ausgepriagtes Maximum erreichen, das gewohnlich
zwischen dem 3. und 6. Keimungstag liegt. H#ufig wurde eine anféingliche
Depression (1. Tag) in der Kurve beobachtet (Rhine®, Grac¢anin, I c.).
Wiihrend des Weichens der Gerste in der Brauerei tritt im allgemeinen eine
wesentliche Abnahme des Katalasegehaltes ein (K. und S. Myrbick 1. c.).
Der Katalasegehalt des Griinmalzes (etwa 7 Tage auf der Tenne) ist 20—50 mal
so gross wie der der Gerste. In &lteren Arbeiten werden im allgemeinen viel
kleinere Werte fiir die Zunahme der Katalase wihrend der Keimung angegeben,
was Indessen damit zusammenhingt, dass die im allgemeinen angewandten
Methoden bei trockener Gerste einigermassen richtige, bei stark wasserhaltigem
Griinmalz aber viel zu niedrige Werte geben. Der rasche Abfall des Katalase-
gehaltes nach erreichtem Maximum ist aber nach den von Euler und
Myrb#ck! untersuchten Fillen nur ein scheinbarer, der sich daraus ergibt,

1 Gradanin, Biochem. Zs 180, 205; 1927.
® Niethammer, Zs Pflanzenernihr. Diingg. Abt. A, 21, 69; 1931. C. 1931 II, 3498.
3 K. u. S. Myrbéck, Zs d. schwed. Brauervereins. Heft 6—8; 1931.
4 Newton u. Brown, Canadian Jl Res. 5, 333. C. 1932 I, 538.
5 Schmidt, Forstarchiv 1930, Nr. 15. C. 1930 II, 3425.
. % Bach u. Oparin, Biochem. Zs 134, 183; 1923.
7 Oparin, Biochem. Zs 134, 190; 1923.
8 Gracdanin, Biochem. Zs 168, 429; 1926.
9 Rhine, Bot. Gazette 78, 46; 1924.
1 Euler u. Myrback, H. 186, 212; 1929.



24 Die Katalasen.

dass bei gleichbleibender Katalasemenge das Absolutgewicht zunimmt; be-
zicht man den Katalasegehalt auf den einzelnen Keimling, so bleibt sein
Katalasegehalt nach erreichtem Maximum langere Zeit ziemlich konstant. Von
diesem Gesichtspunkt aus betrachtet, wiirden die Deutungen Deleanos?, der
das Absinken des Katalasegehaltes mit einer Verminderung des Fettgehaltes
in Zusammenhang bringt, hinfillig werden.

Aerobe Keimung fordert die Katalasetitigkeit. So bildet Reis, der im
Vergleich zu anderen Getreidearten nur wenig Katalase enthilt, bei aerober
Keimung betrichtliche Mengen Katalase2, wihrend bei anaerober Keimung
keine Neubildung eintritt.

Uber Katalase im Samen von Strophantus Kombé, siehe Mattei®; in
Jutesamen, sieche Sen?.

Die Katalasebestimmung in Mehlen wird gelegentlich vorgenommen um
den Kleiegehalt zu charakterisieren, denn Kleie zeichnet sich (vor Stérke) durch
hohen Katalasegehalt aus®. Doch spielen hier sicher auch andere Faktoren
eine wesentliche Rolle, die den Wert solcher Katalasebestimmungen stark
einschranken. Nach Rammstedt® ist die mechanische Katalyse nicht zu
vernachlissigen, ausserdem ist die Mahlfeinheit wesentlich?. Ubrigens erhielt
Bailey® an verschiedenen Weizenmehlsorten ganz verschiedene Werte, die
sich anndhernd proportional dem Aschegehalt der verschiedenen Mehle ver-
hielten.

Beim dauernden Lagern® von Malz bzw. Malzmehl, verliert das Material
allméhlich die katalatischen Eigenschaften, und zwar das Mehl rascher. Die
Verminderung erfolgt sprunghaft, manchmal mit Anstieg und neuerlichem
Abfall; im Dunkeln erfolgt das Abklingen langsamer.

Uber Temperaturabhingigkeit, der Katalase in Pflanzen siche Burge!?, nach dessen
Befund die Katalase in Pinus Strobus und Spirogyra mit der durchschnittlichen Monatstem-
peratur steigt und fall.

IIL. Darstellung (K. Zeile).

Es 1ist begreiflich, dass bei dem vielseitigen Vorkommen der Katalase
auch die Versuche zur préparativen Enzymgewinnung sich von jeher ver-
schiedener Ausgangsmaterialien bedienten. Nicht alle diese Ausgangsstoffe
gewihrleisten jedoch die Isolierung des Enzyms in erstrebenswertem Reinheits-

1 Deleano, Zbl. f. Bakt. (2) 24, 130; 1909.

2 Morinaga, Bot. Gazette 79, 73;-1925.

3 Mattei, Ar. Int. Pharmacodynamie Thérapie 35, 113; 1928. C. 1930 I, 985.
¢ Sen, J1 Indian Chem. Soc. 7, 83; 1930. C. 1930 I, 3317.

5 Wender, Ost. Chem. Ztg. 7, 143; 1904.

¢ Rammstedt, Zs 6ff. Chem. 16, 231; 1910.

? Jones, Bot. Gazette 69, 127; 1920.

8 Bailey, J1 Biol. Chem. 32, 539; 1917.

9 Charmandarjan, Biochem. Zs 207, 472; 1929.

10 Burge, Am. JI Physiol. 72, 225; 1925.
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grad, oder mit gentigender Stabilitdt. Trotzdem seien auch diese Versuche
hier beriicksichtigt, weil aus theoretischem Interesse bisweilen die Variierung
des Ausgangsmaterials wiinschenswert erscheint.

Pflanzliches Material. An pflanzlichen Ausgangsstoffen sind Bakterien
zu nennen, an deren Katalase Jacoby?! Reinigungsversuche durchfiihrte. Im
wesentlichen besteht seine Methode darin, dass zuerst die Katalase der auf
einfachen Nahrboden geziichteten Bakterien mit Ammonium- oder Magnesium-
sulfat oder Schwefelsédure geféllt und der Niederschlag mit KCN zerlegt wird.

Es ist ausserordentlich merkwiirdig, dass in diesen Fallen Cyankali, sonst als eines der
starksten Katalasegifte bekannt, sogar praparative Anwendung finden soll. Das wiirde besagen,
dass die Natur der bakteriellen Katalasereaktion von der anderer pflanzlicher und tierischer
Priparate verschieden ist.

Auch einfache Methylalkoholfiallung wurde von Jacoby angewandt.
Nach Hagihara? enthalten nach diesem Verfahren gewonnenen Praparate
nur noch wenige Prozente des Ausgangsmaterials an Stickstoff und Asche
bei gleicher Katalasewirkung.

Issajew (l.c.), spiter Waentig und Steche® gewannen aus Ilefe
Katalasepréparate durch Fillen eines wasserigen Auszugs mit Alkohol.

Gelegentlich wurden die relativ katalasereichen hoheren Pilze zur Enzym-
gewinnung herangezogen. Im Stockholmer Institut kam Boletus scaber? zur
Verwendung, aus dem sich wassrige Extrakte (gleiche (rewichtsteile Pilz-
material und Wasser) mit etwa /3, der Aktivitét eines Leberextraktes gewinnen
liessen. Bei der Ausfillung mit Alkohol und weiteren Reinigung waren aber
stets erhebliche Aktivitdtsverminderungen zu beobachten, auch nahm die
Wirksamkeit der Extrakte in wenigen Tagen rasch ab. Waenting und Steche
(1. c.), fanden ebenfalls die Isolierung aus Pilzmaterial schwierig oder unmdoglich.

Bach?® beschreibt die Gewinnung aus niederen Pilzen durch Extraktion
mit schwachem Alkali und nachfolgender Alkoholféllung.

Aus Mehl erhielt Merl und Daimer® Katalase wie folgt: 200 g Weizen-
klete, mit 200 g Kieselgur vermischt, werden mit 1 Liter Phosphatlosung
(3,5¢ sec. Natrium- und 1,5g prim. Kaliumphosphat) angeteigt. Nach
24 Stunden wird scharf abgepresst; weitere Reinigung durch Alkoholfallung.

Bei der Gewinnung von Katalase aus Griinmalz ist nach K.und S.Myrbéck
sehr wesentlich, dass die Extraktion und schon die Zerkleinerung des feuchten
Materials in Anwesenheit von passendem Puffer (pII = 7,3) vorgenommen
wird. Sonst treten bei Verletzung der Zellen Aciditatsverschiebungen ein.
Diese kinnen so grosse Enzymzerstérungen bedingen, dass beispielsweise beim

1 Jacoby, I—III, Biochem. Zs 89, 350; 92, 129; 95, 123; 1918/19.
2 Hagihara, Biochem. Zs 140, 171; 1923.

3 Waentig u. Steche, H. 76, 177; 1912.

4 KBuler, Hofm. Beitr. 7, 1; 1906. — Zeile, H. 195, 39; 1930.

5 Bach, Chem. Ber. 36, 1756; 1903.

8 Merl u. Daimer, Zs Unt. Nahr. 42, 273; 1921.
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Mahlen von Griinmalz in der Fleischmaschine in wenigen Minuten 50—90 %
des Enzymes verloren gehen konnen?.

Wie S. 21 erwihnt, geben Kiirbiskeimlinge in einem bestimmten Stadium
der Keimung eine beachtenswert starke Katalasereaktion. Wenn auch die
daraus erhaltene Katalase, wie es gewohnlich bei pflanzlicher Katalase der
Fall ist, keine grosse Stabilitat zeigt, so mag doch erwahnt werden, dass es
moglich ist, nahezu die gesamte katalatische Aktivitat im wassrigen Extrakt
zu gewinnen, und diesen unter Erhaltung der Gesamtaktivitdt und ohne
wesentliche Verdiinnung vollig zu kléaren. Solche Extrakte diirften die hichste,
bisher an Pflanzenextrakten beobachtete Enzymkonzentration besitzen.

Die geschilten Kiirbiskotyledonen (4.—5. Keimtag) werden mit der
doppelten Gewichtsmenge einer 5%igen sec. Natriumphosphatlosung unter
Zusatz von etwas Seesand wihrend einer Stunde extrahiert. Die Masse wird
zentrifugiert, wobei sich drei Schichten absondern: die untere, grobere Organ-
fragmente enthaltend, die mittlere milchig triilb mit der Hauptmenge der
Katalase, und eine obere sahneartige Schicht. Die Mittelschicht wird heraus-
gehebert, mit 15% ihres Volumens Alkohol versetzt und mit Chloroform
durchgeschiittelt. Nach dem Zentrifugieren hat sich ein fester Bodensatz
von Eiweiss abgesetzt; die Gesamtaktivitat ist in der schwach triiben Losung
enthalten. Mit Tricalcilumphosphat-Aufschlammung und Tierkohle gelingt es,
die Losung restlos zu kliren. Sie ist schwach gelbstichig und zeigt in ent-
sprechender Schichtdicke (etwa 80 cm) das auf S.29 angegebene Absorp-
tionsspektrum, tiiberlagert vom Spektrum der Cytochromkomponente c,
welch letzteres jedoch durch eine Spur Ferricyankali zum Verschwinden
gebracht wird. Die Aktivitdten solcher Losungen entsprechen einem k von
etwa 250.

Tierisches Material. Von tierischem Ausgangsmaterial zur Katalase-
gewinnung ist Fettgewebe zu nennen, namentlich Schweinefett. Euler (1. c.)
und Bach?, verwenden Rinder- und Schweinsnierenfett nach dem Durch-
kneten mit lauwarmem Wasser. Waentig und Steche (1911) beniitzen
Extrakte aus Rana temporaria, auch aus Raupen und Puppen.

Sehr héufig wurden aus Blut Katalasepriparate dargestellt. Senter3
gibt z. B. folgende Beschreibung: aus lackfarben gemachtem Blut werden
durch Zugabe gleicher Menge Alkohol Hamoglobin und Katalase ausgefillt.
Nach dem Zentrifugieren und Auswaschen mit Alkohol wird getrocknet und
aus dem Trockenpréparat die Katalase in 2—3 Tagen mit Wasser extrahiert.
Ausbeute 30—40% des Gesamtkatalasegehaltes; die Katalase ist hiamoglobin-
frei. Vgl. auch Ewald*.

1 K. u. S. Myrbéack L. c¢. und Wochenschr. f. Brauerei. Nr. 4; 1932.
2 Bach, Chem. Ber. 38, 1878; 1905.

3 Senter, Zs f. physik. Chem. 44, 257; 1903. — 51, 673; 1905.

4 Ewald, Pfliig. Arch. 116, 334; 1906.
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Wolff und Stocklin! lassen erst das Hamoglobin auskrystallisieren
und zwar durch Stehenlassen mit Alkohol bei — 10°.

Madinaveitia? spaltet das Hémoglobin in schwach saurer #therischer
Emulsion und entfernt das gebildete Hamatin durch Ausidthern. Tsuchi-
hashi® bringt das Hamoglobin in Chloroform-Wasser-Emulsion mit Eiweiss
zum Ausflocken, die weitere Reinigung bewerkstelligt er durch Adsorption
an Tricalciumphosphat und Elution mit Na,HPO,.

Die wirksamsten Priparate liefert zweifellos Saugetierleber und zwar
diirfte Pferdeleber was die Vorteile in der Gewinnung und die (iiite der Pri-
parate anbelangt, allen anderen Leberarten tiberlegen sein. Das bisher reinste
Katalasepréparat wurde aus Pferdeleber gewonnen. Im Vergleich zu z. B.
Ochsenleber geht von vorneherein nur wenig Ballasteiweiss in den Extrakt,
weiterhin ist die Pferdeleberkatalase nicht gegen Schiitteln und Filtrieren
empfindlich wie von Wieland an der Ochsenleberkatalase festgestellt wurde?;
sie zeigt eine in jeder Hinsicht befriedigende Stabilitét bei der Verarbeitung.

Die von Battelli und Stern® gegebene Reinigungsvorschrift der Alkohol-
fallung und Extraktion mit Wasser ist iberholt durch die fraktionierte Eiweiss-
fallung mit dem halben Volumen Alkohol nach Waentig und Steche®,
die von Hennichs? angewandt wurde. Dabel werden betrichtliche Mengen
maktiver Stoffe entfernt. Wiahrend nun Hennichs die Katalase durch
Erhohung der Alkoholkonzentration in zweiter Stufe ausfillte und nach dem
Abtrennen wieder loste, verwenden Euler und Josephson?® die durch Alkohol-
fallung vorgereinigte Losung direkt zu den Absorptionen unter Vermeidung
der beim Ausfillen eintretenden Aktivititsverluste.

Als weitere Reinigungsverfahren haben die Willstédtterschen Absorp-
tions- und Elutionsmethoden Anwendung gefunden.

Von Tsuchihashi (l. ¢.) wurde Tricalciumphosphat als Absorptions-
mittel, sekunddres Phosphat als Elutionsmittel angewandt. Diese Methode
hat neuerdings wieder Beachtung gefunden, da Tricalciumphosphat in Lo-
sungen, wie sie nach der unten zu besprechenden Chloroformféllung resultieren,
sehr selektiv absorbierend wirkt?®.

Hennichs!® hat die Absorptionseigenschaften des Kaolins und Aluminium-

1 Wolff u. Stécklin, C. R. 152, 729; 1911.

2 Madinaveitia, Diss. Ziirich, 1912.

3 Tsuchihashi, Biochem. Zs 140, 63; 1923.

4 Wieland, Lieb. Ann. 445, 181; 1925.

5 Battelli u. Stern, Soc. Biol. 57, 375; 1905.

§ Waentig u. Steche, H. 76, 180; 1911.

7? Hennichs, Biochem. Zs 145, 286; 1924. — Chem. Ber. 59, 218; 1926. — Biochem. Zs
171, 314; 1926.

8 Euler u. Josephson, Lieb. Ann. 452, 158; 1927.

9 K. Zeile, H. 195, 39; 1931.

1 Hennichs, Biochem. Zs 145, 294; 1924.
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hydroxyds der Katalase gegeniiber (nach Willstatter und Racke?') einer
niheren Untersuchung unterzogen und bei Kaolin (3fache Menge des Trocken-
gewichtes) bei pH 5 ein ziemlich deutliches Optimum der Absorptionswirkung
festgestellt (Abb. 1). Fir Al(OH); (/s der Gewichtsmenge der Trocken-
substanz) fand er das Optimum sehr breit zwischen pH 5 und 7 (Abb. 2).

Zur Elution verwandte Hennichs wie Tsuchihashi Na,HPO,. Bei
pH 8 fand er die Elution aus Kaolin praktisch vollkommen. KEuler und
Josephson verwendeten auch 0,02 n NH; zur Elution, um Verunreinigungen
durch Asche zu vermeiden. Es zeigte sich jedoch, dass die Elution mit Ammo-
niak nicht immer gelingt, ohne dass sich aus dem Arbeitsgang Anhaltspunkte
tir die Ursache dieser Unregelméssigkeiten ergeben hétten.

Wihrend Aluminiumhydroxyd die Katalase relativ schwer an sekundéres
Phosphat abgibt, lassen sich durch Elution von Tricalciumphosphat-Adsorbaten
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Abb. 1. Adsorption an Kaolin. Abb. 2. Adsorption an Tonerde.
(Nach Hennichs.) (Nach Hennichs.)

mit sekunddrem Phosphat direkt sehr konzentrierte Enzymlésungen gewinnen,
was gelegentlich Vorteile bietet.

Um die Katalaseelutionen fiir erneute Adsorptionen vorzubereiten, ist
es notwendig, das Elutionsmittel durch Dialyse zu entfernen. Zur Verwendung
kamen hiefir in der Regel Kollodiummembranen. Hennichs beobachtete
jedoch dabei starke Aktivitatsverluste, die sich als Absorptionen an die Mem-
bran aufkldren liessen (Zeile, l. c.). Euler und Josephson dialysierten bei
niedriger Temperatur und hatten hiufig keinen Aktivititsverlust zu ver-
zeichnen. Indes sind die Verhéltnisse stets wechselnd. Gute Dienste leisteten aber
neuerdings Pergamentbeutel, die die Katalase nicht adsorbieren (Zeile, L. c.).

Die Reinigung durch Adsorption und Dialyse setzt zweckmissig an den
durch Alkoholfdllung vorgereinigten Priparaten ein. Handelt es sich darum,
auf moglichst einfache Weise ein Katalasepriparat mit befriedigendem Rein-
heitsgrad (etwa 80000) darzustellen, so empfiehlt sich folgendes Verfahren?:

Die moglichst frische, feingemahlene Pferdeleber wird mit ihrer Gewichts-
menge Wasser vermengt, nach einstiindigem Stehen wird zentrifugiert, worauf

1 Willstatter u. Racke, Lieb. Ann. 425, 1; 1921.
2 Zeile u. Hellstrom, H. 192, 171; 1930.



Darstellung. 29

der Riickstand abermals einer — etwas langer dauernden - Extraktion mit
derselben Wassermenge unterworfen wird. Dic beiden wissrigen Extrakte,
die braun und opak sind, werden parallel weiterverarbeitet: Man fallt unter
Kiihlung mit dem halben Volumen Alkohol, stellt iber Nacht an einen kiihlen
Ort und zentrifugiert vom ausgeschiedenen Eiweiss ab. Hierauf wird nochmals
dieselbe Menge Alkohol zugegeben, so dass die Losung 50 Vol.-% Alkohol
enthélt, und mit !/; des nunmehrigen Volumens Chloroform wird kurz und
kraftig durchgeschiittelt. Beim Zentrifugieren setzt sich ein kompakter, vom
ausgefallten Hamoglobin rotbraun gefiarbter Eiweisskuchen ab. Die iiber-
stehende, meist tribe Ilissigkeit wird mit etwas Tierkohle versetzt und
abgenutscht. Die klare wissrige Losung enthalt die gesamte Aktivitit, sie
ist braunlich gefirbt und gibt folgendes Absorptionsspektrum:

1.650mu. .. 646—620 ... 610 IL. 550—530 ... 520 ...  III.510—490
629 540 500

End.-Abs. etwa 463.

Mit der Chloroformfillung wird, abgesehen von der Ausfillung von
Eiweissballast, die Entfernung des Hamoglobins erreicht. Zweckmissig folgt
jetzt eine Adsorption an Tricalciumphosphat. Die Elution wird am besten
mit 0,5 %iger sekunddrer Phosphatlosung portionsweise vorgenommen.

Die Elutionen, vereinigt oder getrennt, werden in einem Pergament-
beutel im Eisschrank wihrend einiger Tage dialysiert; sie zeigen bel méassigen
Aktivitatsverlusten ein Kat. f. von 28-—30000.

Die Darstellung des bisher reinsten Katalasepraparates mit Kat. f. 43000
(Euler und Josephson, 1. c.) ging aus von einem zweiten Leberextrakt.
Nach der Féllung mit dem halben Volumen Alkohol erfolgte Adsorption an
Al(OH);, Elution mit 0,02-n NII; und Dialyse durch Kolloidummembran.
Das Dialysat wurde an Kaolin adsorbiert, die Elution mit Ammoniak ergab
nach Dialyse ein Kat. f. von 43000.

Reinigungsversuche tiber diesen Reinheitsgrad hinaus haben bisher nicht
Erfolg gehabt. Ob damit tatséchlich ein endgiiltiger Grenzwert erreicht ist,
oder ob nur eine mit zunehmender Reinigung wachsende Labilitdt des Enzyms
bisher weitere Reinigungserfolge verhindert hat, lidsst sich heute noch nicht
mit Sicherheit entscheiden.

Trockenpriiparate. Obwohl reine Pferdeleberkatalase in Lisung monate-
lang bei niedriger Temperatur haltbar ist, mag bisweilen, wenn es nicht so
sehr auf moglichst hohe Reinheit als auf Haltbarkeit ankommt, die Ver-
wendung von Trockenpréparaten erwiinscht sein. Battelli und Stern?!
beschreiben die Gewinnung eines solchen wie folgt:

Leberextrakt (1 Teil Leber, 1 Teil Wasser) wird mit Alkohol gefillt; der
Niederschlag wird mit 3 Teilen Wasser ausgezogen, worauf abermalige Fallung

1 Battelli u. Stern, Soc. Biol. 57, 375; 1905.
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mit Alkohol erfolgt. 1 g dieser Substanz zersetzt in 10 Minuten 8—4 kg H,0,;
nach 20 Jahren zeigte ein solches Préparat noch seine volle Wirksamkeit,

Das oben erwiahnte Praparat von Euler und Josephson mit Kat. £. 43000
wurde nach dem Abdunsten im Vakuum, das ohne Aktivitatsverlust moglich
war, als Trockenpridparat aufbewahrt, hatte aber im Laufe von 2 Jahren
seine Aktivitdt praktisch véllig verloren.

IV. Kinetik (H. v. Euler).

1. Aligemeines.

Vergleicht man die Umsetzung eines Substrates unter dem Einfluss einer-
seits eines enzymatischen, andererseits eines nichtenzymatischen Katalysators,
so findet man mehr oder weniger starke Unterschiede. Diese Unterschiede
liegen in erster Linie darin, dass der enzymatische und der nichtenzymatische
Katalysator oft sehr verschiedene Affinitdt zum Substrat besitzen; im all-
gemeinen Teil dieses Werkes ist dies am Beispiel der Rohrzuckerspaltung
eingehend dargetan worden.

Die z. B. bei Sauren- und Basenkatalysen vielfach bestatigten einfachen
Folgerungen des Massenwirkungsgesetzes gelten unter der Voraussetzung,
dass der Katalysator in verdiinnter Lésung praktisch vollsténdig als freie
Molekiilart anwesend ist, dass also hochstens ein sehr kleiner Teil des Kataly-
sators vom Substrat oder von den Reaktionsprodukten gebunden wird. Diese
Bedingung ist nun, wie zuerst Michaelis! gezeigt hat, bei enzymatischen
Katalysen oft nicht erfiillt; das Enzym besitzt eine erhebliche Affinitdt zum
Substrat und dadurch ist ein betrachtlicher Teil des Enzyms nicht mehr als
solcher vorhanden, sondern an das Substrat gebunden.

Aus diesem Umstand ldsst sich herleiten, dass die einfachen Formeln der
chemischen Dynamik bei Enzymreaktionen nur in engeren Grenzen gelten
konnen als bei nichtenzymatischen Katalysen.

Betrachten wir also die Hydroperoxydspaltung zunéchst als eine mono-
molekulare Reaktion, so wiirde ihr Verlauf nach dem Gesetz von Wilhelmi
durch die Gleichung ausgedriickt werden:

k=1/t-log

a
& —X

Der mit den Grundsidtzen der theoretischen Enzymchemie Vertraute
wird also nicht mehr fragen, gilt diese Gleichung fiir die Spaltung des Hydro-
peroxyds oder gilt sie nicht — niemand wird heutzutage ernstlich in Abrede
stellen wollen, dass das Massenwirkungsgesetz auch auf enzymatische Systeme
anwendbar ist —, sondern man wird die Grenzen feststellen, innerhalb welcher
sich die katalatische Hydroperoxydspaltung der obigen Formel anschliesst,
und welches die Bedingungen dafiir sind.

1 Michaelis u. Menten, Biochem. Z. 49, 333; 1913.
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Zunichst eine Bemerkung tber

a) Mechanismus und Ordnung der Hydroperoxydspaltung.

Die Gleichung 2 1,0, = 2 11,0 + 0,

scheint einen bimolekularen Verlauf der Reaktion zu fordern. Andererseits
hat man den Verlauf der Hydroperoxydspaltung fast immer nach der Formel
fiir monomolekulare Reaktionen berechnet und hat — wenigstens in sehr
verdinnten Losungen — einen befriedigenden Anschluss an diese Formel
gefunden; erst in mittleren Konzentrationen (von 0,02 normal ab) werden
die Abweichungen gross und zwar wegen Enzymzerstérung (vgl. S.46 u.f.)
Aus der Tatsache, dass in verdinnten Losungen der Reaktionskoeffizient
erster Ordnung, k, annidhernd konstant gefunden wird, diirfte der Schluss
gezogen werden konnen, dass die Abspaltung eines Sauerstoffatoms aus dem
Hydroperoxyd nach der Gleichung H,0, -== H,0 4+ O derjenige Teilvorgang
des Zerfalls ist, welcher die Reaktionszeit bestimmt, wihrend die Bildung
des Sauerstoffmolekiils aus zwei Sauerstoffatomen den zeitlichen Verlauf
des Gesamtprozesses nicht beeinflusst.

Wieland!, welcher der Hydroperoxydspaltung eine eingehende Unter-
suchung gewidmet hat, sprach sich 1921 tber den Mechanismus des Vorgangs
folgendermassen aus: ,,Da mit aller Sicherheit der Sauerstoff nicht atomar,
sondern molekular entbunden wird, so kann die Gleichung der monomole-
kularen Reaktion H,0, > H,0 4 O keine Giiltigkeit haben. Es muss viel-
mehr der Ausdruck 2 H,0,—> 2 H,0 + O, gelten, in dem der Sauerstoff
molekular, in nicht aktiver Form auftritt.*

Wieland stellt sich die Hydroperoxydspaltung als ein Analogon vor
der von ithm studierten Spaltung des Hydrazobenzols in Azobenzol und Anilin,
somit als eine Oxydoreduktion. ,Man kann als wahrscheinlich annehmen,
dass die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit auch hier der ersten Phase der
Dehydrierung des ersten Molekiils angehort, wihrend die hydrierende Spaltung
des zweiten Molekiils mit unmessbar grosser Geschwindigkeit verlduft:

1. HO-OH—-0:0+2H
2. HO - OH 42 H - 2 H,0.

Haber und Willstiatter? sehen die Katalase als eine fiir ITydroperoxyd
spezifische Dehydrogenase an, und fithren die Radikale O,I1 und OII als
Glieder der Reaktionsketten ein.

Als Ausgangsreaktion wird angenommen:

Katalase + H,0, = Desoxykatalase - O,II;
die Hauptreaktion wire:
0,H + H,0, = 0, + H,0 4 OH,
OH + H,0, = H,0 4+ O,H.
1 Wieland, Chem. Ber. 54, 2353; 1921.
2 Haber u. Willstatter, Chem. Ber. 64, 2844; 1931.
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Gegen die Haber-Willstdttersche Auffassung der Enzymreaktionen
sind Einwidnde von Haldane!, Kenner? u. a. gemacht worden, deren Dis-
kussion hier zu weit fiihren wiirde. Es bleibt abzuwarten, ob sich experimentell
priifbare Folgerungen der neuen Darstellungsform finden lassen, welche mit
den bisher angenommenen Grundlagen der Enzymkinetik nicht im Einklang
sind, ob die Theorie sich quantitativ entwickeln lésst und ob diese Entwick-
lung eine Vereinfachung der fritheren theoretischen Darstellung bedeutet.

Die Auffassungen iiber den katalatischen Reaktionsmechanismus von
Wieland einerseits und von Haber-Willstétter andererseits hat kiirzlich
auch K. G. Stern? besprochen, der dabei (l. c. S. 183) ebenfalls einen Ketten-
mechanismus im Sinne von Bodenstein-Christiansen annimmt.

Wie Verfasser im 1. Band dieses Werkes niher ausgefiihrt hat, legt er
der Kinetik der Enzymreaktionen die reaktionsvermittelnden Molekiile
zugrunde, die durch Verbindung von Enzym und Substrat entstehen. Dem-
geméss haben wir? versucht, die Affinitdit der Katalase zu ihrem Substrat
quantitativ zu ermitteln, und diese Affinitat wurde durch eine Gleichgewichts-
konstante (K dargestellt. Fir diese Konstante

Ku — [Enzym-Substrat]
M ™ [Freies Enzym] x [Substrat]

wurde von Euler und Josephson der Wert 40 ermittelt.

b) ,,Modelle* der Katalase.

,,Katalasenmodelle** sind besonders in den ersten Entwicklungsperioden
der Enzymkinetik stark in den Vordergrund des Interesses gestellt worden,
in erster Linie wohl deshalb, weil sich die Erkenntnis noch nicht Bahn
gebrochen hatte, dass es sich bei der Wirkung der enzymatischen Katalysatoren
um Vorgénge handelt, welche, genau wie andere chemische Prozesse, vom
Standpunkt der Konstitutionslehre aus untersucht werden miissen; viel-
mehr hat man enzymatische Wirkungen nicht selten einem besonderen
»Zustand der Materie” des Katalysators zugeschrieben. Die tatséchlichen
Fortschritte, welche die Betrachtung dieser ,,Modelle** der Katalase brachten,
haben denn auch den Erwartungen nicht entsprochen, und wir kénnen deshalb
den Bericht iiber dieselben kurz fassen.

Nachdem Bredig® eine sehr interessante Methode gefunden hatte, durch
elektrische Zerstaubung kolloide Platinlosungen herzustellen, fand er, dass
seine Platinsole die Eigenschaft besitzen, aus Hydroperoxyd Sauerstoff zu
entwickeln. Da man damals noch auf dem Standpunkt Schénbeins stand,
und diese Hydroperoxydzersetzung als eine allgemeine Enzymreaktion

1 Haldane, Nature 128, 175; 1931. — Siehe auch Proc. Roy. Soc. B, 108, 559; 1931.
2 Kenner, Chem. Ber. 65, 705; 1932.

3 Stern, H. 209, 176; 1932.

4 Euler u. Josephson, Liebigs Ann. 455, 1; 1927.

5 Bredig, Zs ang. Chemie, 1898; 953. — Zs f. Elektrochem. 4, 514.
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betrachtete, so wurde diese Platinsolwirkung als Modell ciner allgemeinen
Enzymaktivitit eingehend studiert. Bredig und Miiller von Berneck?
tanden hinsichtlich der Kinetik folgendes:

Bei konstanter Menge und konstantem Zustande des katalysierenden
Platins erwies sich die Hy0,-Zersetzung in neutraler und saurer Lisung nach
threr quantitativ bestimmten Geschwindigkeitsgleichung als eine monomole-
kulare Reaktion.

Die Katalyse nimmt mit der Konzentration des Platins schnell zu, und
zwar nicht proportional derselben. Bei Verdiinnung mit reinem Wasser erhielt
man fiir die Geschwindigkeit eine einfache Exponentialfunktion der Platin-
konzentration.

,,Ganz besonders auffallend — schreibt Bredig — ,,ist die Analogie
der Platinfliissigkeit zu den Fermenten und dem Blute beziiglich ihrer Eigen-
schaft durch geringe Spuren gewisser Gifte inaktiviert zu werden: 10 ¢ Mol.
HCN im Liter wirkt bereits merklich verzogernd, nicht viel weniger H,S und
sehr stark auch Quecksilberchlorid.*

Der erste Umstand, welcher damals nicht gentigend beobachtet wurde,
ist die sehr geringe Wirkung des kolloiden Platins im Verhiiltnis zu Kata-
lasepriaparaten. Gereinigte Leberkatalase ist mehr als 1000mal aktiver als
Platinsol. Man hat damals den kolloiden Zustand als massgebend fiir die
Wirkung des Soles betrachtet. IHitte man versucht, sich iber die Konzen-
tration der katalytisch wirksamen Molekiilart eine Vorstellung zu bilden,
so hidtte man zeitiger erkannt, dass dem Katalysator zugesetzte Ilemmungs-
stoffe, die als ,,Gifte’ bezeichnet wurden, in dhnlichen Konzentrationen wie
dieser vorhanden sind, und hitte wohl auch den Umstand, dass diese Stoffe
Reduktionsmittel sind, oder Metallkomplexe bilden, in erster Linie zur Deu-
tung der Befunde herangezogen.

Ausser Platin wurden noch andere Schwermetallsole als katalatisch aktiv
gefunden, so z. B. das Gold von Bredig und Reinders?2.

Die nicht enzymatische Spaltung von IH,0, ist von der Aciditit der Losung
in hohem Grade abhéngig, wie durch Versuche von G. Phragmén? gezeigt
wurde.

Dass Eisen und Mangan in alkalischer Losung die Zersetzung des 11,0,
stark zu beschleunigen vermigen, hat bereits 1889 Tammann erwiahnt, und
auch Bredig und Miiller von Berneck gaben einige Versuche an tiber die
Wirkung von Mn, Co, Cu und Pb. Ammoniak- und Pyridinkomplexe von Ag
und Cu sind spéter in diesem Institut untersucht worden?, und erwiesen sich

! Bredig u. Miiller von Berneck, Zs physik. Chem. 31, 258; 1899.

2 Bredig u. Reinders, Zs f. physik. Chem. 37, 323; 1901.

3 Phragmén, Medd. Vet. Akad. Nobelinst. 5, Nr.22; 1919.

4 Euler w. Jansson, Sitz.-Ber. Akad. d. Wiss. Wien. TT B 138, Suppl. 1929, 1014.

v. Buler, Chemie der Enzyme. II/3. 3
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aktiv in Konzentrationen bis 107%. Als reaktionsvermittelnde Molekiilart
wurde AgOH x H,0, angenommen.

Uber die Frage, welche Molekiilart in Platinsolen die wirksame ist, sind
mehrere Ansichten gedussert worden. Haber! und Verfasser? versuchten
die katalytische Wirkung der Platinsole auf die Bildung von Platin-Sauer-
stoffverbindungen zuriickzufithren. Die Annahme, dass die katalytische
Aktivitit des Platinsols durch einen gewissen Sauerstoffgehalt bedingt ist,
wurde auch spéter oft diskutiert, ohne dass bindende Beweise dafiir gefunden
wurden. Dies gilt auch von einer in diesem Institut von Thoré n3 ausgefiihrten
Rontgenuntersuchung, welche keine Anzeichen von Pt-Oxyden im Koagulat
des Sols ergab.

Die neueren Untersuchungen von P ennycuik* liefern zwar keinen Be-
weis, wohl aber eine Stiitze fiir die Annahme von Pt-Sauerstoffverbindungen
in Pt-Solen.

Es ist bisher nicht gelungen, die Platin-Elektrosole erheblich wirk-
samer darzustellen als nach dem urspriinglichen Verfahren Bredigs. Eine
Hochfrequenzzerstdaubung nach Kraemer und Svedberg5 fiihrte zu Pri-
paraten, welche hochstens doppelt so stark waren als die Bredigs.

Unter spéteren Arbeiten ist eine Studie von MacInnes® zu erwihnen,
besonders aber eine Untersuchung von Rocasolano?; dieser fand, dass die
Reaktionskonstanten mit fortschreitender Zersetzung abnimmt,

Wesentliche Fortschritte wurden erzielt, als katalasedhnliche Wirkungen
an Stoffen studiert wurden, welche dem Enzym chemisch nahestehen.

Man verdankt zunidchst Kuhn und Brann® den Nachweis, dass Hamin
katalatische Eigenschaften besitzt. Den Reaktionskoeffizienten der Hédmin-
katalyse fanden sie mit der Zeit fallend.

Bei Konstanz des Produktes H&éminmenge-Zeit war der Umsatz am
grossten bei kleinster Versuchsdauer. Wurde das Produkt H,0,-Menge - Zeit
konstant gehalten, so wurde ebenfalls bei kiirzester Reaktionszeit der grosste
Umsatz erzielt.

Bald darauf wiesen Euler, Nilsson und Runehjelm? nach, dass
auch Deuterohdmin und Mesohimin katalatisch wirksam sind.

1 Haber u. Gronberg, Zs anorg. Chem. 18, 40; 1898.

2 Buler, Ofvers. Sv. Vet. Akad. Forh. 1900, 267.

3 Thorén, Akademische Abhandlung, Univ. Stockholm; 1930.

4 Pennycuik, JI Chem. Soc. 2600; 1927. — 2108; 1928. — Pennycuik u. Best, Jl
Chem. Soc. 551; 1928.

® Kraemer u. Svedberg, JI Amer. Chem. Soc. 46, 1981; 1924.

$ MacInnes, J1 Amer. Chem. Soc. 36, 878; 1914.

? de Gregorio Rocasolano, C. r. 170, 1502; 1920. — 173, 234; 1921.

8 Kuhn u. Brann, Chem Ber. 59, 2370; 1926.

9 Euler, Nilsson u. Runehjelm, Sv. Kem. Tidskr. 41, 85; 1929.
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Etwa gleichzeitig zeigten die priparativen Arbeiten von Euler und
Josephson!, dass hoch gereinigte Priaparate, welche die Aktivitit Kat.
f = 40 000 ergeben hatten, immer noch messbare Fe-Mengen enthielten, nam-
lich per Gramm Enzympréaparat etwa 3 x 10 8,

Wie sich bald darauf durch die Versuche von Zeile und Ilellstrém?
ergeben hat, ist die Katalase eine Eisen-Porphyrinverbindung, welche mit
einem Proteinrest noch nicht niaher bekannter Art verkniipft ist.

Wie die Katalase so ist auch das Hamin gegen Hydroperoxyd schon in
miissiger Konzentration empfindlich, und zwar anscheinend in noch hoherem

S

0,0052 n H,0, 0,055 n H,0, Y
T, - N 60 /
Minuten ‘ k- 104 Minuten ‘ k- 104 $ / X
{ [ g’”
0 — 0 1 - R w /
10 | 189 10 | 100 S
20 | 166 20 | 17 S
50 17,2 50 5,2 S
l ‘ 1% 0
9% | 168 95 3,3 N /
140 | 14,8 o | 25 <"
190 | 136 190 2,1 e+
240 | 11,7 240 1,9 Relative Himin-Menge
380 | 10,5 380 | 1,9 Abb. 3.

Grad als das Enzym. Die Haminzerstorung wichst natiirlich stark mit der
H,0,-Konzentration. Dies geht aus den beiden obenstehenden Tabellen von
Euler und Josephson?! hervor.

Was den Einfluss der Hédminkonzentration betrifft, so fanden wir bei
kurzer Versuchsdauer eine recht genaue Proportionalitit mit der Reaktions-
geschwindigkeit, wie Abb. 3 zeigt,

in welcher auf der Ordinate die pH—6 |  pH=17
Werte fiir k - 10* angegeben sind. ~ Minuten [ 1 .. 100 Ccem | 100

Andere Eisenporphyrine hat KMnO, KMnO, |
Zeile?® untersucht. Da Meso- | !

. 030 0 4,98 | 4,98
und Deuteroporphyrin, deren | 384 77,8
3 495 | "0 4,82 183

Héamine sich durch starke anfang- 6 492 | 4,76 Py
liche Aktivitdt auszeichnen, sich ;g 4;1 514 i’;‘;z 3:7
von dem Protoporph.yrin durch 40 476 g; 4:65 2,9
eine grossere Basicitdt unter- 60 4,70 ’

scheiden, schien es mdglich, durch

Anwendung eines Héamins, dessen zugrunde liegendes Porphyrin noch stéarker
basisch ist, einen besonderen katalatischen Effekt zu erzielen. Hiamatohdmin
wurde aus Hédmatoporphyrinchlorhydrat und Ferrum reductum dargestellt.

1 Kuler u. Josephson, Lieb. Ann. 456, 111; 1927.
2 Zeile u. Hellstrém, H. 192, 171; 1930. — Zeile, H. 195, 39; 1931.
3 Zeile, H. 189, 127; 1930.

3*
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Die kinetischen Versuche bei pH = 6 und pH = 7 sind in vorstehender
Tabelle zusammengestellt.

,,Offenbar ist die Hinfilligkeit des Hamatohémins gegen H,0, eine sehr
grosse, was sich in verhdltnisméssig geringen Gesamtumsétzen und in raschem
Ausbleichen der Losungen ausdriickt.

Das natiirliche Hédmin nimmt insofern eine Ausnahmestellung ein, als
thm allein eine verhéltnismassig konstante Aktivitit zukommt, bei auf-
fallender Bestdndigkeit gegen Wasserstoffsuperoxyd.

Hamin unterscheidet sich in ihrer katalatischen Wirksamkeit wesentlich
von anderen Eisenverbindungen, und wir! haben versucht, dies darauf zurtick-
zufiihren, dass intermedidr gebildete hohere Oxydationsstufen des Hémins
immer wieder auf den wirksamen Oxydationsgrad zuriickfallen, namlich auf
die Ferrostufe, die auch von Wieland und Franke? als wirksam angesehen
wird.

Hierzu bemerkt Haurowitz®, dass nach seinen eigenen Untersuchungen
sowie nach denen von Hans Fischer, Treibs und Zeile* das Eisen in
Porphyrine nur als Ferroeisen eintreten kann, dass aber die H&émine Ferri-
eisen enthalten. Fischer, Treibs und Zeile haben die labile Ferroporphyrin-
verbindung, H&m, in Krystallen isoliert. Andererseits mochte Verfasser
darauf hinweisen, dass nichts gegen die Annahme spricht, dass ein Redox-
gleichgewicht besteht zwischen Hamin und seinem katalatisch aktiven Anteil.

Man verdankt Haurowitz® den definitiven Nachweis, dass auch Oxy-
hémoglobin vom Pferd deutliche katalatische Wirkungen besitzt, allerdings
sehr viel kleinere als Blutkatalase und etwa von derselben Grossenordnung,
‘wie Protohdmin. Dieser Nachweis erscheint bemerkenswert, weil daraus die
Spezifitat des Proteinrestes der Katalase deutlich hervorgeht. Verfasser halt
die Annahme fiir naheliegend, dass dieser Proteinrest des Enzyms an der
Peroxydspaltung im Sinne der Zweiaffinititstheorie beteiligt ist, indem er die
Affinitat zwischen dem Porphyrineisen und dem Hydroperoxyd beeinflusst.

2, Zeitlicher Verlauf der H;0.-Spaltung durch Katalase.

Die bequeme Methodik und das leicht zu beschaffende Substrat haben
veranlasst, dass die Versuche tiber die Spaltung der Katalase nach Tausenden
gezihlt werden konnen. Sie alle anzufiihren, ist im Rahmen dieses Buches
nicht moglich, und es wire auch kaum niitzlich, da sich verhiltnismissig
wenige Fortschritte aus diesen kinetischen Versuchen entwickelt haben. Be-
ziiglich der alteren Arbeiten mogen einige historische Notizen geniigen.

! Euler, H. Nilsson u. Runehjelm, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi, 10 B Nr 7; 1929.
2 Wieland u. Franke, Lieb. Ann. 457, 1; 1927.

3 Haurowitz, H. 169, 94; 1927.

¢ Fischer, Treibs u. Zeile, H. 195, 2; 1931.

5 Haurowitz, H. 198, 9; 1931.
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Pflanzliche Katalasen. Issajew! untersuchte mit wéssrigen Hefeaus-
ziigen die Spaltung von !/4, mol. Hydroperoxyd bei 25° und fand fir den
monomolekularen Reaktionskoeffizienten auf-
fallend konstante Werte.

Minuten ‘ % -Spaltung | k- 10*

Bei einer Katalase aus dem Pilz Boletus ‘
scaber fand Verfasser? angeniherte Konstanz 0 — —
des Koeffizienten k nur bei Hydroperoxyd- 6 138 107
konzentrationen von 0,01 mol. ab, und zwar 12 a5 | U6
: ’ i 19 37,5 107
be1 0°. 55 68,8 100

Tierische Katalasen. Senter® hat eine
verdienstvolle Untersuchung tber Blutkatalase angestellt und seine Ver-
suchszahlen (Methodik: KMnO,-Titration) nach dem damaligen Stand der
Kinetik ausgewertet.

Konzentration der Ilydroperoxydlosung, 0,01 mol. Temp. 0°.

Minuten . . . . 5 10 20 30 50
0,4343 k-10¢ . 190 192 190 193 194

Dagegen betonen Waentig und Steche?, dass ,,der Reaktionsverlauf der fermentativen
Hydroperoxydspaltung mit aus Blut gewonnenen Fermentlosungen sich im allgemeinen nicht
dem Schema der Reaktionen erster Ordnung anpasst (Titrationsmethode). Die Autoren be-
tonen den Einfluss des Sauerstoffs auf die Katalasewirkung, besonders die Hemmung durch
Ubersattigung.

Schliesslich sei unter den &lteren Arbeitern auf diesemm Gebiet noch
Faitelowitz® erwihnt, der mit Milchkatalase schon bei kleinen Hydro-
peroxydkonzentrationen

und grossen Enzym-

k.10

Minuten . a—x k- 104

-

Minuten a—Xx 1

mengen bei 25° erheb- i

liche Abweichungen vom 0 68,6 ! - 30 | 56,2 L 29
Reaktionsgesetz  erster 10 635 | 33 40 | 539 l 26
Ordntne fand 15 614 | 32 50 534 | 21
nung fand. 20 | 594 31 60 498 23
Unter den ilteren 25 57,8 30 — | = | =

i |

Experimentatoren seien
noch genannt: Kastle und Loevenhart®, A. Bach?, Evans®, Santesson?,
Wo. Ostwald!® sowie Lockemann, Thies und Wichern!!. In diesen

1 Issajew, H. 42, 102; 1904. — 44, 546; 1905.

2 Kuler, Hofm. Beitr. 7, 1; 1905.

3 Senter, Zs physik. Chem. 44, 157; 1903. — 51, 673; 1905.
4 Waentig u. Steche, H. 72, 226; 1911. — Siehe auch 76, 177; 1912.
5 Faitelowitz, Diss. Heidelberg; 1904.

6 Kastle u. Loevenhart, Amer. Chem. J1 29, 397; 1903.

7 A. Bach, Chem. Ber. 38, 1878; 1905. — 39, 1670; 1906.

8 Evans, Biochem. Jl 2, 133; 1907.

? Santesson, Arch. exp. Path. u. Pharm. Suppl. 1908, 469.
10 Wo. Ostwald, Biochem. Zs 10, 1; 1908.

U Lockemann, Thies u. Wichern, H. 58, 390; 1909.
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dlteren Arbeiten hat der Zustand der Lésung den Verlauf der Reaktion in
unkontrollierbarer Weise bestimmt.

Eine neue Epoche trat auch in der Kinetik der Katalase ein, als S. P. L.
Sorensen! durch griindliche Experimente den ausserordentlich grossen Ein-
fluss zeigte, welchen die Acididdt auf Enzymreaktionen ausiibt. Sérensen
selbst hat fiir Katalase die Aktivitats-pH-Kurve gemessen, und damit die
alteren, aber viel weniger scharfen Beobachtungen von J. Jacobsen? iiber
die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Aciditét der Losungen
zu einer wertvollen Grundlage fiir die neuere Kinetik ausgestaltet. Die Ver-
suche von Sérensen an Leberkatalase, welche zu einem Optimum bei pH = 6,8
gefithrt haben (Titrationsmethode), findet man in der grundlegenden Arbeit
dieses Forschers (l. c.), auf welche hier verwiesen sei.

Bald darauf hat Michaelis mit Pechstein® die Kinetik der Katalase
ebenfalls unter genauer Beriicksichtigung der Aciditit untersucht; seine
Versuchszahlen hat er zur Stiitze seiner Theorie verwendet, nach welcher die
Katalase als ein Ampholyt mit einer Sauredissoziationskonstante von K, =
2,88-107% und einem isoelektrischen Punkt von 4,31 - 107 ¢ [H"] zu betrachten ist.
Danach kommt die enzymatische Aktivitit der Katalase in gleicher Weise
thren Anionen und ihren unelektrischen Teilchen zu?.

Sehr wertvoll waren die Befunde von Michaelis und Pechstein iiber
den starken Einfluss, welchen die Neutralsalze auf die Wirkung der Katalase
ausiiben. Diese Wirkung ist ihrerseits abhingig von der Aciditit der Losung.
»,Das hemmende Agens der Neutralsalze sind ihre Anionen, und zwar in der
Reihenfolge SO,, Cl, Acet. NO,.

Ein grosses experimentelles Material tiber die Kinetik der Katalase hat
auch S. Morgulis® beigebracht. An Leberkatalase, deren Reinigungsgrad
nicht néher definiert ist und wohl auch nicht besonders hoch war, fand Mor-
gulis, dass der Verlauf der Spaltung des Hydroperoxyds durch Katalase je
nach der relativen Menge dieser beiden Substanzen in der Reaktionslosung
variiert. Sind solche Mengen von Substrat und Katalase vorhanden, dass
eine optimale Spaltung des Hydroperoxyds statthat (70%), so schliessen sich
die Zahlen der Formel fiir eine bimolekulare Reaktion an,

1 a
k_zt—:.a,—x.

Der erwahnten Arbeit sind die folgenden Zahlen entnommen, welche
fiir pH = 7 und fir einen Spaltungsgrad von 79% gelten.

1 8. P. L. Sorensen, Biochem. Zs 21, 201 und zwar 284; 1909.

2 Jacobsen, H. 16, 340; 1892.

3 Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs 53, 320; 1913.

1 An der Aciditatsfunktion der katalatischen Vorgiinge ist, wie Verfasser frithzeitig betont
hat, die Fahigkeit des Hydroperoxyds zur Salzbildung beteiligt, entsprechend der von Bredig
gemessenen sauren Dissoziationskonstante K, dieses Stoffes.

5 S. Morgulis, J1 Biol. Chem. 47, 341; 1921.
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Ist dagegen im Verhaltnis Zl'll' ) cem entwiekelter Sauerstoff
benutzten Hydroperoxydmenge die ~ Minuten j————— o} k- 104
R .. beobachtet | berechnet
Katalasemenge im Uberschuss, so
kann der Exponent n der FFormel 5 65,1 65,8 7.0
dx/dt =k (a—x)" 10 95,3 95,3 7,1
kontinuierlich alle Werte zwischen 15 114,3 1124 7,5
9 d1 I d d 20 125,2 122,8 7,5
un anne men', S0 a'ss .er 25 130.9 130.4 72
Verlauf der Reaktion schliesslich 29 133,9 135, 9 6,9
monomolekular wird. 34 136,1 140,2 6,3

Nach Morgulis? gilt

die monomolekulare Formel, wenn der Spaltungsgrad des Hydroperoxyds 95—100% ist,
die Formel fiir eine 1,5 molekulare Reaktion beim Spaltungsgrad 89—94% und
die Formel fiir bimolekulare Reaktionen beim Spaltungsgrad 65—85%.

Eine eingehendere Wiedergabe der Belegzahlen fiir solche Beziehungen diirfte kaum not-
wendig sein.

Eine bemerkenswerte Untersuchung iiber die Kinetik der Katalase ver-
dankt man Rona und Damboviceanu®. Aus derselben geht ebenfalls
hervor, ,,dass bei konstanter Hydroperoxydkonzentration die Grosse der
Spaltung von der absoluten Menge der Katalase abhingig ist. Je nach dem
gegenseitigen Mengeverhaltnis Ferment-H,0, ist der Gang der Reaktion ver-
schieden: monomolekular bei Spaltung des grissten Teils des H,0,, bimolekular
bei Spaltung zwischen etwa 60—80%.*

Der Spaltungsverlauf ist, abgesehen von der Aciditdt, noch von vielen
Faktoren abhingig, z. B. Herkunft und Reinheitsgrad des Enzyms, so dass
es sich nur schwer entscheiden ldsst, in welchen Konzentrationsbereichen
die eine oder andere Reaktionsformel genau gilt. Die Katalasewirkung kann
iibrigens bei Verwendung von 0,01 n-Hydroperoxydlgsung bei 0° immer
ermittelt werden.

Aus den zahlreichen Arbeiten, welche Aciditidt, Salzgehalt usw. bertick-
sichtigt haben, geht hervor, dass sich eine Konstante erster Ordnung berechnen
ldsst, wenn man bei 0° mit Hydroperoxydkonzentrationen arbeitet, welche
0,01 mol. nicht iibersteigen.

Unter solchen neuen Arbeiten, welche einen Beleg fiir diesen einfachen
Verlauf der Katalasewirkung beibringen, sei nur diejenige von K. und 8. Myr-
back erwahnt, welcher wir die folgenden Zahlen (s. Tabelle S.40) entnehmen.

Maximowitsch und Awtonomowa? erkannten die katalatische Spal-
tung des Hydroperoxyds ebenfalls als eine Reaktion erster Ordnung.

Die Abweichungen vom einfachen monomolekularen Reaktionsverlauf,
besonders der starke Abfall der Reaktionskoeffizienten erster Ordnung bei
hoheren Substratkonzentrationen riihren zweifellos im wesentlichen davon

1 Morgulis, Ergebn. d. Physiol. 23, 308; 1924.
2 Rona u. Damboviceanu, Biochem. Zs 134, 20; 1922.
3 Maximowitsch u. Awtonomowa, H. 174, 233; 1928.
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her, dass der Katalysator vom Substrat angegriffen und inaktiviert wird.
Diese Einsicht ist schon vor lingerer Zeit gewonnen worden und allge-

mein  durchgedrungen;
Tabelle nach K. und 8. Myrbick, Sv. Bryggarefor. 1920 hat Y amasakil die

Ménadsbl. 1931. .
Katalasewirkung rech-

Malz H,0, | Minuten |ccm KMnO,| k-10° nerisch unter der An-
nahme behandelt, dass
Griinmalz. . . | 0,0075 0 8,4 —_ die Spaltung des Hydro-
3,5 222 gi peroxyds und die In-
18 2,3 392 aktivierung der Katalase
0,015 0 15,0 _ gleichzeitig verlaufende
3,3 11,5 35 Vorgénge sind, deren Ge-
8,5 7.7 34 schwindigkeitskonstan-
18 3,9 33

ten k und k' in einem

Trockenmalz . | 0,0045 2 Z’g 2: konstanten  Verhéltnis
| 9 3:() 25 zueinander stehen.
13 2,5 23 Er bezeichnet die
0,009 0 9,2 — Konzentration des Hy-
.6 6,5 25 d ds mit C. di
9 55 25 droperoxyds mit C, die-
13 4,6 23 jenige der Katalase mit
0,016 0 17,9 — E, und setzt
4 145 23 —dE/dt  k
8 11,2 26 —dcjdt k¥
12 9,2 24 5
was besagen wiirde, dass
0,032 0 34,4 — die Katal T
4 974 25 1e a’?a a.se I.Ill' elne‘r
8 22,4 23 Geschwindigkeit inakti-
12 18,8 22 viert wird, welche zur

Spaltungsgeschwindig-
keit des Hydroperoxyds in einem konstanten Verhiltnis steht.

Diese These von Yamasaki, der sich offenbar auch Morgulis (Ergeb-
nisse, 1924) anschliesst, ist 1927 von Nosaka? aufgenommen worden, und
zwar hat er die Formel von Yamasaki an Blutkatalase (mit der Permanganat-
titration) gepriift. Die dabei verwendeten Hydroperoxydkonzentrationen
waren 0,009—0,086 n.

Nosaka kommt zum Resultat, dass ,,die chemische Kinetik der Katalase
sich im allgemeinen bei verschiedenen Versuchstemperaturen nicht der Glei-
chung erster Ordnung, sondern ziemlich genau der Gleichung von Yamasaki
anpasst’, er findet bei variabler Enzymmenge keine strenge Proportionalitit
zwischen Katalasekonzentration und k. Diese nimmt nach Nosaka schneller

1 Yamasaki, Tohoku Imp. Univ. Science Rep. 9, 13; 1920.
2 Nosaka, Jl of Biochemistry, Japan, 8, 275; 1927.
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zu als der Enzymmenge entsprechen wiirde; er stellt diese Verhiltnisse durch
die Gleichung dar:

kl - El m = 1,07
R

EZ

Serum beemnflusst die Iydroperoxydspaltung nicht, hemmt aber die
Zerstorung der Katalase.

In manchen Fillen mogen nach Nosakas Befund dic Voraussetzungen
von Yamasaki und seine oft zitierte theoretische Entwicklung zutreffen.
Der Verfasser dieses Kapitels hat sich aber nicht davon tberzeugen koénnen,
dass die Formeln Yamasakis eine allgemeinere Giiltigkeit besitzen; vielmehr
werden in der Regel die Geschwindigkeit der H,0,-Spaltung (k;) und die
Geschwindigkeit der Katalase-Inaktivierung (k,) von physikalischen und
chemischen Einflissen ganz verschieden verdndert. Verschiedene Katalasen
verhalten sich in dieser Hinsicht ungleich; hierzu sei auch auf eine Unter-
suchung von Rotini? verwiesen.

Freilich konnten die Hydroperoxydspaltung und die Katalase-Inakti-
vierung gekoppelt sein, etwa dadurch, dass die Katalase durch eine Reaktions-
komponente bzw. ein Zwischenprodukt der Peroxydspaltung reduziert wird.
Reaktionskoppelungen @hnlicher Art sind ja schon ofters in Betracht gezogen
worden, in neuester Zeit von Haber und Willstéitter (vgl. S. 31).

3. Beziehungen der Reaktionsgeschwindigkeit zu Enzym- und
Substrat-Konzentration.

An der Pilzkatalase aus Boletus scaber hat Verfasser eine angeniherte
Proportionalitdt zwischen Reaktionskonstante k und Enzymkonzentration
[E] gefunden, das Verhiltnis k:E nimmt ein wenig mit steigender Enzym-
konzentration zu, wie aus folgenden Zahlen hervorgeht:

Relative Katalasemenge, [E] . . . . 3 4 5
Reaktionskonstante k. 10* . . . . . 107 147 193
k-10%:[E] .. ... ... . ... 36 37 39

Mit Blutkatalase hatte sich eine &hnliche Proportionalitit bereits Dbei

den Versuchen von Senter (l. c.)

goueigh. —— TR
Auch bei Versuchen von Hen - 0 1 U Ba /(E]
nichs? aus dem Stockholmer Insti- 1
tut sieht man die Proportionalitit 1 21 x
. . 5

zwischen Reaktionskonstante und Z 132 ! g(;
Katalasekonzentration bei 0° er- 8 291 ' 28
fillt, und zwar sogar in einer 12 372 ‘ 31

-« 16 442 28
Hydroperoxydlésung, welche 0,01 n 2 556 | 29

etwas tibersteigt (0,01162 n). ‘

! Rotini, Giornale di Chim. Ind. ed Applic. 14, 456; 1932.
2 Hennichs, Biochem. Zs 145, 286; 1923.
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Schliesslich fand Myrbéack bei Arbeiten mit Malzkatalase Proportionali-
tat zwischen Reaktionskonstante und Enzymkonzentration unter gewissen
Bedingungen anndhernd erfiillt.

In anderen Fillen zeigte sich eine Zunahme des Quotienten k: [E], so
z. B. bei Versuchen von Michaelis und Pechstein, Morgulis sowie Rona
und Damboviceanu. Letztere Forscher! geben folgende Versuche an
(Versuch 9):

Von einer Enzymlésung werden 100, 50, 25 und 12,5 cem genommen, dann je 50 ccm
1 prom. H,0,-Lésung, 10 ccm Acetatgemisch (pH = 6,09) zugefiigt. Jede Probe mit destilliertem

w4 T N

) ach6 o

§,3,y " Nach ccm Enzymlosung

8 /4 3 Minuten [ 100 | 50 | 25 | 125

8 20 =~ 520

Sw 7 20 2,0 1,0 0,55 0,15

& 30 2,55 L3 0,65 0,35

S oF 573 45 | 32 18 | 09 | 050
Fermentmengen 60 3,65 1,9 1,15 0,60

Abb. 4.

Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Die Zahlen bedeuten zersetztes H,0, in Kubikzentimeter n/20
KMnO,.

In diesem Versuch verhielten sich die Zeiten fiir die gleiche gespaltene
Hydroperoxydmenge (s. Abb. 4) wie 1 : 2,5 : 5,5 : 12,5, wenn sich die Enzym-
mengen verhielten wie 1:0,5: 0,25 : 0,125. Daraus ergibt sich also das
Produkt Reaktionszeit X Enzymmenge = 1, 1,25, 1,37, 1,56.

Der Versuch zeigt aber ferner, dass — entsprechend den Angaben Mor-
gulis — fiir dieselben Zeiten die zersetzte H,0,-Menge eine lineare Funktion
der Enzymmenge ist. Graphisch sind diese Verh#ltnisse in Abb. 4 wieder-
gegeben.

‘Reaktionsgeschwindigkeit und Hydroperoxydkonzentration.

Wie bereits oben erwihnt wurde, zerstéren grossere Hydroperoxydmengen
die Katalase und die unter solchen Umstéinden ermittelten Reaktionskoeffi-
zienten konnen also nicht ohne weiteres zur Beurteilung tiber die Beziehung
zwischen Reaktionskonstante und Substratkonzentration verwendet werden.

Betrachtet man die Wirkung der Katalase als einfache Spaltungskatalyse,
so muss dem Massenwirkungsgesetz zufolge k von der H,0,-Konzentration
unabhiéngig sein. Dies ist im allgemeinen bei enzymatischen Katalysen
nicht der Fall.

Affinitit zwischen Katalase und Hydroperoxyd. Wie S.382 erwihnt,
legen wir der Kinetik der Katalase wie derjenigen der iibrigen Enzyme ausser
dem Massenwirkungsgesetz das Prinzip zugrunde, dass der zeitliche Verlauf
der Substratspaltung in erster Linie durch die Konzentration des reaktions-

! Rona u. Damboviceanu, Biochem. Zs 134, 20; 1922.
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vermittelnden Molekiils Enzym-Substrat bestimmt wird, Nachdem die Reini-
gung der Katalase zuerst durch die Arbeiten von Hennichs (l. ¢.) und dann
besonders von Euler und Josephson gentigend fortgeschritten war, wurde
die Affinitatskonstante zwischen Katalase und Hydroperoxyd gemessen.
Die beiden folgenden Abb. 5 und 6, welche den Verlauf der Aktivitits-[S]-
Kurve zeigen, sind der Arbeit von Euler und Josephson! entnommen (l.c.,

S.13).

Bei den Berechnungen mussten, um den Einfluss der Enzymzerstorung moglichst auszu-
schalten, die auf die Zeit 0 extrapolierten Reaktionsgeschwindigkeiten benutzt werden. Es
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Abb. 5. Abb. 6.

wurden dann die aus den Versuchsdaten graphisch konstruierten Aktivitats-[S]-Kurven ver-
wertet. Aus dem Verlauf der Kurven wurde durch Probieren die theoretische Maximalgeschwin-
digkeit (bei dissoziationsfreier Bindung zwischen Enzym und Substrat) ausgewahlt, welcher
sich die ideale Aktivitiits-[S]-Kurve asymptotisch nihern sollte, wenn die durch die Hemmung
und Zerstorung des Enzyms bei den hoheren Substratkonzentrationen bedingten Abweichungen
der experimentellen Kurve von der theoretischen Kurve nicht vorhanden ware. Der Schnitt-
punkt der Kurve mit der Ordinate 0,5 ist dann als Mass der Dissoziationskonstante Ky, = 1/Ky
zu betrachten.

Indem die Aktivitits-[S]-Kurve als Dissoziationsrestkurve aufgefasst
wurde, haben wir aus 8 verschiedenen Versuchsreihen mit 2 Enzympriparaten
die Affinititskonstante der Katalase-Hydroperoxydverbindung zu Ky =
etwa 40 berechnet.

Ein weiterer Fortschritt ergab sich aus dem Resultat, dass die Affinitit
des Hydroperoxyds zum Himin von der gleichen Grossenordnung ist wie
die zu der Katalase.

Durch orientierende Versuche wurde zunichst das Konzentrationsgebiet
festgestellt, in welchem die Reaktionsgeschwindigkeit der Hydroperoxyd-
spaltung mit der Substratkonzentration variiert. Die folgende Tabelle gibt
eine definitive Versuchsserie mit wechselnden Substratkonzentrationen und
einer Haminkonzentration von 0,87 mg in 100 ccm. Es sind nur die aus einer
Messungsreihe extrapolierten Werte der Anfangsgeschwindigkeit angegeben.

1 Euler u. Josephson, Lieb. Ann. 456, 111; 1927.
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Aus diesen Werten ist die Aktivitdts-[S]-Kurve konstruiert, welche wir
in Abb.7 finden. Aus der Kurve ldsst sich die Substratkonzentration ent-
nehmen, bei welcher die Hidmin-Hydroperoxydverbindung zur Héilfte disso-
ziiert ist; wir finden sie zu 0,0072 Mol. H,O,. Somit betrigt die Dissoziations-
konstante K,, der Hdmin-Hydroperoxydverbindung 0,0072; die Affinitéts-
konstante Ky hat den inversen Wert 1/K,,, = 140. Entgegen der Erwartung

5 findet man also die Affinitat des Hydro-
| peroxyds zu Hémin etwa 3,5mal grosser
X4 als zur Katalase.
N .
N / L 45
N / ' Hz?z' . k- 10t Relative Anfangs-
S 3 L Konzentration _ geschwindigkeit
§ /0 { [S]- 10° extrap. auf t=0° K- [S] 2- 105
9 N |
L1/
:Q\ 2 d : 2’0 38 1’5
& / . | W ~a0072 2,6 39 2,0
£/ | Py~ 41 32 2,6
N - 5,2 27 2,8
& ! 6,7 25 3,4
! 7.8 24 3,7
0/5/ 6002 0,004 4006 4,008 4070 G072m 1y Gy 10,3 20 4,0
Abb. 7.

Diesem Ergebnis wurde schliesslich noch ein vertiefter Inhalt gegeben,
als durch Zeile und Hellstrom?! gezeigt werden konnte, wie nahe die Kata-
lase, ihrer chemischen Natur als Eisenporphyrin nach, dem H#min steht.

Dadurch werden die iber Katalasewirkung bekannt gewordenen Tat-
sachen mit den Erfahrungen iiber die Kisenkatalase bei Oxydationsprozessen
verkniipft. Besonders wire hier daran zu erinnern, dass nach Wieland und
Franke? Fe! durch Komplexbildung mit dem Substrat vor der Oxydation
zu Fe™ eine Zeitlang geschiitzt bleibt, so dass es das wohl ebenfalls eingelagerte
Hydroperoxyd zur Oxydation des Substrates aktiviert®.

V. Einfliisse auf das Enzym in vitro (K. Zeile).
1. Physikalische Einfliisse.
a) Mechanische Einwirkungen.

Von Wieland?® werden Inaktivierungen des Enzyms, die durch Schiitteln
verursacht sind, beschrieben; Durchleiten von indifferenten Gasen ist von
demselben Effekt begleitet. Auch Evakuierung ruft Inaktivierung hervor,
desgleichen Druckerhohung. Diese letztere Inaktivierung wurde aber rever-
sibel gefunden; man wird sie mit Wieland als eine Blockierung der Enzym-

1 Siehe auch Euler, Zeile und Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74; 1930.

2 Wieland u. Franke, Lieb. Ann. 464, 101; 1928. — Siehe hierzu auch A. Bach (Chem.

Ber. 65, 1788; 1931), Bildung eines sehr labilen, aktiven Peroxyds, etwa R - FeOOH.
3 Wieland, Lieb. Ann. 445, 181; 1925.
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oberflache mit Gasmolekiilen deuten, wahrend die vorgenannten Inakti-
vierungserscheinungen ihre Ursache in Dispersitatsdnderungen haben miissen.
Der ganze Komplex von Erscheinungen wurde von Wieland an Ochsenleber-
katalase beobachtet; an Pferdeleberkatalase haben sich keine Anhaltspunkte
fir ein &hnliches Verhalten ergebenl. Katalaselosungen aus Pferdeleber
kénnen ohne Aktivitdtsverlust im Vakuum eingeengt werden.

b) Temperatur.

Allgemeines. Der Einfluss der Temperatur auf den Ablauf der katalati-
schen Reaktion ist, wie im allgemeinen Teil dieses Werkes ausfiihrlich behan-
delt, die Resultante aus einer reversiblen Aktivititssteigerung mit steigender
Temperatur nach Art der allgemein bekannten Steigerung der Reaktions-
geschwindigkeit bei Temperaturerhghung, und einer irreversiblen Schédigung
des katalatischen Vermogens, verursacht durch thermische Enzymzerstorung.

Als Mass fiir die erstgenannte Reaktionsbeschleunigung bei Temperatur-

: . L . .
zunahme dient der sog. Temperaturkoeffizient: —tk—]“, der angibt, wie-
t

vielmal die Reaktionsgeschwindigkeit in einem im allgemeinen noch néher
zu bezeichnenden Temperaturintervall von 100 zunimmt; oder die Arrhenius-
sche Konstante, die auf folgende Weise mit den Reaktionskonstanten k; und k,

bei den Temperaturen T; und T, verkniipft ist:

Q=T

ky=k;-¢ T T
Obwohl die Temperaturabhéngigkeit der enzymatischen Reaktionen im
allgemeinen nicht iiber grossere Temperaturbereiche der Arrheniusschen
Formel folgt (vgl. L. Teil, 8. 278), sind die Zahlenangaben fiir Katalase hiufig
auf diese Formel bezogen. Da gewthnlich nur Temperaturbereiche zwischen
00 und 20° zur Messung herangezogen wurden, sind die erhaltenen Werte
aber doch unter sich vergleichbar. Die Beschrinkung auf einen niedrigen
Temperaturbereich, wo die Thermoinaktivierung des Enzyms noch vernach-
lassigt werden kann, ist zugleich eine notwendige Voraussetzung fir die

Bestimmung des Temperaturkoeffizienten.

Senter? fand fiir die Blutkatalase zwischen 0° und 10° eine Arrhenius-
Konstante von 6200 (Temperaturkoeffizient 1,5), Nordefeldt im Stockholmer
Laboratorium in Ubereinstimmung damit 6100 + 100 (Temperaturkoeffi-
zient 1,4) fiir Fettkatalase3. Fiir Malzkatalase wurde von Matsujamat
zwischen 0° und 59 eine Konstante von 5535, bis 200 jedoch nur zu etwa 2600
gefunden. Dieses Beispiel zeigt deutlich das Abweichen von der Arrhenius-

1 Euler u. Josephson, Lieb. Ann. 452, 173; 1927.
2 Senter, Zs physik. Chem. 44, 257; 1903.

3 Nordefeldt, Biochem. Zs 109, 236; 1920.

4 Matsujama, Biochem. Zs 213, 123; 1929.



46 Die Katalasen.

Formel. Zwar findet Soehngen? fiir die Temperaturabhéngigkeit der Hefe-
katalase konstante Q-Werte bis 509, allein, man kennt die oft betrichtliche
Aktivititssteigerung der Hefekatalase beim Erhitzen, die je nach der Rasse
verschieden ausgeprigt sein kann, so dass in diesem Fall mit einer zufilligen
Ubereinstimmung mit der Formel zu rechnen ist.

Merl? findet an Mehlkatalase zwischen 0 und 30° den Temperaturkoeffi-
zienten fir 10° zu 1,5, was einer Arrhenius- Konstante von 6200 ent-
spricht.

Yamasaki® bestimmte den Temperaturkoeffizienten der Blutkatalase
zu 1,28; in Ubereinstimmung damit den pflanzlicher Katalasen zu 1,21. Zwi-
schen 0° und 20°1st nach Nosaka * der Temperaturkoeffizient fiir Blutkatalase
1,49, fiir Leukocytenkatalase (0—18% nach Sterns 1,3.

Beim Vergleich der Temperaturkoeffizienten mit dem anderer Reaktionen
(siehe Tabelle 2, I. Teil, S.277) fallt ohne weiteres der geringe Temperatur-
koeffizient der katalatischen Reaktion auf, was hier nochmals besonders
hervorgehoben sei.

Der zeitliche Verlauf der Inaktivierung eines Enzyms bei gege-
bener Temperatur wird unter der Voraussetzung der Giiltigkeit einer mono-
molekularen Reaktion wiedergegeben durch die Formel:

1 E
ke=+-1n Ty’
worin E die Anfangskonzentration des Enzyms, y die Konzentration nach
der Zeit t bedeutet. (Vgl. I. Teil, S. 246.)

Hennichs® fand die Inaktivierung dieser Formel folgend, unter Annahme
zweler Katalasemodifikationen mit Werten fiir k, von 0,0534 und 0,0020,
doch haben sich fiir die Annahme zweier Modifikationen keine weiteren sicheren
Anhaltspunkte ergeben. Auch Morgulis? findet die Zerstérung zwischen
55% und 60° als monomolekulare Reaktion.

Senter (L. c.) findet fiir die Inaktivierung der Blutkatalase erhebliche
Abweichungen von der Formel der monomolekularen Reaktion; nach seinen
Messungen nimmt k, stark ab (vgl. I. Teil, S. 249). Auch Matsujama (I. c.)
findet fiir Malzkatalase &hnliche Abweichungen des Wertes k,. Als Beleg
1st ein Beispiel aus seiner Tabelle 6 angefiihrt.

Nach Soehngen (1. c.) folgt auch die Inaktivierung der Hefekatalase

nicht einer monomolekularen Reaktion.

1 Soehngen, Tidschr. v. vergel. geneesk. 10, 151; 1924.

2 Merl, Zs Unt. Nahr. 42, 273; 1921.

3 Yamasaki, Sci. Rep. of Tohoku Univ. 9, 13; 1921. Ber. ges. Phys. 10, 118.
4 K. Nosaka, Jl of Biochem. 8, 301; 1928.

5 K. G. Stern, H. 204, 259; 1932.

6 Hennichs, Biochem. Zs 171, 314; 1926.

7 Morgulis, Beber u. Rabkin, J1 Biol. Chem. 68, 535; 1926.
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¢) Die Temperaturabhiingigkeit des Inaktivierungskoeffizienten k.,
also die Steigerung der Zerstorungsgeschwindigkeit des Enzyms mit steigen-
der Temperatur wurde von Nakamura!l

an Hefekatalase im Stockholmer Institut Tabelle 6.

studiert. Fiir den Fall, dass auch hier die Min, | k, 40° | Min. k, 420
Arrheniussche Formel gelte, ist die | |
Konstante Q fiir 50° zu 45000 zu setzen. 30 4,6 35 ‘ 7.1
Wiirde aber nach dieser Formel die Zer- 60 | 37 60 57
storungsgeschwindigkeit bei 179 errechnet % ‘ 32 100 1 47

werden, so wire eine etwa 200000 mal
grossere Stabilitdt bei Zimmertemperatur zu erwarten als sie tatsichlich
beobachtet wird. Es miissen demnach bei Zimmertemperatur noch andere
als thermische Wirkungen an der Katalasezerstorung beteiligt sein und es
liegt nahe, enzymatische Vorginge dafiir verantwortlich zu machen. Darauf
wird unten noch zurtickzukommen sein.

Matsujama hat fiir Malzkatalase k,-Werte bei verschiedenen Tempera-
turen erhalten, die in der folgenden Tabelle aufgefiihrt sind.

Die Totungstemperatur, definiert als diejenige

. . . Tabelle 7.
Temperatur, bei welcher das Enzym in wissriger e

Losung ohne Beisein von Substrat bei optimalem — Tempe- |\ o1 o
. . . . - ratur ¢ N
pH nach 60 Minuten die Hélfte seiner Aktivitit
verliert, wurde von Matsujama bel etwa 40° 300 0.6 2
gefunden, 350 1,6 5,3
. . 0 4
Grundsitzlich verschieden von den eben er- igﬂ 1‘11’3 ;g’g
wahnten Angaben iber den Ablauf der Enzymzer- 500 16:3 54.3
storung sind die Befunde von Yamasaki? zu wer- 550 22,2 74,0
ten, der die Enzymzerstorung bei steigender Tem- 60¢ 30,0 ] 100,0

peratur in Gegenwart von H,0, verfolgt. Die vor-  Erhitzungsdauer 60 Minuten.
] . Einstiindige Erhitzung auf 60°
genanuten Untersuchungen dagegen befassen sich bewirkt e -
) o . ewirkt eine Inaktivierung von
alle mit der Inaktivierung des Enzyms durch reine 100%.

Temperaturwirkung bei Abwesenheit von Substrat.
Er driickt die Spaltung des H,0, aus durch ":d%g = KEC und die Zer-

stérung des Enzyms durch :(T(tE = K'EC, wo C die Konzentration des 1,0,
E die des Enzyms bedeutet; K ist die Reaktionskonstante der HyOp-Zersetzung
und K’ die der Enzymzerstorung. Der Temperaturkoeffizient der H,0,-Zer-
setzung wurde, wie auf S.46 angegeben zu 1,21 bzw. 1,28 gefunden, der der
Enzymzerstorung bei verschiedenen Pflanzenkatalasen zu 1,40 und 1,85. Nach
Nosaka (L. c.) ist der Temperaturkoetfizient der Zerstérung von Blutkatalase
in Gegenwart von Hy,0, 2,22.

1 Nakamura, H. 139, 140; 1924.
2 Yamasaki, Ber. ges. Phys. 10, 118; Sci. Rep. Tohoku Imp. Univ. 9, 13, 59; 1921.
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Ausser den bisher besprochenen Ergebnissen, in denen der Versuch zu
erblicken 1ist, Temperatureinflisse auf die Katalasewirkung zahlenméssig
zu erfassen, finden sich zahlreiche mehr qualitativ gehaltene Angaben tiber
diesen Gegenstand, von denen einige hier erwdhnt seien.

Battelli und Stern! fanden die Blutkatalase der verschiedenen Tiere
gegen Erhitzen auf 63° verschieden empfindlich. Menschen- und Affenblut,
wahrend einer halben Stunde auf diese Temperatur erhitzt, enthielt noch
Katalase, wiahrend zahlreiche andere Blutarten sich vollig inaktiv zeigten.

Tsuchihashi? fand an einem gereinigten Préparat von Blutkatalase
eine Schiadigung von etwa 20 % bei 30° in 45 Minuten. Walling und Stoland?
fanden zwischen —2° und 44° die O,-Entwicklung durch Blut von Hund,
Katze, Kaninchen, bisweilen auch vom Menschen umgekehrt proportional
der Temperatur. Okey* fand eine sehr hohe Empfindlichkeit der im Gesamt-
blut erwiarmten Katalase.

Nach Liebermann® wird Malzkatalase schon bei 30° stark geschwécht,
Mehlkatalase hat nach Merl® ihr Wirkungsoptimum bei 40°. Virtanen?
fand Bakterienkatalase schon gegen 20° empfindlich, Waentig und Steche?®
konstatierten an Pilzkatalase bei 30° iiberhaupt keine Wirkung mehr. Einige
weitere Angaben, siehe Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen,
Bd. II, S.1837.

Aus der Uberlagerung der Temperaturkoeffizienten der enzymatischen
Reaktion und der Enzymzerstorung ergibt sich ein scheinbares Temperatur-
optimum bei 2° 9 wihrend das wahre Optimum fiir Blutkatalase bei 40°
liegt 10,

Trockenpriparate sind gegen Temperatureinwirkungen ziemlich resistent,
nach Erhitzen auf 1409 fand Mer! (1. c.) noch geringe Wirkung.

Der Einfluss der Aciditdt auf die Thermostabilitat ist wie bei
den Enzymen ganz allgemein auch bei der
Katalase von wesentlicher Bedeutung.
So fand Matsujama (l. c.) bei pH 7,2,
also wenig gegen das bei pH 7,4 liegende
Wirkungsoptimum verschoben, ein aus-

Erhitzung: 60 Minuten auf 40°, k = Reak- gepriigtes Stabilititsmaximum der Malz-
tionskonstante der erhitzten Léosung. katalase (S Tab 8)

Tabelle 8.

pH 67 | 7,0 | 74 | 719 | 82
k-100]| 50 | 59 | 58 | 47 | 30

! Battelli u. Stern, Asher-Spiro 10, 531; 1910.

2 Tsuchihashi, Biochem. Zs 140, 63; 1923.

® Walling u. Stoland, Am. JI Phys. 66, 503; 1923.
¢ Okey, Am. Jl Phys. 62, 417; 1922.

5 Liebermann, Pfliig. Arch. 104, 176; 1904.

¢ Merl, Zs Unt. Nahr. 42, 273; 1921.

? Virtanen, Biochem. Zs 161, 16; 1925.

8 Waentig u. Steche, H. 76, 177; 1911.

9 Morgulis, J1 Biol. Chem. 72, 91; 1926.

1 Nosaka, J1 of Biochem. 8, 301; 1928.
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Nach Morgulis! nimmt von pH 8 nach der sauren Seite hin die Stabilitéat
ab. Bei 659 erfolgt unabhéngig vom pll augenblicklich Inaktivierung.

Auffallend 1st, dass die Stabilitit der Katalase durch Verdiinnung bis-
weilen erheblich vermindert wird. Hennichs (l. c¢.) hat dieses Verhalten mit
nachfolgender Tabelle illustriert. Eine Enzymlosung wurde bei optimalem
pH 60 Minuten auf 60° in verschieden verdiinnter Losung erhitzt:

Ahnliche Verhiltnisse fand Matsujama (1. c.)

. . Tabelle 9.
bei Malzkatalase. Bei Verdinnung auf das 4fache

wird nach seinen Angaben der Inaktivierungskoeffi-  Verdiinnung Resta kt;Vitét

zient etwa verdoppelt. -
Auch findet man besonders in verdiinnten Blut- i ? 0 22’;

losungen eine rasche Abnahme der Aktivitit2. 1. 25 24:3

Diese Erscheinung der Stabilititsverminderung
beim Verdiinnen, die tibrigens auch beim Ptyalin beobachtet wurde, findet
ithre néchstliegende Erklarung in der Annahme, dass bei der Verdinnung die
Konzentration eines Schutzstoffes vermindert wird, wie dies bereits im I. Teil,
S. 529 diskutiert ist.

Hitzeaktivierung. Die auffallende Erscheinung, dass die katalatische
Wirkung von Hefezellen durch Erhitzen erheblich gesteigert werden kann
und ihre Diskussion ist bereits im Allgemeinen Teil ausfithrlich behandelt
worden, so dass hier der Hinweis geniigen moge. In anderem Zusammenhang,
namlich bei der Besprechung der aktivierenden Wirkung von Protoplasma-
giften wird nochmals darauf zuriickzukommen sein.

Hier seien noch einige iltere Angaben notiert, die auf diese Erscheinung
keinen Bezug nehmen, vielleicht weil die beniitzten Heferassen sich anders
verhalten — an Sacch. Thermantitonum® konnte keine Ilitzeaktivierung
festgestellt werden —, oder weil nicht die optimalen Bedingungen eingehalten
waren. Jorns* fand zwischen 0° und 50° keine Anderung der Aktivitit,
bei 60° Schwichung, bei 68—72° Zerstorung; Issajew? konstatierte noch
Wirkung bei 90°, Optimum 40°.

Auch an Blutkérperchen wurde von Euler und BorgenstamS$ eine
Hitzeaktivierung beobachtet, doch trat hier der Effekt nicht so stark wie
bisweilen bei Hefe hervor. Beim Erhitzen einer Pferdeblutkorperchenemulsion
auf 57° wihrend 80 Minuten wurde eine Steigerung auf 170% erzielt.

1 Morgulis, JI Biol. Chem. 77, 115; 1928.

2 Steppuhn u. Timofejewa, Biochem. Zs 146, 108; 1924. — Kultjugin, Biochem. Zs
167, 241; 1926; 211, 131; 1929.

3 Kuler u. Laurin, H. 106, 312; 1919.

4 Jorns, Arch. f. Hyg. 67, 134; 1908.

5 Issajew, H. 42, 102; 1905.

% Fuler u. Borgenstam, Biochem. Zs 102, 124; 1920.

v. Ruler, Chemie der Enzyme. I11/3. 4



50 Die Katalasen.

Nosaka?', der ebenfalls beim Erwdrmen auf 45° eine Aktivitidtserhohung
feststellte, fiihrt den Effekt auf Hamolyse zuriick.

Kryolabilitit. Dieses Erscheinungsgebiet, das z. B. von Thunberg zum
Zweck der Charakterisierung von Dehydrasen eingehend studiert wurde, hat
in der Katalaseforschung nur wenig Beachtung gefunden. Eine Notiz findet
sich bei Walling und Stoland? derzufolge Temperaturen von —10° bis
—14° in 20 Minuten um 30—50% verringern.

Schutzkorper. Die stabilisierende Wirkung, die Substanzen verschiedener
Natur gegeniiber Temperatureinflissen auf Enzyme auszuiiben vermogen,
wurde bereits im I. Teil, S. 259£. diskutiert. Dass, wie bei anderen Enzymen,
eine Schutzwirkung durch Substrat oder Reaktionsprodukte bei Katalase
nicht beobachtet werden kann, liegt an der chemischen Natur des Wasser-
stoffsuperoxydes, das durch seine oxydierende Wirkung stets eine mehr oder
minder schidigende Wirkung auf das Enzym ausiibt. Dagegen bietet auch die
Katalase Beispiele fiir die allgemein beobachtete schiitzende Wirkung kolloider
Substanzen.

Hennichs (1. c.) konnte die Schutzwirkung von hitzeinaktivierten Kata-
laselosungen auf intaktes Enzym beobachten. Der Schutzsaft wurde aus
autolysiertem Schweinsleberextrakt bereitet. Derselbe wurde durch Erhitzen
auf 90° inaktiviert und nach Abtrennung von Koagulat zu Katalaselosung
zugesetzt, welche eine Stunde auf 600 erhitzt wurde. Nach dieser Zeit waren
noch 86 % der katalatischen Aktivitit vorhanden, wihrend in einem Parallel-
versuch ohne Zusatz nur noch 46 % der Aktivitdt gefunden wurden.

Nakamura (l. c.) verwendete zu seinen Stabilitdtsmessungen Zusitze
aus bei 70° inaktiviertem Hefematerial.

Gelatine, Starke und Dextrine verzogern nach Kultjugin® die Aktivi-
tatsverminderung der Blutkatalase beim Stehen; Blutseren, Blutalbumin
und Hithnereiweiss heben die hemmende Wirkung von Nitraten und Chloriden
weitgehend auf.

Als schiitzende Substanzen sind weiterhin durch Takayama? kolloidale
Schwermetalle bekannt geworden. Gepriift wurden diese Substanzen an dem
Einfluss auf die Selbstzersetzung der ungereinigten Blutkatalase. Da diese
Zersetzung vermutlich eine mindestens teilweise enzymatische ist, so kann die
Wirkung dieser Schutzkérper ausser in der Erhohung der Stabilitdt der Blut-
katalase auch indirekt in der Hemmung der zerstérenden enzymatischen
Prozesse zu erblicken sein. Takayama fand, dass Hg- und Cu-Kolloide die
anféngliche Selbstzersetzung der Blutkatalase beschleunigen, nach 2 Stunden
aber verzogern. Die Hydrosole von Ni, Ag, Cd, Co, Pb, Zn, Fe, Bi, Au, Sn

1 K. Nosaka, J1 of Biochem. 8, 331; 1928.

2 Walling u. Stoland, Am. J1 Phys. 66, 503; 1923.

3 Kultjugin, Biochem. Zs 211, 131; 1929.

¢ Takayama, Acta scholae med. Univ. Kioto 8, 425; 1926. Ber. ges. Phys. 40, 830; 1927.
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(dargestellt durch Funkenentladung unter Wasser) iben in verdiinntemn
Zustand ebenfalls emne schiitzende Wirkung aus.

Derselbe Autor fand ferner bei Alkohol, Methyl- und Propylalkohol,
ebenso bei Ather, Formaldehyd, Acetaldehyd und Aceton einen stabilisierenden
Einfluss. Eine schiitzende, bzw. aktivititssteigernde Wirkung des Alkohols
ist auch von Battelli und L. Stern beobachtet worden, die thm eine der Anti-
katalase entgegenarbeitende Reduktionswirkung zuschreiben.

d) Strahlung.

Auf S.17 wurde tiber Einwirkung von Strahlungen auf die Katalase
in vivo berichtet, wobei diese Wirkungen mindestens teilweise sekundéren
physiologischen Vorgidngen zugeschrieben werden mussten. Handelt es sich
aber um frei priipariertes Enzym in durchsichtiger Lisung, o fallen die kompli-
zierenden Verhéltnisse, wie sie im lebenden Organismus vorliegen, weg und man
kann eine Vorstellung vom unmittelbaren Einfluss einer Strahlung auf das
Enzym gewinnen. Immerhin kénnen Losungszustand, Begleitstoffe, Salze
usw. das Verhalten gegeniiber Strahlungen dominierend beeinflussen.

Durchweg wurden durch Lichtstrahlen Schiédigungen des Enzyms beob-
achtet, so von Ostwald!, Lockemann und Mitarbeitern2, Zeller und
Jodlbauer3, Waentig und Steche?. Nach Zeller und Jodlbauer wirken
Wellenléngen des sichtbaren Spektrums kréftig nur bei Gegenwart von Sauer-
stoff, unabhéngig davon jedoch ultraviolette Strahlen. Waentig und Steche,
die die Lichtwirkung besonders stark bei alkalischer Reaktion fanden, konnten
diese Befunde bestitigen; sie erkliren die Lichtwirkung durch eine Anderung
des kolloidalen Zustandes (wihrend der Bestrahlungen traten Fallungen auf).
Agulhon® fand Zerstérung der Katalase ohne Sauerstoff, stirker jedoch
bei dessen Anwesenheit. Nach Battelli und Stern® spielt die Anwesenheit
von Sauerstoff keine Rolle, sie fanden Sensibilisierung durch Farbstoffe.

Nach Pincussen? ist die Wirkung von ultravioletten Strahlen um so
intensiver, je verdiinnter die Katalaselosung ist; sie ist am stérksten beim
optimalen pH der Enzymwirkung. Salzzusatz vermindert relativ die Strahlen-
wirkung durch Verminderung der Dispersitit.

Die Befunde hinsichtlich des pH-Einflusses auf die Strahlenwirkung
werden aber neuerdings von Morgulis bestritten®. Nach ihm ist die Katalase
aus Rinderniere bei pH 6,0 und 11,0 am bestindigsten gegen Bestrahlang.

1 Ostwald, Biochem. Zs 6, 409; 1907.

2 Lockemann u. Mitarbeiter, H. 58, 390; 1909.

3 Zeller u. Jodlbauer, Biochem. Zs 8, 84; 1908.

4+ Waentig u. Steche, H. 76, 177; 1911.

5 Agulhon, Ann. Inst. Past. 26, 38; 1912.

¢ Battelli u. Stern, Soc. Biol. 68, 1040; 1910.

7 Pincussen, Biochem. Zs 168, 457; 1926.

8 Morgulis, JI Biol. Chem. 86, 75; 1930. — Biochem. Zs 221, 29; 1930.
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pH 6 liegt aber nahe dem Aktivitatsoptimum der Katalase, so dass demnach
keine Ubereinstimmung von Inaktivierungs- und Aktivititsoptimum besteht.

Rontgenstrahlen haben nach Lockemann (l.c.) keinen Einfluss auf
Blutkatalase, ein solcher wurde auch bei Hefekatalase nicht gefunden?.
Schwarz und Friederich? und Maubert® fanden aber eine Schidigung
der Leberkatalase, dasselbe auch Wels4, der die Katalasen verschiedener
Herkunft gegen Rontgenstrahlen verschieden stabil fand. Katalase aus
Mandeln, Blut, Milz, Nieren, Muskeln verhielt sich refraktir; empfindlich war
gereinigte H#émase (nach Senter), jedoch nicht nach Toluolzusatz. Alles
spricht dafiir, dass der jeweilige Losungszustand des Fermentes, sowie seine
Begleitstoffe massgebend fiir das Verhalten gegentiber der Rontgenstrahlung
sind.

Nach Maubert?® ist Radium imstande, in Dosen von 1—10 Mikrogramm
pro 200 cem, Katalase zu aktivieren. f- und y-Strahlen wirken hemmend,
Emanation und Thorium X aktivierend®.

2. Aktivatoren und Paralysatoren, Enzymdestruktoren.

Mit der Wirkungsweise eines Enzymaktivators oder Hemmungskorpers
ist man gewohnt, eine reversible Einwirkung sich vorzustellen, die mit Ent-
fernung der betreffenden Substanz aus dem Reaktionsmilieu wieder aufgehoben
wird. Ein Enzymdestruktor dagegen verandert die Struktur des Enzymmole-
kiils und dussert seine Wirkung in einer irreversiblen Schidigung der enzyma-
tischen Aktivitdt. Eine Beurteilung der jeweils vorliegenden Verhaltnisse
nach diesen Gesichtspunkten ist jedoch héaufig nicht moglich; so auch im
Falle der Katalase und zwar weil die experimentelle Priifung auf Reversibilitit
in der Regel nicht einfach ist und selten unternommen wurde. Da weiterhin
durch Substanzen, die zwar chemisch wenig agressiv wirken, wie z. B. Neutral-
salze, doch der physikalische Zustand des Enzyms weitgehend irreversibel
verindert werden kann, ist es auch nicht moglich von der Natur eines hemmen-
den Agens auf die Art der Hemmung, nédmlich ob sie eine reversible oder irre-
versible ist, zu schliessen. Indes sind auch Beispiele bekannt, wie die Blaus#ure-
und H,S-Hemmung, wo es sich offensichtlich um ausgesprochen reversible
Vorgiange handelt. Bei der Sichtung des Tatsachenmaterials wird im folgenden
aus Zweckmassigkeitsgriinden die Einteilung der Aktivatoren und Hemmungs-
kérper nach Korperklassen vorzuziehen sein.

Streng genommen wire auch hier der katalytische Effekt der H- und
OH-Ionen auf die Katalasereaktion zu beriicksichtigen. Da aber schon an

1 Buler u. Laurin, H. 106, 312; 1919.

2 Schwarz u. Friederich, Chem. Ber. 55, 1040; 1922.

3 Maubert, C. R. 178, 889; 1924.

4 Wels, Pflig. Arch. 201, 459; 1923.

5 Maubert, C. R. 180, 1205; 1925.
¢ Maubert, C. R. 176, 1502; 1923.
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anderer Stelle dariiber gehandelt ist (S.48), wird hier nur die destruktive
Wirkung von Sduren und Basen ausserhalb des physiologischen pH-Bereichs
besprochen werden.

Metalloide und Metalle. Die schiadigende Wirkung des Sauerstoffes ist
eine 6fter in der Literatur wiederkehrende Angabe. Namentlich die Befunde
von Battelli und L. Stern! machen die Wirkung von Strahlungen von seiner
Gegenwart abhiingig. Siehe auch Yamasaki?, Takayama® fand eine
betrichtliche Schwichung der Katalasewirkung durch geringe Sauerstoff-
mengen, wihrend in sauerstofffreien Parallelversuchen nach 48 Stunden die
Wirkung noch unvermindert war. N, und II, tiben keinen Einfluss auf Kata-
lase aus. Vgl. aber Wieland, 8. 31.

Jod hemmt stark (Senter?), ebenso Phosphor (Santesson®). Hier ist
in erster Linie an oxydierende, bzw. reduzierende zerstorende Einwirkungen
auf das Enzym zu denken.

Nach Favre® hemmt kolloidales Silber (Kollargol) ausgesprochen bis
auf etwa 70%. Im Widerspruch dazu stehen die Befunde von Takayama
(L. ¢.), der gerade an Metallsolen eine schiitzende Wirkung konstatierte. Schiit-
teln mit Schwermetallpulver soll die Katalase (Eieralbumin) aktivieren, Blei
und Antimon hemmen?.

Sduren und Basen. Allgemein giiltige Angaben tber den Saure- oder
Alkaligrad, bei dem die irreversible Enzymzerstorung einsetzt, oder iiber den
Ablauf dieser Inaktivierung lassen sich mit dem vorliegenden experimentellen
Material nicht machen. Rona?® stellte zwischen plIl 10,27 und 11 Zerstorung
fest. Nach Stern® erloscht die Aktivitit rasch bei pH 5. Neidig fand bei
der Katalase der Takadiastase Zerstorung proportional der Beriihrungszeit mit
Basen??, Andere Angaben sind mehr qualitativ gehalten?, doch diirfte sich aus
ihnen entnehmen lassen, dass pflanzliche Katalase besonders empfindlich ist.
Ein Beispiel hierfiir bietet auch die Tatsache, dass die Katalase aus Gersten-
keimlingen beim Extrahieren des Materials ohne Puffer betrachtliche Schwi-
chung erleiden kann!2.

1 Battelli u. Stern, Soc. Biol. 68, 1040; 1910.

2 Yamasaki, Ber. ges. Phys. 10, 118; 1922.

3 Takayama, Acta Scholae Med. Univ. Imp. Kioto 8, 459; 1926. Ber. ges. Phys. 40,
830; 1927.

4 Senter, Zs f. physik. Chem. 51, 673; 1905.

5 Santesson, Skand. Arch. Physiol. 44, 262; 1923.

¢ Favre, Biochem. Zs 33, 32; 1911.

7 S. Rebello-Alves u. Benedicenti, Arch. di Farm. 24, 150; 1927.

8 Rona, Biochem. Zs 134, 20; 1922.

% K. G. Stern, H. 211, 207; 1932.

10 Neidig, J1 Amer. Chem. Soc. 36, 417; 1914.

11 Stanék, Zs f. Zuckerind. Bshmen 31, 207; 1907. — Issajew, l.c. — H. v. Euler u.
A. v. Euler, Ark. f. Kem. 1, 365; 1904.

12 Fuler, K. u. S. Myrback, H. 186, 212; 1930.
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Unter den Sauren wirkt besonders stark schadigend Salpetersidure (Senter,
s. unten, Faitelowitzl).

Stark schiadigend wirken ferner Hydrazin und Hydroxylamin (Loew2),
vielleicht infolge ihres Reduktionsvermogens, und ihrer F#higkeiten sich
mit Haminderivaten, zu denen die aktive Gruppe der Katalase zu rechnen
ist, zu vereinigen.

Wasserstoffsuperoxyd. Die Einwirkungen des Wasserstoffsuperoxyds auf
die Katalase, soweit sie den Ablauf des enzymatischen Prozesses unter normalen
Verhiltnissen durch Enzymzerstorung beeinflussen, sind im Kapitel ,,Kinetik*
behandelt; hier findet die reversible kompetitive Hemmung durch héher-
konzentriertes (> Ca 0,4 n) H,0, Erwéhnung, die neuerdings von Stern?3
studiert wurde. Nach seinen Vorstellungen ist fiir die erfolgreiche Katalyse
die doppelseitige symmetrische Anlagerung des HyO,-Molekiils an das Enzym
Voraussetzung; bei erhohter H,0,-Konzentration ist die Wahrscheinlichkeit
zur allein erfolgreichen doppelseitigen Anlagerung verringert infolge einer
»Aufrichtung** der HyOp,-Molekiile, die nur mit einer OH-Gruppe Platz auf der
Enzymoberfliche finden.

Ahnlich wird auch der Hemmungseffekt durch monosubstituiertes Peroxyd
erklirt, das, zwar selbst nicht spaltbar, durch Bindung mit einer OH-Gruppe
an die Enzymoberfliche die H,0,-Molekiile davon verdringt.

Salze. Zahlreiche Arbeiten haben sich mit dem Einfluss von Salzen auf
die katalatische Reaktion befasst. Die Ergebnisse stimmen darin iiberein,
dass alle Salze entweder sich indifferent verhalten oder hemmend wirken;
eine ausgesprochene Aktivierung ist nirgends mit Sicherheit erkannt worden.
Bei der Wirkung der Alkalisalze ist der Einfluss des Anions dominierend,
wéhrend schon bei den Erdalkalisalzen, noch mehr bei den Schwermetall-
salzen das Kation ausschlaggebend ist.

Kaum hemmend, bisweilen sogar angeblich stimulierend wirken Sulfate,
wie tbereinstimmend von Santesson? Favre® und Michaelis® gefunden
wurde. Auch das Bicarbonation wirkt giinstig, insofern, als es nach Rona?
die hemmende Wirkung des Chlorions aufheben kann.

Phosphate verhalten sich im allgemeinen indifferent; gelegentlich beob-
achtete schwach férdernde oder hemmende Einfliisse diirften innerhalb der
Versuchsfehlergrenzen liegen oder auf pH-Verschiebungen zuriickzufiithren sein.

1 Faitelowitz, Diss. Heidelberg, 1904.

2 Loew, Zs f. Biol. 43, 256; Chem. Ber. 35, 2487; 1902.

3 K. G. Stern, H. 209, 176; 1932.

¢ Santesson, Skand. Arch. Physiol. 23, 99; 1910. 32, 405; 33, 97; 39, 132, 236; 1920.
42, 129; 44, 262; 1923.

5 Favre, Biochem. Zs 33, 22; 1911.

6 Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs 53, 320; 1913.

7 Rona, Biochem. Zs 134, 20; 1922.



Aktivatoren und Paralysatoren, Enzymdestruktoren. 55

K,HPO,, Na,HPO,, NaHCO, wirken nach Charmandarjan und Tiutjunnikowa?!
aktivierend und zwar auf 200, 175 bzw. 135%. Dieses Ergebnis wurde erhalten an Gerstenmalz-
katalase, die jeweils mit der betreffenden Salzlosung und zur Festlegung des Normalwertes mit
destilliertem Wasser extrahiert wurde. Es erhebt sich die Frage, ob die mit Salzlésungen oder
mit destilliertem Wasser erhaltenen Extrakte als normal aktiv zu bezeichnen sind. Keineswegs
besteht die Gewihr, dass in den wassrigen Extrakten die gesamte katalatische Aktivitit wieder-
gefunden wird; die Annahme liegt niher, dass hier das Enzym in geschwichtem Zustand vorliegt,
wihrend in den Salzlésungsextrakten das Enzym mehr oder weniger vollstéindig konserviert
ist, ohne dass den Salzen eine ,,aktivierende* Wirkung zukommen miisste. Fiir die teilweise
Enzymzerstérung bei der rein wissrigen Extraktion kommt zwar nach Charmandarjans
Versuchen keine pH-Verschiebung als Ursache in Frage, indes ist z. B. mit Dispersititsinde-
rungen infolge der osmotischen Verhiltnisse durchaus zu rechnen. Die Tatsache selbst, dass
rein wissrige Malzextrakte schwicher aktiv sind, als gepufferte, wurde, wie schon S.26 (Myr-
béck) erwdhnt, auch im Stockholmer Institut festgestellt.

Chloride hemmen schwach und zwar NaCl stirker als KCI, wihrend
KBr starker als NaBr wirkt. Die Wirkung der Bromide ist im iibrigen von
der Grosse der Chloridwirkung; auch Fluoride hemmen nur schwach.

Stiarker hemmend wirken Acetate, Nitrate (Y amasaki[l. ¢.], Loew [L. ¢.])
und Lactate?; stark Nitrite, besonders auch Chlorate® und Perchlorate, ferner
Rhodanide, Rhodanate3, Chromate (Yamasaki [l c.]).

Arsenverbindungen scheinen im allgemeinen keinen wesentlichen Einfluss
auszuiiben (Jakobson?, Senter [l c.], Rona®). An Froschmuskelkatalase
beobachtete aber Santesson (. c.) Hemmung durch Arsenit und Arsenat.
Nach Jakobson hemmen Antimonate.

Nach Michaelis (l.c.) gilt fir die Hemmungswirkung der Anionen
folgende steigende Reihe: SO,, < Cl, << CH;C00, << NO,; Santesson ordnet
die Wirkung gleichsinnig, nur etwas ausfithrlicher wie folgt: SO, PO,, I,
B,0,, CO,, Br, J, Cl, NO,, ClO;. Im wesentlichen wurden auch neuerdings
durch Stern (l.c.) diese Befunde bestétigt.

Spiro® fand an Blutkatalase, Smirnow? ber Weizensamen Verhalt-
nisse, die sich in diese Reihenfolge einordnen.

Nach Rona? tritt aber die Anionenhemmung deutlich nur im sauren
Gebiet in Erscheinung, bei Blut- und Leberkatalase bei pH 3—35; sie ver-
schwindet fast vollig im schwach alkalischen Gebiet.

Charmandarjan und Tiutjunnikowa?® finden teilweise vollig abweichende Verhalt-
nisse, wenn die Salze in ausserordentlich geringen Konzentrationen angewandt werden. NH,CI
und NaCl wirken je nach der angewandten Konzentration teils hemmend, teils aktivierend, bei

1 Charmandarjan u. Tiutjunnikowa, Biochem. Zs 222, 272; 1930.

2 Merl, Zs Unt. Nahr. 42, 273; 1921.

3 Senter, Zs f. physik. Chem. 51, 673; 1905.

4 Jacobson, H. 16, 340; 1892.

5 Rona, Biochem. Zs 134, 20; 1922.

6 Spiro, Biochem. Zs 93, 391; 1919.

? Smirnow, Biochem. Zs 149, 63; 1924.

8 Rona, Biochem. Zs 160, 272; 1925.

9 Charmandarjan u. Tiutjunnikowa, Biochem. Zs 221, 273; 1930. 222, 272; 222,
284; 1930.
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grossen Verdiinnungen fanden die Autoren zahlreiche Anionen stimulierend, auch Rhodanid
und Cyanid sollen aktivierend wirken. Die beobachteten Effekte sind zum grossen Teil abhangig
von der Art der Extraktion des Enzyms aus dem Malzmehl. Es scheint nicht immer sicher ob
sie ausserhalb der Versuchsfehlergrenzen liegen. Bei der Extraktion von Malzmehl mit sehr
verdiinnten Salzlésungen — es kamen bis zu etwa 10-7 molare Losungen zur Anwendung — ist
ausserdem mit einer wesentlichen Verschiebung des Salzgehaltes zu rechnen (extrahierte minerali-
sche Stoffe aus dem Malzmehl, Verunreinigungen des gewdhnlichen destillierten Wassers, Adsorp-
tionen) die keine Beriicksichtigung fanden und naturgeméss die gefundenen Werte einschrinken

mussen.

In einer eingehenden Arbeit hat Bleyer! die Wirkung von Kationen
auf die Katalasereaktion untersucht. Er fand die meisten Metallsalze hemmend ;
die schwichste Inaktivierung zeigten die Chloride der Alkalimetalle, innerhalb
der iibrigen Gruppen waren starke spezifische Giftwirkungen zu erkennen,
besonders beir Hg, Pb, Bi. Bei 0,1 Millimol Salzzusatz bewegen sich die Hem-
mungen zwischen 70 und 80 %. Relativ stimulierend, d. h. bei dem natiirlichen
sauren pH (im Bereich von etwa 2—5) der betreffenden Salzlgsung, wo an
sich die katalatische Aktivitit vermindert ist, wirken BeSO,, AlCl; und FeCl,.
In der fiir die Katalasewirkung optimalen pH-Zone tritt diese Erscheinung
nicht hervor. Bei der graphischen Darstellung der Salzwirkung ergaben sich
Kurven, welche in ihrer Form an Dissoziationskurven erinnern. Uber den
Einfluss der Salze auf die Kinetik, siehe Michaelis S. 38.

Yamasaki fand fiir die hemmende Wirkung der Schwermetallsalze
(Sulfate) folgende Reihe: HgCl, > Ag > Fe > Cu > Cr > Hg(CN), > KCl >
Co>Mn. Charmandarjan (l. c.) ordnet einige andere Kationen in der
Foige (m/100 Losung): Na << NH, << Mg <C Ca << Mn <Zn. Cu-Salze wirken
nach Hdndel und Segall? stark hemmend. Die Wirkung von metallischem
Cu ist auf sein Losungsvermogen in Wasser zuriickzufithren; Stehenlassen
von Wasser in verkupferten Reaktionsgefdssen reicht aus, um die darin aus-
gefithrte Katalasereaktion erheblich zu schwéchen.

Auf die stark hemmende Wirkung von Hg-Salzen machte schon Senter
(1. ¢.) aufmerksam.

Organische Verbindungen. Da bei der Katalasedarstellung haufig Alkohol
zur Verwendung kommt, interessiert seine Einwirkung auf das Enzym. Man
wird unterscheiden miissen zwischen den Fillen, wo der Alkohol eine Aus-
fallung des Enzyms bewirkt, und solchen, wo das nicht der Fall ist.

Eine Hemmung ist wohl nie beobachtet worden, solange der Alkohol
keine Ausfillung des Enzyms verursachte, dagegen bei Leber- und Blut-
katalase oft eine deutliche Aktivierung® und Reaktivierung® Wie schon
von Euler und Josephson® diskutiert, findet diese Erscheinung ihre

1 Bleyer, Biochem. Zs 161, 91; 1925.

2 Héandel u. Segall, Zs f. Hyg. 97, 1; 1922.

3 Hennichs, Biochem. Zs 171, 314; 1924.

¢ Battelli u. Stern, siehe Antikatalase; Golzow, Biochem. Zs 185, 63; 1927.
5 Euler u. Josephson, Lieb. Ann. 452, 158; 1927.
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einfachste Erklarung in einer durch den Alkohol verursachten Entfernung
von Hemmungskorpern, nach Battelli in der Unschiédlichmachung der
Antikatalase.

Alkoholféallung hat hiufig schadigenden Einfluss auf die Enzymaktivi-
tat. Sicher ist das aber nicht auf eine spezifische Wirkung des Alkohols,
sondern auf die physikalische Zustandsanderung des Enzyms, wie sie bei
jeder Féllung auftritt, zurtickzufithren. Von Hennichs (L. ¢.) und spiter
von Euler und Josephson (l. c.) wurden erhebliche Aktivitatsverluste an
alkoholgefélltem Enzym beobachtet. Mehlkatalase! und besonders auch
Pilzkatalase? sind gegen Alkoholfallung empfindlich. Indes verwendet Jakoby3
Methylalkoholfillung bei der Darstellung der Bakterienkatalase. Nach Battelli
schidigt Alkoholfdllung die Kaltblutlerkatalase mehr als die der Warm-
bliitler.

Ather, Chloroform, Toluol sind im allgemeinen auf isolierte Katalase
ohne Einfluss; an Leberkatalase fand HHennichs Aktivierung durch Toluol (l. c.).

Auffallend ist aber das Verhalten der Katalase in Ilefezellen gegentiber
Protoplasmagiften, wie Chloroform, Toluol, Thymol, Aceton®. Geringer
Zusatz dieser Substanzen zu wissriger Hefesuspension vermag, dhnlich der
Hitzeaktivierung, die katalatische Aktivitdt der Ilefezellen betriachtlich zu
steigern. Mit Blix wurde nach Toluolzusatz zu Hefesuspension eine Steige-
rung der katalatischen Aktivitdt auf das rund 3fache beobachtet, Chloroform
erhohte in diesen Versuchen auf das rund 7fache; die Wirkung von Thymol
zeigte sich schwicher (etwa 1%/,fache Aktivitit) aber deutlich. Diese Versuche
waren mit Brennereihefe SB II ausgefihrt. An Sacch. Thermantitonum
wurde mit Laurin nach Chloroformzusatz ebenfalls eine Steigerung auf tiber
800% beobachtet. In einer spiteren Arbeit von Euler und Hellstrom?
wurde bei Chloroformzusatz eine Steigerung auf das 60fache, mit Aceton
auf das 80fache gefunden. Die Aktivitdtszunahmen zeigten sich abhéngig
von der zugesetzten Menge an Protoplasmagift und von der Behandlungsart.

Was die Deutung der durch Protoplasmagifte und weiterhin der durch
Erwirmen und Trocknen hervorgerufenen Beschleunigung der I1,0,-Zer-
setzung anbelangt, so ist wohl wie von Euler und Blix (H. 105, 5.106) dis-
kutiert, die Ursache weniger in einer Anderung der Permeabilititsverhiltnisse
zu erblicken, oder gar in einem Austritt des Enzyms, als vielmehr in einer
Steigerung seiner Wirkungsweise, sei es durch seine Freilegung oder Bildung
aus einem Proenzymzustand, sei es, dass Aktivatoren gebildet oder Ilemmungs-
korper vernichtet werden.

1 Merl, Zs Unt. Nahr. 42, 273; 1921.

2 Zeile, H. 195, 39; 1931.

3 Jakoby, Biochem. Zs 95, 124; 1919.

4 Buler u. Blix, H. 105, 83; 1919. — Euler u. Laurin, H. 106, 312; 1919.
5 BEuler u. Hellstrom, H. 190, 189; 1930.
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Da fernerhin bei den auf verschiedene Weise hervorgerufenen Aktivitits-
steigerungen jeweils die n#mliche Verdnderung des Cytochromspektrums
sichtbar ist, liegt es nahe, die Aktivierungen mit einer Verdnderung des Cyto-
chroms in einen ursidchlichen Zusammenhang zu bringen, ausgehend von der
Vorstellung, dass das verénderte Cytochrom selbst die katalatische Wirkung
der Hefe bedinge. Die Moglichkeiten wéren folgende: aus dem Cytochrom,
das selbst schwach katalatisch aktiv ist, werden durch die angewandten Ver-
fahren gewisse Eiweissreste abgespalten, wodurch das neue Produkt erhéhte
Aktivitat gewinnt, oder das zuletzt erwahnte Produkt konnte sich in geringer
Menge in der Zelle (aus dem inaktiven Cytochrom entstanden) fertiggebildet
vorfinden und durch die jeweilige Behandlung wiirde seine Menge vermehrt.

Nimmt man aber auch fiir die Hefekatalase dieselbe Bauart der aktiven
Hémingruppe an wie sie sich bei der Leber- und Keimlingskatalase durch
das spezifische Spektrum zu erkennen gibt, — bei der Hefekatalase gelang
die Sichtbarmachung infolge der ungiinstigen Konzentrationsverhéltnisse
bis jetzt noch nicht — dann ist in der Anderung des Cytochromspektrums
beim Aktivierungsvorgang eine zufillige Begleiterscheinung zu erblicken;
zur Erklirung der Aktivierung wird man auf die oben erwdhnten Annahmen
zurlickgreifen miissen.

Ein ahnlicher Effekt des Chloroforms wurde von Euler und Borgen-
stam! auch an Pferdeerythrocyten wahrgenommen, indes ist der Effekt
weit schwicher, ausserdem mit Hamolyse verkniipft, so dass hier vielleicht
eine mit der Hefekatalaseaktivierung nicht wesensgleiche Erscheinung vorliegt.
Vgl. auch die Angaben Okeys, nach denen mit Chloroform eine 10 %ige Aktivi-
tétssteigerung an Blutkatalase beobachtet wurde2.

Virtanen3? fand bei Bakterien keinen aktivititssteigernden Einfluss von
Protoplasmagiften. Sjéberg? stellte bei Algen eine Herabminderung der
Aktivitdt durch indifferente Narkotica fest.

Stoffe wie stark oberflichenaktive Fette, Olssure, Triolein, Lecithin,
kénnen auf Katalaselosungen bisweilen aktivieread = wirken, wenigstens
bemerkte Eichholtz® an Erythrocytenkatalase in gealtertem Serum diese
Eigenschaft. Na-Oleat wirkt auf die Katalase in gewaschenen Erythrocyten
giinstig ein. Die oben genannten Stoffe vermégen auch die Schidigung durch
Rontgenstrahlen teilweise wieder zu beseitigen bzw. zu verhindern, nicht
aber die durch Schwermetallsalze und HCN hervorgerufenen.

Kohlehydrate (Rohrzucker, Stirke), tiben nach Yamasaki® eine
fordernde Wirkung aus, auch Glykokoll, wihrend Alanin hemmen soll.

1 Euler u. Borgenstam, Biochem. Zs 102, 124; 1920.

2 Okey, Am. J1 Phys. 62, 417; 1922.

3 Virtanen, Biochem. Zs 161, 9; 1925.

4 Sjoberg, Fermentforsch. 4, 97; 1920.

5 Eichholtz, Biochem. Zs 151, 187; 1924.
® Yamasaki, Ber. ges. Phys. 10, 118; 1922.
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Tsuchihashi! fand jedoch beide Aminosguren hemmend. Kultjugin
(s. unten) fand keine Wirkung der Kohlehydrate.

E. Hammarsten? hat den Einfluss einiger physiologisch wichtiger
Substanzen studiert: er fand Kreatinin fordernd; Kreatin, Cholinchlorid
hemmend; keine Wirkung zeigten Harnstoff, Coffein und Theobromin. Nach
Rona? sind auch Chinin und Vucin ohne Einfluss.

Acetaldehyd hemmt ausgesprochen?, ebenso Senfél® und Phenylhydrazin
(Yamasaki [l c.]).

Methylenblau® hemmt im Maximum bei pll 4,71 (bet pll etwa 7
ibt es keinen Einfluss mehr aus); Dinitrophenol hat eine scharf hemmende
Wirkung im sauren, weniger im alkalischen Gebiet; Chinon und Trinitro-
phenol wirken &hnlich. Salze in geringen Konzentrationen heben diese Wir-
kungen auf.

Von &lteren Arbeiten seien noch die Befunde Senters (l. c¢.) erwdhnt,
der ber Anilin schwache, bei Resorzin und Hydrochinon starke (riftwirkung
feststellte. Brown und Neilson? fanden alle Narkotica hemmend, die
Wirkung von Alkaloiden verschieden. Nach Hoffmann?® férdern Amide und
Peptone. Dasselbe fand auch Kultjugin® an Blutalbumin und Eiweiss
(Gelatine ist ohne Wirkung). Sofern die Versuche, wie dies in fritheren Arbeiten
geschah, in ungepufferten Losungen ausgefiihrt wurden, ist nicht feststellbar,
inwieweit solche schwach aktivierende Wirkungen auf pH-Regulierung zuriick-
zufithren sind. Uber fordernde Wirkung von Gewebsextrakten und Organbrei,
siehe Takedal® und Bournett?!.

Von K. G.Stern (l. c. 8. 201) wurde die Hemmungswirkung verschiedener
organischer Substanzen, darunter Narkotica, vergleichend untersucht (siehe
Tab. 10, S. 60).

Am Beispiel des Methylharnstoffs wurde gezeigt, dass die Hemmung auf
einer Blockierung der Enzymoberflache beruht, von der der Hemmungskorper
durch erhohte Substratkonzentration verdringbar ist. Eine einfache Beziehung
zwischen Hemmungseffekt und Viscositiatserhohung (durch Ovalbumin und
Glycerin) besteht nicht.

1 Tsuchihashi, Biochem. Zs 140, 63; 1923.

2 Hammarsten, E., Skand. Arch. Physiol. 29, 46; 1913.

3 Rona, Biochem. Zs 134, 20; 1922.

4 Sachs u. Zander, Biochem. Zs 183, 426; 1927.

5 Biéchy, Fermentforsch. 8, 135; 1924.

6 Alexejew u. Russinowa, Bull. Inst. Recherches biol. Perm. 6, 425; 1929. C. 1929
II, 2055.

? Brown u. Neilson, Am. J1 Phys. 13, 427; 1905.

8 Hoffmann, Woch. f. Brauerei 22, 441; 1905.

9 Kultjugin, Biochem. Zs 211, 131; 1929.

1 Takeda, Am. JI Phys. 50, 520; 1920.

11 Bournett, Am. J1 Phys. 46, 63; 56, 160; 1918/21.
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Tab. 10. Hemmung der Katalase durch einige Cyanderivate. Einen Fragen-

organische Substanzen, ausgedriickt in der o
zur halbmaximalen Hemmung erforderlichen komplex besonderer Natur bil

Konzentration. den die Hemmungserschei-
nungen, die durch Blausdure
Hemmungskérper Cs0% und ihre Derivate hervorgerufen
Mothvlalkohol ) , werden. Nicht nur, dass der
ethylalkohol . . . . . . . . ,13  mol. . oy
Athylalkohol . . . . . . . . 63 ) Etffekt zu den stirksten Gift
Glycerin . . . . . . .. .. 588 wirkungen auf das Enzym ge-
Rohrzucker . . . . . . . .. etwa 0,87 »s rechnet werden muss, die Er-
Formaldehyd . . .. .. .. etwa 0,018 -, scheinungen verdienen vor allem
Acetaldehyd . . . . . . .. etwa 0,03 . .
Paraldehyd . . . . . .. .. ~ 10 . deswegen ein besonderes In-
Aceton . . . . . . . . . .. etwa 3 ” teresse, weil bekanntlich die
n}iazﬁsﬁﬁ et etwa 3"(7)64 » Atmungsvorginge in ihrer Ge-
ethylharnstoff . . . . . . . X ' . .
Phenylharnstoff . . . . . . . 01s . samtheit eine der Katalase
Phenylsulfoharnstoff . . . . . etwa 0,0002 durchaus #dhnliche Blausdure-
Athylurethan . . . . . . -+ etwadd . empfindlichkeit aufweisen. Die
Tribromithylalkohol (Avertin) 5,10 » Auffassung der Katalase als

ein bei den Atmungsvorgingen
eng beteiligtes Enzym erhélt gerade durch diese Tatsache eine wesentliche
Stiitze. Aus diesen Griinden ist es begreiflich, dass die Frage der HCN-Hem-
mung der Katalase eine eingehendere Bearbeitung

Z/o A 7 [ erfahren hat als die iibrigen Hemmungserschei-
) o nungen und in der Tat lassen sich unsere Vor-

y T .
/ / stellungen in dieser Hinsicht schon verhéltnis-

i / missig genau préizisieren.

” J Vor allem ist von der HCN-Hemmung sicher
/ _/ bekannt, dass sie ein grundsétzlich reversibler
= sommw VYorgang ist. Schon von Schénbein stammt
Abb. 8. emne solche Feststellung; genauer untersucht

wurden die Verhiltnisse von Ronal, der eine
Zerstorung des Cyankalis fand, mit der die Regenerierung der Enzym-
aktivitiat parallel geht. Siehe z. B. Abb. 8.

Diese Verhéltnisse wurden auch in eigenen Versuchen bestatigt?; fiir
Hemmungsmessungen ergibt sich daraus die Folgerung, dass nur solche
KON-Konzentrationsgebiete brauchbar sind, in denen die Zerstérung des
Giftes innerhalb der Messzeiten nicht in Betracht kommt.

Mit der Einbeziehung der Katalasefunktion in den Ablauf der Atmungs-
vorgange stellte sich von selbst die Frage nach dem Mechanismus threr
Blaussurehemmbarkeit, deren Beantwortung von verschiedenen Gesichts-

1 Rona, Biochem. Zs 160, 272; 1925.
2 Zeile u. Hellstrom, H. 192, 171; 1930.
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punkten aus versucht wurde im FEinklang mit den beiden Theorien von
Wieland und Warburg.

Wieland! nahm einen reinen Adsorptionsvorgang zwischen HCN und
der Enzymoberflache an, dhnlich wie auch indifferente Gase nach seinen Fest-
stellungen adsorbiert werden.

Im Sinne Warburgs ist die HON-Hemmung ganz allgemein in einer
Blockierung katalytisch wirksamen Eisens zu suchen. Obwohl gelegentlich
Angaben iiber Fe-freie Katalase auftauchten, fand Hennichs? deutliche
Mengen Fe in seinen reinen Praparaten, jedoch keine Abhingigkeit zwischen
HCN-Wirkung und Fe-Gehalt. Aus diesem Grunde glaubte er die Warburg-
sche Vorstellung ablehnen zu miissen.

Mit Recht machte Warburg? gegen Hennichs geltend, dass die spezi-
fische Bindungsart, die dem Eisen erst die katalytische Eigenschaft ver-
leiht, in Betracht zu zieheu sei, dass also von dem analytisch festgestellten
Gesamteisengehalt ausgehend, dem nicht die wesentliche Bedeutung zukomme,
keine Schliisse gezogen werden konnen.

Mit der Aufklarung dieser spezifischen Bindung als Porphyrinkomplex-
bindung? zeigte sich nun, dass die Blausdurehemmung tatsichlich in der
Bildung einer Verbindung zwischen einem Atom Katalaseeisen und emem
Mol HCN besteht. Bei Zusatz von 1 Mol HCN auf 1 Atom Katalaseeisen
schlagt das urspriingliche Katalasespektrum um in das der HCN-Verbindung
mit den Absorptionen:

I. 598—580 II. 566—547
589 557

Die Verbindung ist dissoziabel und zwar folgt die Dissoziation dem
Massenwirkungsgesetz in seiner einfachsten Form. In der Formel:

o - [HCN]
I—a)

Kh:

bedeutet K, die Dissoziationskonstante der Enzym-IICN-Verbindung, « ihren
Dissoziationsgrad, [HCN] die molare Blausiurekonzentration. Der Disso-
ziationsgrad ist bestimmt durch den Quotienten der Reaktionskonstanten
in den Versuchen ohne und mit Blauséurezusatz. Die Dissoziationskoustante
lasst sich aus reaktionskinetischen Daten recht genau ermitteln, sie betrug
an einem Katalasepriparat aus Pferdeleber 8,6-1077 an einem aus Kiirbis-
keimlingen 2,87 1077 Die optische Verfolgung der Dissoziation, die allerdings
eine grossere Fehlerbreite beansprucht, ergab Ubereinstimmung mit diesen
Werten. Damit findet die von Wieland angefiihrte Feststellung (l. c.), dass

1 Wieland, Lieb. Ann. 445, 193; 1925.
2 Hennichs, Biochem. Zs 145, 286; 1923.
3 Warburg, Chem. Ber. 59, 739; 1926.
1 Zeile u. Hellstréom, H. 192, 171; 1930.
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die Blausidurehemmung mit zunehmender Verdiinnung abnimmt, ihre mathe-
matische Begriindung, Angaben {iber Hemmungswirkungen bestimmter
Blausidurekonzentrationen ohne Beriicksichtigung der Enzymkonzentration
verlieren ihre Allgemeingiiltigkeit. Die Daten iiber Blausdurehemmbarkeit
aus anderen Arbeiten® folgen ebenfalls der Dissoziationsformel.

Uber die Wirkung organischer CN-Derivate bestehen noch einige Unklar-
heiten. Wieland fand durch Methylisocyanid eine Hemmung, die der Grissen-
ordnung der HON-Hemmung gleichkommt, wihrend Toda? an Athylisocyanid
keine Hemmung konstatieren konnte. Es ist nicht wahrscheinlich, dass ein
grundsitzlicher Unterschied in den Wirkungen des Methyl- und Athylesters
vorliegt, oder, dass die verschiedene Versuchsmethodik — Wieland priifte
isoliertes Enzym, Toda Gewebeschnitte — die Verschiedenheit der Ergebnisse
verursacht, vielmehr diirfte die Feststellung Todas, dass nicht speziell gerei-
nigter Cyanester erhebliche Mengen Blauséiure enthalten kann, den von
Wieland gefundenen Hemmungseffekt erklaren.

Wenn nun durch Eisen katalysierte Oxydationsvorginge, wie die Oxyda-
tion von Cystein, Fructose in Phosphat, Leucin an Tierkohle durch Blausiure-
ester gehemmt werden, die Katalasereaktion aber nicht, so schliesst das
natiirlich nicht fiir die letztere die Beteiligung von katalysierendem Eisen aus.
Sicher ist ja das oxydativ wirkende Eisen in einer ganz anders gearteten
Bindung vorhanden als das katalatisch wirkende.

Sulfhydrylverbindungen. Die Hemmung durch Sulfhydrylkérper ist der
HCN-Hemmung analog. H,S erzeugt in Katalaselsungen ein Komplex-
spektrum mit den Absorptionen: I. 640; II. 580 mit Nachschatten bis 540,
das beim Vertreiben des H,S wieder verschwindet. Die Hemmung ist nach
Stern (l.c.) von derselben Gréssenordnung wie die der Blausdure. Ein

Vergleich verschiedener SH-Verbin-
Tabelle 11. Vergleich der Konzentrationen dungen beziiglich ihrer Hemmungs-

an Blausdure und verschiedenen Sulf- . .. .
hydrylkorpern, die die katalatische wirkung ist in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Reaktion halbmaximal hemmen (Cspq). a-o’-Dipyridyl als ausgesproche-
ner Fe-Komplexbildner hemmt
Hemmungskdrper Cso9, Leukocytenkatalase nicht, CO hemmt
schwach und unspezifisch ; auch nach
Blausiure . ... .. 63-10"%mol.  yyieland (I c.) geht die CO-Hem-
Natriumsulfid . . . . . 8 -107% . . ..
Natriumhydrosulfid . .| 32-10—5 mung nicht iiber eine unspezifische
1-Cysteinchlorhydrat . . | 3,2.10—% Gashemmung hinaus.
SH-Glutathion . . . . . 5 -107° Enzymeinwirkungen auf Kata-

lase. Es haben sich mannigfache
Anbhaltspunkte dafiir ergeben, dass die Aktivitdtsverminderung, die gewohn-
lich beim Stehen von Katalasepriparaten beobachtet wird, nicht allein auf die

1 Euler u. Josephson, Lieb. Ann. 455, 7; 1927. — Wieland, Lieb. Ann. 445, 193; 1925.
2 Shigeru Toda, Biochem. Zs 172, 17; 1926.
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thermische Zerstorung des Enzyms zuriickzufithren ist, sondern, sogar in der
Hauptsache auf die Tatigkeit begleitender Enzyme. Wahrend z. B. gereinigte
Pferdeleberkatalase, bei niedriger Temperatur aufbewahrt, monatelang ohne
nennenswerte Schiddigung haltbar ist, fallen Rohextrakte verhaltnisméssig
rasch der Zerstorung anheim.

Das Absinken der Aktivitat der Blutkatalase, das mit steigender Tempe-
ratur beschleunigt wird, erklaren Bach und Zubkowa?l als auf einer Ein-
wirkung von Proteasen beruhend; sie griinden sogar auf die Ermittlung der
Zerstorungsgeschwindigkeit eine Bestimmungmethode des Proteasengehaltes.
Nun hat zwar Steppuhn? mit gewichtigen Griinden nachgewiesen, dass in
den betreffenden Fillen nicht Proteasen fir die Zerstorung in Frage kommen
kénnen, es ist aber vor allem an oxydierend wirkende Systeme zu denken.

An dieser Stelle sei auch auf Nakamuras® Arbeit hingewiesen, der fiir
die Hefekatalase bei Zimmertemperatur infolge enzymatischer Zerstérung
eine 200000mal geringere Stabilitdt fand, als sie sich aus der reinen Thermo-
inaktivierung errechnen liesse.

Um Aufkldrung iiber die Eiweissnatur der Katalase zu bekommen wurden
auch gelegentlich mehr oder weniger definierte Enzympriparate zur Ein-
wirkung auf Katalase gebracht. Nach Waentig? ist Katalase resistent gegen
Pepsin, wird aber zerstort durch Pankreastryptase, Erepsin und Krebsmagen-
saft; nach van Laer® auch durch Papain. Im Gegensatz zu pflanzlicher und
Blutkatalase ist Bakterien-® und Leukocytenkatalase? gegen autolytische
Fermente sehr resistent.

Einen Hemmungskérper, der auf Grund seiner Bezeichnung offenbar
als spezifisch auf die Katalase eingestellt betrachtet wird, erblicken Bat telli
und Stern in der Antikatalase®. Es handelt sich dabei um einen Stoff der
oxydativ die Zerstérung der Katalase herbeifiihrt. Notwendig fir die Wirk-
samkeit der Antikatalase ist Sauerstoff oder ein anderer Wasserstoffakzeptor,
wie z. B. Methylenblau. Die Wirkung der Antikatalase entfaltet sich nur in
einem begrenzten pH-Bereich im schwach sauren Gebiet. Unterhalb 10°
ist die zerstérende Wirkung gering, sie steigt mit der Temperatur. Ferro-
sulfat in Gemeinschaft mit Sauerstoff soll eine der Antikatalase analoge
Wirkung besitzen. Durch Alkohol und Aldehyde, sowie andere im Korper
oxydierbare Substanzen wird die Reaktion der Antikatalase verhindert.

1 Bach u. Zubkowa, Biochem. Zs 125, 283; 1922.

2 Steppuhn, Biochem. Zs 146, 108; 1924.

3 Nakamura, H. 139, 140; 1924.

* Waentig, Fermentforsch. 1, 165; 1916.

5 yvan Laer, Zbt. f. Bakt. (2) 34, 481; 1912.

6 Vincent, Soc. Biol. 88, 590; 1923.

7 Linossier, Soc. Biol. 79, 1145; 1916.

8 Battelli u. Stern, J1 de Phys. Path. 7, 919, 957; 1905. — Soc. Biol. 68, 811; 1910. —
Internat. Physiol. Kongress, Sthlm. 1926.
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Aus den Aktivitdtsunterschieden einer unbehandelten Katalaselosung
und solchen, die mit und ohne Alkoholzusatz eine bestimmte Zeit bei bestimm-
ter, etwas hoherer Temperatur verweilten, suchen Battelli und Stern ein
Mass fiir die Menge der vorhandenen Antikatalase zu gewinnen.

Eine weitgehende Reinigung der Antikatalase ist bis jetzt noch nicht
gelungen, jedoch eine Trennung von Katalase und der weiter unten zu bespre-
chenden Philokatalase. Als Ausgangsmaterial eignet sich besonders Milz-
extrakt, in welchem Katalase bei schwach essigsaurer Reaktion durch 2tigiges
Luftdurchleiten zerstort wird. Bei saurer Reaktion (0,2% HCIl) aufbewahrt,
behilt der eingeengte Extrakt mehrere Wochen seine Wirksamkeit. Anti-
katalase ist manchmal kochbestdndig, sie wird durch Alkohol, Aceton und
Ammonsulfat gefallt, sie dialysiert nicht.

Eine Reaktivierung der durch Antikatalase gehemmten Katalasewirkung
ist durch Reduktionsvorgdnge moglich, wenigstens erblicken die Autoren in
der reaktivierenden Wirkung des Alkohols einen solchen Vorgang.

Dieselbe Wirkung schreiben die Autoren einem hauptséchlich im Muskel-
gewebe auftretenden Korper zu, der sog. Philokatalase. Diese ist auf die Kata-
lasewirkung direkt ohne Einfluss und vermag nur die durch Antikatalase
hervorgerufenen Schiédigungen aufzuheben. Philokatalase bleibt mehrere
Stunden nach dem Tode intakt, sie ist nicht kochbestdndig und gegen Mineral-
sduren sehr empfindlich, weniger gegen organische S#uren. In neutraler
Losung bei niedriger Temperatur ist sie einige Zeit haltbar. Sie wird durch
Alkohol und Aceton gefillt. Ihre Wirkung ist stark von der Temperatur
abhingig, bei 00 ist sie minimal.

Die Philokatalase soll ihrerseits noch einen kochbestindigen Aktivator
besitzen, der hauptsichlich in Leber und Pankreas vorkommt. Dieser Akti-
vator wirke nur in Gegenwart von Philokatalase auf das System Katalase-
Antikatalase®.

Kritik an der Annahme einer spezifischen Antikatalase wurde schon
bald von de Waele und Vandevelde? geiibt, die die Existenz eines Anti-
fermentes verneinen. An dem Vorhandensein einer oder mehrerer hemmender
Substanzen, die — in erster Linle durch Alkohol — entfernt werden kénnen
unter Regenerierung der urspriinglichen Katalaseaktivitiat, ist wohl nicht zu
zweifeln; ob man aber diesem hemmenden Prinzip eine spezifische Wirkung
auf die Katalase zuschreiben muss, ist heute noch nicht klargestellt. Noch
weniger diirfte die Existenz einer spezifischen ,,Philokatalase’ gesichert sein.

1 Aktivierung durch Cystin usw. (Balls u. Hale, Jl Amer. Chem. Soc. 54,2133; 1932)
beruhen auf Bindung von Schwermetall-Spuren (Euler u. Giinther).
2 de Waele u. Vandevelde, Biochem. Zs 9, 255; 1908.
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VI. Katalytische Wirkungen in lebenden Zellen (H.v.Euler).

Zum Studium der biologischen Rolle der Katalase in lebenden Zellen
bilden einzellige Organismen ein besonders geeignetes Material. Viele Unter-
suchungen iiber die Hydroperoxydspaltung durch lebende Bakterien und
Hefen haben in verschiedener Hinsicht interessante Resultate geliefert und
andererseits hat die Katalasewirkung der roten Blutkérperchen vielfach die
Aufmerksamkeit der medizinischen und biologischen Forscher erregt.

1. Katalase in Bakterien.

Zwei Enzyme konkurrieren um das Wasserstoffsuperoxyd, das in Zellen in
irgendeiner Weise entsteht, ndmlich die Peroxydase und die Katalase; der-
jenige Anteil des Hydroperoxyds, welcher nicht zur peroxydatischen Oxydation
verwendet wird, fallt der Spaltung durch Katalase anheim. Es konnte des-
wegen von vornherein vermutet werden, dass der Katalasegehalt der Bakterien
mit ihrer Atmungstatigkeit, ihrem Sauerstoffverbrauch, verkniipft ist. Eine
Einsicht in die Art dieses Zusammenhanges wiirde einen wesentlichen Fort-
schritt nicht nur in der Biochemie der Katalase, sondern auch in der Lehre von
den Atmungsvorgéngen bedeuten.

Wenn, wie Wieland angenommen hat, Hydroperoxyd unter der Ein-
wirkung von molekularem Sauerstoff entsteht, so wiirden anaerobe Bakterien
fir Katalase keine Verwendung haben, und man wiirde erwarten, dass die-
selben arm an Katalase sind, im Gegensatz zu ausgesprochenen aeroben Mikro-
organismen. Ein solcher Zusammenhang schien auch zu bestehen. Beijerinck?
fand Milchsdurebakterien, welche keine Katalase enthalten, Kluyver? stellte
die Regel auf, dass solche Mikroorganismen, welche freien Sauerstoff benétigen,
Katalase enthalten, wahrend Mikroorganismen, ,,welche sich ausschliesslich
fermentativ ernihren®, katalasefrei sind, und er konnte sich dabei auch auf
frithere Ergebnisse von Orla Jensen?, Lesser und Jorns stiitzen.

Beobachtungen von Rywosch® sowie von Stapp?® zeigten, dass der
Katalasegehalt der fakultativ anaeroben Bakterien sehr erheblich ist, wenn
die Bakterien unter aeroben Bedingungen geziichtet werden. Andererseits
fand Kirchner® bei Ziichtung in Sauerstoff eine Erhohung der Katalase-
wirkung. Nach Virtanen macht der O,-Zugang zur Nihrlosung bei Coli
wenig aus. Nach Schlunk? sind katalasearme Bakterien gegen Hydroperoxyd
empfindlicher als katalasereiche.

1 Beijerinck, Naturwiss. Rdsch. 1893, 671.

2 Kluyver, Zs f. physiol. Chem. 138, 100; 1924.

3 Orla Jensen, Zbt. f. Bakteriol. 18, 211; 1907.

4 D.u. M. Rywosch, Zbt. f. Bakteriol. I, 44, 295; 1907.
5 Stapp, Zbt. f. Bakteriol. I, 92; 1924.

6 Kirchner, Zs f. Immunitatsf. 52, 108; 1927.

7 Schlunk, Zbt. f. Bakteriol. 92, 116; 1924.

v. Euler, Chemie d, Enzyme. II/3. 5
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Dass es sich aber hier keineswegs um allgemeine Beziehungen handelt,
ist durch bemerkenswerte Arbeiten von Virtanen! mit Karstrom und
Winter?, sowie von Simola® gezeigt worden. Nach den Ergebnissen der
finnischen Forscher sind die stark aeroben Bakterien wie Essigbakterien
(Acetobacter suboxydans), Bakterien der Fluorescensgruppe (B. fluorescens
liquefaciens, B. pyocyaneum usw.) sehr arm an Katalase. Simola fand bei
streng aeroben Cellulosebakterien (Cellobacillus myxogenes und Cellobacillus
mucosus) sehr geringe Katalasewirkung. Bei den anaeroben Propionsdure-
bakterien fand Virtanen die Katalasewirkung enorm gross.

Fujita und Kodama?* geben auf Grund eines ziemlich grossen experi-
mentellen Materials an, dass anaerobe Bakterien keine Katalase enthalten,
betonen aber, dass es auch aerobe Bakterien ohne Katalase gibt, sowie fakul-
tativ anaerobe Bakterien mit einer méssigen Katalasemenge. Sherman®
konstatiert, dass ein anaerobes Propionséurebakterium Katalase bildet.

In diesem Zusammenhang ist es

Gewebe Katalase- | Atmungs-  bemerkenswert, dass nach Bertho und
gehalt | intensitit  G]iick® in gewissen milchsiurebilden-
Leb 100 o den Bakterien, welche keine Katalase
eper . . . . . .
Niere. . . . . 93 95 enthalten, kein Hydroperoxyd bei der
Muskel . . . . 1,4 100 Atmung entsteht.
H%rn """ L1 78 Virtanen und Pulkki haben neuerdings
Milz . . . .. 5 12 (Arch. {. Mikrobiol. 4; 1932) bei Bac. Mycoides
Lunge . . . . 8,3 13 den Katalasegehalt der vegetativen Zellen ge-

messen, die Sporen aber katalasefrei gefunden.

Auch fiir Gewebe hoherer Tiere ldsst sich iibrigens keine Beziehung zu der Intensitit der
Oxydationsvorginge nachweisen. Als Beleg entnehmen wir einer Arbeit von Lina Stern?
obenstehende Tabelle iiber Organe des Hundes.

»»Wie wir aus dieser Tabelle ersehen, ist der Katalasegehalt in den Muskeln und dem Hirn
des Hundes sehr gering, trotzdem diese Gewebe einen sehr intensiven respiratorischen Gaswechsel,
d. h. eine grosse Oxydationsenergie besitzen. So betragt z. B. der Katalasegehalt der Leber
ungefahr das 70fache des Katalasegehaltes der Muskeln, wihrend die Oxydationsenergie dieser
beiden Gewebe die gleiche ist.‘

Katalase findet sich oft, nicht immer in fettreichen OrganismenS$.

2. Katalase in Erythrocyten und Leukocyten.
Die zahlreichen Arbeiten iiber die katalatische Aktivitit des Blutes sind
besonders in der Hoffnung angestellt worden, diese Grosse zur Diagnose ver-
wenden zu kénnen. Diese Erwartung hat sich allerdings nicht bestitigt, wie

! Virtanen u. Karstrém, Biochem. Zs 161; 9, 1925. — Virtanen u. Winter, 197,
210; 1928.

2 Virtanen u. Winter, Acta Chem. Fenn. 6, 14; 1931.

3 Simola, Diss. Helsinki 1931.

4 Fujita u. Kodama, Biochem. Zs 232, 20; 1931.

5 Sherman, J1 of Bacter. 11, 417; 1926.

6 Bertho u. Glick, Naturwiss. 19, 88; 1931.

" Lina Stern, Biochem. Zs 182, 146; 1927. Siehe auch Oppenheimer, Die Fermente.

8 Euler, Hofm. Beitrage 7, 1; 1905.
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zahlreiche Untersuchungen von A.Bach?, Bischoff? u. a. gezeigt haben.
Die Schwankungen haben sich namlich gross und uncharakteristisch erwiesen.
Sogar bei Blutkrankheiten, wie pernizigser Anémie, wurden sowohl Steigerungen
des Katalasegehaltes (Magat3, Togel, Berg?) als Verminderungen beobachtet.

Die Hauptmenge der Blutkatalase findet sich in den Erythrocyten. Der
Katalasegehalt der roten Blutkorperchen ist auffallend hoch, hesonders bei
Menschen. Dieses geht schon daraus hervor, dass die Katalasewirkung der
menschlichen Erythrocyten auf die Gewichtseinheit Trockensubstanz berechnet,
etwa 10mal hoher ist als die der Lunge. Diese Katalasemengen in den Erythro-
cyten scheinen biologisch um so schwerer verstandlich, als die Atmung in diesen
Zellen gering ist. An der katalatischen Wirkung der Erythrocyten sind iibrigens
auch Himoglobin (Haurowitz) und andere Héminkomplexe (vgl. Stern,
H. 215) beteiligt. Uber katalatische Wirkung von Ferrosalzen siehe Lieb.
Ann. 502, 17; 1932.

Verf. mochte indessen betonen, dass die auf Ewald zuriickgehende Ver-
mutung, nach welcher Katalase die Sauerstoffabgabe des Hamoglobins beschleu-
nigt, keineswegs von der Hand zu weisen ist, wenn auch die Verhiltnisse
komplizierter liegen als Ewald annahm; dieser Einfluss der Katalase auf den
Sauerstoffwechsel des Hamoglobins soll im Institut des Verf. emngehend unter-
sucht werden.

Ausserordentlich gross sind die Verschiedenheiten der Katalasewirkung
der Erythrocyten bei verschiedenen Tieren. Fujita (l. c.) fand die folgenden
relativen Katalaseaktivititen verschiedener Erythrocyten:

Mensch. . . . . . . 12 000 Maus. . . . . . . . . 3000
Ratte . . . . . .. 6 800 Hubn. . . . . . . .. 1000
Kaninchen . . . . . 6 700

Iglauers gibt an, dass die menschlichen Leukocyten viel katalasereicher
sind als die Erythrocyten, was aber mit Befunden von Fujita nicht iberein-
stimmt. Nach neueren Versuchen von K. G. Stern® ist die Aktivitdt von
Plasmolysaten und Extrakten aus Leukocytentrockenpraparaten von der
gleichen Gréssenordnung wie diejenige gleichartig behandelter Erythrocyten.
Bei Menschen findet Stern fir das Plasmolysat aus Erythrocyten Kat £
= 102,1, fiir Mischleukocyten 68,7. (Bez. Kat f siehe S. 85.)

3. Katalasegehalt und Katalasewirkung in Mikroorganismen.

Aus unbeschidigten lebenden Zellen geht die Katalase im allgemeinen
nicht in das wissrige Medium iiber. Trotzdem sind lebende Zellen oft katalatisch
sehr aktiv, wie z. B. die Hefezellen und die Erythrocyten.

1 Bach u. Iwanitzkij- Wassilenko, Biochem. Zs 148, 469; 1924.

2 Bischoff, Arch. Kinderheilk. 82, 189; 1927.

* Magat, Zsexper. Med. 42, 95; 1924.

¢ W. Berg, Kongr. inn. Med. 41, 216; 1929.

5 Iglauer, Biochem. Zs 223, 470; 1930.

6 K. G. Stern, Zs f. physiol. Chemie 204, 259; 1932.

5*
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Man konnte versucht sein, aus der Katalasewirkung einer Hefesuspension
von bekannter Zellenzahl den relativen Katalasegehalt der Zellen (bezogen
auf eine katalasehaltige Standardsubstanz) zu berechnen, etwa so, wie es von
Euler und Svanberg! fir Hydrolasen, besonders Saccharase, der Hefe
geschehen ist, ndmlich durch den Quotienten k/Zellenzahl.

Fiir Katalase ist dies aber nicht angénglg. Durch Euler und Blix? ist
gezeigt worden, dass die Katalasewirkung frischer Hefe um 300—400% gestei-
gert werden kann, wenn man der Hefesuspension Toluol oder Chloroform zu-
setzt, und spater fanden Euler und Hellstrom? noch weit grossere Effekte,
némlich Steigerungen durch Chloroform auf das 60fache des urspriinglichen
Wertes.

Diese Effekte sind noch nicht aufgeklért, aber jedenfalls zeigen sie, dass
die Katalasewirkung von Zellen durch Faktoren beeinflusst wird,
welche wir noch nicht beherrschen. Wir kénnen also von der Katalase-
wirkung noch nicht auf den Katalasegehalt schliessen.

Als Beispiel fiir diese Einwirkung mag folgender Versuch aus der Arbeit
von Euler und Blix angegeben werden:

Minuten 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | Mittel
Reaktions- Mit Toluol . . . | 86 | 89 | 89 | 87 | 85 87
konst. k Ohne Toluol . .| 29 | 29 | 27 28 28

Steigerungen der Katalasewirksamkeit, und zwar bis auf das 10fache,
wurden in der gleichen Arbeit von Euler und Blix auch dadurch erzielt,
dass die Hefe kurze Zeit auf Temperaturen zwischen 58—60° erhitzt wurde.
Auch bei Erythrocyten trat eine #hnliche Steigerung durch Erwérmen ein®.

Es kann sich bei diesen Effekten kaum um eine Denaturation des Protein-
teiles® der loslichen Katalase handeln, denn Katalasenextrakte zeigen die
erwahnte Erhohung der Wirksamkeit nicht.

Katalasen treten nach unserer Annahme in zwei Formen auf, einer 16s-
lichen, bzw. extrahierbaren, und einer unléslichen, fest an die Zelle gebundenen”.

1 Euler u. Svanberg, Zs f. physiol. Chemie 106, 210; 1919.

2 Euler u. Blix, Zs f. physiol. Chemie 105, 83; 1919.

® Euler u. Hellstrém, Zs f. physiol. Chemie 190, 189; 1930.

4 Bemerkenswert ist eine von G. Giinther gefundene Tatsache, dass Hefe, deren Katalase-
wirkung einmal durch Erhitzen gesteigert worden ist, nach weiterem Zuwachs eine solche Akti-
vierung nicht mehr erfahrt.

5 Euler u. Borgenstam, Biochem. Zs 102, 124; 1920.

6 In anderem Zusammenhang hat Verf. wiederholt hervorgehoben, dass die Proteinbestand-
teile der Enzyme sich wohl von bekannten, bzw. schon nither charakterisierten Proteinen unter-
scheiden konnen. Diese Proteinbestandteile diirften oft die Spezifitit der Enzyme bedingen.

7 Nach Hally (Zs klin. Med. 120, 230; 1930) ist die Blutkatalase nicht so sehr an das Stroma,
sondern an iibrige Bestandteile der Zellen gebunden. Zatti und Miraglia vermuten, dass die
Katalasebildung im reticuloendothelialen Teil der Erythrocyten erfolgt (Rif. med. 42, 987; 1926).



Katalasebildung. 69

Die Aktivierung der Katalase durch Narkotica hat Verf.l so gedeutet, dass
Hemmungsstoffe, welche die unlosliche Katalase in der Zelle begleiten, durch
Chloroform usw. ausser Wirksamkeit gesetzt werden.

Als aktive Gruppe der Katalase fungiert, wie durch die Untersuchungen
von Zeile? und Hellstrom3 nachgewiesen wurde, ein Eisenporphyrin von
Hémincharakter. Die viel hohere Aktivitiat der Katalase gegeniiber dem Hamin
diirfte darauf beruhen, dass der Proteinteil des Enzymes das Substrat Hydro-
peroxyd festhilt. Dies unterscheidet die Enzym-Aktivierung von der Alkali-
Aktivierung des H,0,.

VII. Katalasebildung (H. v. Euler).

Eine der noch ganz wenig bearbeiteten, aber biologisch wohl wichtigsten
Probleme der Enzymforschung betrifft die Enzymbildung?. In einigen Fillen,
besonders bei der Saccharase und der Amylase, ist es moglich gewesen, die
Bildung des Enzyms bzw. die Verdnderung der betreffenden enzymatischen
Wirksamkeit quantitativ zu verfolgen, und die Abhingigkeit der Enzym-
bildung von anderen Zellbestandteilen und von #usseren Bedingungen des
Zellenwachstums zu studieren.

Auch beziiglich der Katalase liegen solche Studien vor; sie werden erschwert
dadurch, dass es vielfach noch nicht moglich ist, die Katalasemenge, und zwar
auch nicht die relative — in der lebenden Zelle bzw.im lebenden Gewebe
zu erfassen, da, wie oben erwiahnt wurde, die Katalase in der Zelle von Hem-
mungskorpern begleitet ist, so dass Enzymmenge und Enzymwirksamkeit bei
weltem nicht parallel gehen.

Die Katalase wird, ebensowenig wie ein anderes Enzym, als freies Molekiil
in der Zelle synthetisiert, sondern als Teil eines hochmolekularen Substrates,
welchem man bis auf weiteres wohl Eiweissnatur zuschreiben darf. Verf. halt
die Annahme fiir gerechtfertigt, dass die Katalasebildung in der lebenden Zelle
an verschiedenem Grundmaterial erfolgt, und zwar einerseits in Cytoplasma,
Plastiden und Kern und andererseits Zellsaft, und dass diese beiden Gruppen
von Katalasen hinsichtlich Loslichkeit usw. stindige Verschiedenheiten auf-
weisen. Wie Zeile® hervorhebt, haben sich Molekulargewichte an Katalasen
bis jetzt noch nicht einwandfrei feststellen lassen. Zwischen einem ,,Schutz-
stoff und dem Héminrest besteht ein Dissociationsgleichgewicht.

Da, wie oben erwihnt, der aktive Teil der Katalase ein Eisenporphyrin
ist, so wiirde die Synthese dieses Teiles der Katalase sich im wesentlichen auf
emme Porphyrinsynthese zuriickfiihren lassen.

! Euler, Chemie d.Enzyme, I.Teil. Minchen: J. F. Bergmann 1925. Siehe auch das
Ubersichtsreferat von H. Ruska, Erg. d. Physiol. 34, 253; 1932.

2 Zeile, Zs f. physiol. Chemie 195, 39; 1930.

3 Zeile u. Hellstrém, Zs f. physiol. Chemie 192, 171; 1930. — Euler, Zeile u. Hell-
strom, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74; 1930.

4 Vgl. hierzu Bd. 1 (Allgemeiner Teil), 3. Aufl. 1925, 10. Kapitel, S. 396.

5 Zeile, Biochem. Zs 258, 347; 1933.
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Katalasebildung in Samen. Katalase entsteht, wie seit langerer Zeit
bekannt ist, in Samen bei der Keimung. Auch iiber den niheren Verlauf in
den ersten Keimungstagen liegen Untersuchungen vor, z. B.von Rhine?,
welcher angibt, dass der Katalasegehalt am ersten Keimungstag ein Minimum
durchléuft, obwohl die Atmung gleichzeitig zunimmt. Gracanim?2, welcher
das von Rhine gefundene Minimum der Katalasebildung in einigen Fillen
bestitigt, kommt, wie auch Morinaga?3, zur Auffassung, dass im grossen ganzen
Parallelitiat zwischen Atmung und Katalasebildung bei der Keimung besteht.

In einer Untersuchungsreihe, welche angestellt wurde, um Anhaltspunkte
iiber die Entwicklungsreihe des Chlorophylls und iiber die Chlorophyllbildung
in chlorophylldefekten Gerstenmutanten zu gewinnen, fanden Verf. und

o ) A, _ Harald Nilsson, dass in den chloro-
o
8 ,><><\

w /T/ )

phyllfreien Mutanten der Katalasegehalt
yo

2Panzen

der Gerstenlaubblitter durchweg bis
auf ein Drittel des normalen Wertes

60 = S — §’ herab'gesetzt war. Das Ergebnis von
/@\y _}‘C/ ) \;‘;w&}é H.Nilsson* hat sich in allen folgenden

# 7 5e—=x S Untersuchungen® durchaus bestétigt.
/"‘/// ke In den chlorophyllfreien Mutanten

2z ,// vom Albinatypus tritt also regel-

missig die starke Verminderung des
P 6 4 % Katalasegehaltes auf einen bestimmten
bimigge .
Abb. 9. Wert ein. Bei solchen chlorophyll-
defekten Gersten, wie z. B. denjenigen
vom Xanthatypus, ist der Katalasegehalt der Laubblétter normal, obwohl
der Chlorophyllgehalt vermindert ist. Anlésslich der Besprechung dieser Ver-
hiltnisse hat Verf.® die Vermutung gedussert, dass nur die in den Chloro-
plasten gebildete Katalase bei Chlorophylldefekt vermindert wird, bzw. aus-
fallt, und zwar deswegen, weil die Chloroplasten selbst in weissen Mutanten
degeneriert sind (Euler und Bengt Bergman, Ber. d. d. bot. Ges. 1933).
In den chlorophyllnormalen Gerstenmutanten von Albinatypus und in
normaler Gerste nimmt die Katalasemenge des Laubblattes mit zunehmender
Entwicklungsdauer, also mit der Zahl der Keimtage bis zu einem gewissen
Punkt zu, und féallt dann langsam wieder ab, und zwar unabhéngig davon,
ob die Keimung im Dunklen oder im Licht erfolgt ist (s. Abb. 9).

1 Rhine, Bot. Gaz. 78, 46; 1924.

2 Gracanim, Biochem. Zs 168, 424; 1926.

3 Morinaga, Bot. Gaz. 79, 73; 1925.

¢ Buler u.Nilsson, K. Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 10 B nr 6, 1929.

5 Buler, Hereditas 13, 61; 1929. — Euler, Davidsson u. Runehjelm, Zs f. physiol.
Chemie 190, 247; 1930. — Euler, Forssberg, Runehjelm u. Hellstrom, Zs f. ind. Abst.-
und Vererb.-Lehre 59, 131; 1931. — Euler, Hertzsch, Forssberg u. Hellstrém, ebenda
60, 1; 1931. — Euler u. Moritz, K. Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, 10 A nr 11; 1930.

8 Buler, Burstrém u. Hellstro m, Hereditas 18, 225; 1933.

i L |
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In der gleichen Untersuchung von Euler, K. Myrbéick und S.Myr-
back! wurde auch folgender Versuch angestellt:

5 Keimlinge (Lénge etwa 10 cm) wurden horizontal in 4 etwa gleiche
Teile geteilt, in welchen die Katalase bestimmt wurde. Die Teile sind von der
Spitze her numeriert.

Teil 1 2 3 4
k.10% =170 29 18 24

Uber die Verteilung der Katalase in verschiedenen Abschnitten der jungen
Gerstenpflanze gibt folgende Tabelle Auskunft, in welcher die Katalasewirk-
samkeit durch die mit den be-

treffenden Organen erhaltenen k. 108
Reaktl'onskons::.anten angege- Iizgn‘ Untersuchte Tele | [ popal.
ben ist. Wie ersichtlich, pilanzen | pflanzen
nimmt der totale Katalase-
gehalt der Pflanze anfangs sehr 2. | 2 ganze Pflanzen . . . | 26 14
. . 3. |2, e 54 36
stajrk zu, bleibt dann aber eine 4 | 2 Labblitter . . . . 99 12
Zeitlang recht konstant ; in der 2 ganze Pflanzen . . . 62 56
gleichen Weise verhalten sich 5. | 2 Laubblatter . . . . 30 20
die Laubblitter mit den 2 Wurzelsysteme. . . - 7
. 2 ganze Pflanzen . . . 77 97
Coleoptilen. 6. |2 Laubblatter . . . .| 43 37
Man hat ofters versucht, 2 ganze Pflanzen . . . 90 103
die Keimfihigkeit oder Keim- 7. | 2 Laubblatter . . . .| 55 38
. . . 2 Wurzelsysteme . . 6 2
reife von Getreidekérnern 2 ganze Pflanzen . . . 99 89
durch den Katalasegehalt zu 8. | 2 Laubblatter . . . . 55 55
beurteilen. Dies scheint aber 2 ganze Pflanzen . . . | 90 95
nur unter gewissen Umstinden 9. | 2 Laubblatter ... . o2 46
2 ganze Pflanzen . . . 81 78
moglich zu sein; jedenfalls 10, |2 Laubblatter . . . .| 50 51
liegen in dieser Hinsicht sehr 2 ganze Pflanzen . . . 82 84

widersprechende Angaben vor.
Leggatt? glaubt bei Weizen eine solche Beziehung zwischen Katalasegehalt
und Keimfahigkeit gefunden zu haben, wie auch friilher Nemec und
Duchou3, Oparin und Pospelowa* vermutet haben, die aber nach Niet-
hammer5 keineswegs immer zutrifft.

Die Bildung der Katalase ist wie diejenige anderer Enzyme als eine
Kettenreaktion aufzufassen.

Vert. hat versucht, iiber die Verteilung der Katalase in Schnitten aus frischem, unfixierten
Pflanzenmaterial Aufschliisse zu gewinnen, besonders hinsichtlich der Plasmaorgane. Bis jetzt
haben sich aber die technischen Schwierigkeiten noch nicht iiberwinden lassen; nur hat es den An-
schein, dass an den Chloroplasten und evtl. im Zellkern die katalatische Wirkung am starksten ist.

! Euler, K. u. S. Myrback, Zs f. physiol. Chemie 186, 212; 1930.
2 Leggatt, Sci. agricult. 10, 73; 1929.

3 Némec u. Duchou, C.r. Acad. Sci. Paris 174, 632; 1922.

4 Oparin u. Pospelowa, Biochem.Zs 189, 18; 1927.

® Niethammer, Pflanzenernahrung 21, 69; 1931.
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VIII. Methoden der Aktivititsbestimmung (H. v. Euler).

Es sind im wesentlichen drei Methoden, welche bei den vielen Unter-
suchungen iiber Katalase zur Anwendung gekommen sind: eine volumetrische
und zwei titrimetrische.

1. Die volumetrische Methode.

Bei dieser Methode wird das aus einer gegebenen Reaktionsmischung von
Katalaselssung + Hydroperoxyd + Puffer usw. per Zeiteinheit entwickelte
Sauerstoffvolumen bei bestimmtem Druck, gewoéhnlich Atmosphérendruck,
gemessen. Die zahlreichen hierzu vorgeschlagenen Apparate (v. Liebermann,
Batelli und Stern, Walton!, Santesson, Weichardt und Apitsch?,
Burge Magath3, Morgulis u. a.) unterschieden sich nur durch Einzelheiten
der Konstruktion voneinander.

Die Methode ist ofters kritisiert worden, zuerst wohl von Senter;
Michaelis und Pechstein, welche die volumetrische Methode ebenfalls fiir
wenig geeignet halten, schreiben (l.c. S.825): ,,Man hat es durchaus nicht in
der Hand, ob und wieweit der entwickelte Sauerstoff entweicht. Es kann vor-
kommen, dass in zwei vollkommen parallelen Versuchen in dem einen sich
reichliche Sauerstoffblasen entwickeln und in dem anderen ohne Umschiitteln
nicht eine einzige. Trotzdem gibt die Permanganatmethode hier in beiden
Proben gleiche Resultate.*

Der Kritik von Michaelis schliesst sich Verf. dieses Kapitels insofern
an, als die volumetrische Methode an Genauigkeit der titrimetrischen sicher
nachsteht. Sie ist vielleicht zu manchen vergleichenden klinischen biologischen
Serienbestimmungen hinreichend, sicher nicht zu kinetischen Messungen,
besonders nicht, wenn durch Anwendung hochgereinigten Enzymmateriales
die Reaktionsverhéltnisse im tbrigen gut definiert sind. Sind die zu unter-
suchenden Losungen so triib oder so stark gefarbt, dass der Farbenumschlag
bei der Permanganattitration verwischt wird, oder enthalten sie Stoffe, welche
durch Permanganat angegriffen werden, so ist die Wahl der volumetrischen
Messmethode gerechtfertigt, z. B. auch fiir die Bestimmung der Blutkatalase?.

2. Die Methode der Permanganattitration.

Die Titration des unverbrauchten Hydroperoxydes durch Kaliumperman-
ganat in schwefelsaurer Liosung ist zweifellos ein sicheres und genaues Ver-
fahren zur Verfolgung der katalytischen Hydroperoxydspaltung. Auch Bredig
hat ihm bei seinen Versuchen mit Platinsolen vor der volumetrischen Methode
den Vorzug gegeben. Nunmehr ist die Methode in allen Einzelheiten gepriift

1 Walton, Zs physik. Chem. 47, 188; 1904.

2 Weichardt u. Apitsch, Biochem. Zs 90, 337; 1918.

3 Magath, J1 Biol. Chem. 33, 396; 1918.

4 Eine Versuchsanordnung dazu hat kiirzlich Jusatz angegeben (Klin. Wschr. 11, 1188:
1932).
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und sehr oft verwendet worden [Bach und Chodat, Senter, Euler,
Michaelis und Pechstein, Jolles, Yamasaki, Rona und Dambo-
viceanu, Nosaka, Hennichs, Josephson, Zeile, K. und S. Myrbick,
Virtanen und Karstrém (Bio.Zs 161), Kirchner und Nagell (Bio. Zs
174), Kurt G. Stern u. a.].

Bei der Hydroperoxydtitration entsprechen bekanntlich 2 Mol. Per-
manganat 5 Mol. Hydroperoxyd; zufolge der Gleichung
2 KMnO, + 5 H,0, + 4 H,80, = 2 KHSO, + 2 MnSO, +8 H,0 + 5 O,.
Man titriert geeignet mit 0,01—0,005 n. Permanganatlosung, gestellt gegen
Natriumoxalat.

Als Beispiel einer geeigneten Ausfithrungsform fiir die Messung einer
katalatischen Reaktion sei folgendes im Stockholmer Institut (Hennichs u. a.)
angewandtes Verfahren angefiihrt:

35 ccm einer etwa 0,01 n. Hydroperoxydlosung + 10 cecm 0,03 mol. Phos-
phatpufferlésung (pH = 6,8) + (5 —n) cem Wasser +n ccm Enzymlosung.
Die Enzymlosung, etwa 2—3 ccm, und das iibrige Reaktionsgemisch werden
einzeln auf 0° vorgekiihlt und wihrend der Reaktion in schwach salzhaltigem
Eiswasser bei 00 gehalten.

Die von Zeit zu Zeit, etwa jede zehnte Minute, der Mischung entnommene
Probe wird in verdiinnter Schwefelsdure einpipetiert, wodurch die Enzym-
wirkung zu genau fixierter Zeit aufhort.

Man berechnet aus der zu verschiedenen Zeiten verbrauchten Anzahl
Kubikzentimeter KMnO, und dem experimentell festzustellenden Titrations-
endwert die Werte a—x fiir die verschiedenen Versuchszeiten und beniitzt
diese Werte zur Berechnung eines Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung

k=1/tln 5’%‘}(’.
Der Mittelwert der so erhaltenen Reaktionskoeffizienten ist ein Mass fiir

die Reaktionsgeschwindigkeit bzw. unter Normalbedingungen fiir den relativen

Katalasegehalt.
3. Methode der Jodtitration.

Das 1904 von Jolles angewandte Prinzip der Hydroperoxydtitration ist neuerdings von
Kurt G.Stern! wieder aufgenommen und modifiziert worden.

35 ccm 0,02 n-H,0, (bereitet durch Verdiinnen etwa von 0,5 ccm Perhydrol Merck, rein,
fiir analytische Zwecke, mit Aq. dest.auf 500 ccm) 4+ 10 cem m/15-Phosphatpuffer (1 : 1)
(pH 6,98) + 0,1—5 ccm Enzymlosung, Aq. dest. ad 50 ccm. Die einzelnen Losungen, sowie die
Spaltansitze werden in Eis gekiihlt. Sogleich nach Enzymzugabe, sodann nach 5, 10, 15, 20
und 25 Min. wurden je 5 ccm entnommen und in Kélbchen pipettiert, die 10 ccm einer 1%igen
Jodkaliumldsung, sowie 3 ccm einer 33%igen Schwefelsiure enthalten, wodurch die Enzym-
wirkung augenblicklich unterbrochen wird. Zur Beschleunigung der Freisetzung des elementaren
Jods, die der jeweils vorhandenen H,0,-Menge streng proportional ist, werden zu jedem Kolb-
chen 3 Tropfen einer Molybdanséurelosung gegeben, durch Erwirmen von etwas fester
Molybdénsiure mit Aq. dest. und Abfiltrieren vom Ungelosten bereitet. Nach Beendigung des
Versuches wird die Menge des freien Jods mittels Titration mit 0,02 n-Thiosulfatlésung unter

1 Kurt G. Stern, H. 204, 259; 1932.
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Zufiigen einiger Tropfen Stéirkelosung als Indicator bestimmt. Im Gegensatz zu der Permanganat-
methode ist hierbei auch in Gegenwart erheblicher Mengen organischer Substanz stets ein scharfer
Umschlagspunkt vorhanden. Die Thiosulfatlosung wird aus einer genauen, 3 ccm enthaltenden
Mikrobiirette zugegeben, deren Teilung die direkte Ablesung der !/,,, ccm gestattet. Bei jedem
neuen Untersuchungsobjekt muss man sich davon iiberzeugen, dass die Enzymldsung selbst
aus dem KJ-H,SO,-Gemisch kein Jod in Freiheit setzt.

Das Verfahren von K. G. Stern (l. ¢.) ist neuerdings zur Katalasebestim-
mung in landwirtschaftlichen Produkten von Balls und Hale! verwendet
worden. Nach ihrer Vorschrift werden 2 g des zu untersuchenden Materials
mit scharfem Sand und mit 18 ccm einer vorher von Luft befreiten Mischung
gleicher Teile 95%,igen Glycerins und eines 0,2 m. PO,-Puffers (pH = 7,0—7,2)
fein verrieben. Die Emulsion wird zentrifugiert; von der iiberstehenden luft-
freien Fliissigkeit wird eine geeignete Menge 5 Min. mit 0,1 ihres Volumens
an gekochtem Lebersaft stehen gelassen. Die Bestimmung wird dann so aus-
gefiihrt, dass 1—5 ccm der zu untersuchenden Enzymlosung mittels Pipette
in einen auf 0° gekiihlten Messzylinder mit Glasstopfen gebracht wird, der 1 ccm
0,2 n. Hydroperoxydlosung, 4—6 ccm Phosphatpuffer und eine frisch bereitete
Losung von 1 g Glucose in so viel Wasser enthalt, dass das Gesamtvolumen
nach Zusatz der Enzymlosung 50 ccm betrdagt. Dann wird im Sinne der Stern-
schen Methode weiter gearbeitet.

Dieses Verfahren soll bei der Untersuchung von Korn gewisse Vorteile
bieten, da Kornextrakt besonders reich an Substanzen sein soll, die bei Anwen-
dung anderer Methoden leicht Stérungen verursachen.

Bei allen Katalasebestimmungen ist die Gegenwart von Katalasegiften
(Anti-Katalasen) und Schutzstoffen zu beriicksichtigen. Unter ersteren sind
besonders die Amine und Hydrazine sowie HCN, welche auf Carbonyle wirken,
bemerkenswert. Wie in einer (noch unverdffentlichten) Untersuchung aus
diesem Institut gezeigt wird, dirften diese Stoffe an den prosthetischen Teil
(Porphyrinrest) der Katalase stéchiometrisch gebunden sein. Uber einen
kolloiden Schutzstoff siehe Zeile (1. c. 1938).

4. Berechnung der Versuche. Wirksamkeit der Katalasepriiparate.

Sofern man mit geeignet verdiinnten  Hydroperoxydlésungen bei 0°
gearbeitet hat, lassen sich die mit einer der erwihnten Methoden erhaltenen
Versuchszahlen zur Berechnung einer Reaktionskonstante 1. Ordnung nach

der Formel
a

a—Xx

1
k=?ln

verwenden, und man erhalt wenigstens fiir das erste Drittel oder das erste Viertel
der Reaktion recht angendhert konstante Werte von k (vgl. S. 87 u. ff.).
Der Mittelwert der so erhaltenen Reaktionskoeffizienten ist ein Mass fiir

1 Balls u. Hale, J1 Assoc. Agricult. Chemists 15, 483; 1932.
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die Reaktionsgeschwindigkeit und bei Einhaltung von Normalbedingungen
(Aciditdt usw.) fir den relativen Katalasegehalt?!.

Gilt es, die Wirksamkeit eines Katalasepréparates bzw. dessen Rein-
heitsgrad festzustellen, so geschieht dies geeignet durch Berechnung des

Ausdruckes
Kat f — Reaktionskon?tante k.
g Enzympriparat

Eine Modifikation der angegebenen Berechnungsweise fiir Katalase hat

Fujita?® angewandt. Er bezeichnet als Katalasequotient den Wert:
Q __ Die in 30 Min. entstandene O,-Menge (cmm) bei 38° C
Kat = T

Trockengewicht (mg)

Dass man fiir praktische Zwecke eine ,,Katalasezahl® bzw. einen ,,Kata-
laseindex‘“ eingefiihrt hat, ist bereits S.6 u.7 erwdhnt worden.

Aktivitdtsbestimmung in lebendenZellen. Der Quotient aus kata-
latischer Reaktionskonstante und Zellenzahl gibt, wie schon S. 67 u. 68 betont
wurde, kein Mass fiir die in den Zellen vorhandene Katalasemenge, sondern
nur fir die Wirksamkeit des totalen katalatischen Systemes Katalase, Hem-
mungsstoffe (Antikatalasen) und Aktivatoren® in den Zellen. Zu berticksich-
tigen ist hierbei, dass allem Anschein nach die Katalase kein einheitliches
Enzym* ist, sondern in wenigstens zweien ihren Eigenschaften nach ver-
schiedenen, Formen auftritt.

! Hierbei ist natiirlich auch die Anwesenheit von Aktivitoren und Hemmungskorpern in
Betracht zu ziehen. Uber die in Organen vorhandenen Antikatalasen und Philokatalasen
s. Batelli und Lina Stern, Ergebn. d. Physiol. 10, 531; 1910.

2 Fujita u. Kodama, Biochem. Zs 232, 20; 1931.

3 Die von Balls und Hale gefundene Aktivierung der Katalase durch Cystin (J1 Am.
Chem. Soc. 54, 2133; 1932) diirfte auf der Bindung der vergiftenden Schwermetalle beruhen.

4 Zur Kinetik der Katalase als Kettenreaktion siche auch Derek Richter, Nature, 1932,
I, 870.
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B. Die Enzyme der Oxydation und Reduktion.

a) Biologische und chemische Grundlagen (W. Franke).

I. Definition und Funktion im Organismus.

Von den beiden grossen Fermentgruppen, die sich als Grundlage einer
natiirlichen Einteilung nach der Wirksamkeit darbieten, ist die eine, die der
hydrolytischen Enzyme, in vorausgehenden Abschnitten eingehend be-
handelt worden. Trotz der Mannigfaltigkeit der Substrate und der dement-
sprechenden Vielzahl der enzymatischen Katalysatoren ist das Prinzip der
Wirksamkeit in dieser Gruppe doch von einer erstaunlichen Einfachheit und
Einheitlichkeit; in einfachen Modellversuchen mit Sduren und Basen Ilésst
es sich, wenn auch in unspezifischer Weise, nachahmen. Aus kompliziert
gebauten Molekiilen entstehen einfachere Bruchstiicke, indem der Wasser-
stoff des Wassers sich an das eine, die Hydroxylgruppe an das andere Spalt-
stiick anlagert. Das Prinzip des Vorgangs ist das gleiche, ob es sich nun um
die Losung amidartiger Bindungen wie in den Polypeptiden, &therartiger
wie in den Kohlehydraten und Glucosiden oder um Esterspaltung wie bei
den Fetten handelt. Die Bedeutung dieser Prozesse fiir den Organismus liegt
in der erhohten Resorbierbarkeit, Loslichkeit und Umwandlungsfahigkeit
der Spaltstiicke, nicht oder untergeordnet im Energiegewinn, der bei diesen
hydrolytischen Spaltungen relativ unerheblich ist.

Dieser grossen Enzymgruppe von einheitlichem Habitus steht eine andere,
nicht minder umfangreiche gegeniiber, deren Wirkungsmechanismus sich
nicht so einfach umschreiben lisst. Im Effekt bewirkt sie einen weiteren und
schliesslich endgiiltigen Abbau der hydrolytisch veréinderten Produkte, wobei
aber diesmal nicht nur C-O- und C-N-Bindungen (wie bei der Wirkung der
hydrolytischen Enzyme), sondern im wesentlichen C-C-Bindungen geldst
werden. Das bedeutet aber die Zerstorung des fundamentalen Kohlenstoff-
geriists der organischen Substanz. C. Neuberg und C. Oppenheimer?
haben fiir diesen Vorgang die Bezeichnung Desmolyse (von desuds Band
und Adew losen) und fiir die Gesamtheit der beteiligten Enzyme die Benennung
Desmolasen (analog den Hydrolasen) vorgeschlagen. Die sowohl zahlen-
missig als auch energetisch bedeutsamste Untergruppe in diesem Ferment-
komplex ist nun diejenige, die sich — wenn man zunéichst einmal nur an
aerobe Prozesse denkt — mit der unter Sauerstoffaufnahme verlaufenden
Verbrennung der Zellstoffe befasst. Man mag sie dementsprechend als

1 C. Neuberg u. Oppenheimer, Biochem. Zs 166, 450; 1925.
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Oxydations- oder (weniger gut) Atmungs-Fermente bezeichnen. Es ist
nun eine der wichtigsten biochemischen Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte,
dass auch die anaeroben Lebensdusserungen, wie die Géirungen der Hefen
und Bakterien, die Glykolyse in der tierischen Zelle, als Analoga der Oxybiose
zu betrachten sind, von dieser selbst nur dadurch unterschieden, dass nicht
der freie Sauerstoff, sondern der im Substrat gebundene die lebenswichtigen
Oxydationsprozesse bewirkt. Da bei diesen Vorgédngen neben Oxydations-
produkten also stets auch reduzierte Stufen (z. B. C;H;OH neben CO,) auf-
treten miissen — analog dem bei der Atmung gebildeten Sauerstoff-Reduk-
tionsprodukt H,0O — wird man im allgemeinsten Sinne diese im Prinzip nur
eine Wasserstoffverschiebung bewirkenden Enzyme als Oxydoreduktions-
Enzyme—auchOxydoredukasenoder Redoxasen genannt — ansprechen.
Einige, zweifellos zum System der Desmolyse gehérige Enzyme, wie etwa
die nichtoxydativ CO, abspaltende Carboxylase, fallen allerdings nicht
unter diesen Sammelbegriff. Allein ihr Wirken ist so eng mit dem oxydo-
reduktiven Abbau verkniipft, Natur und Stelle ihres Angriffs im System so
wohldefiniert, dass ihre Erwihnung und logische Einreihung am gegebenen
Orte unschwer erfolgen kann.

Die erheblichen Leistungen dieser enzymatischen Katalysatoren ersieht
man daraus, dass die hauptsichlichen Brennstoffe der Zelle wie Zucker, Amino-
sduren und Fettsduren bei gewohnlicher Temperatur und fur sich allein gegen-
iiber molekularem Sauerstoff praktisch vollkommen bestindig sind. Nur
unter Bedingungen, die von denen des organischen Lebens sehr stark ab-
weichen, ldsst sich diese Reaktionstrigheit mindern. So durch betrichtliche
Temperatursteigerung oder stark alkalisches Milieu, in dem sowohl Autoxyda-
tionen wie auch Oxydoreduktionen (z. B. von Aldehyden, Zuckern usw.) bei
gewohnlicher Temperatur vor sich gehen. Dabei erfolgt der Abbau der organi-
schen Substanz im Organismus ausserordentlich weitgehend; Kohlenstoff
und Wasserstoff erscheinen im aeroben Stoffwechsel wesentlich in Form ihrer
letzten Oxydationsprodukte CO, und H,0O. Stickstoff verldsst den hcheren
Organismus allerdings unoxydiert auf der Stufe des Ammoniaks (als Harn-
stoff oder Harnsdure), doch besitzen einige Bakterienarten auch die Fahigkeit
zur oxydativen Umwandlung des Ammoniaks, teils zu elementarem Stickstoff,
teils zu Nitrit und Nitrat.

Die Vorgénge der Desmolyse sind die eigentlich energieliefernden
Prozesse in der Zelle. Als Ganzes gesehen ist die Oxydation der Nahrungs-
stoffe zwar ein irreversibler Vorgang, der im wesentlichen Wérme liefert.
Aber in den Ablauf dieser irreversiblen Prozesse sind gelegentlich reversible
Phasen eingeschaltet, die unbeschrinkt umwandelbare Energie liefern. Sie
ermoglichen dem Organismus mechanische und osmotische Arbeitsleistung,
die chemische Synthese komplizierter Verbindungen und Korperelemente,
gelegentlich auch Ausserungen von elektrischer oder strahlender Energie usw.
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Sehr anschaulich vergleicht L. Michaelis! den Ablauf der Oxydationsprozesse in der
lebenden Substanz mit einem langen, grosstenteils aus Heizdrahten bestehenden elektrischen
Stromkreis, in den an manchen Stellen Motoren eingeschaltet sind, die zwar nur einen Teil der
gesamten Elektrizitat, diesen aber mit hohem Nutzeffekt in frei verfiighare Arbeit umsetzen.
Der Vergleich lasst sich sogar — nach einer Vorstellung A. V. Hills — noch weiter fiihren. Der
Muskel besitzt bekanntlich die Fahigkeit, in der Erholungsphase bei Gegenwart von Sauerstoff
hochwertiges Brennmaterial zu speichern, dessen Zerfall in der darauffolgenden anaeroben
Phase zur Quelle mechanischer Arbeitsleistung wird. In unserem Bild vom Stromkreis wiirde
dies zwischengeschalteten Akkumulatoren entsprechen, aus denen sich, in gewissem Ausmass
unabhingig vom Strom der Zentralstation — dem vom Sauerstoff sténdig unterhaltenen Ver-
brennungsprozess — zu geeignetem Zeitpunkt hochwertige Energie entnehmen lisst.

Im Gegensatz zu den erheblichen Energiemengen, die beim oxybionti-
schen Abbau der organischen Nahrungsstoffe, der Veratmung, frei werden,
stellt die Energieausbeute beim anoxybiontischen Abbau derselben Stoffe,
der Vergérung, durchwegs nur einen kleinen Bruchteill — giinstigstenfalls
10%, meist jedoch betrdchtlich weniger — vom Verbrennungswerte dar (vgl.
hierzu Tabelle 15, Kap. VI, 4). Durch Erhshung der Quantitét an umgesetztem
Material vermag jedoch der anaerob lebende Organismus die geringere Er-
giebigkeit des energieliefernden Lebensprozesses zu kompensieren.

II. Charakteristik und Einteilung.

Isolierung und Studium der Oxydoreduktionsfermente ist sehr erschwert
durch die grosse Labilitidt, wie sie in diesem Ausmass im allgemeinen bei den
hydrolytischen Enzymen nicht beobachtet wird. Nur in einer beschriankten
Anzahl von Fillen ist es bisher gelungen, aus pflanzlichem oder tierischem
Gewebe zellfreie, wirksame Enzymextrakte von allerdings recht unterschied-
licher Wirksamkeit herzustellen und nur in ganz wenigen Fillen, wie an der
Peroxydase und am Schardinger-Enzym, hat man mit Erfolg die bei
den hydrolytischen Enzymen gebriauchlichen Anreicherungsmethoden wie
Dialyse, fraktionierte Féllung, Adsorption und Elution zur Anwendung
bringen kénnen. Haufig aber sind die Schwierigkeiten der Enzymabtrennung
aus dem Zellgefiige und .die Unbestiandigkeit etwa erhaltener Extrakte so gross,
dass man sich beim Studium von Enzymwirkungen auf die Verwendung
zweckmassig zerkleinerten Gewebes in Form von Schnitten oder Breien
beschrinken muss. Eine prinzipielle Scheidung der Enzyme in ,,Oxydone
und ,,Oxydasen® (nach Battelli und Stern?), von denen die ersteren fest
an der Zellstruktur haften und mit ihr zugrunde gehen sollen, wihrend die
letzteren strukturunabhingig und wasserloslich sind, hat sich in solcher
Strenge doch nicht aufrechterhalten lassen, nachdem es mit der fortschreiten-
den Verbesserung der Isolierungsmethoden wiederholt gelungen ist, solche
fir typisch gehaltene ,,Oxydone® schliesslich doch von der Zellstruktur zu
trennen. Das gilt in noch hoherem Masse fiir die &ltere, zuerst durch Buchners

! L. Michaelis, Oxydations-Reduktions-Potentiale, Berlin 1929,
2 F. Battelli u. Stern, Soc. Biol. 74, 212; 1913.
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Darstellung der Zymase aus lebender Hefe erschiitterte Auffassung von
einem Wesensunterschied zwischen ,,Fermenten' und ,,Enzymen*, von
denen die ersteren in ihrer Wirksamkeit an die Struktur der lebenden Zelle
gebunden sein sollten. Obwohl man also derartige prinzipielle Unterschei-
dungen heute kaum mehr als berechtigt ansehen kann, sind bei dem heutigen
Stand unserer Kenntnisse Wirkungsbedingungen und -zustand der Enzyme
selbst Innerhalb einer bestimmten Substratgruppe doch oftmals denkbar
verschieden. So ist bei den gesdttigten Fettsduren eigentlich nur der Angrift
der Bernsteinséiure als reine Enzymreaktion bekannt, andere niedere und
mittlere Glieder wie Essigsdure, Buttersiure, Capronsdure reagieren wenigstens
noch ber Gegenwart von Muskel- bzw. anderen Gewebepréparaten, z. B.
von Leber oder Niere. Die weiteren Glieder, etwa bis C,, werden nur mehr
i kinstlich durchbluteter, tberlebender Leber oxydativ angegriffen, die
hoheren und darunter die eigentlichen Nahrungs- und Reservefettsiuren
(Cig, Cys) sind auch unter diesen Bedingungen praktisch resistent, hier gibt
allenfalls noch der Stoffwechselversuch am kompletten Organismus gewisse
Andeutungen iiber den Abbauweg. Trotzdem darf man wohl auf Grund von
Analogien und einer gewissen Einheitlichkeit des Angriffsplans schliessen,
dass 1n allen diesen Fillen dhnliche, wenn auch unterschiedlich stark an die
Zellkolloide verankerte Enzyme am Werke sind. Ob daneben bei der Oxyda-
tion gewisser Substratgruppen, z.B. der Aminosduren, nicht auch aktive,
etwa durch ihren Eisengehalt direkt mit dem Sauerstoff in Verbindung tretende
Strukturen eine wichtige Rolle spielen, ist noch umstritten, aber an sich
keineswegs unmoglich.

Eine andere, damit im Zusammenhang stehende Frage ist, ob die auf
Grund der Ergebnisse an iiberlebendem Gewebe und Gewebsextrakten anzu-
nehmende Vielzahl von Enzymen sich als solche auch im lebenden Organismus
vorfindet oder ob es sich bei diesen verschiedenen Fermenten nur um Um-
wandlungs- und Zerfallsprodukte einer im Leben einheitlichen Substanz
mit universeller Wirkung handelt. Diese letztere Anschauung ist tatsdchlich
bis in die neueste Zeit namentlich von O. Warburg! verfochten worden.
Dagegen spricht aber doch eine Fiille von Tatsachen, die allerdings auf dieser
Stufe der Ausfilhrungen noch nicht ndher eriortert werden konnen?.

Zu diesen gehort, dass die lebende Zelle keineswegs alles Brennmaterial, das man ihr
darbietet, nun auch tatsachlich verbrennt. Selbst derartige, im Reagensglas so ausserordentlich
leicht oxydierbare Substanzen wie elementarer Phosphor oder Arsenik oder, von organischen
Stoffen, Ameisensiure und Oxalsiure werden in den meisten Fillen vom Organismus entweder
nicht oder nur mit Schwierigkeit umgesetzt. Hierher gehort ferner, dass der dem Tier frisch
entnommene Muskel zunichst Bernsteinsdure iiber Oxalessigsiure bis zu Brenztraubensiure
bzw. Acetaldehyd abbaut, sich nach einigen Stunden aber auf die erste Stufe, die Oxydation
der Bernsteinsdure zu Fumarsiure, beschrinkt. Weiterhin ist es in diesem Sinne beachtenswert,
dass das in der frischen Milch, also einem unverinderten Sekret des lebenden Organismus

1 0. Warburg, Biochem. Zs 201, 486; 1928. — 214, 1; 1929.
2 Vgl.z. B. H. Wieland, Angew. Chemie 44, 579; 1931. — Helv. 15, 521; 1932-
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vorkommende Schardinger-Enzym lediglich Hypoxanthin zu Harnsdure und Aldehyde zu
Sauren oxydiert, andere organische Substanzen aber unangegriffen lasst. Und selbst von diesen
beiden Wirkungen lasst sich — teilweise schon ohne &usseren REingriff ins Enzymsystem —
zeigen, dass sie zwei voneinander unabhangigen Fermenten zukommen.

All dies und noch vieles andere weist darauf hin, dass der Organismus,
ebensowenig wie er zur vorbereitenden Spaltung der Nahrungsstoffe sich nur
eines einzigen hydrolytischen Enzyms bedient, auch den endgiiltigen
Abbau der Spaltstiicke nicht mit Hilfe nur eines ,,Atmungsferments®,
sondern einer Fiille spezifisch eingestellter Abbauenzyme bewerkstelligt.

Im folgenden soll eine kurze provisorische Ubersicht iiber die Haupt-
gruppen und wichtigsten Einzelenzyme des nicht- bzw. nachhydrolytischen
biologischen Abbaus gegeben werden. Es handelt sich hier nur um solche
Fermente, die tatsdchlich von der Struktur der Zelle getrennt und in wissrige
Losung gebracht werden konnen. Gemeinsam ist ihnen, trotz des im einzelnen
so verschiedenen Reinheitsgrads, eine mehr oder weniger weitgehende Spezifi-
tat der Wirkung, auf Grund deren spiter — teilweise auch schon hier — eine
Einteilung in Untergruppen bzw. Enzymindividuen erfolgen soll. Von irgend-
welchen Theorien hinsichtlich Angriffspunkt und Wirkungsmechanismus soll
hier nach Moglichkeit noch abgesehen werden. Ausdriicke wie Dehydrierung
sollen demnach stets nur das Faktum einer Wasserstoffentziehung, nicht aber
den Mechanismus (etwa im Sinne einer Wasserstoff-,,Aktivierung*‘) bezeichnen.

Oxydasen und Dehydrasen. Die Gruppe der Oxydasen in engerer
Bedeutung ist dadurch gekennzeichnet, dass sie die Reaktion von elementarem
Sauerstoff und nur von diesem mit gewissen Stoffen, meist phenolischen
Charakters, aber auch einigen anderen, wie Harnséure, Glucose usw. kataly-
sieren. Je nach dem typischen Substrat spricht man von Phenoloxydase,
Glucoseoxydase usw.; einige Enzyme haben besondere, von ihrem jeweiligen
Substrat abgeleitete Bezeichnungen, wie Tyrosinase und Urikase.

Im Zusammenhang mit dieser Fermentgruppe sind wohl auch die das
Leuchten einiger niederer Seetiere, Kifer und Bakterien bedingenden Luci-
ferasen zu nennen.

Eine grossere Zahl von Oxydationsfermenten hat nun die Fahigkeit,
nicht nur mit freiem Sauerstoff, sondern auch mit anderen Oxydationsmitteln,
wie Nitraten und Nitroverbindungen, Chinonen und chinoiden Farbstoffen
reagieren zu konnen. Dazu gehoren die Enzyme, welche die Oxydation ein-
facher und substituierter Carbonsduren, wie der Bernsteinsdure und der Oxy-
séuren, sowie von Alkoholen usw. besorgen. In neuerer Zeit sind dann wieder-
-holt Fille bekannt geworden, dass @hnliche Enzyme zwar mit verschiedenen
Oxydationsmitteln, nicht aber mit molekularem Sauerstoff gegeniiber der-
artigen Substraten wirksam sind, was zu Zweifeln an der Einheitlichkeit
der sowohl mit Sauerstoff als auch anderen Oxydantien reagierenden Fermente
gefilhrt hat. Auf diese Frage wird spiter noch ausfiihrlich einzugehen sein.
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Viel wichtiger ist an dieser Stelle ein anderer Befund, der bei der Untersuchung
der Oxydationsprodukte derartiger Enzymreaktionen gemacht wurde. Es
zeigte sich némlich ganz allgemein, dass das Ausmass der enzymatischen
Oxydationen qualitativ recht begrenzt ist. So entsteht (bei Gegenwart der
entsprechenden Enzyme) aus Bernsteinsdure Fumarsdure (I), aus Milch-
sdure Brenztraubensédure (II), aus Alkohol Aldehyd (III).

—2H

HOgC . CH2 . CH2 . 002H —> HOzC . CH = OH . COzH (I)

CH,-CHOH.CO,H  —25% CH,-00-CO,H (1T)
H

CH, - CH,0H -;jELOHyO<O (ITT)

Es unterscheidet sich also das Oxydationsprodukt vom Ausgangsmaterial
durch einen Mindergehalt von zwei Wasserstoffatomen. Entsprechend dem
Effekt der Enzymwirkung, der sich demnach in einer Wegnahme von Wasser-
stoff, einer ,,Dehydrierung® des Substrats dokumentiert, bezeichnet man
diese zweite Gruppe von Oxydationsfermenten als Dehydrasen (nach
Thunberg auch Dehydrogenasen) im engeren Sinne. Man spricht also
von einer Bernsteinsédure- oder Succinodehydrase (allgemein Acido-
dehydrasen), von Alkoholdehydrasen usw.

Hiaufig — in Gegenwart gereinigter, einheitlicher Enzyme und bei Ab-
wesenheit nicht enzymatischer Sekundarreaktionen — ist auch bei den eigent-
lichen Oxydasen das Reaktionsausmass dhnlich beschrénkt, wie beispielsweise
der enzymatische Ubergang von Hydrochinon in Chinon zeigt:

OH 0
u/\r —2m \u
N/ N

OH

Fasst man daher den Begriff Dehydrasen weiter und rein formal, so
ist eine Grenze gegeniiber den Oxydasen kaum zu ziehen, letztere erscheinen
vielmehr als eine — auch hinsichtlich des Oxydationsmittels spezifisch ein-
gestellte — Untergruppe der ersteren. Selbst Vorgénge, bei denen tatséchlich
ein Sauerstoffatom aufgenommen wird, wie beim Ubergang von Aldehyd
in Sédure (I), von Xanthin in Harnsédure (II) usw.

OH
H / _ OH
R0 SELICURES ¢ LR R0 M
0 NoH 0
§H—CO NH—C0 NH—CO ()
1 | | _ | I
€0 C—NH,_ FH9, 0o C-NH_ _H —28 ¢o C—NH,
Ll cH ] ol e 20O
NH—C N/ NH—C—NH” “oH NH—C—NH

v. Euler, Chemie d. Enzyme. II/3. 6
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konnen, wie man sieht, formal als Dehydrierungen eines Hydrats betrachtet
werden. Die Eigenschaften der Aldehyd- bzw. Xanthindehydrase weisen
mit aller Deutlichkeit darauf hin, dass die obige Formulierung den tatsich-
lichen Verhiltnissen der enzymatischen Reaktion gerecht wird.

Schon aus praktischen Griinden der Ubersichtlichkeit und Systematik des
grossen Gesamtgebiets hat die Zweiteilung in die nur mit O, reagierenden
Oxydasen und die nur oder auch mit anderen Oxydantien wirksamen
Dehydrasen nach wie vor ihre Berechtigung und soll daher auch hier und
spéter als formales Einteilungsprinzip beibehalten werden.

Peroxydasen. Sie nehmen eine gewisse Sonder- und Zwischenstellung
innerhalb der beiden obengenannten Gruppen ein. Einerseits sind sie ziem-
lich spezifisch auf Polyphenole (wie die reinen Oxydasen) als Substrat ein-
gestellt, andrerseits reagieren sie aber nicht mit elementarem Sauerstoff,
sondern nur mit Hydroperoxyd und, wenn auch wesentlich langsamer, mit
dessen halbseitigen Substitutionsprodukten.

Oxydoredukasen (Redoxasen) im strengeren Sinne sind Fermente,
welche auf Kosten der Elemente des Wassers (2 H 4+ O) Oxydation einer
Systemkomponente und gleichzeitige Reduktion einer zweiten katalysieren.
Urbild dieser Vorgénge ist die Dismutation oder Cannizzaro-Reaktion
der Aldehyde, die sich in allgemeinster Form folgendermassen ausdriicken lisst:

R,-CHO , H, _ R,H,0H
R,-CHO 0 ~ R,C00H

Der Anschluss an die Gruppe der Dehydrasen ldsst sich formal dadurch
gewinnen, dass man das reagierende Wassermolekiil als Konstitutionswasser
auffasst, die Cannizzaro-Reaktion also demgemiss als Oxydation bzw.
Dehydrierung von Aldehydhydrat durch Aldehyd formuliert:

OH H 0 HO-
R-cH{ | 4+  JC-R-R.C + C-R
o o Non ¢ oH,”

Einen Spezialfall der Oxydoreduktion stellt die intramolekulare Dismuta-
tion des Ketonaldehyds Methylglyoxal dar, die bisweilen einem spezifisch
wirkenden Ferment, Ketonaldehyd-Mutase (nachNeuberg) oder Glyoxa-
lase (nach Dakin) zugeschrieben wird:

CH, CH,
¢c0O + H, - CH(OH)-
CHO 0 COOH

Die Oxydoredukasen sind die typischen Katalysatoren des anoxybionti-
schen Stoffwechsels, der Girung und der Glykolyse. Charakteristisch ist fiir
sie, dass sie zur Entfaltung ihrer vollen Wirkung hiufig eines besonderen
Aktivators, eines Coferments bediirfen, das allgemein durch einen
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thermostabilen, organischen Stoff von im Vergleich zum Enzym niedrigem
Molekulargewicht reprisentiert wird.

In das Getriebe der biologischen Oxydoreduktionsprozesse greifen nun,
wie schon friither erwéhnt, an geeigneten Stellen gewisse Enzyme ein, die sich
durch die Besonderheit teils thres Substrats, teils ihres Wirkungsmechanismus
von den eigentlichen Oxydoreduktionsenzymen unterscheiden. Da die Kennt-
nis ihrer Funktionen zum Verstdndnis des enzymatischen Abbaus der Zell-
stoffe sowohl wie der theoretischen Grundlagen der biologischen Oxydation
iberhaupt vonnéten ist, sollen sie hier kurz erwidhnt werden.

Die Katalase mit dem Substrat H,0, zeigt insofern noch eine gewisse Beziehung zu den
Oxydoredukasen, als man die von ihr ausgeldste Reaktion 2 H,0, = 2 H,0 + O, als eine Dispro-
portionierung des H,0, auffassen kann:

OH OH (V) HOH

S :
OH OH 0  HOH

Die a- und f$-Carboxylasen spalten aus Ketocarbonsiuren CO, ab:

CH,-CO.COH — CHy-CHO 4 CO,

CO,H

p 02 CO,H

o, €0+ €O
e CH,

CO,H

Sie liefern in thermisch neutraler Reaktion die gesamte CO,-Menge des Garungsstoffwechsels
und wohl den weitaus grossten Teil des bei der Atmung auftretenden CO,. Auch die Carboxylase
bedarf eines Coferments.

Im Zusammenhang mit der carboxylatischen Spaltung der Brenztraubensiure wurde
ein kernsynthetischer Vorgang beobachtet, der zur Verkettung zweier Aldehydmolekiile nach
dem Schema der Acyloinsynthese fiihrt:

R,-CHO 4+ HOC - Ry, — R, - CHOH - CO - R,.

Der Effekt wurde von C. Neuberg, der ihn zuerst beobachtete, einem besonderen Enzym,
der Carboligase, zugeschrieben. Neuere Untersuchungen haben dessen Existenz jedoch wieder
zweifelhaft gemacht; moglicherweise handelt es sich um eine freiwillige Reaktion von bei der
Brenztraubensédurespaltung im aktivierten Zustande auftretenden Aldehydmolekiilen.

Die Hydratasen dussern ihre Wirkung in der Anlagerung von Wasser an die Doppel-
bindung ungeséttigter Verbindungen, wie Fumarsiure, Crotonsdure u. a.:

HO,C-CH :CH-CO,H + H,0 - HO,C - CH, - CH(OH) - CO,H.
Die Amidasen besorgen die analoge Reaktion der Ammoniakanlagerung, z. B. im Fall der
Fumarséure (Aspartase):
HO,C-CH: CH-CO,H + NH, -~ HO,C - CH, - CH(NH,) - CO,H.

ITI. Enzymwirkungen beim Abbau der Zellstoffe.

Aus der vorangegangenen Einteilung der Abbauenzyme auf Grund ihrer
Wirkungen diirfte jedenfalls schon soviel klar geworden sein, dass der Angriff
des Sauerstoffs auf die Brennstoffe der Zelle nicht so brutaler Natur ist, wie
man sich dies friher auf Grund mangelnder Kenntnis von Zwischenstufen

6*
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des Abbaus allgemein vorstellte. Wohl sind CO, und H,O die Endprodukte
sowohl der biologischen Oxydation wie der gew6hnlichen Verbrennung organi-
scher Substanz, aber ihre Bildung erfolgt nicht gleichzeitig, unter vollsténdiger
Zerstorung des Kohlenstoffgeriists. Man hat sich den Vorgang vielmehr so
vorzustellen, dass lange Zeit iiberhaupt nur Wasserstoffatome oxydativ aus
der Substanz entfernt werden — unter zeitweiliger Anlagerung von H,O-
Molekiilen —, dass der organische Korper hierdurch immer C- und O-reicher
wird, bis schliesslich bei Auftreten geeigneter Konfigurationen in einem im
Prinzip nichtoxydativen Prozess die C-Kette gespalten und CO, abgestossen
wird.

Im folgenden soll die Frage behandelt werden, inwieweit sich einerseits
die in vitro beobachteten Enzymreaktionen auf den Abbau der gebrauchlichen
Nahrungsstoffe in vivo anwenden lassen, inwieweit sich andrerseits nur im
lebenden Organismus aufgefundene Umsetzungen als vermutlich enzymatische
Wirkungen von bekanntem Typus deuten lassen.

1. Fettsiiuren.
Der Abbau der hoheren, gesittigten Fettsduren ist ein Vorgang, der sich
bisher ausserhalb des Organismus unter physiologischen Bedingungen noch
nicht mit voller Sicherheit hat reproduzieren lassen.

Nach neuesten Untersuchungen von Quagliariell o sollen sich in der Galle und den Zellen
des Fettgewebes, nach Tangl und Berend? im Pankreas (und angeblich auch in der Leber)
wahre Dehydrasen der gesittigten hoheren Fettsiuren vorfinden, die — nach den beiden letzt-
genannten Autoren — bis zu vierfach ungesittigte Sauren (vom Typus der Arachidonséure)
liefern. Man wird weitere Ergebnisse und Bestitigungen der in Gang befindlichen Untersuchungen
abwarten miissen, ehe sich ein definitives Urteil bilden lisst.

Wir wissen aber seit den bahnbrechenden, wiederholt bestéitigten Unter-
suchungen Knoops3, der, um die Abbauprodukte der Fettsduren von denen
der Zucker- und Aminossuren unterscheiden zu koénnen, phenylsubsti-
tuierte aliphatische Fettsduren an Hunde verfiitterte und die im Harn auf-
tretenden Phenylderivate analysierte, dass der oxydative Angriff der Fett-
sduren im tlerischen Organismus hauptséchlich in f-Stellung zum Carboxyl
erfolgt. Er fand, dass die Fettssuren mit geradzahliger Kohlenstoffseitenkette,
wie z. B. Phenylbuttersédure, zu Phenylessigsdure abgebaut und (nach Koppe-
lung mit Glykokoll) als Phenacetursdure ausgeschieden werden, wéhrend
diejenigen mit ungerader Seitenkette, wie Phenylpropionsédure zu Benzoe-
sdure oxydiert und (gepaart mit Glykokoll) als Hippurséure zur Ausscheidung
gelangen:

1 G. Quagliariello, Atti R. Accad. naz., Rend. [6] 16, 387, 552; 1932. — Arch. ital.
biol. 88, 166 1933. — Arch. scienz. biol. 18, 292; 1933.

2 H. Tangl u. Berend, Biochem. Zs 220, 234; 1930. — 232, 181; 1931. — N. Berend,
Biochem. Zs 260, 490; 1933.

3 F. Knoop, Hofm. Beitr. 6, 150; 1904.
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/"\CH, - CH, - C0,H 7/ \00o,H
. —_ ||

N/ A4
{/ \|CH2-CH2-CH2-002H |/ \|CH2~002H
A4 N

G. Embden! konnte ferner zeigen, dass bei kiinstlicher Durchblutung
der Leber aus aliphatischen, nichtphenylsubstituierten Fettsduren mit paariger
C-Zahl, nicht aus solchen mit unpaariger, Acetessigsiure bzw. Aceton ent-
steht. Die Ergebnisse werden ergénzt durch Befunde von Baer und Blum?
am Diabetiker, wonach Sauren mit geradzahliger Kohlenstoffkette in f-Oxy-
buttersdure iibergehen, nicht dagegen z. B. Valeriansiure. Es ist in diesem
Zusammenhang von Interesse, dass Dakin® auch im Modellversuch mit
Ammoniumbutyrat und HyO, bei Kérpertemperatur die Bildung von Produkten
der B-Oxydation, wie Acetessigsdure und Aceton nachweisen konnte. Bei
den héheren normalen Fettsiduren (Cq—Cg, Cpy, Cpgr Cig)? sowie bei Olsiure®
tritt bei etwas gesteigerter Temperatur mit H,O, neben der g- auch eine y-Oxy-
dation in Erscheinung, die zur Bildung zunéchst von Ketosiuren und weiter-
hin, unter Kettenaufspaltung, von Bernsteinsiure fithrt. K. Spiro® nimmt
auch im Organismus eine direkte Bildung von Bernsteinsdure aus hoheren
Fettsduren an, indem zunéchst durch Dehydrierung eine Doppelbindung
zwischen y- und 6-C-Atom auftreten soll, die dann hydratisiert (und auf-
gespalten) wird, eine Primérreaktion, fiir die man im wohlbekannten enzymati-
schen Abbau der Bernsteinsdure selbst, auf den weiter unten einzugehen ist,
eine Analogie hitte. Dass das tierische Gewebe die Fihigkeit besitzt, aus
gesdttigten Fettsduren ungeséttigte entstehen zu lassen, 1st mehrfach erwiesen?.
So fanden Sasaki® und E. Friedmann?, dass verfitterte Furfurpropion-
sdure teilweise in Furfuracrylsdure ibergeht und Dakin!® wies nach Ver-
abreichung von Phenylpropionsdure folgende Stoffe (zum Teil mit Glykokoll
gepaart) im Harn von Hunden und Katzen nach: Zimtsdure, Phenyl-g-oxy-
propionsiure, Benzoylessigsdure, Acetophenon und Benzoesdure. Ein Abbau-
mechanismus folgender Form ist hier doch ziemlich klar und zum Teil auch
schon von Dakin vermutet worden:

1 G. Embden u. Kalberlah, Hofm. Beitr. 8, 121; 1906.

2 J. Baer u. Blum, Arch. exp. Path. 55, 94; 1906.

3 H. D. Dakin, J1 biol. Chem. 4, 77; 1908.

¢ W. Clutterbuck u. Raper, Biochem. JI 19, 385; 1925.

5 J. Smedley- Maclean u. Pearce, Biochem. JI 25, 1252; 1931.
¢ K. Spiro, Biochem. Zs 127, 299; 1922,

7 Vgl. besonders die neuen Befunde von Tangl und Berend, l. c.
8 T, Sasaki, Biochem. Zs 25, 272; 1910.

% E. Friedmann, Biochem, Zs 35, 40; 1911.

10 H. D. Dakin, J1 biol. Chem. 6, 203; 1909.
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}/ \|CH2-OH2-002H —2H ( \IOH:OH-CozH S HO ]/ \|0H(OH)-OH2-002H
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Was die Erreichung der letzten Abbaustufe anbetrifft, so hilt Dakin hier beide Wege,
den der direkten Spaltung von Benzoylessigsiure wie auch den der kombinierten Decarboxylie-
rung und Oxydation fiir gleich wahrscheinlich und wohl auch in Wirklichkeit nebeneinander
verlaufend.

Ob im Organismus auch eine a-Oxydation der Fettsduren stattfindet,
ist eine noch nicht entschiedene Streitfrage. Sie ist wiederholt behauptet
worden, so von Blum und Woringer!, die eine sonst nicht tbliche Aus-
scheidung von Milchséure im Hundeharn nach Verfiitterung von Propion-
und Valeriansiure beobachteten, sowie von A. Hahn und W. Haarmann?,
welche die in Muskelbrei mit Methylenblau gebildete Menge Brenztrauben-
sdure bei Zusatz von Propionsdure erhoht fanden. F. Knoop?® wendet sich
aber in beiden Féllen gegen eine Auslegung der Befunde im Sinne einer a-Oxy-
dation; im ersten Falle fand er bei Nachpriifung der Versuche keine Erhohung
des Milchs@uregehalts im Blute und schliesst daraus, dass die im Harn auf-
tretende Milchsdure ihren Ursprung nicht den eingegebenen Fettséduren direkt,
sondern einem von ihnen auf den Organismus ausgeiibten Reiz zu vermehrter
Milchsgurebildung verdankt; im zweiten Falle hilt er die Differenzen in der
Brenztraubenséduremenge bei Gegenwart und Abwesenheit von Propionséiure
fir zu klein, als dass man sie eindeutig gerade auf den Propionsiurezusatz
zuriickfithren konnte. Wenngleich diese Gegenargumente kaum voll iiber-
zeugend wirken, dirfte doch die a-Oxydation gegeniiber der B-Oxydation
beim Fettsdureabbau von untergeordneter Bedeutung sein.

Von Verkade und Mitarbeitern? ist kiirzlich im Stoffwechselversuch am Menschen eine
®-Oxydation nachgewiesen worden, indem nach Verfiitterung von Undecylsiure die ent-
sprechende zweibasische Saure (Undekandiséure) in betrichtlicher Menge im Harn auftritt.

Dass C4-Korper beim Abbau der hoheren Fettsduren eine wichtige Rolle
spielen, geht ausser aus den frither erwahnten Modellversuchen auch aus dem
verbreiteten Vorkommen von Bernsteinsédure im Muskel (auch im Harn),
von B-Oxybuttersdure und Acetessigsdure im Diabetikerharn hervor.
Der weitere Abbau der Acetessigsdure im normalen Organismus diirfte sehr

1 J. Blum u. Woringer, Soc. Chim. Biol. 2, 8; 1920.

2 A. Hahn u. Haarmann, Zs Biol. 90, 231; 1930. — 92, 364; 1932.
3 F. Knoop, H. 209, 277; 1932.

¢ P.E. Verkade u. Mitarb., H. 215, 225; 1933.
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wahrscheinlich im Sinne einer Spaltung in zwei Molekiile Essigsédure verlaufen?.
Uber das weitere Schicksal der Essigsaure, die ja auch als Spaltstiick der
gewohnlichen f-Oxydation zu erwarten ist, ist viel diskutiert worden, was
bei der Ergebnislosigkeit der &lteren Versuche, Zwischenstufen ihres Abbaus
zu erfassen, ja begreiflich war. Die bisweilen angenommene, glatte Verbrennung
zu CO, und H,O ist bei der bekannten Resistenz der Essigsiure gegeniiber
rein chemisch-oxydativem Angriff wenig wahrscheinlich. Dem an sich denk-
baren Abbau tber Glykolsiure und Glyoxylsdure zu Oxalsdure steht die
Schwierigkeit gegeniiber, dass Oxalsdure im Organismus vermutlich nur recht
schwer angreifbar ist und dass daher die im Harn ausgeschiedenen Mengen
unmoglich die Abbauprodukte der gesamten Fettsiauren darstellen kinnen.
Zudem fand Dakin? an Hunden, dass reichliche Zufuhr von Essigsiure keine
erhohte Oxalatausscheidung bewirkt. In neuerer Zeit ist dann durch T. Thun-
berg3 die Vermutung ausgesprochen worden, dass Essigsdure, die sogar bei
Gegenwart wasserextrahierter Muskulatur noch oxydiert wird, durch eine
intermolekulare Dehydrierung tiber Bernsteinsdure abgebaut werde:

HO,0—CH,H  _,, HO,0—CH,
-+ _—
HO,C—CH, H H0,0—CH,

Aber trotz eifriger Bemiithungen wollte es lange Zeit nicht gelingen, die
tatsidchliche Entstehung von Bernsteinsdure aus Essigsdure unter biologischen
Bedingungen nachzuweisen. Erst nach beinahe einem Jahrzehnt gliickte
es Butkewitsch und Fedoroff4, bei der Einwirkung der Pilzdecken von
Mucor stolonifer auf Essigsdure Bernsteinsdure (neben kleineren Mengen
Fumarsidure) in einer Ausbeute von 15—30% der verbrauchten Essigsiure
zu isolieren. Vor kurzem haben dann Wieland und Sonderhoff?® die gleiche
Reaktion auch bei der Hefe eindeutig nachgewiesen, indem sie 6—8% der
eingesetzten Essigsdure als Bernsteinsiure zu erfassen vermochten.

Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die unlingst von Kiithnau® gemachte
Beobachtung, dass Acetessigséure, a-Methylacetessigsdure und f-Oxy-n-Valerian-
sdure durch Leberextrakte unter Bildung von Dicarbonséuren abgebaut werden, wobei sich
im Fall der beiden letztgenannten Siuren Methylbernsteinsidure in Form charakteristischer
Derivate aus den Ansétzen isolieren liess.

Aus den bisherigen Ausfithrungen geht wohl hervor, dass wir uns vom
physiologischen Abbau der héheren, eigentlichen , Nahrungsfettsauren® im
wesentlichen nur auf Grund von Modellversuchen und Analogiefolgerungen

1 L. Pincussen, Hdbch. Biochem. 2, 538; 1925. — Vgl. ferner J. Kithnau, Arch.
scienz. biol. 18, 215; 1933.

2 H. D. Dakin, Jl. biol. Chem. 3, 57; 1907.

3 T. Thunberg, Skand. Arch. 40, 1; 1920.

4 WI. S. Butkewitsch u. Fedoroff, Biochem. Zs 207, 302; 1929.

5 H. Wieland u. Sonderhoff, A.499, 213; 1932.

6 J.Kiihnau, Arch. scienz. biol. 18, 215; 1933.
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aus dem bekannten enzymatischen Abbau der niederen Fettsiuren eine gewisse
Vorstellung machen konnen. Uber das Schicksal der mittleren Fettséuren,
etwa von C;—Cy,, sind wir auf der Basis von Fiitterungs- und Durchblutungs-
versuchen am iiberlebenden Organ zwar besser orientiert, aber der Nachweis
des Abbaus als einer Folge von Enzymreaktionen ist bei der bisherigen Un-
moglichkeit, die Wirkungen getrennt von der Struktur der lebenden Zelle
zu beobachten, trotz aller Wahrscheinlichkeitsgriinde noch nicht eindeutig
gegliickt (vgl.jedoch die neuesten Befunde von Quagliariello, Tangl und
Berend, I c.). Erst von C, ab haben wir mit dem genau untersuchten, rein
enzymatischen Abbau der Bernsteinsdure sicheren Boden unter den Fiissen.
Von da an sind dann aber auch alle Stufen des weiteren Abbaus (mit einer
kleinen Einschrinkung hinsichtlich des Schritts Essigsidure-Bernsteinsiure,
der isoliert bisher erst in Gegenwart lebender Zellen beobachtet ist) als
auch in vitro ausfiilhrbare Enzymreaktionen sichergestellt!.

Bernsteinssgure wird vom Enzym Succinodehydrase zu Fumarsidure

dehydriert:
(|}H2 * COzH —2H |C|H N COzH
——-——9 .
CH,-CO.H CH -CO,H
Letztere wird von der Fumarase zu l-Apfelsdure hydratisiert:
CH-CO.H mo CHOH.COH
| —_— :
CH M 002H CH2 * COzH
Apfelsiure wird von derMalico-Dehydrase zu Oxalessigsidure dehydriert :
CHOH-CO,H _ ,5 CO-COH
| —— :
CH2 * 002H CH2 M COzH
An der Oxalessigsiure vermag a- und f-Carboxylase gleichzeitig an-

zugreifen (beziiglich eines zweiten Wegs bei nur halbseitiger Decarboxylierung

vgl. S. 102):

| e
CHz‘COzH CH3
Acetaldehyd wird, vermutlich tber das Hydrat, in Essigsiure umge-
wandelt:

oH
< 2% 0H,C00H.
OH

Essigsdure wird zu Bernsteinsiure dehydriert:
CH3 ¢ COzH —92H CHg * COzH
——é .
CH3 * 002H CHZ * COzH
! Vgl. z. B.A.Hahn u. Mitarbeiter, Zs Biol. 87, 107; 1928. — 88, 587; 1929. — 89, 159; 1929,

CH,-CH
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Damit ist die Ausgangsstufe wieder erreicht und der Abbaucyklus kann
von neuem ablaufen, wobel jedesmal 2 C-Atome als CO, und eine entsprechende
Anzahl von H-Atomen als HyO aus dem System ausscheiden.

Natiirlich stellt das vorstehend gegebene Abbauschema wohl nur einen
Ausschnitt aus emner Fille gleichartiger, von verschiedenen Ausgangsstoffen
abgeleiteter Reaktionsfolgen dar, die zuletzt in wenige Hauptwege einmiinden.
Aber keiner dieser Abbaumechanismen ist experimentell so vollstindig belegt
wie die Oxydation der Bernsteinsdure; haufig fehlt der getrennte Nachweis
der einen oder anderen Phase in dem an sich klaren Bild des Abbaus. Das
gilt z.B. von dem naheliegenden Abbaumechanismus Buttersidure-Acet-
essigsdure bzw. Essigsaure

+ H,0

-

—2H
CH,-CH,-CH,-CO,LH —— CH,;-CH:CH-CO,H

—2H
CH,-CH(OH)-CH,-C0,H —— CH,-CO-CH,-CO,H,

von dem bisher nur die letzte Phase, die Dehydrierung der f-Oxybuttersiure,
als reine Enzymreaktion nachgewiesen 1st!, die zweite sich in Gegenwart
von Leberbrei realisieren lasst? und die erste sich moglicherweise ber Gegen-
wart von Muskelgewebe abspielt, da Thunberg?® fand, dass unter dieser
Bedingung Buttersdure von Methylenblau kriftig dehydriert wird, ohne
allerdings Angaben iiber die Art der Reaktionsprodukte zu machen.

Dass die Ergebnisse der Fitterungsversuche, z. B. der Dakinschen
mit Phenylpropionsdure, das vorstehend aufgezeigte, allgemeine Schema
des enzymatischen Fettsdureabbaus kraftig unterstiitzen, soll hier nochmals
betont werden. Es spricht zum mindesten nichts dagegen, dass der Abbau
der eigentlichen Nahrungsfettsiuren nach dem gleichen Schema, z.B. der
Stearinsaure iber Olsdure usw. erfolgt.

Fir die Oxydation der ungesattigten Fettsduren vom Typus der
Olsaure (Cp;Hg - CO,H), Linolséure (CpH, - CO,H) und Linolensdure
(Ci7Hyg - CO,H), frei, als Ester oder in Phosphatidbindung, besteht noch eine
andere Moglichkeit katalytischer Beeinflussung, von der man allerdings nicht
weiss, in welchem Ausmass der Organismus von ihr Gebrauch macht. Es
handelt sich um die zuerst von M. E. Robinson* beobachtete katalytische
Wirkung von Eisen-Porphyrinverbindungen wie Hamoglobin, Hémin
usw. auf die Autoxydation der ungesittigten Verbindungen. Da der Effekt
sehr stark ist und derartige Verbindungen ja nicht nur im Blutfarbstoff selbst,
sondern auch in den verwandten Gewebe- und Muskelpigmenten tiberall im
Korper verbreitet sind, scheint die physiologische Bedeutung der bisher nur

1 A, J. Wakeman u. Dakin, Jl biol. Chem. 6, 373; 1909. — J. Kiihnau, Biochem. Zs
200, 29; 1928.

2 B. Friedmann u. Maase, Biochem. Zs 55, 450; 1913.

3 T. Thunberg, Skand. Arch. 40, 1; 1920.
4 M. E. Robinson, Biochem. JI 18, 255; 1924.
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im Modellversuch beobachteten Erscheinung sehr wahrscheinlich, aber eben
wegen der Ubiquitit der Katalysatoren schwer in ihrem Ausmass feststellbar.
Ob es sich hier ferner um eigentlich ,,enzymatische’ Wirkungen handelt, ist
ebenfalls schwer zu entscheiden. Substratspezifitit der Katalysatoren liegt
ja zweifellos vor, allein das Kriterium der Thermolabilitit ist nicht recht
anwendbar, da Robinson u. a. Himoglobin und Hémin, bezogen auf gleiche
Eisenmenge, nahezu gleich wirksam fand. Moglicherweise stellen die in vitro
beobachteten Erscheinungen nur Reste der Wirkung eines Enzyms dar, in
dem, #hnlich wie dies in letzter Zeit fiir die Katalase! und Peroxydase?
nachgewiesen wurde, eine Eisen-Porphyrinverbindung die ,,aktive Gruppe‘
bildet.

Auch iiber den Mechanismus dieser Reaktionen ist noch nichts Sicheres
bekannt. R. Kuhn und K. Meyer? stellen fest, dass die Oxydation der
ungesattigten Fettsduren ber Hamingegenwart merkwiirdig tiefgreifend ist
und dass dabei betrichtliche Mengen CO, gebildet werden. Zweifellos
besteht die Priméarreaktion, ahnlich wie bei der unkatalysierten Autoxydation
der ungesittigten Fettsiuren, in der Anlagerung von Sauerstoff an die Doppel-
bindung

| |

HC o HC—O

[ N
HC O HC—O

| |
der bei weiterem Angriff des Sauerstoffs Aufspaltung der C-Kette an der
Stelle der friiheren Doppelbindung unter Bildung von Carbonyl-, Carboxyl-
gruppen usw. folgen diirfte.

Es sei noch erwéhnt, dass die Autoxydation der ungesittigten Fettsduren
der katalytischen Beeinflussung auch durch andere physiologisch wichtige
Korperklassen zugénglich ist. So haben O. Meyerhof® und F. G. Hopkins®
den oxydationsbeschleunigenden Effekt wvon Sulfhydrylverbindungen wie
Cystein und Glutathion, W. Franke? von Aminosguren (besonders Prolin
und den Hexonbasen), Zuckerspaltprodukten (besonders Methylglyoxal), von

Sterinen und Carotinoiden beschrieben.

Der Abbau der Glycerinkomponente der Fette miindet bereits in der ersten Phase —
Glycerinaldehyd und Dioxyaceton, den Isomeren des Methylglyoxal-Hydrats — in den all-
gemeinen Reaktionsweg der Kohlehydrate ein, so dass hier nur auf den spiter folgenden Abschnitt
hieriiber verwiesen zu werden braucht.

1 K. Zeile u. H. Hellstrom, H. 192, 171; 1930. — 195, 39; 1931.
2 R. Kuhn, Hand u. Florkin, H. 201, 255; 1931.

3 R. Kuhn u. Meyer, H. 185, 173; 1929.

4 8. Coffey, Chem. Soc. 119, 1152, 1408; 1921.

5 0. Meyerhof, Pflig. Arch. 199, 531; 1923.

¢ F. G. Hopkins, Biochem. JI 19, 787; 1925.

? W. Franke, A. 498, 129; 1932. — H. 212, 234; 1932.
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2. Aminosiuren und Purine.

a) Aminosiuren.

Wie bei den Fettsiduren so ist es auch bel den Aminosduren die erste
Phase des Abbaus, iiber die wir, sowohl was den rein chemischen Mechanismus
als auch die Frage der Enzymwirkung anbetrifft, noch nicht ganz befrie-
digend unterrichtet sind. Sicher ist auf jeden Fall, dass fast der gesamte
Stickstoff der Eiweissbruchstiicke in einem sehr frithen Stadium des Abbaus
entfernt wird und dass die verbleibenden stickstofffreien Ketten dann nach den
fir die Verbrennung der Fettsduren geltenden Regeln weiter oxydiert werden.

Prinzipiell bestehen zwei Wege zur Abspaltung des Stickstoffs aus dem
Aminosguremolekiil, derjenige der hydrolytischen und der der oxydativen
Desaminierung. Der Organismus scheint sich beider zu bedienen, wenn auch
in sehr verschiedenem Masse. Eine nichtoxydative, nichtenzymatische Spal-
tung einfacher Aminosduren in schwach saurer Losung bei Korpertemperatur
haben Dakin und Dudley?! beschrieben, bei der iiber die Stufe von Keto-
aldehyden Oxyséuren entstehen konnen:

H,0

> R.CH(OH)COOTL.

— NH,
R-CH(NH,).COOH —— R-:-CO-CHO

Seit langem ist es ferner bekannt2, dass ber Verfiitterung von Alanin
(an Kaninchen) Milchsédure im Harn auftritt. Allerdings ist die Moglichkeit,
dass die Milchséure nicht primér, sondern durch sekundére Reduktion von
Brenztraubensiure entstanden ist, bei diesen Stoffwechselversuchen nicht
auszuschliessen. Bei Féulnisvorgidngen konnen nach Versuchen C. Neubergs?
Aminoséuren unter sekundérer Reduktion sogar in die gesittigten Fettsauren
ibergehen. Stdrker beweisend fiir die Moglichkeit einer hydrolytischen
Desaminierung sind die Befunde Kotakes?, wonach bei Einfihrung von
- und d,)-Tyrosin in den Kaninchenorganismus nur die 1-Form imstande
war, Oxyphenylmilchsédure hervorzubringen, obwohl beide Formen dabei
die Ausscheidung nahezu derselben Menge Oxyphenylbrenztraubensdure
herbeifiithrten. Im allgemeinen aber diirfte die rein hydrolytische NH,-Ab-
spaltung beim physiologischen Aminosdureabbau nur eine untergeordnete
Rolle spielen. Nach den von O.Neubauer hauptsiachlich an aromatischen
Aminosduren gemachten Befunden hilt man heute die oxydative Des-
aminierung unter Bildung einer Ketosdure fiir den wesentlichen Weg des
Aminosdureabbaus im Organismus:

— NH,
R-CH(NH,) - CO,H

R-CO-CO,H.

1 H. D. Dakin u. Dudley, Jl bLiol. Chem. 15, 127; 1913.

2 C. Neuberg u. Langstein, Arch. Anat. Phys. 1903, Suppl. 514.
3 C. Neuberg, Biochem. Zs 7, 178; 1908. — 18, 435; 1909.

Y. Kotake, H.122, 241; 1922.
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So fanden Neubauer und Fromherz!, dass im Gérungsversuch aus
Phenylaminoessigsdure in erheblicher Menge Phenylglyoxylsdure
entsteht und Flatow? wies nach Verfiitterung von m-Tyrosin m-Oxy-
phenylbrenztraubensédure im Harn nach:

I/ \ICH(NHz)COZH — NH, 1/ \‘co .CO,H
A4 t0 N/
OH | OH

X Y
-
\_JOH,-CH(NH,)CO,H 70~ \_/CH, 00-C0,H

Héufig ist der Nachweis des Reaktionsverlaufs mehr indirekter Natur,
indem Ketosduren und Aminoséduren die gleichen Endprodukte liefern. So
gehen nach Friedmann und Maase® sowohl verfiittertes p-Chlorphenyl-
alanin, wie auch p-Chlorphenylbrenztraubenséure als p-Chlorphenyl-
essigsdure in Harn iiber, nicht hingegen die Oxysdure, p-Chlorphenyl-
milchsédure. Die p-Oxyphenylbrenztraubenséure erweist sich sowohl im
Injektionsversuch am lebenden Tier* als auch im Durchblutungsexperiment
an tiberlebender Leber5 viel leichter oxydierbar (dhnlich wie Tyrosin) als die
p-Oxyphenylmilchsédure.

Es ist bemerkenswert, dass auch der umgekehrte Weg, die reduktive
Synthese von Aminosduren aus Ketosduren -+ NHj, sowohl im Fitterungs-
versuch (Benzylbrenztraubenséure-Benzylalanin®) als im Durchblutungsexperi-
ment (Brenztraubensdure-Alanin?) verifiziert worden ist. Im letzteren Falle
war bei Verwendung von Milchsdure an Stelle von Brenztraubenséure die
Alaninausbeute deutlich geringer. Da Ketosiuren sowohl beim Abbau der
Fettsauren als auch der Kohlehydrate als Intermedidrprodukte auftreten,
ist damit fiir beide Klassen ein Ubergangsweg zur Gruppe der Aminoséuren
aufgezeigt.

Beim Abbau kann die primér entstandene a-Ketocarbonséure unter der
Einwirkung von Carboxylase gespalten werden, wodurch der néchst niedere
Aldehyd entsteht. Da Aldehyde nach dem friiher (8. 88) Gesagten auf enzyma-
tischem Wege leicht in die entsprechenden Séuren tibergefiihrt werden, ist
damit der Anschluss an die Fettsduren und deren weiteres Abbauschema

gegeben.

1 0. Neubauer u. Fromherz, H. 70, 326; 1911.

2 L. Flatow, H. 64, 367; 1910.

3 E. Friedmann u. Maase, Biochem. Zs 27, 97; 1910.

¢Y. Kotake, H. 69, 409; 1910.

5 0. Neubauer u. Gross, H. 67, 219; 1910.

¢ F.Knoop, H.67, 489; 1910. — Vgl. auch die entsprechenden Modellversuche bei
F. Knoop u. Oesterlin, H. 170, 186; 1927.

7 G. Embden u. Schmitz, Biochem. Zs 29, 423; 1910.
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Im Modellversuch lésst sich beim priméren oxydativen Angriff der Amino-
sduren der Sauerstoff durch andere Oxydationsmittel, wie Chinon, Alloxan,
Isatin® usw. ersetzen. Auf Grund der beobachteten Hydrierungsprodukte
dieser Oxydantien und der Oxydationsprodukte der Aminosdure, die die
gleichen sind wie bei der Reaktion mit Sauerstoff, ist man wohl berechtigt,
die Prim#rreaktion als eine Dehydrierung der Aminosdure an der Aminogruppe
aufzufassen, der im Sinne Neubauers eine Hydrolyse folgt. Danach liesse
sich also der Gesamtverlauf folgendermassen formulieren:

R-(;H~CO2H —ox R-C-CO,H Lgo R-C-COH

—_— I —_— i
NH, NH — NH,
—co, R-CHO +H,0 R-COH
_— _ .

—2H

Wieland? stellt einen anderen, allerdings bisher nur am Modell gepriiften
Verlauf zur Diskussion, der sich vom oben skizzierten durch vertauschte
Reihenfolge von Hydrolyse und Decarboxylierung unterscheidet:

R-CH-CO,H _,g R-C-COH _g, R-CH .yo R-CH

\ _— l —_— | e |-

NH, NH NH —NH 0

Wielands Argumente sind im wesentlichen folgende: 1. Aminosduren werden ohne
Katalysator durch Chinon zum Aldehyd dehydriert, a-Ketosauren werden davon nicht ange-
griffen. 2. An aktiver Kohle liefern Aminosiuren mit Sauerstoff ebenfalls Aldehyd, wiahrend
Ketoséiuren unter den gleichen Bedingungen zwar zur nichstniederen Siure 4 CO, oxydiert,

nicht aber unter Stickstoff bloss decarboxyliert werden kénnen3. 3. Iminocarbonséuren geben
ausserordentlich leicht und ohne Katalysator CO, ab.

Inwieweit dieser Abbauweg im Organismus beschritten wird, ist noch
nicht entschieden und naturgeméss auch schwer zu entscheiden. Gegen seine
Akzeptierung als einzigen Abbaumechanismus spricht die Schwierigkeit,
nach ithm das doch tatséichlich beobachtete Entstehen von Oxy- und Keto-
carbonsiuren aus Aminosiduren erkliren zu kénnen, um so mehr, als auch
Wieland eine rein hydrolytische Ablosung des Ammoniaks fiir wenig wahr-
scheinlich hélt.

Sieht man von der Unsicherheit hinsichtlich des Mechanismus der ersten
‘Reaktionsphasen ab, so sind wir vom Abbauweg einer ganzen Anzahl von
Aminoséuren bis zur Einmiindung in den Reaktionsweg der Fettsauren relativ
gut unterrichtet. So hat schon F. Ehrlich* den Abbau der Glutamin-
sdure zu Bernsteinsdure bei der Vergirung durch Hefe im wesentlichen
richtig gedeutet und C. Neuberg und Ringer? haben dann seine einzelnen
Phasen getrennt und Schritt fiir Schritt experimentell belegt. Dabei zeigten

1 A. Strecker, A. 123, 363; 1862. — W. Traube, B. 44, 3145; 1911.

2 H. Wieland u. Bergel, A. 439, 196; 1924.

3 H. Wieland u. Wingler, A. 436, 232; 1924.

4 F. Ehrlich, Biochem. Zs 18, 391; 1909.

5 C. Neuberg u. Ringer, Biochem. Zs 71, 226, 237; 1915. — 91, 131; 1918.
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sie, dass nur die erste Phase, die der Desaminierung, an die lebende Zelle
gebunden ist, die folgenden aber auch mit zellfreien Extrakten realisiert
werden konnen:

CH(NH,)-CO,H CO-COo,I
cn SR L T
2 e — 2
+ H,0—NH
\CH, - CO,H T Nom, - 00,
Glutaminsaure a-Ketoglutarsiure
[CHz M CHO + Hzg (\}I{[g M 002H
CH,-CO,H —2H  (H,-CO,H
Bernsteinsiure-Halbaldehyd Bernsteinsdure

Ein analoger Weg fiihrt vom Leucin zu (iso)-Valeraldehyd und
-Valeriansdure. Lebende Hefe vermag aber unter gewissen Umsténden
auch die Aldehydstufe zum Alkohol zu reduzieren. Bekanntlich war es
F. Ehrlich?, der zuerst die Bildung der ,Fuselole auf diese alkoholische
Gérung der Aminosguren zuriickfiihrte.

CH . CH
"CH. CH, - CH(NH,)CO,H 2 3>CH-CH2-CO-CO2H
CHy Leucin + H,0—NH; (ofg 3
v Newom, - om (OH)
CL . .
CH | X7 cH,” Iscamylalkohol
%% "TSN\(H. CH,- CHO

/ +
CH, %o of
% "NCH. CH,- CO,H

CH,;” Isovaleriansiure

Ein anderer wichtiger Abbauprozess der Aminosduren besteht formal
in einfacher Decarboxylierung zum entsprechenden Amin. Er spielt sicherlich
auch im normalen Organismus eine wesentliche Rolle, so bei der unter gleich-
zeitiger Oxydation der SH-Gruppe erfolgenden Umwandlung von Cystein

in Taurin

30
HO,C - CH(NH,) - CH,(SH) —J’_CO—> CH,(NH,) - CH,(SO,H),
- 2

der Bildung von Histamin aus Histidin
- CH,-CH(NH,)-CO,H —co, T CH, - CH,(NH,)
NH N /N NHK /N
und in &hnlichen Féllen. Im iibrigen aber ist dieser Vorgang hauptsachlich
bei Féulnisprozessen und unter pathologischen Verhdltnissen im hgéheren
Organismus nachgewiesen worden.
So treten beispielsweise im faulenden Fleisch und im Harn bei Cystinurie Putresein und

Cadaverin auf, die durch Decarboxylierung von Ornithin und Lysin entstanden sind:

1 F. Ehrlich. Biochem. Zs 2, 52; 1906.
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CH,-CH,-CH,-CH-CO,H  _o, CH,-CH,-CH,-CH,
| — 1
NH, NH, NH, NH,
(}1}12 .CH,.CH,.CH,-CH-CO,H  _¢o, CH,-CH, CH,-CH,.CH,
\ — “
NH, NH, NH, NH,

Da nach dem oben Gesagten freiwillige CO,-Abspaltung in vitro bisher nur bei Imino-
carbonséuren und, unter enzymatischem Einfluss, bei Ketocarbonsiuren beobachtet worden ist,
diirfte moglicherweise auch bei der Aminbildung die erste Phase in einer Dehydrierungsreaktion an
der Aminogruppe bestehen, die nach der Decarboxylierung wieder riickgingig gemacht wird.

Was die Frage nach den beim eigentlichen Desaminierungsakt wirksamen
Fermenten anbetrifft, so waren unsere Kenntnisse hier bis vor kurzem noch
recht gering. Da kein zellfreier Organextrakt auch nur die einfachsten Amino-
sduren angriff, wusste man auch nicht, ob es spezifisch eingestellte Amino-
sdure-Oxydasen bzw. Dehydrasen iiberhaupt gébe. Selbst wasserextrahierte
Muskulatur, die in den Versuchen Thunbergs?! die Dehydrierung zahlreicher
einfacher und substituierter Fettsduren durch Methylenblau bewirkte, erwies
sich gegentiber Aminoséuren mit ganz wenigen Ausnahmen — nur Glutamin-
sdure! zeigte ein kraftiges, Asparaginsdure, Alanin und Valin* ein wenig
ausgesprochenes Reduktionsvermogen gegeniiber dem Farbstoff — wirkungs-
los, wobel es nach Wieland?3 fiir den Fall der Glutaminsdure nicht einmal
sicher ist, ob nicht die Kohlenstoffkette dehydriert wird, &hnlich wie auch
G. Ahlgren? fiir die Reaktion der Asparaginsiure den Weg iiber hydrolytisch
entstandene Apfelsiure fiir wahrscheinlicher hilt als die primire Dehydrierung
der Aminogruppe. Nach O. Meyerhof® kommt eine oxydative Desaminie-
rung einiger Aminoséuren, wie Alanin und Asparagin an Lebergewebe, nach
neueren Untersuchungen von Glover® in noch ausgeprigterem Masse an
Nierengewebe vor. Erst vor ganz kurzem ist es dann Krebs? gelungen,
aus Niere ein wasserlosliches, wenn auch sehr unbestdndiges Enzympraparat
zu gewinnen, das Aminosiuren eindeutig zu den entsprechenden Ketosiuren
oxydiert, womit die enzymatische Natur dieses Prozesses im Organismus
erstmalig einwandfrei erwiesen ist.

Lange Zeit im Gegensatz zu der Dirftigkeit der an biologischem
Material gewonnenen Resultate stand die Leichtigkeit, mit der Aminosduren
im Modellversuch, etwa an (eisenhaltiger) Tierkohle oder Palladium durch
Sauerstoff, oder durch chinoide und andere Stoffe mit reaktionsfahiger
CO-Gruppe, teilweise ohne besonderen Katalysator, oxydativ verdndert
werden®. Bel unserer immerhin noch recht beschrinkten Kenntnis vom

1 T. Thunberg, Skand. Arch. 40, 1; 1920.

2 G. Ahlgren, Act. med. scand. 57, 508; 1923.

3 H. Wieland u. Bergel, A. 439, 196; 1924

4 G. Ahlgren, Soc. Biol. 90, 1187; 1924.

5 0. Meyerhof, Lohmann u. Maier, Biochem. Zs 157, 459; 1925.

8 E.C. Glover, Soc. Biol. 107, 1603; 1931.

7 H.A.Krebs, Klin. Ws. 11, 1744; 1932.

8 0. Warburg u. Negelein, Biochem. Zs 113, 257; 1920. — H. Wieland u. Bergel, L c.
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enzymatischem Aminosédureabbau ist die Moglichkeit nicht von der Hand
zu weisen, dass auch in der Zelle dhnliche Systeme eine Rolle spielen. So gibt
Ph. Ellinger?! an, dass in nicht mehr atmenden Zelltrimmersuspensionen, die
durch Kéltezerstorung von Vogelerythrocyten sowie nachfolgende Auswaschung
des Zellsubstrats (und sicher auch der Dehydrasen) gewonnen sind, gerade
Aminosduren in dhnlichem Ausmass wie an Tierkohle abgebaut werden. Dass
sich ferner bei Gegenwart von kleinen Mengen phenolischer Stoffe, teilweise
solcher zellvertrauter Natur, wie Chlorogensédure, Adrenalin usw., durch
Sauerstoff ein weitgehender katalytischer Abbau von Aminosduren —
besonders kriftig in Gegenwart einer Phenoloxydase — erzielen lasst, ist
ebenfalls des Ofteren beschrieben und auch als méglicher physiologischer
Reaktionsmodus interpretiert worden?2.

Es sei noch erwihnt, dass fiir einige aromatische Aminosduren vom Typus des Tyrosins
(p-Oxyphenylalanin) ein anderer, rein enzymatischer Oxydationsweg besteht, der zur Bildung
dunkelgefirbter Pigmente, der Melanine, fiihrt. Das Enzym greift aber nicht an der Amino-
gruppe, sondern am Phenolrest unter Chinonbildung an und steht daher den Phenoloxydasen
nahe. Der Prozess spielt moglicherweise bei der Pigmentbildung im Organismus eine gewisse
Rolle, nicht als energieliefernder Abbauprozess.

b) Purine und Pyrimidine.

Eine zweite wichtige Gruppe stickstoffhaltiger Zellstoffe ist die der
Purin- und Pyrimidinbasen, die primédr mit Kohlehydrat und Phos-
phorséure zu Nucleinsduren verbunden, in sekundidrer Bindung an eine
Eiweisskomponente als Nucleoproteide einen wesentlichen Bestandteil der
Zellen, namentlich der Kerne, darstellen. Uber den enzymatisch-oxyda-
tiven Abbau der Purine, weniger der Pyrimidine, ist man relativ recht gut
unterrichtet. Die Abspaltung des NH; aus Adenin und Guanin erfolgt
hydrolytisch unter dem Einfluss von spezifisch wirkenden, leicht von der
Zellstruktur trennbaren Purinamidasen, wobei die Wirkung zum Teil schon
im Nucleosidstadium, also vor Abspaltung der Zuckerkomponente einsetzt.

N=—=C(NH,) N=C(OH)

| ] +Ho | |
CH C—NH\ ——— CH C——NH\

L CcH —N | | CH
I’\T—C——N / N—C—N /
Adenin Hypoxanthin
N—C(OH) N—C(OH)
| + H,0 |
NH,-C C-—NH\ ——— OH-C C—NH\
L) poH TN | I CH
N—(C—N N—C—N
Guanin Xanthin

1 Ph. Ellinger, H. 119, 11; 1922. — 123, 246, 264; 1922.

2 M. E. Robinson u. McCance, Biochem. J1 19, 251; 1925. — A. Oparin, Biochem. Zs
182, 155; 1927. — E.Edlbacher u. Krauss, H. 178, 239; 1928. — G. Blix, Skand. Arch.
56, 131; 1929.
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Hypoxanthin und Xanthin werden durch die Xanthindehydrase
mit Sauerstoff oder anderen Oxydantien in Iarnsdure tibergefihrt:

IT:?(OH) N-——C(OH) N- - ((OH)

H,0 | | H,0 | ;‘
CH C-NH. %3 G(OH) C—NH. 89 oy ¢-NH.
I P —2H I oer — 2 I >COTL
N—(C N N — ¢ N N ¢ N

Die Harnséure wird zum Teil im Urin ausgeschieden, zum Teil weiter
abgebaut. Bei zahlreichen Tieren, offenbar jedoch nicht beim Menschen
und den Anthropoiden, findet sich ein Enzym, Urikase, das Harnséure in
Allantoin tiberfithrt, welch letzteres in diesen Fillen reichlich im Iarn
auftritt.

NH—CO ITTH—-OH .NH-(CO-N1I,
| | 0
(0 C—NH. 9%, o
0 T
NH—(C—NH NH—CO

Wihrend beim Siugetier Allantoin ein Endprodukt des fermentativen
Harnséureabbaus darstellen diirfte, hat man bei Kaltbliitern und in Pflanzen-
samen ein weiteres Ferment, Allantoinase, entdeckt, das auch den letzten
Heterozyklus, allerdings rein hydrolytisch spaltet.

l\'TH——CI—LNH~CO-NH2 NH,-CO-NH-CII-NI-CO-NH,
| H,0 |

o | + 5 COOIL

‘ \} Allantoinsiure

NH—CO

Das letzte Glied der Abbaufolge, die so naheliegende ITydrolyse zu 2 Mole-
kiilen Harnstoff und Glyoxylséure, welch letztere ja im Organismus leicht in
Oxals#ure, ein normales Harnausscheidungsprodukt iibergeht, ist als Ferment-
reaktion noch nicht beobachtet worden. Manche Befunde, wie z. B. der Harn-
siureschwund in Durchstromungsversuchen an menschlicher Leber, wobei
jedoch kein Allantoin gefunden wurde?!, sowie die rasche Abnahme der Harn-
siure im Blut des lebenden Organismus? sprechen jedoch dafiir, dass es ausser
dem angegebenen vielleicht noch einen anderen Abbaumechanismus fiir Harn-
siure gibt, der moglicherweise nicht iber Allantoin fihrt?.

Der Abbau der Pyrimidinbasen verliuft nach neueren Stoffwechselversuchen am
Hund wahrscheinlich nach folgendem Schema (fiir den Fall des Cytosins)4:

1 A.Schittenhelm u.R.Harpuder, Hdbch. Biochem. 8, 589; 1925.
2 0. Folin, Berglund u. Derick, JI biol. Chem. 60, 361; 1924.

% Vgl. jedoch F.Chrometzka, Zs exp. Med. 86, 483; 1933.

4 L. R. Cerecedo, Jl biol. Chem. 93, 269; 1931.

-~1

v. Euler, Chemie d. Enzyme. I1/3.
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N=—C.NH, NH—(]JO NH—(‘JO NH——(|JO
| | | \
CO CH +—§ﬁ‘3 co ICH 29 oo ﬁOH 9% 60 co
I TR ! | | !
1iIH—CH NH—-CH NH - CH NH—CHOH
Cytosin Uracil Isobarbitur- Isodialur-
sdure sdure
lI\IH2 NH,
|
. c;o THO CIO -+ HO,C - CO,H.
NH.CO-COH NH,
Oxalursiure Harnstoff Oxalsdure

Nur die erste Phase scheint als Enzymreaktion in vitro (mit Hefeextrakt) bisher
realisiert zu sein?.

3. Kohlehydrate.

Die Gruppe der Zucker ist diejenige, iiber deren Abbaureaktionen wir
heute — allerdings nur soweit sie die anaeroben Vorgénge der Girung und
der Glykolyse betreffen — durch die umfassenden Untersuchungen Neubergs,
v. Eulers, Meyerhofs u. a. relativ am besten unter den Zellstoffen orientiert
sind. Ein Teil der beim anoxybiontischen Abbau auftretenden Zwischen-
stufen ist nun zweifellos auch beim aeroben Umsatz anzunehmen, die Schwierig-
keit liegt nur in der Entscheidung der Frage, in welcher Phase des Abbaues
das Spiel der Oxydoreduktionen durch das Eingreifen des Sauerstoffs unter-
brochen wird.

Einige enzymatische Oxydations-, nicht eigentlich Abbaureaktionen koénnen wir hier
absondern; es sind das solche, die ohne Verinderung des Kohlenstoffgeriists sich auf den oxy-
dativen Angriff einer endstindigen Gruppe beschrinken. Es sind in letzter Zeit zwei anscheinend

verschiedene Enzyme aus Bakterien bzw. Siugetierleber dargestellt worden? deren Wirkung
offenbar nur in einer oxydativen Umwandlung von Glucose in d- Gluconsiure besteht:

+0

0
CH,(OH) - [CHOH], - 0/ CH,0H - [CHOH], - ¢/°
g NoH

Hierher gehort wohl auch die Entstehung von Glucuronséure, HOC-[CHOH],-COOH,
die ja durch ihre Kupplungsfihigkeit im Organismus eine sehr wichtige Rolle als entgiftendes
Agens zu spielen vermag und die sich nach mannigfachen Angaben auch in Pflanzen vor-
findet. Als eigentliche Fermentreaktion ist ihre Bildung zwar noch nicht nachgewiesen, wohl
aber als Modellreaktion bei der Einwirkung von H,0, auf Glucose3.

a) Die vorbereitenden Abbauphasen.

Bei allen wirklichen Abbauprozessen am Zuckermolekil verlauft die
Reaktion stets iiber besonders reaktionsfihige, (nach Neuberg) alloio-
morphe Formen desselben, wahrscheinlich die — fiir Glucose, Fructose und
Mannose ja identische — Enolform, die ihrerseits wieder durch Gleichgewichts-
reaktionen mit labileren Formen, z. B. vom Furanosetyp, verkniipft sein diirfte.
Bei der Spaltung der Polysaccharide (durch eine der verschiedenen Carbo-

Y A. Hahn u. Lintzel, Zs Biol. 79, 179 (1923).
* D. Miiller, Biochem. Zs 199, 136; 1928. — D.C. Harrison, Biochem. J1 25, 1016; 1931.
3 A. Jolles, Biochem. Zs 34, 242; 1911.
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hydrasen) entstehen diese am-Formen primér, aus den gewdhnlichen freien
Hexosen unter dem Einfluss eines Ferments vom Typus der Isomerasen, der
Meyerhofschen Hexokinase. Die ndchste, vorbereitende Abbauphase besteht
i der durch ein Enzym vom Phosp hatase-Typ (nach v.EulerPhosphatese)
beschleunigten Veresterung der reaktionsfihigen Formen mit anorganischem
Phosphat, wobei also wohl primér der 6-Phosphorsdureester der Enolform
H H OH
H,0,P—0—H,0—C—C—C—C—=Cl
OH OH H OH oH
entsteht, fir den Ubergangsmoglichkeiten sowohl in (lucose- als auch
Fructose-6-phosphat bestehen!.

Diese Monophosphate der am-Formen von IHexosen sind nun —— nach der
Auffassung der v. Eulerschen Schule, der hier im wesentlichen gefolgt werden
soll — als die eigentlichen Substrate des oxydoreduktiven Angriffs zu betrachten.
Unter dem Einfluss von Mutase + Cozymase erfolgt eine Art innerer Dismu-
tation des Hexosemolekiils, die zur Sprengung der C-Kette und zur Bildung
zweier im Entstehungszustand sehr reaktionsfahiger Cj;-Kérper fithrt. Das
nachstehende Schema fasst die bisherigen Phasen des Kohlehydratabbaus
nochmals zusammen; auch der mutmassliche weitere Reaktionsverlauf ist
teilweise angedeutet (s. spiter):

Polysaccharide Hexose

\/

~ &7
Hexose-am-Form

W
Hexose-Monophosphat

0—0—0—‘0—-0—0—04Pm\
], (Triose-Monophosphat)

~
¢—-C—-C C—-(C—C—O,PH, C—C—C—O0,P1,
-+ —
C_C - C—O4PH2 C"’_C_G““ ()41)]:]2

(Hexose-Diphosphat)

Die Frage nach der Natur der Cy-Korper CsHgO;3 (bzw. deren Phosphor-
sdure-Ester) ist bekanntlich noch nicht eindeutig gelést und kénnte wohl
auch — je nach der umsetzenden Zellart — verschiedene Antworten bedingen.
Jedoch lisst sich Milchsdure mit Sicherheit als Priméarprodukt ausschliessen.
Nach dem Vorgange C. Neubergs neigt man heute zu der Auffassung, dass em
Hydrat des Methylglyoxals, CH,-CO -CHO, das wichtigste primére
Abbauprodukt des Hexosemolekiils darstellt. Daneben spielt wohl auch
— mit dem Methylglyoxal vielleicht durch Gleichgewichtsreaktion verbunden —
der Glycerinaldehyd eine Rolle, worauf der Befund Nilssons? hindeutet,

1 Vgl. z. B. R. Nilsson, Biochem. Zs 258, 198; 1933.
2 R. Nilsson, Ark. Kemi 10 A, Nr.7; 1930.
7%
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wonach Hexosemonophosphat bei Gegenwart von (fluoridbehandelter) Hefe mit
Acetaldehyd einen Stoff von der Zusammensetzung der Monophospho-
glycerinsdure liefert, unter gleichzeitiger Reduktion des Aldehyds zu Alkohol.
Nach v. Euler und Nilsson! entstehen Methylglyoxal und Monophospho-
glycerinaldehyd bei der priméren Spaltung des Hexosephosphats in 4quivalenten
Mengen, worauf unter gewdhnlichen anaeroben Bedingungen zwei Molekiile
des Aldehydphosphats sich nach dem Schema der Acyloinsynthese (vgl.
spater S.106£.) zu einem Molekiill Hexosediphosphat (Harden-Young-
Ester), dem h#ufig beobachteten intermedidren Stabilisierungsprodukt des
Hexoseabbaus, kondensieren:

H,PO,-CH, - CHOH - CHO + OHC - HOHC - H,C - O,PH, ———
OHOHH H
H,PO, - CH,- (‘} - CH-COH- (|J CH,- O,PH,
0
Das Diphosphat vermag nach Massgabe der (im Vergleich zur Vergérung
der Hexosen selbst) stets relativ langsam erfolgenden Entphosphorylierung
zu Monophosphat (evt. am-Hexose) erneut ins Reaktionsschema (S.99) ein-
zutreten. Nach Meyerhof2?, Embden u. a. kommt jedoch auch eine direkte
Vergérung des Hexosediphosphats in Betracht.

Nach letzten Untersuchungen von Embden?® u. Mitarbeitern entstehen bei dessen pri-
mérer Spaltung im Muskel méglicherweise je ein Molekiil Dioxyaceton- und Glycerinaldehyd-
Phosphorsiure.

Das Methylglyoxal erfahrt unter anaeroben Bedingungen entweder,
wie gewdhnlich im tierischen Organismus, unter der Einwirkung der Keton-
aldehyd-Mutase Neubergs, eine innere Dismutation zu Milchsdure oder
aber es geht durch Disproportionierung oder Dehydrierung in Brenztrauben-
sdure tiber, an der normalerweise, zum wenigsten bei den Gé#rungen, die
Carboxylase einsetzt. Je nachdem, ob die Reaktionskette hiemit zu Ende
ist oder noch weitere Dismutationen entweder zwischen zwei gleichen oder
zwei verschiedenen Aldehydmolekiilen erfolgen, erhélt man — neben CO, —
Glycerin und Acetaldehyd, Glycerin, Alkohol und Essigséiure oder bloss Alkohol
als Endprodukte (bzw. 2., 8. und 1. Vergérungsform Neubergs). Neben-
reaktionen, wie auch gewisse Pilz- und Bakteriengéirungen vermdgen jedoch
eine Fiille verschiedenartiger Korper zu liefern, worauf bei Gelegenheit noch
spater zuriickzukommen sein wird.

b) Der oxydative Abbau.

Die Annahme ist naheliegend, dass beim oxydativen Angriff des Hexose-
molekiils — unter der Voraussetzung, dass komplettes Zymase- und Oxyda-
tionssystem zur Verfiigung stehen — der Sauerstoff unmittelbar im Anschluss

1 H. v. Euler u. Nilsson, Skand. Arch. 59, 201; 1930.
2 0. Meyerhof, Biochem. Zs. 183, 176; 1927.
3 G.Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Ws 12, 213; 1933.
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an die primére Spaltung der Cg-Kette eingreift. Dass ihm daneben jederzeit
die Moglichkeit zukommt, auch in verschiedenen spiteren, dem anaeroben
Abbauschema zugehorigen Phasen zu wirken, braucht wohl kaum besonders
erwahnt zu werden. Liegt einmal das vollstindige destruierende System in
der Zelle vor, so wird es héufig von dusseren Umsténden, z. B. dem jeweiligen
Verhéltnis von Brennmaterial- und Sauerstoffversorgung abhéngen, ob Oxydo-
reduktion oder eigentliche Oxydation stattfindet.

Im iibrigen oxydieren sich bereits im Modellversuch (T = 37°; m/1-Phosphat von pH 8;
0,04 mol-Hexose) Fructose und Hexosemonophosphate (Robison- und Neuberg-Ester)
recht kriftig, Hexosediphosphat ungleich langsamer in Gegenwart von Luftsauerstoff!. Der
Gedanke, dass auch — ohne primére Spaltung — eine direkte Dehydrierung des Hexosemolekiils
statthaben kann, hat viel Wahrscheinlichkeit fiir sich, entbehrt jedoch bei dem bisherigen Fehlen
praparativer Arbeiten noch der exakten experimentellen Belege. In diese Richtung weisen
insbesondere neuere Versuche von Lundsgaard? an Hefe und Kaltbliitern, bei denen er eine
Trennung von Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel erreichte auf Grund der Tatsache, dass
Monojodessigséure den ersteren aufzuheben vermag, ohne letzteren nennenswert zu beeinflussen.
Ahnliche Befunde stammen von Trautwein3 und Mitarbeitern, die zwischen pH 8 und 12 Atmung
der Hefe bei bereits erloschener Garung fanden und eine Veratmung von Maltose bei fehlender
Vergirung durch (maltasefreie) Hefen feststellten.

Beschrianken wir uns vorléufig auf die bei der Oxydation der priméren
Spaltstiicke des Hexosemolekiils entstehenden Produkte, so ist jedenfalls
die schon zitierte — neuerdings durch Embden (l. c.) am Muskel bestitigte —
Angabe Nilssons tiber das Auftreten von Monophosphoglycerinsédure bei
der Hefegéirung von Bedeutung. Glycerinsdure geht nun schon auf rein
chemischem Wege durch gelinde wasserentziehende Mittel in Brenztrauben-

sdure iber?
—H,0
CH,OH - CHOH - CO,H -5 CH,:COH-CO,H = CH,-CO- CO,H.

Die enzymatisch sehr leicht (unter Phosphorsiure-Abspaltung) erfolgende
Umwandlung von Monophosphoglycerinsiure in Brenztraubenséure ist neuer-
dings sowohl fiir Hefe® als auch Muskulatur® einwandfrei nachgewiesen
worden.

Zur Brenztraubensiure wiirde aber auch die direkte Dehydrierung des
Methylglyoxal-Hydrats fiihren:

—2H

CI1, 00 - CH(OM), — > CII,-CO- CO,1.

Decarboxylierung ldsst Acetaldehyd entstehen, womit der Anschluss
an den terminalen Abbauzyklus der Fett- und Aminosduren (Acetaldehyd-
Essigsaure-Bernsteinsaure-Fumarsaure-Apfelsiure-Oxalessigsiure-Acetaldehyd)

1 0. Meyerhof u. Lohmann, Biochem. Zs 185, 113; 1927.

2 B. Lundsgaard, Biochem. Zs 220, 1, 8; 1930.

3 K. Trautwein u. Mitarb., Biochem. Zs 236, 35; 240, 423; 1931.
4 E. Erlenmeyer, B. 14, 320; 1881.

5 C. Neuberg u. Kobel, Biochem. Zs 260, 241; 1933.

6 G. Embden, Deuticke u. Kraft, I. c.
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erreicht ist. In diesem Abbauschema der Hexosen sind also heute praktisch
alle Teilphasen als reine Enzymreaktionen nachgewiesen.

Moglicherweise besteht fiir den Abbau der Brenztraubensiure noch ein zweiter Weg, auf
den zuerst Toennissen und Brinkmann? hingewiesen haben. Bei der Durchstromung von
Warmbliitermuskulatur mit Blut unter Zusatz von Brenztraubensgure lisst sich ndmlich Bern-
steinsdure (neben Ameisensiure) als Reaktionsprodukt nachweisen, nicht dagegen Essigsiure,
welch letztere unter den Bedingungen des Durchblutungsversuchs auch keine Bernsteinsiure
lieferte. Danach ist es wahrscheinlich, dass die dehydrierende Verkniipfung zweier Séuremole-
kiile schon auf der Stufe der Brenztraubensiure, und zwar zu ae-Diketoadipinséure erfolgt ist:

CH;-CO-CO.H  _,., CH,-CO- Co,H

+ ~ ~
CH,-CO - CO,H CH, - CO - CO,H

Ob allerdings der von Toennissen und Brinkmann angenommene weitere Abbau dieser
Verbindung durch Hydrolyse zu Bernsteinsiure und Ameisensaure (welch letztere dann zu CO,
und H,0 oxydiert werden kann) den normalen Hauptweg der Reaktion darstellt, ist bei der im
allgemeinen nur méissigen Angreifbarkeit der Ameisenséure im hoheren Organismus doch recht
fraglich; die Méglichkeit einer direkten kombinierten Decarboxylierung und Dehydrierung der
Di-Ketosdure diirfte in allgemeinerer Form fiir den tierischen Organismus wohl nicht von der
Hand zu weisen sein. Die Entscheidung hingt mit der noch nicht geklirten Frage nach der
— von verschiedener Seite bestrittenen — Bedeutung der Carboxylase fiir den Umsatz der
tierischen, besonders der Muskelzelle zusammen.

¢) Glykolyse und Meyerhofsche Reaktion.

Es soll noch kurz auf die kombiniert anaerob-aeroben Abbauvorginge
an Kohlehydrat, wie sie im Muskel und vielen anderen tierischen Zellen
vorkommen, eingegangen werden. In einer anaeroben (beim Muskel der
Arbeits-) Phase erfolgt Milchsdurebildung aus Glykogen (Glykolyse). Es
war bisher iiblich, diese Milchsiure als ein Stabilisierungsprodukt des (etwa
nach dem Schema S.99) primér entstandenen Methylglyoxal-Hydrats auf-
zufassen, gebildet durch dessen enzymatische intramolekulare Disproportio-
nierung:

CH;-CO-CH(OH), —— CH,-CHOH - CO,H.

Vgl. jedoch die neue Auffassung von Embden, Deuticke und Kraft (1. c.), wonach die
Milchséure aus Hexosediphosphat iiber Monophosphoglycerinaldehyd-Monophosphoglycerin-
sdure-Brenztraubensiure entsteht. Auch der unlingst von Lohmann? erhobene Befund, dass
die Wirksamkeit der Ketonaldehyd-Mutase bei der Umwandlung synthetischen Methylglyoxals
an die Anwesenheit von Glutathion gekniipft ist, wihrend die enzymatische Milchsédurebildung

aus Glykogen durch Muskulatur auch ohne Glutathion erfolgt, hat bereits Zweifel an der
Schliisselstellung des Methylglyoxals bei der Glykolyse erstehen lassen.

In der aeroben (beim Muskel der Erholungs-) Phase tritt jener merk-
wiirdige Vorgang ein, den man gewohnlich als Meyerhofsche Reaktion
bezeichnet®. Milchsdure verschwindet, aber die aufgenommene Sauerstoff-
menge entspricht nur etwa 1/3—!/; der zur vollstdndigen Oxydation der ver-
schwundenen Milchséure bendtigten. Auf Grund der Bestimmung des Respira-

1 E.Toennissen u. Brinkmann, H. 187, 137; 1930. — E. Toennissen, Klin. Ws 9,
211; 1930.

2 K. Lohmann, Biochem. Zs 254, 332; 1932.

3 0.Meyerhof, Erg. Physiol. 22, 328; 1923.
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tionsquotienten C(()): =1, der Milchsdure und der Kohlehydrate ergibt sich

als naheliegendster Schluss der, dass 1/3—'/s der Milchséure vollstindig ver-
brannt und der Rest zu Glykogen resynthetisiert worden ist. Eine Entschei-
dung tiber die Frage, ob nun tatséchlich Milchsdure oder das entsprechende
Aquivalent an Kohlehydrat oxydiert wird, lasst sich nach den vorliegenden
Bilanzdaten natiirlich nicht treffen. Aber auf Grund einer gewissen Unzweck-
maéssigkeit, die darin liegen wiirde, dass der Organismus den oxydativen Abbau
nicht in einem Zuge, sondern iber ein intermedidres Stabilisierungsprodukt
durchfihrt, neigt man heute ziemlich allgemein zu der Auffassung, dass prak-
tisch die gesamte Milchsdure durch Resynthese verschwindet und an ihrer
Stelle eben !/;—1/, Aquivalent Kohlehydrat, vielleicht auf dem im vorstehenden
néher beschriebenen Wege, jedenfalls nicht tber Milchséure, vollstdndig oxy-

. . . . . total verschwundene Milchsiure
diert wird. Fiir einen Meyerhof-Quotienten ( oxydierte Milchséure-Aquivalen te)

von 4 liesse sich der Gesamtvorgang also durch folgende beide Gleichungen
ausdriicken:

Anaerobe Phase:
5/n[Cet1405]n -+ 5 HyO — 5 CgHy,06 — 8 C3HgO5 + Col 1506
Aerobe Phase:
8 C3H40; + CgH 1204 + 6 Oy - 4/n[CgH,40;]n -+ 6 CO, 4 10 HL0.

Energetisch liegen die Verhéltnisse offensichtlich derart, dass die Energie,
die bei der vollstdndigen Verbrennung eines Zuckermolekiils gewonnen werden
kann, zur Resynthese von Glykogen aus Milchsdure verwendet wird. Die
Meyerhof-Reaktion stellt also einen gekoppelten Prozess dar, jedoch liegt,
wie das Schwanken des Meyerhof-Quotienten zeigt, nicht das bekannte
Bild der chemischen Reaktionskopplung vor, bei der stets eine stochio-
metrische Gleichung mit bestimmten Indices erfiillt sein muss, sondern
eine allgemeinere Form, die man bei der noch mangelnden Kenntnis ihres
feineren Mechanismus zunichst einmal als energetische Reaktionskopplung
bezeichnen mag. Im iibrigen scheint nach Untersuchungen Meyerhofs?!
und Mitarbeitern an der Leber auch die Oxydation anderer Brennstoffe als
Kohlehydrate, z.B. von Aminosduren den zur Resynthese notwendigen
Energiebetrag zur Verfiigung stellen zu koénnen.

Da iiber den Chemismus der Meyerhof-Reaktion experimentell noch nichts Sicheres
bekannt ist, mag hier zum wenigsten auf die Vorstellung v. Euler s* hingewiesen werden, wonach
beim oxydativen Zerfall von Zucker-, wahrscheinlich auch Aminosdure- und Fettsauremole-
kiilen eine so energiereiche und reaktionsfihige C,-Kette hinterbleibt, dass diese mit einem
Molekiil Milchséure — evtl. nach dessen vorheriger intramolekularer Umwandlung — in Reaktion
treten und ein Hexoseradikal bilden kann, dessen Energieinhalt zur Glykogensynthese ausreicht.
An sich ist die Erscheinung besonderer Reaktionsfahigkeit im ,,status nascendi®, wo den Mole-
kiilen noch die Anregungs- bzw. Reaktionsenergie innewohnt, auf dem Gebiet der reinen Chemie
ja lange bekannt gewesen. In letzter Zeit mehren sich die Fille, die eine erhohte Beachtung

1 0. Meyerhof, Lohmann u. Meier, Biochem. Zs 157, 459; 1925.
2 H. v. Euler u. Myrbéck, Svensk kem. Tidskr. 57, 173; 1925.
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dieses Phéinomens auch auf dem Gebiete der Enzymreaktionen notwendig machen. Ausser der
Meyerhof-Reaktion seien hier nur die Acyloinsynthese bei der Brenztraubensdurespaltung,
die Citronensduresynthese (wahrscheinlich aus Essigsdure |+ Oxalessigsiure im ,,status nascendi*)
bei der Gérung, das unerwartet rasche Weiterreagieren von Zwischenstufen wie Acetaldehyd
bei der Essiggirung, Bernsteinsiure bei der Hefegirung als Beispiele angefiihrt. Weiteres s.
Kap. VI, 6g.

Zur enzymatischen Seite des Problems ist noch zu sagen, dass zwar die
Entstehung der Milchséure aus Zucker ein rein enzymatischer Vorgang ist,
dass aber das Phianomen der Resynthese bisher in zellfreien Extrakten noch
nicht beobachtet werden konnte.

d) Die Girungen.

Wéhrend der Kohlehydratabbau zu Milchséure, die Glykolyse, fiir
die tierische Zelle bei Anaerobiose typisch ist, wihlt der pflanzliche Organismus
unter der gleichen Bedingung im allgemeinen einen anderen Weg, als Garung
im engeren Sinne bezeichnet, der normalerweise zu Alkohol und CO, als
Hauptprodukten fiihrt, in anderen Fillen aber auch Aldehyd, Essigsdure
und Glycerin sowie eine Fiille von Nebenprodukten entstehen ldsst. Die
Bakterien und gewisse Pilze nehmen eine Mittelstellung ein, indem sie so-
wohl Milchséure als auch Alkohol und Essigsiure, sowie, je nach ihrer Art,
eine ganze Anzahl verschiedener und charakteristischer Abbauprodukte liefern
kénnen.

Die normale alkoholische G#rung, die 1. Vergdrungsform Neubergs,

CeH 204 > 2 C,H;OH + 2 CO,
lasst sich bekanntlich auf eine Dismutation des nach dem Schema S.99
gebildeten Methylglyoxals, gefolgt von einer Decarboxylierung des Oxyda-
tionsprodukts Brenztraubensiure und einer weiteren ,,gemischten” Dismuta-

tion des Decarboxylierungsprodukts Acetaldehyd mit Methylglyoxal zurtick-
fithren :

CH,: COH- CHO CH,:COH. CH,0H [———> CH,OH-CHOH - CH,OH
Methylglyoxal (Enol) Brenztraubenalkohol Glycerin
+ — 4
/OH CH,-CO-CO,H
—CHj - CO- CH\ Brenztraubensiure
OH l
Methylglyoxal (Hydrat) \
. v -
/OH Co,
'—-CH,-C0-CH " 4 CH,-CHO
oH Acetaldehyd
\)
CH3 . CO . COgH CH3 M 0H20H
usw. Alkohol

Das Schema erklirt die Bildung praktisch dquivalenter Mengen Alkohol
und CO, und das stets beobachtete Auftreten von Glycerin in kleinen Mengen
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(2t/;—6 % des Zuckers). Letzteres kann zu einem stochiometrischen Reaktions-
produkt werden, wenn man durch Zugabe von Sulfit (auch Dimedon und
anderen Stoffen) den Acetaldehyd bindet und so seine Disproportionierung
verhindert (2. Vergédrungsform Neubergs):

CH,: COH - CHO CH,:COH-CH,0H —— CH,0H.-CHOH.CH,0H
-+ —_— -+ Glycerin
/OH
CH;- 00- CH( CH,-C0-CO,H
OH e —
e T
CH,-CHO C0,
Acetaldehyd

Schliesslich kann bei schwach alkalischer Reaktion die Kigendismutation
des Acetaldehyds iiber die gemischte Disproportionierung mit Methylglyoxal
das Ubergewicht bekommen, so dass dann auf je 2 Molekiile Glycerin und CO,
je 1 Molekiil Alkohol und Essigsiure entstehen (3. Vergédrungsform Neu-
bergs):

CH,: COH-CHO CH,:COH-CH,0H —— CH,0H-CHOH.CH,0H
+ —— + Glycerin

,OH
OHa'CO'CH/\ CH,- CO - CO,H

OoH J

CH,- CHO Co,
L// - \»
1/, CH,C0,H 1/, CH, - CH,0H
Essigsaure Alkohol

Als 4. Vergdrungsform bezeichnet Neuberg! die an gewissen Bak-
terien beobachtete Butylgérung, die zu Buttersiure bzw. Butylalkohol
tithrt:

CeHy,0¢ ~ C3H, - CO,H +2CO, 42 H,;
CeH,06 ~ C;H, - CH,0H +2 CO, + H,0.
Als Zwischenprodukt ist in beiden Fallen das Aldol der Brenztrauben-
CH,-C(OH) - CO,H
sdure anzusehen, | , aus dem durch zweimalige Decarb-
CH,-CO-CO,H
oxylierung und eine Art Saccharin-Umlagerung

— CHOH—CH,—CHO —— —CH,—CH,—CO,H

Buttersiure oder durch Decarboxylierung und Reduktion Butylalkohol ent-
stehen. Eine #hnliche, wenn auch nicht intramolekulare Reduktion einer
Alkoholgruppe unter Bildung der freien Fettsiure erfolgt auch bei der bakte-
riellen Propionsiuregirung, wo auf der Durchgangsstufe der Milchséure

1 C. Neuberg u. Arinstein, Biochem. Zs 117, 269; 1921.
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intermolekulare Oxydoreduktion zu Propionsdure und Brenztraubensiure
bzw. Essigsdure und CO, eintritt:

3 OH, - CHOH - CO,H - 2 CH, - CH, - CO,H + CH, - CO,H + €0, + H,0.

Was aber gerade die Buttersiuregirung in physiologischer Hinsicht
0 interessant macht, ist die Tatsache, dass sie — neben dem vielleicht einer
Verallgemeinerung an den zweibasischen Sduren fahigen Reaktionsschema
Essigsaure-Bernsteinsdure — eine der wenigen, hinsichtlich des Mechanismus
klar erkannten enzymatischen Ubergangsreaktionen von den Zuckern zu den
Fettsauren darstellt.

Neuberg und Arinstein! haben {ibrigens bei der Buttersduregérung
auch die auf C, folgenden einfachen Fettsduren mit paariger C-Zahl (bis Cy,)
isoliert.

Es mag in diesem Zusammenhang noch auf einen weiteren Fall biologi-
scher Synthese hingewiesen werden, der wahrscheinlich ebenfalls nach dem
Schema der Aldolkondensation verlduft. Sowohl Schimmelpilze? als auch
Hefen? vermogen Essigsdure in recht erheblichem Ausmass (15%) in Citronen-
sdure umzuwandeln. Die Annahme von Wieland und Sonderhoff3, dass
enzymatisch aktivierte Oxalessigséure, die ja in der Abbaureihe der Bern-
steinsdure steht, sich mit Essigsaure aldolartig zu verkniipfen vermag,

HO,C—CO H;C—COo,H HO,C—C(OH)—CH,—CO,H

L+ — ;

HO,C—CH, HO,C—CH,
erscheint durchaus plausibel. Es ist dusserst wahrscheinlich, dass auch die
Citronenséduregérung des Zuckers, wie sie bei gewissen Schimmel- und
Schleimpilzen vorkommt, von einem derartig weitgehenden prim#ren Abbau
der Hexose zu C,-Korpern eingeleitet wird.

Uber eine bei physiologischen Acidititen vor sich gehende Katalyse
von Aldolkondensationen durch Aminoséuren haben Fischerund Marschall*
Angaben gemacht.

Neben der Aldolkondensation spielt noch ein anderer, bei G#rungs-
prozessen beobachteter synthetischer Vorgang eine wichtige Rolle; er doku-
mentiert sich bei Zugabe von Benzaldehyd oder Acetaldehyd zu Giirgemischen
und fihrt zur Bildung optisch aktiver Acyloine:

|/ \‘CHO 1 HOC-CH, — ‘/ \‘CHOH-CO-CHs

N N/
CH;-CHO 4 HOC - CH,; ~ CH, - CHOH - CO - CH,.

1 C. Neuberg u. Arinstein, L c.

2 T. Chrzgszez u. Tiukow, Biochem. Zs 229, 343; 1930. — K. Bernhauer u. Sieben-
duger, Biochem. Zs 240, 232; 1931.

3 H. Wieland u. Sonderhoff, A. 499, 213; 1932.

4 F. G. Fischer u. Marschall, B. 64, 2825; 1931.
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Die Acyloinsynthese gelingt mit zellfreien Séften, jedoch nur mit nas-
cierendem Acetaldehyd, demgeméss auch mit Brenztraubensédure -+ Carb-
oxylase. Wie schon frither erwéhnt (S.83), ist die von Neuberg angenom-
mene Existenz eines eigenen Ferments mit kernsynthetischer Funktion, der
Carboligase!, durch neuere Beobachtungen besonders an Modellen® wieder
fraglich geworden. Auch hier liegt moglicherweise, dhnlich wie bei der Meyer-
hof-Reaktion, eine spontane Reaktion angeregter Molekiile vor. Ungeklirt
bleibt allerdings hierbei die Tatsache, dass frische Hefe optisch aktives Acetoin
liefert, wiahrend bei Verwendung von zellfreien Séften und in den Modell-
versuchen, bei denen der Zerfall der Ketosdure z. B. durch Bestrahlung oder
Aminosédurekatalyse erreicht wurde, inaktive Produkte entstanden.

Die Acyloin-Reaktion, angreifend auch an anderen Aldehyden, wie z. B.
Methylglyoxal, Glycerinaldehyd diirfte bei der Riickbildung von Hexose-
diphosphat aus dismutiertem Monophosphat (S.99f.) sowie moglicherweise
auch bei der Meyerhof-Reaktion eine wichtige Rolle spielen.

¢) Fermente und Co-Fermente.

Es erscheint an dieser Stelle vielleicht zweckmissig, die am Kohle-
hydratabbau beteiligten Enzyme — namentlich im Hinblick auf den Anteil
der eigentlichen Oxydoreduktionsenzyme — kurz zusammenzufassen. Wir
haben es danach mit wenigstens folgenden Fermenten zu tun:

Hexokinase (Meyerhofs Aktivator), welche die gewohnlichen stabilen
Hexosen beschleunigt in die mit ithnen im Gleichgewicht stehenden reaktions-
fahigen am-Formen tiberfihrt. (Geht man von Polysacchariden aus, so tritt
an Stelle der Hexokinase die entsprechende Carbohydrase.)

Phosphatese-Phosphatase, welche aus den reaktionsfdhigen Formen
und anorganischem Phosphat Hexosemonophosphorsiuren (z. B. Robisons
Ester) bildet und in einer spéteren Phase Hexosediphosphat (Harden-Young-
Ester), (vielleicht auch C,-Monophosphate) hydrolysiert.

Die Mutase bewirkt im Anschluss an die Phosphorylierung die primére
Disproportionierung des Hexosemolekiils, die von dessen Zerfall in zwel
Cs-Korper begleitet ist. Enzyme von verwandtem Typus — Oxydoredu-
kasen oder Redoxasen, im Sinne Wielands wasserstoffverschiebende
Dehydrasen — besorgen hierauf anaerob die tbrigen Cannizzaro-
Reaktionen oder aerob, in Verbindung mit einem Oxydationssystem,
wie Cytochrom -+ Oxydase, die Dehydrierung der Aldehyde zu den ent-
sprechenden Siuren auf Kosten des Sauerstoffs. In den spateren Phasen des
Abbaus — von der Essigsiure ab — spielen dann verschiedene, mehr oder
weniger spezifisch eingestellte Acidodehydrasen (vgl. S.88f.) eine wichtige
Rolle.

1 C. Neuberg u. J. Hirsch, Biochem. Zs 115, 282; 1921.
: W. Dirscherl, H.201, 47, 78; 193L.
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Die Bildung von CO, erfolgt stets auf der Stufe von a- und g-Ketocarbon-
sduren (Brenztraubensdure, Oxalessigsdure) in einem Prozess nichtoxydo-
reduktiver Art unter dem Einfluss der Carboxylase. Mit ihrer Wirkung
moglicherweise verkniipft ist die der Carboligase, die an der Acyloin-
synthese, namentlich aber auch an der Synthese des Hexosediphosphats
beteiligt sein kénnte. Die Existenz eines dhnlichen Ferments, das die Aldol-
kondensation, etwa bei der Butylgiirung, katalysiert, ist nicht erwiesen, aber
durchaus méglich.

Die eigentlichen Gérungsenzyme lassen sich, wie die Methoden E. Buch-
ners und v. Lebedews zur Herstellung von Press- und Macerationsséften
zeigen, zum Teil von der Zellstruktur trennen. Dagegen ist das Oxydations-
system meist erheblich stérker strukturgebunden.

Charakteristisch fiir den enzymatischen Abbau der Kohlehydrate ist die
notwendige Beteiligung organischer Aktivatoren von relativ niederem Mole-
kulargewicht, der sog. Co- Fermente. Sie sind in Tier- und Pflanzenzellen
weit verbreitet und greifen offenbar in die oxydoreduktiven Phasen des
Zucker-, (nach neuesten Untersuchungen vielleicht auch des Oxyséuren-
(Milch-, Apfelsdure-1) Abbaus) ein. Cozymase, aus Hefe in nahezu reinem
Zustande dargestellt, erwies sich nach Analyse und Reaktionen als eine
Adenosinphosphorsédure (Adenylsiure), in der also auf ein Molekiil Adenin
je ein Molekiil einer Pentose und ein Molekiil Phosphorsdure treffen:

Cs;N;H, — C;H 0; — PO, H,.
Hingegen erwies sich das aus Muskel isolierte Co-Ferment der Milchsdure-
bildung als eine Adenosin-tri (bzw. pyro)-phosphorséure. '

Uber die Beziehungen zwischen den beiden Kérpern und eventuelle Uber-
gangsreaktionen in der Zelle ist noch nichts Sicheres bekannt, ebensowenig
wie iber ihren Wirkungsmechanismus?.

Es sei noch erwdhnt, dass nach neuesten Befunden auch die Carboxy-
lase eines dhnlichen Co-Ferments zur Entfaltung maximaler Wirkung bedarf3.
Ferner spielt noch ein anorganischer Aktivator, das Magnesium®, eine bedeut-
same Rolle beim enzymatischen Kohlehydratabbau, wahrscheinlich dadurch,
dass es in irgendeiner Weise in den Phosphorylierungsvorgang eingreift.

IV. Die Frage nach dem Angriffspunkt der Enzyme.

Die vorausgehenden Abschnitte iiber die biologischen Abbaureaktionen
der organischen Substanz haben jedenfalls eine, oder besser zwei Tatsachen
in aller Deutlichkeit vor uns erstehen lassen: Der energieliefernde Angriff
der Zellstoffe erfolgt aerob nicht in Form einer radikalen Destruktion des

1 C. G.Holmberg, K. fysiogr. sillskap. Lund. férhandl. 2, 70, 87; 1932.
2 K. Lohmann, Biochem. Zs 241, 67; 1932.

3 BE. Auhagen, H. 204, 149—209, 20; 1932.

4 K. Lohmann, Biochem. Zs 237, 470; 1931.
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organischen Molekiils unter gleichzeitiger Beladung von C- und H-Atomen
mit Sauerstoff, wie man dies friither, etwa fiir die Veratmung des Zuckers,
formelmassig ausdriickte:

CH,0H O, 0,  H,0
CHOH 0, co,  H,0
CHOH 0, co,  H,O0
Horr o,  ¢o, + H,0
CHOH 0, 0, H,0
CHO 0, Co, H,0

er erfolgt aber auch anaerob nicht in Form einer tiefgreifenden Umlagerung
mit darauffolgendem Zerfall der kompletten C-Kette, wie dies etwa noch
A. v. Baeyer! — wenn auch schon unter Annahme einiger Zwischenstufen —
fur die Vergidrung des Zuckers formulierte?:

(])HzOH (EH3 CH, CH, CH,
| | |
CHOH CHOH CHOH _CH, CH,0H
| ‘ (0
bron C(OH), €0 >00 o,
| —— ] —_ —_— 0 Q _—
CHOH C(OH), ~COo Co Co,
\ | \ 0
CHOH C(OH), CHOH \CH, CH,0H
i | i |
CH(OH), CH, CH, CH, CH,

Der Angriff der Zellstoffe geschieht vielmehr stufenweise unter dem
Einfluss spezifisch wirkender Enzyme, wobei der Umsatz der Einzelphase
qualitativ im allgemeinen recht begrenzt ist und sich meist auf die Wegnahme
bzw. den Platzwechsel zweier H-Atome oder die Einfithrung eines O-Atoms
beschrinkt. Dabei erweist es sich, dass Wasserstoff das eigentliche Brenn-
material der Zelle darstellt?, wihrend die Bildung von CO, in nichtoxydativer
Phase durch Spaltung von Keto- (und vielleicht Imino-) Carbonsiuren erfolgt.

Die folgenden Abschnitte sollen sich eingehender mit dem Wirkungs-
mechanismus der Oxydoreduktionsenzyme, oder exakter ausgedriickt,
dem Angriffspunkt ihrer Wirkung befassen. Denken wir zunichst nur
an die einfacheren anaeroben Prozesse, die Garungen im biologischen Sinne,
so konnten nach dem frither mitgeteilten Tatsachenmaterial zwei prinzipiell
verschiedene Maoglichkeiten des enzymatischen Angriffs in Frage kommen:
1. Das Ferment greift an den eigentlichen Gé#rungssubstraten, dem Zucker,
den intermedidr gebildeten Aldehyden usw. an, erhoht deren Reaktions-
fahigkeit, ,aktiviert“ sie in irgendwelcher Weise. 2. Das Ferment tritt in
engere Beziehung zum H,0-Molekiil, greift irgendwie in den durch die Bruch-
stiicke vermittelten Oxydoreduktionsvorgang ein. In der Tat sind beide

1 A. v. Baeyer, B. 3, 63; 1870.
2 T. Thunberg, Skand. Arch. 40, 1; 1920.
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Auffassungen im Verlauf der ausgedehnten Diskussion, die besonders wéihrend
der letzten 20—30 Jahre iiber das Wesen der biologischen Oxydoreduktion
gefithrt worden ist, von verschiedenen Seiten vertreten worden.

Bach! nahm an, dass im Wasser oxydierende und reduzierende Teilphasen, das Hydro-
OH H

peroxydhydrat HZO/ und das Oxyperhydrid H20< auftreten, die untereinander
“OH H

und mit dem Rest des Wassers im Gleichgewicht stehen; ,,Peroxydasen® und ,Perhydri-
dasen‘ aktivieren diese Teilphasen und veranlassen so Oxydations- bzw. Reduktionswirkungen
am Substrat. In &hnlicher Weise betrachten Battelli und Stern? die Fermente als eine
Art ,Mikroelektroden®*, welche die Ionen des Wassers entladen und als H und OH an die Sub-
strate fixieren sollen.

Gegen beide Formulierungen der Moglichkeit 2 sprechen Bedenken, so
die hypothetische Natur der Bachschen Intermediérphasen, die theoretischen
Schwierigkeiten bei der Erklarung des Entladungsvorgangs durch die neutralen,
organischen Fermente, die mangelhafte Begriindung der Spezifitat der Enzyme
u. a. m. Die Mehrzahl der heutigen Forscher neigt daher zu der ersteren Auf-
fassung, die das Enzym primér am organischen Molektil des Substrates selbst
angreifen lasst. Im besonderen hat H. Wieland?® diese Vorstellungen in einer
Fille von Arbeiten néher prézisiert. Da, wie wir frither gesehen haben, der
Effekt der Oxydoreduktionsprozesse in einer Verschiebung von H-Atomen
von Molekiil zu Molekiil oder innerhalb eines Molekiils besteht, liegt es nahe,
das Wesen des enzymatischen Angriffs in einer Lockerung eben dieser H-Atome
zu erblicken. Dabei kann es sich um ,,kérpereigenen’ Wasserstoff, wie bei
Alkohol, Bernsteinsgure usw., handeln, oder auch um Hydratwasserstoff,
wie bei Aldehyden, Xanthin usw., womit eine Briicke zu den Vorstellungen
der Wasseraktivierung geschlagen ist.

Wihrend die Theorie der Substrat-, im besonderen der Wasserstoff-
aktivierung bei anaeroben Prozessen relativ gut fundiert ist und eigentlich
nirgends zu ernsteren Widerspriichen gefithrt hat, ldsst sich das gleiche nicht
so uneingeschrinkt von ihrer Anwendung auf aerobe Vorgéange, die eigent-
liche biologische Verbrennung, sagen. Es liegt in der Natur der geschicht-
lichen Entwicklung mit der lange aufrechterhaltenen, scharfen Trennung
zwischen Atmungs- und Gérungsprozessen, dass man bei den ersteren friiher
das Hauptgewicht stets auf die Aktivierung des molekularen Sauerstoffs
legte.

So nahm Schénbein? um die Mitte des vorigen Jahrhunderts an, dass oxydable Korper
im Blute eine Polarisation des Sauerstoffs zu Ozon und ,,Antozon*, von denen letzteres sich
mit Wasser zu H,0, verbindet, bewirken sollten. Ein in den Blutkérperchen enthaltenes Oxyda-
tionsferment wirke gleichzeitig als Ozoniibertriger und Katalysator der H,0,-Spaltung. Thm

1 A. Bach, B. 42, 4463; 1909. — Biochem. Zs 31, 443; 1911.

2 F. Battelli u. Stern, Soc. Biol. 83, 1544; 1920. — Arch. intern. physiol. 18, 403; 1921.

3 H. Wieland, Erg. Physiol. 20, 477; 1922. — Uber den Verlauf der Oxydationsvorginge,
Stuttgart 1933.

4 C. F.Schonbein, Referat iiber seine Arbeiten bei E. Schaer, Zs Biol. 37, 320; 1899.
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gegeniiber stellte F'. Hoppe-Seyler? die Theorie auf, dass der bei Reduktionsprozessen in der
Zelle auftretende nascierende Wasserstoff eine Sprengung des O,-Molekiils unter Bildung von
Wasser und atomarem Sauerstoff verursache. M. Traube? hat bald darauf das, was Hoppe-
Seyler fir aktiven Sauerstoff hielt, als Hydroperoxyd erkannt, entstanden nach der Gleichung
2H + 0, = H,0,.

Die dltere Peroxydtheorie ist dann spidter von Engler® und, im
besonderen fiir die biologische Oxydation, von Bach* ausgebaut worden.
Danach nimmt ein leicht autoxydabler Korper (A) molekularen Sauerstoff
unter Bildung eines Peroxyds auf, worauf dieses letztere die Halfte seines
Sauerstoffs im aktivierten Zustande an andere schwerer oxydierbare Korper
(B), etwa von der Natur der gewohnlichen Zellbrennstoffe, abgibt:

A 4+ Oy = AO,,
AO, +B—~AO + BO.

Es ist klar, dass das Engler-Bachsche Schema in dieser seiner urspriing-
lichen und experimentell durch Modellversuche belegten Form eine dauernde
O,-Ubertragung in der Zelle nicht zu erkliren vermag; A ist nicht Katalysator,
sondern wird als stochiometrischer Reaktionsteilnehmer verbraucht. Die
naheliegende und von Bach in der Folge auch zur Erklirung der hiologischen
Oxydation herangezogene Reaktionsfolge

A + 0, ~ AO,,

AO, +2B—A +2BO,
war zwar fiir organische autoxydable Stoffe noch nicht beobachtet worden,
wohl aber mochte sie der katalytischen, sauerstoffaktivierenden Wirkung
gewisser Edelmetalle, wie Platin und von Metallsalzen, wie z. B. des Mangans
und des Cers, die schon damals bekannt war®, zugrunde liegen. Kin Wahrschein-
lichkeitsheweis dafiir, dass nun auch im Organismus sich @hnliche Vorgénge
abspielten, war bei der korperfremden Natur oder dem im Koérper nur spuren-
weisen Auftreten der meisten katalytisch wirksamen Metalle nicht zu erbringen.
Wohl war es bekannt, dass das einzige im Organismus in grosserer Menge
vorkommende Schwermetall, das Eisen des Blutfarbstoffs, mit dem Sauer-
stoff in lockere Verbindung tritt. Aber die Funktion des Hamoglobins besteht
nur im Transport des Sauerstoffs, der in den Geweben im molekularen,
nichtaktivierten Zustande wieder abgegeben wird. Andrerseits war um die
Jahrhundertwende von Manchot® zwar eine induzierte Reaktion der Ferrosalze
nach dem Schema von Engler und Bach mit wahrscheinlicher intermediérer

! F. Hoppe-Seyler, B. 16, 117, 1917; 1883.

2 M. Traube, Ges. Abhdlg. Berlin 1899.

3 C.Engler u. Weissberg, Kritische Studien tiber den Vorgang des Autoxydation, Braun-
schweig 1904.

4 A. Bach, Oxydationsprozesse in der lebenden Substanz, Hdbch. Biochem., Erg.-Bd.,
133; 1913.

5 G. Bertrand, C. R. 124, 1032, 1355; 1897. — A.Job, C. R. 134, 1052; 1902. — 136,
45; 1903.

¢ W. Manchot, Anorg. Chem. 27, 420; 1901. — A. 325, 93, 105; 1902.



112 Die Enzyme der Oxydation und Reduktion.

Bildung eines Peroxyds FeO, nachgewiesen worden, aber fiir eine katalyti-
sche Betidtigung des Eisens war nach wie vor weder in vitro noch in vivo
ein sicherer Anhaltspunkt gegeben. Der Nachweis einer derartigen Wirkung
gelang fiir zellvertraute Stoffe im Reagensglas zuerst Thunberg! und bald
darauf Warburg?, indem sie die Beschleunigung der Autoxydation wéssriger
Lecithin- bzw. Linolenséuresuspensionen durch zugegebene Eisensalze fest-
stellten. In der Folgezeit wurden dann, namentlich durch Warburg?® und
seine Schule, zahlreiche weitere Beispiele derartiger Eisen- (untergeordnet
auch Kupfer- und Mangan-) Katalysen an Zuckern, Aminosguren, Thio-
verbindungen u. a. aufgezeigt. Von ihm stammt auch der Nachweis der ausser-
ordentlich starken Hemmung derartiger Eisen- und anderer Schwermetall-
katalysen durch das typische, metallkomplexbildende Zellgift Blauséure
(auch CO, NO und H,S), der von ihm zu einem wichtigen Kriterium der Frage,
ob bei einer beobachteten Autoxydation Schwermetallspuren im Spiele sind
oder nicht, ausgearbeitet wurde. Keilin* war der erste, der in Muskeln
und anderen tierischen Geweben, in Pflanzen, Hefen und aeroben Bakterien
tatsdchlich einen hidminghnlichen, jedoch vom Blutfarbstoff verschiedenen,
respiratorischen Farbstoff, das Cytochrom, entdeckte und nachwies, dass
dieser zusammen mit der lingst bekannten Indophenoloxydase ein voll-
stdndiges System der Sauerstoffaktivierung darstellt. Einen gewissen vor-
laufigen Abschluss gewann diese Richtung biochemischer Forschung durch
die grossziigigen Untersuchungen Warburgs?® tiber das sauerstoffiibertragende
Ferment der Atmung, das sich mit der Keilinschen Cytochrom- bzw. Indo-
phenoloxydase identisch erwies und dessen hdminartiges Absorptionsspektrum
er trotz der minimalen Konzentration des Fermenteisens — 4.1077 g pro 1¢g
Zelltrockensubstanz — auf Grund der im Licht erfolgenden Spaltung seiner
(inaktiven) CO-Verbindung festlegte. Nach Warburg vermittelt dieses
Atmungsferment — eventuell unter Zwischenschaltung der drei Komponenten
des Cytochroms — die gesamte Oxydation der Zellsubstrate, es ist in seiner
Formulierung eine ,,Eiweiss-Zucker-Fett-Oxydase®. Das, was man gemeinhin
als Oxydationsfermente bezeichnet, etwa Xanthin- oder Succinooxydase,
sind nach seiner Auffassung? Niederschlige aus Zellextrakten, die weder
wie das Atmungsferment wirken noch wie das Atmungsferment beeinflusst
werden, es sind allenfalls ,,denaturierte Reste des Atmungsferments®.

Dieser extremen Auffassung ist aber von verschiedenen Seiten, und wohl
mit Recht, widersprochen worden. Ganz abgesehen davon, dass die Wirkung

1 T. Thunberg, Skand. Arch. 24, 90; 1910.

% 0. Warburg, H. 92, 231; 1914.

3 0.Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz, Berlin 1928.
4 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. (B) 98, 312; 1925. — (B) 100,129; 1926. — (B) 104, 206; 1929.
8 0. Warburg, Angew. Chem. 45, 1; 1932 (Nobelvortrag).

¢ 0. Warburg, Biochem. Zs 231, 493; 1931.

? 0. Warburg, Biochem. Zs 201, 486; 1928.
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verschiedener Enzyme auch in Prozessen mit Beteiligung des Sauerstoffs
durch HCN, CO usw. nicht oder kaum beeinflusst wird, sind namentlich in
letzter Zeit mehrere Falle bekannt geworden, in denen auch die Atmung
lebender niederer Organismen (Alge Chlorella, Protozoe Daramaecium,
Milchséurebakterien u. a.) sich gegen HCN unempfindlich erwies. Ierner haben
Dixon und Elliott! an Sdugetiergeweben festgestellt, dass LICN, auch in
optimaler Konzentration, 10—60 %, im Mittel 40 % der urspriinglichen Sauer-
stoffaufnahme unbeeinflusst ldsst, wihrend dhnliche HCN-Konzentrationen
die Atmung der Hefe, an der Warburg hauptsichlich seine Studien tiber das
Atmungsferment gemacht hatte, vollstandig unterbanden.

Gegen die Dixonschen Befunde erhebt Warburg? allerdings den Einwand, dass die
tierischen Zellen in dem verwendeten Phosphatpuffer geschidigt wiirden, wodurch, wie des
ofteren und ahnlich wie in Zellsiften, die Hemmung durch Komplexbildner unvollstindiger
werde. (Niheres vgl. Kap. VI, 6e.)

Aber selbst wenn man eine fermentative O,-Aktivierung fur gegeben
betrachtet, erstehen prinzipielle Zweifel an der Einheitlichkeit des Atmungs-
ferments. Es hat sich ndmlich u. a. gezeigt?, dass bei Veratmung von Milch-
siure und Bernsteinsdure durch Colibacillen das auf Grund der IHemmung
durch CO berechnete Affinitdtsverhiltnis des Atmungsferments zu O, und CO
beim Wechsel des Substrats um mehr als das Dreifache variiert, wobei sich
beide CO-Fermentverbindungen zudem kaum lichtempfindlich erwiesen. Wie
man sich aber eine substratspezifische Sauerstoffaktivierung durch die
verschiedenen Atmungsfermente vorstellen soll, ist vorlaufig recht unklar.
Hier erscheint es doch naheliegender und logischer, auf die substratspezifische
Wasserstoffaktivierung, auch bei der Reaktion mit molekularem Sauerstoff,
zuriickzugreifen. Namentlich Wieland, aber auch Thunberg u. a., haben
seit langem den Standpunkt vertreten, dass sich mit dem Eintreten des Sauer-
stoffs in eine bisher anaerob gefithrte Reaktionsfolge prinzipiell gar nichts
tindere; der Sauerstoff kann genau so gut wie zelleigene oder zellfremde Oxy-
dantien als ,,Acceptor des aktivierten Wasserstoffs dienen, mit diesem primér
H,0, bildend, welch letzteres tatséichlich in mehreren Fallen — bei Abwesen-
heit von Katalase — als solches nachgewiesen werden konnte. Beide Forscher
haben auch gegen die Unmotiviertheit der Warburgschen Auffassung von
Wesen und Bedeutung isolierter, spezifisch wirkender Oxydationsfermente
Stellung genommen® 3 und es als Voraussetzung aller Fermentforschung
betont, dass die in vitro beobachteten Erscheinungen im Grunde das Abbild
in der Zelle sich abspielender Vorgiinge sind — ein Grundsatz, an dem ja bisher
auf dem Gebiet der hydrolytischen Enzyme auch noch niemand gezweifelt

1 M. Dixon u. Elliott, Biochem. J1 23, 812; 1929.

2 0. Warburg, Biochem. Zs 231, 493; 1931.

3 R.P.Cook,Haldane u. Mapson, Naturwiss. 18, 848;1930. — Biochem. J125, 534;1931.
¢ T. Thunberg, Hdbch. Biochem., Erg.-Bd. 245; 1930.

8§ H. Wieland, (Pedler lecture), Chem. Soc. 1931, 1055.

v. Ruler, Chemie d. Enzyme. II/3. 8
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hat. Ob sich allerdings die Dehydrierungstheorie in ihrer extremen Form,
die eine Sauerstoffaktivierung in der Zelle iiberhaupt bestreitet, das Zelleisen
am Substrat als Wasserstoffaktivator angreifen ldsst und die Blausaure-
hemmung auf eine durch die bevorzugte Adsorption der Blauséure bedingte
Verdringung des Sauerstoffs von der wirksamen Enzymoberfliche zuriick-
fiihrt!, auf die Dauer wird halten lassen, erscheint doch sehr fraglich. Es
existieren immerhin eine Menge von Beobachtungen, die sich zum mindesten
viel ungezwungener erkliren lassen, wenn man die Moglichkeit einer O,-Aktivie-
rung zugibt. Wenn beispielsweise Cytochrom bisher nur in (obligat oder fakulta-
tiv) aerob lebenden Organismen gefunden worden ist, wenn ferner die Cyto-
chromkonzentration in der an Luft intensiv atmenden Béckerhefe sehr gross,
in der kaum atmenden Bierhefe sehr klein ist2, wenn schliesslich bei einer
grossen Anzahl von Bakterien und Schimmelpilzen Parallelismus zwischen
Cytochromgehalt und Atmungsintensitét festgestellt wurde3, so diirfte gegen
den Schluss, dass Cytochrom ein Katalysator der reinen Sauerstoffatmung
ist, kaum etwas einzuwenden sein. Keilin* selbst leugnet keineswegs die
Wasserstoffaktivierung, im Gegenteil ist es nach seiner Auffassung gerade
der durch Dehydrasen aktivierte Wasserstoff, der iiber das Cytochrom mit
dem durch die Cytochromoxydase aktivierten Sauerstoff reagiert. Er gibt
sogar zu, dass neben diesem Hauptweg der biologischen Oxydation noch andere
Moglichkeiten in Betracht kommen konnen, so die direkte Reaktion des
aktivierten Wasserstoffs mit dem molekularen Sauerstoff oder die Reaktion
tber ein schwermetallfreies reversibles (z. B. chinoides) Oxydoreduktions-
system. Dixon® hat #hnliche Gedankenginge in systematisch noch strafferer
Form ausgefiihrt, indem er die Dehydrasen in zwei Gruppen, aerobe und
anaerobe, einteilt, je nach ihrer Fihigkeit, die Aktivierung des Wasserstoffs
bis zur freiwilligen Reaktion mit molekularem, oder aber nur mit aktiviertem
Sauerstoff treiben zu kénnen. Die Auffassungen von Keilin und Dixon
wie auch zahlreiche #hnliche Formulierungen, z. B. von C. Oppenheimer,
v. Szent-Gyodrgyi u. a. sind typisch fir den heutigen Stand des Problems
der biologischen Oxydation. Weder die Theorie der Wasserstoffaktivierung
noch die der Sauerstoffaktivierung reichen, jede fiir sich, dazu aus, das Gesamt-
bild der physiologischen Verbrennungsprozesse zu erkldren. Der Theorie der
Wasserstoffaktivierung bleibt, als der universelleren von beiden, das weite
Gebiet der anaeroben Prozesse unumschrinkt vorbehalten, in dem der aeroben
Vorgénge bildet sie zum wenigsten die Grundlage der Reaktionen. In vielen
Fallen reicht die Wasserstoffaktivierung zur Auslésung der Reaktion mit

1 H. Wieland, I c.

2 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. (B) 98, 312; 1925.

3 H. Yaoi u. H. Tamiya, Proc. imp. Acad. Tokyo 4, 436; 1928. — H. Tamiya, Acta
phytochim. 4, 215; 1928.

4 D. Keilin, Proc. Roy. Soc. (B) 104, 206; 1928.
5 M. Dixon, Biol. Rev. 4, 352; 1929.
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molekularem Sauerstoff aus, in anderen nicht. Im ersteren Falle ist Sauer-
stoffaktivierung notwendig, im zweiten prinzipiell nicht. Es ist natiirlich
denkbar, dass die Zelle, die einmal das relativ unspezifischer wirkende System
der Sauerstoffaktivierung besitzt, es auch in dieser zweiten Kategorie von
Fallen zur Anwendung bringt, mit dem Resultat weiterer Erhohung der Reak-
tionsgeschwindigkeit. Primér verwendet sie es offenbar zur Oxydation
von Substraten mit an sich schon hinreichend locker sitzendem Wasserstoff
(z. B. phenolischer Natur), der keiner weiteren enzymatischen Aktivierung
bedarf. Dass Versuche an der intakten lebenden Zelle, wie die Warburg-
schen am Atmungsferment, iiber die Art und Weise, wie das zum Abbau
bestimmte Material in der Zelle nun tatsichlich umgesetzt wird, keine ent-
scheidende Auskunft geben konnen, ist bei der komplexen Natur nicht nur
der Brennstoffe selbst, sondern auch der Angriffsmechanismen, nicht weiter
verwunderlich. Das Ziel der Fermentforschung auch auf dem (Geebiete der
biologischen Oxydation liegt nach wie vor — und &dhnlich wie fiir die biologi-
sche Hydrolyse, wo man ihm schon erheblich nihergekommen ist —, in der
Isolierung einzelner Fermentindividuen der Substrataktivierung unter
moglichst weitgehender Abtrennung der ihnen anhaftenden Reste des Oxyda-
tionssystems. Manches spricht dafiir, dass die ersten Phasen dieses beschwer-
lichen Verfahrens in ganz wenigen Féllen, z. B. bei der Xanthindehydrase,
bereits annihernd realisiert sind!. Das andere Ziel besteht in der IFestlegung
und Isolierung der schwermetallhaltigen Oxydationssysteme selbst. Auch
hier muss man sagen, dass, zum mindesten was den ersten Punkt betrifft,
durch die Untersuchungen an Cytochrom und Atmungsferment, auch die
verwandten Untersuchungen tiber die aktiven Gruppen von Katalase? und
Peroxydase3, ein verheissungsvoller Anfang gemacht ist. Erst wenn es gegliickt
ist, Wasserstoff- und Sauerstoffaktivierungssystem der Zelle voneinander
zu trennen und man dann die Méglichkeit besitzt, sie in vitro unter definierten
experimentellen Bedingungen wieder zu koppeln, wird man dahin kommen,
den Anteil beider am Gesamtkomplex der biologischen Oxydation einwandfrei
und quantitativ bestimmen zu konnen.

V. Die Theorie der Wasserspaltung.

Obwohl man, nach den Ausfithrungen des letzten Kapitels, heute bei
der Deutung biologischer Oxydationsphdnomene im wesentlichen mit zwei
fundamentalen Mechanismen, dem der Wasserstoff- und dem der Sauerstoff-
aktivierung, auskommt, soll hier doch auch kurz auf den frither angedeuteten
dritten Erklarungsversuch, der mit der Aktivierung bzw. Spaltung des Wassers
rechnet, eingegangen werden. Einerseits, weil die von M. Traube geschaffenen

1 H. Wieland u. Mitarbeiter, A. 477, 32; — 483, 217; 1930. — 492, 156; 1932.

2 K. Zeile u. Hellstram, H. 192, 171; 1930. — 195, 39; 1931.
3 R. Kuhn, Hand u. Florkin, H. 201, 255; 1931.

8*
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rein chemischen Grundlagen dieser Theorie im wesenilichen unerschiittert
sind und, wie sich spéter noch zeigen wird, auch in der Argumentation der
Dehydrierungstheorie eine fundamentale Rolle spielen; andrerseits, weil die
Theorie in ihrer Anwendung auf biologische Fille auch heute noch vertreten
wird, von Bach fiir das engere Bereich der eigentlichen Oxydoreduktionen,
von Battelli und Stern fir das Gesamtgebiet der biologischen Oxydation,
und weil die Theorie in dieser letzteren universelleren Form lange Strecken
mit der Wielandschen Dehydrierungstheorie parallel geht, teilweise sich sogar
derselben Beweisfithrung wie diese bedient.

Ein charakteristischer Zug in der Entwicklung aller Theorien der vitalen Verbrennung,
namentlich in fritheren Stadien, ist das Zuriickgreifen auf einfache Modellreaktionen. Die
Wirkungséusserungen biologischen Materials, der lebenden Zelle sowohl wie vieler Fermente,
sind haufig so komplexer Natur, hinsichtlich Konstanz und Reproduzierbarkeit so wechselnd,
dass es namentlich anfangs, bei noch fehlender Erfahrung und mangelnder Beherrschung der
Methodik, oft unmoglich ist, die Beobachtungen einwandfrei zu interpretieren. Darum greift
man auf dieser Stufe, in der Uberzeugung, dass dem Mechanismus ein allgemeiner giiltiges
Prinzip zugrunde liegt, oft auf iibersichtliche Reaktionen mit nichtbiologischem, anorganischem
oder organischem Material zuriick, bei denen das Eintreten der Umsetzung, Art und Menge der
Reaktionsprodukte relativ leichter festgestellt werden kann. Die Ergebnisse am Modell richten
das Augenmerk auf analoge Erscheinungen am biologischen System, es ergeben sich spezielle,
eng umgrenzte Fragestellungen, auf die sich nunmehr, nach den Erfahrungen an der Modell-
reaktion, unter Umsténden eine Antwort finden lisst. Der stete Vergleich der an Ferment und
Modell gewonnenen Resultate ermdglicht héufig erst eine in bestimmter Richtung gehende
Beweisfihrung und gibt gleichzeitig einer Theorie biologischer Reaktionen die sichere Grund-
lage rein chemischer Erfahrung.

1. Die Grundversuche M. Traubes.

Als M. Traube, von physiologischen Studien iiber die Respiration
herkommend, sich den Modellreaktionen zuwandte, wihlte er als Anfang
den denkbar einfachsten Fall: die Oxydation eines Grundstoffs, das Rosten
eines Metalls. Die Autoxydation der unedlen Metalle hatte man sich bis dahin
nach dem Vorgange Schonbeins stets als eine direkte Anlagerung von
Sauerstoff, wahrscheinlicherweise tiber ein intermediéires Peroxyd verlaufend,
vorgestellt, etwa nach der Formel:

Zn + Oy = Zn0,; ZnO, —~ Zn0O + O;
der nebenbei entstehende aktive Sauerstoff sollte bei Gegenwart von Wasser
dieses zu H,0, oxydieren:
0 + H,0 = H,0,,
welch letzteres von Schonbein in der Tat bei zahlreichen Autoxydations-
vorgingen schon beobachtet worden war.

Traube! wies demgegeniiber nach, dass 1. unedle Metalle, wie Zink,
Cadmium, Blei in absolut trockener Atmosphére, aber auch in Gegenwart
nichtwissriger Flissigkeiten, wie Alkohol usw. nicht im geringsten oxydiert
werden; 2. bei der Autoxydation in Gegenwart von Wasser die Hydroxyde,

1 M. Traube, B. 15, 659, 2421, 2434; 1882. — 16, 123, 1201; 1883. — 18, 1877, 1890;
1885. — Ges. Abhdlg. Berlin 1899.
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nicht die Oxyde der Metalle entstehen; 3. zugegebene oxydable Stoffe, wie
Indigoschwefelsédure nicht oxydiert werden, obwohl nach dem unter geeigneten
Bedingungen 1im erwarteten stochiometrischen Verhdltnis nachgewiesenen
H,0, doch reichlich aktiver Sauerstoff intermedidr gebildet werden miisste.
Im Gegenteil traten bei Gegenwart reduzierbarer Korper, wie Salpeter, sogar
beim Schiitteln mit Luft, Reduktionsprodukte in Form von Nitrit und
Ammoniak auf. Auf Grund dieser und verschiedener anderer Beobachtungen
kommt Traube zu dem Schluss, dass die frithere Auffassung vom intermediiren
Auftreten aktivierten Sauerstoffs nicht richtig sein kann. Nach seiner An-
schauung handelt es sich bei diesen Autoxydationen um gekoppelte Prozesse,
die dadurch zustande kommen, dass das fiir sich allein zur messbaren Wasser-
zersetzung nicht befahigte Metall durch die Affinitdt des (im Wasser gebundenen)
Wasserstoffs zum elementaren Sauerstoff die Fahigkeit zur Wasserspaltung

gewinnt:
HOH O .OH OH

It A I ]
HOH = 0O NOH = OH

Wir wissen heute, nach Aufstellung der Spannungsreihe, dass die Traube-
sche Auffassung in der Hinsicht nicht ganz richtig ist, als die thermodynami-
schen Voraussetzungen der Wasserzersetzung durch Zink auch ohne Reak-
tionskopplung gegeben sind, der Beteiligung des Sauerstoffs also lediglich
kinetische Bedeutung zukommt. Aber der Grundgedanke der Traubeschen
Formulierung, dass der molekulare Sauerstoff nur als ,,Acceptor” des auf
irgendeine Weise gelockerten, prénascenten Wasserstoffs fungiert unter
Bildung von H,0,, ist als solcher in die Wielandsche Theorie iibergegangen;
tritt irgendwo gelockerter, ,aktivierter'* oder atomarer Wasserstoff auf, so
1st als erstes Reaktionsprodukt mit molekularem Sauerstoff 11,0, zu erwarten
und umgekehrt ist das tatsichlich beobachtete Auftreten von 11,0, ein wichtiges
Argument bei der Deutung einer Reaktion als Dehydrierungsvorgang.

Im Bereich der anorganischen Chemie wurde H,0, nach und nach bei der Autoxydation
praktisch aller darauf untersuchten Schwermetalle (auch der Edelmetalle, z. B. in Cyanidlésung,
sowie zuletzt des Eisens ) aufgefunden, daneben in einer ganzen Anzahl von Fallen bei der Autoxy-
dation niederer Oxydationsstufen von Metallen wechselnder Wertigkeit (z. B. Cul, Tilll, Snll,
Coll in Cyanid). Wahrend der Nachweis des H,0, bisweilen in der auf Grund der Reaktions-
gleichung theoretisch zu erwartenden Menge gelingt, lassen sich in anderen, scheinbar ganz analog
gearteten Fillen oft nur Spuren, bisweilen trotz aller Bemiithungen iiberhaupt kein Hydroperoxyd
nachweisen. Traube hat auch schon den Grund des Misserfolgs in diesen Fillen aufgezeigt;
ebenso wie der Sauerstoff kénnen auch andere Oxydationsmittel, wie eben H,0,, aber auch
Nitrat usw. als Acceptoren des gelockerten Wasserstoffs aus Wasser fungieren:

HOH OH _OH  HOH
Zn + 4+ = In + ;

HOH OH \OH ' HOH

HOH OH

: ‘ y H
Zn : 0- O,NK - Zn 0 + O,NK.
+HO§H+ O w + 0,

+
NoH
1 H. Wieland u. Franke, A. 469, 257; 1929.
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Im Falle der Autoxydation mit Luftsauerstoff hingt es vom Verhiltnis der Reaktions-
geschwindigkeiten von O, und H,0, ab, ob und in welchem Ausmass der Nachweis von H,0,
gelingt. So hat sich gezeigt, dass bei der Oxydation von Cul-Salz, wo H,0, in theoretischer
Menge gefunden worden ist, das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten von O, und H,0,
(natiirlich bezogen auf gleiche Konzentration) von der Grossenordnung 10 ist, wihrend es bei
der Autoxydation von Fel!l-Salz, wo bisher kein H,0, nachgewiesen werden konnte, bestenfalls
von der Gréssenordnung /g9 istl.

Auch unabhingig von der Gegenwart eines sich autoxydierenden Metalls
hat Traube die Bildung von H,0, aus aktivem Wasserstoff und molekularem
Sauerstoff beobachtet; so beim Schiitteln von wasserstoffbeladenem Palladium
mit Luft und Wasser, bei der Wasserelektrolyse zwischen Metallelektroden
an der Kathode, indem Reaktion des entladenen atomaren Wasserstoffs
mit geldstem Sauerstoff erfolgt, ein Prozess, der durch Zuleiten von Sauerstoff
unter hohem Druck (z. B. 100 Atm.) nahezu quantitativ gestaltet werden
kann2. Es ist in diesem Zusammenhang noch zu erwihnen, dass nach neueren
Untersuchungen von Bonhoeffer® und Taylor* auch der durch Glimm-
entladung (nach Wood) oder angeregte Quecksilberatome (nach Cario und
Franck) erzeugte atomare Wasserstoff bei der Reaktion mit molekularem
Sauerstoff primar H,0O, liefert.

In verschiedenen polemischen und experimentellen Arbeiten wendet sich Traube auch
gegen die Anschauung Hoppe-Seylers® wonach nascierender Wasserstoff das Sauerstoff-
molekiil unter Wasserbildung und Entstehung atomaren, aktiven Sauerstoffs sprengen soll:

H H\
H+O=O—)H/0—|—O[+Oz—>03].

Er weist nach, dass nascierender Wasserstoff im eigentlichen Sinne des Wortes niemals zu
sekundéren Oxydationswirkungen Veranlassung gibt und dass andrerseits der aktivierte
Wasserstoff im Palladium, den Hopype- Seyler irrtiimlicherweise mit nascierendem verwechselt
hatte, bei Gegenwart von Sauerstoff diesen nicht aktiviert (unter Bildung von O bzw. O,), sondern
lediglich zu H,0, reduziert, dessen starke Oxydationswirkungen bei Gegenwart von Palladium
Hoppe-Seyler das Vorhandensein aktiven Sauerstoffs vorgetiuscht hatten.

Trotz zahlreicher Ziige, welche der Traubeschen und der spiteren
Wielandschen Theorie gemeinsam sind, ist hier doch auf einen prinzipiellen
Unterschied hinzuweisen. Wihrend fiir Wieland die Abspaltung des Wasser-
stoffs im Vordergrund des Interesses steht, ist fiir Traube das Primire stets
die Spaltung des Wassers; so formuliert er beispielsweise die beim Schiitteln

von Palladiumwasserstoff mit Wasser und Luft eintretende Reaktion

Pd,H OHH O HOH H—O
o+ i+ - 4Pd + + K
PL,H  OHH O

'HOH H—O
nicht einfach:

1 H. Wieland u. Franke, A. 473, 289; 1929.

2 F. Fischer u. Priess, B. 46, 698; 1913.

3 K. F. Bonhoeffer u. Mitarbeiter, Physik. Chem. 119, 385, 474; 1926,
4 H. 8. Taylor, Am. Soc. 48, 2840; 1926.

5 F. Hoppe-Seyler, H. 7, 126; 1881. — B. 16, 117, 1917; 1883.
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PLH O HO

+ 1 - 4Pd 4+ |,

Pd,H O HO

eine Auffassung, fiir die er im Ausbleiben der H,0,-Bildung beim Schiitteln

mit wasserfreiem Ather eine Stiitze sieht. Moglicherweise spielen jedoch andere

Faktoren (wie geringe Loslichkeit und Reaktionsgeschwindigkeit der Kompo-
nenten usw.) hierbei eine entscheidende Rolle.

2. Die Anschauungen A. Bachs iiber Oxydoreduktion.
Traube hat den von thm aufgefundenen Mechanismus der indirekten
Autoxydation, wenngleich in recht allgemeiner Form und ohne Angabe
quantitativer Versuchsdaten, auch auf die Vorgénge der vitalen Verbrennung
ibertragen. In ausfiihrlicherer Weise, obgleich unter Beschrinkung auf reine,
sauerstofflos verlaufende Oxydoreduktionsprozesse ist dies dann durch A. Bach?
geschehen.

Da der Name Bachs in verschiedenem Zusammenhang genannt wird, so sei, um Miss-
verstindnisse zu vermeiden, nochmals darauf hingewiesen, dass Bach fiir aerobe und anaerobe
Vorgénge einen prinzipiell verschiedenen Mechanismus annimmt: fiir die ersteren peroxydartige
Bindung des Sauerstoffs und direkte Ubertragung desselben auf das Substrat (Engler-Bach-
sche Theorie), fiir die letzteren Spaltung des Wassers unter Oxydoreduktionswirkung der Teil-
phasen (Traube-Bachsche Theorie).

Nach Bach hingt es ganz von der Natur eines Stoffes ab, ob er leichter
durch den Sauerstoff der Luft oder des Wassers zu oxydieren ist. Man kann
nicht allgemein, ohne Riicksicht auf den Oxydationstyp, von der leichteren
oder schwereren Oxydierbarkeit eines Stoffes sprechen; gelber Phosphor reagiert
ausserordentlich leicht mit molekularem Sauerstoff, gegen Wasser ist er ganz
reaktionstriige; umgekehrt tritt beim Hypophosphit in (egenwart gewisser
metallischer Katalysatoren die auffallende Reaktion mit dem gebundenen
Sauerstoff des Wassers starker in Erscheinung als diejenige mit Luftsauerstoff.

Diese Hypophosphitoxydation auf Kosten des Wassers bei Gegenwart
einzelner Metalle wie Kupfer und Palladium betrachtet Bach? als eine wichtige
Stiitze fiir die Theorie der Wasserzerlegung. Sie lasst sich folgendermassen
formulieren:

OHH
OHH

In der spiateren Ausgestaltung der Bachschen Theorie bildet das Auf-
treten oxydierender und reduzierender Intermedidrphasen des Wassers,
H\\ /OH’ H'\ H

>0 Hydroperoxydhydrat und O Oxyperhydrid, die
miteinander und dem Rest des Wassers im Gleichgewicht stehen, eine wichtige
Rolle3.
1 Vgl.z. B. A. Bach, Hdbch. Biochem., Erg.-Bd. 133; 1913.

2 A. Bach, B. 42, 4463; 1909.
¢ A. Bach, Biochem. Zs 31, 443; 1911.

H,PO, + ~ H,P0O, - 1,0 - I,
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Die letztere Verbindung ist iibrigens von J. J. Thomson? mittels der Kanalstrahlen-
methode aufgefunden worden. Da nach diesem Forscher das Auftreten dreiatomigen Wasser-
stoffs in den Kanalstrahlen an die Anwesenheit von Sauerstoffspuren gekniipft ist, hilt Bach?
die folgende Reaktion fiir wahrscheinlich:

3 0H, »> 3 H,0 + 2 H,.

An diesem Sauerstoffperhydrid greifen nach Bach offenbar auch die
metallischen Katalysatoren der Hypophosphitkatalyse an, unter intermediéirer
Bildung von Hydriden, von denen unter anderem eines von der Zusammen-
setzung PAOH;3 bekannt ist. Ihr rascher Zerfall stért das Gleichgewicht der
Teilphasen und die Reaktion lduft darum praktisch unter H,-Entwicklung
zu Ende.

Eine weitere Modellreaktion soll ferner der Ubergang von Formaldehyd in Ameisensiiure
unter der Einwirkung von H,0 und H,0, sein, der von Bach und Generosow ¢ folgendermassen
gedeutet wird:

HHCO OHH

| - 2H,0 4 2 HCOOH + H,.
H HCO T onE : :

H,0:0 +
Fiir diesen Fall hat Wieland 3 aber einwandfrei nachgewiesen, dass der Reaktionsverlauf
ein anderer ist. Es entsteht namlich primér durch einfache Addition von Formaldehyd an H,0,
Dioxymethylperoxyd
OH CHOH 0—C(OH)H,
|+ — | ;
OH  CHOH 0—C(OH)H,
das sowohl in wéssriger als auch in nichtwéssriger Losung und im absolut trockenen Zustand
spontan in Ameisenséiure und — was besonders bemerkenswert ist — véllig inaktiven d. h.
molekularen Wasserstoff zerfallt:

H(HO)C- 0-0 - C(OH)H — 2 H(HO)C: 0 + H,,.

Wieland ® zieht iibrigens auch fiir die Oxydation der unterphosphorigen Siure bei Gegen-
wart von Palladium eine andere Deutung vor. Er nimmt, in Analogie zum Verhalten der Ameisen-
sédure, wo der gleiche Katalysator zweifellos die einfache Reaktion

0:07° " = 0:C:042H
10 = 0:C:

beschleunigt, auch im Falle der unterphosphorigen Séure Dehydrierung an,

OH _ 0  Lmo OH
o=pl-g —5 o=p{ 1T, O=P<0H
N H H H
moglicherweise Dehydrierung eines Hydrats:
HO, OH OH
: —-2H
g /\P<OH - 0= P{OH-
' H H

1 J. J. Thomson, Proc. Roy. Soc. (A) 101, 290; 1922. — (A) 89, 1; 1903.
2 A. Bach, B.58, 1388; 1925.

3 C. Paal u. Gerum, B. 41, 805; 1908.

4 A. Bach u. Generosow, B. 55, 3560; 1922.

5 H. Wieland u. Wingler, A. 431, 301; 1923.

¢ H. Wieland u. Wingler, A. 434, 185; 1923.
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Ebensowenig wie die Phosphit- und IHypophosphitreaktion stellen auch
die von Bach?! zitierte Streckersche Reaktion sowie die analogen Um-
setzungen von Aminosiuren mit Isatin und Chinon (vgl. S. 93), die er folgen-
dermassen schreibt

0 OH

VN 7N

R-CH(NH,)-COH +80HH+[ | > R-CH(OH);4 CO(OH),+NH,+[ |
b i

einen vollgtiltigen Beweis fiir die Richtigkeit seiner Auffassung dar. Die
Wielandsche Formulierung? der Reaktion als einer priméren Dehydrierung
der Amino- zur Iminoséure mit darauf folgender hydrolytischer Abspaltung
des Ammoniaks und Decarboxylierung ist zwar experimentell nicht direkt
bewiesen, aber doch wahrscheinlich gemacht und von der Plattform seiner
viel umfassenderen Auffassung der Einheit von Oxydation und Oxydoreduktion
zweifellos vorzuziehen.

In neuester Zeit hat Bach® dann noch die im Sonnenlicht sich abspielende
Reaktion zwischen Chinon und Alkohol (auch zwischen Chinon und anderen
oxydierbaren Stoffen, wie Pyrogallol und p-Phenylendiamin in Alkohol und
Ather) als eine Bestitigung seiner Theorie herangezogen; er formuliert sie

folgendermassen :
0 : OH
/N HOH 7N
| |+ @ +HOHC-CH;—>| |+H,0- (H0),HC-CH,.
H OH \/
0 ' OH

Nach der Wielandschen Auffassung der Reaktion als einer direkten
Dehydrierung ware im Gegensatz zur Bachschen eine Beteiligung des Wassers
nicht notwendig. Hier liegt also tatséchlich ein Fall vor, in dem sich —
auf Grund des Eintretens oder Nichteintretens der Reaktion in wasserfreiem
Medium — zugunsten der einen oder anderen Auffassung mit einiger Sicherheit
entscheiden liesse.

Allein die Bachsche Argumentation ist kaum stichhaltig, quantitative Bestimmung der
Reaktionsprodukte ist nicht erfolgt; er stellt lediglich fest, dass die absolut wasserfreien Alkohol-
lésungen ihre rein gelbe Farbe beibehalten, wihrend mit steigendem Wasserzusatz unter sonst
gleichen Bedingungen zunehmende Braunfarbung der Losungen erfolgt. Diese Braunfirbung
geht aber, wie die Verfasser selbst andeuten, auf die Bildung huminartiger Substanzen aus dem
Chinon, also von Nebenprodukten, zuriick. Damit ist lediglich erwiesen, dass das gegen Bestrah-
lung ja so empfindliche Chinon in wissrig-alkoholischer Losung leichter verindert wird als in
absolut-alkoholischer, iiber einen verschiedenartigen Verlauf der Hauptreaktion, bei der doch
farblose Endprodukte entstehen, ist damit nichts Entscheidendes ausgesagt. In erhthtem Masse
gilt dies natiirlich fiir die Mischungen von Chinon und Pyrogallol bzw. p-Phenylendiamin in
verschiedenen organischen Losungsmitteln.

1 A. Bach, Biochem. Zs 58, 205; 1913.
2 H. Wieland u. Bergel, A. 439, 196; 1924.
3 A. Bach u. Nikolajew, B. 64, 2769; 1931.
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Hinsichtlich der Frage, inwieweit sich bei Oxydoreduktionen von biologi-
schem Interesse das Ferment durch nichtenzymatische Modellkatalysatoren
ersetzen ldsst, sind unsere Erfahrungen noch recht bescheiden. Jedenfalls
scheint es, dass das Eisen, von dem eine solche Fiille von Modellkatalysen mit
Beteiligung des Sauerstoffs bekannt ist, bei der Oxydoreduktion keine oder
zum mindesten keine spezifisch hervortretende Rolle spielt (vgl. Kap. VI, 5d).

K. Ando? hat zwar beschrieben, dass Fell-Salz die Methylenblaureduktion durch zahl-
reiche physiologisch wichtige Stoffe aus den verschiedensten Korperklassen beschleunigt bzw.
auslost, allein er hat der durch die Komplexbildung des Fe mit diesen Stoffen verursachten
Erniedrigung des Fe'''/Fe'-Potentials und damit erhohten Reduktionskraft des Fell-Salzes
gegeniiber Methylenblau nicht gentigend Beachtung geschenkt.

Ein lange bekannter, sicherer und charakteristischer Fall einer Oxydo-
reduktions-Modellkatalyse ist dagegen die Reduktion von Methylenblau
durch Formaldehyd, auch Ameisenséure (Schardinger-Reaktion) unter
dem Einfluss von kolloiden Platinmetallen®. Die Funktion dieser metallischen
Katalysatoren setzt Bach® nun in Zusammenhang mit seiner Theorie der
oxydierenden und reduzierenden Teilphasen des Wassers. Der labile Komplex
H,;O(0OH"), verbindet sich mit Platin zu Platinperoxydhydrat HO - Pt -
O - OH, die reduzierende Komponente H,O(H’), in analoger Weise etwa zu
Pt: (OH,), Platinoxyperhydrid. Die beiden aktiven Platinverbindungen
zerfallen dann, indem sie aktiven Sauerstoff bzw. Wasserstoff an den Aldehyd
bzw. das Methylenblau abgeben. Die Storung des Gleichgewichts veranlasst
weitere Dissoziation des Wassers in die Teilphasen, wodurch der katalytische
Verlauf der Reaktion erklart ist.

Die Eigenschaft der Platinmetalle, sich sowohl mit Wasserstoff als mit
Sauerstoff zu verbinden, bedingt, dass sie sowohl den Reduktions- als den
Oxydationsprozess in der Schardinger-Reaktion gleichzeitig beschleunigen;
es sind nach Bach Ambokatalysatoren. Dagegen wirken die im Organismus
tiatigen Katalysatoren spezifisch. In der Tat gentigt ja auch schon die Akti-
vierung einer Teilphase, um durch dauernde Gleichgewichtsstorung den
Vorgang zu Ende laufen zu lassen. Danach werden die auf der intermedidren
Bildung von labilen Sauerstoffverbindungen — Peroxyden — beruhenden Oxy-
dationsprozesse durch Peroxydase beschleunigt, die auf der Wasserspaltung
und intermediéren Bildung von labilen Wasserstoffverbindungen — Perhydriden
— beruhenden Reduktionsprozesse durch die Perhydridase, das Schar-
dinger-Enzym, katalysiert.

Selbst wenn ein absoluter Gegenbeweis gegen die Bachsche Auffassung
der Oxydoreduktion nicht zu erbringen wire, ist doch mindestens festzustellen,
dass die Einfiihrung der hypothetischen Kombinationen des Wassers mit
seinen Ionen eine unnotige Kompliziertheit und Schwerfélligkeit der ganzen

"1 K. Ando, Jl Biochem. 9, 188, 201; 1928.
2 G. Bredig u. Sommer, Physik. Chem. 70, 34; 1910.
3 A. Bach, Biochem. Zs 31, 443; 1911. — 33, 282; 1911. — 38, 154; 1912.
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Theorie bedingt. An sich leistet die Traubesche Originalfassung mit der
einfachen Zerlegung des Wassers in H und OH das gleiche in ibersichtlicherer
Weise. Hat die Annahme intermedidrer Peroxydbildung bei der enzymatischen
O,-Ubertragung in Anbetracht des nachgewiesenen Eisengehalts der Zelle
noch eine gewisse Berechtigung, so erscheint die Perhydridbildung im Zell-
milieu — deren Bedeutung bei der Oxydoreduktion Bach offenbar deshalb
so einseitig betont, weil er sonst mit seiner eigenen Oxydationstheorie (vgl.
Kap. VIII, 1b) in Konflikt kommt — vom fermentchemischen Stand-
punkt doch mehr als zweifelhaft.

Neuere Untersuchungen von Wieland haben es aber #usserst wahr-
scheinlich gemacht, dass die Bachsche Theorie mit der prinzipiellen Scheidung
der Mechanismen fiir Oxydation und Oxydoreduktion den Tatsachen nicht
gerecht wird. Er hat namlich in verschiedenen Féllen eindeutig nachgewiesen,
dass Oxydoreduktion und Reaktion mit dem Luftsauerstoff durch ein und
dasselbe Enzym vermittelt werden.

Dies ist z. B. der Fall mit der Xanthindehydrase der Milch, die in praktisch blausiure-
unempfindlicher Reaktion Hypoxanthin und Xanthin sowohl mit Sauerstoff als auch mit Chinon
und chinoiden Farbstoffen, wie Methylenblau, zu Harnsdure oxydiert. Die Angabe von Bach
und Michlin?, dass auch bei Gegenwart von Sauerstoff Harnsiure durch reine Dismutation
der Purinbasen gebildet werde, ist durch die exakten Untersuchungen Wielands und Rosen-
felds? einwandfrei widerlegt worden. Ebenso hat Wieland (mit Macrae?) gezeigt, dass das
Schardinger-Enzym sowohl die Dismutation als auch die Dehydrierung von Aldehyden durch
Methylenblau und Sauerstoff besorgt. Schwache Blauséureempfindlichkeit ist allen drei Reak-
tionen in ungefahr gleichem Masse zu eigen. Der Befund von Bach und Nikolajew?, dass
hochgereinigtes Milchenzym bei Gegenwart von Salicylaldehyd in Wasserstoff mehr Salicyl-
sdure liefert als in Sauerstoff — im strikten Gegensatz zu den Beobachtungen an Enzymroh-
praparaten und an Milch selbst® — ist im Wielandschen? Laboratorium bestitigt worden.
Es ist aber auch gezeigt worden, dass das bei der Sauerstoffreaktion entstehende H,0,

/.. CHO + H,0 + 0, > /\_ CO,H -+ H,0,

OH \_OH
das Enzym rasch zerstért und damit sowohl dieser selbst als auch der Dismutierung ein Ziel
setzt. Dass diese Erscheinungen nur bei Verwendung hochgereinigten Enzyms auftreten, liegt
daran, dass bei den Reinigungsprozessen ein grosser Teil von Schutzstoffen, namentlich die
Katalase, mit der Caseinfillung entfernt wirde.

Auch die Ansicht von Bach u. Michlin?, dass Methylenblaureduktion und Sauerstoff-
aufnahme durch ausgewaschenen Muskel bei Gegenwart von Bernsteinsiure zwei grundsétzlich
verschiedene Prozesse sind, ist durch die Wielandsche Schule widerlegt worden. F.G.Fischer?
zeigte, dass in beiden Fillen die Reaktion nur bis zur Fumarsiure (bzw. durch nachfolgende

Bach u. Michlin, B. 60, 82; 1927.

. Wieland u. Rosenfeld, A. 477, 32; 1929.

. Wieland u. Macrae, A. 483, 217; 1930.

Bach u. Nikolajew, Biochem. Zs 169, 105; 1926.
. Wieland, B. 46, 3327; 1913.

. Wieland u. Macrae, A. 483, 217; 1930.

Bach u. Michlin, B. 60, 817; 1927.

@G. Fischer, B. 60, 2257; 1927.
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Hydratisierung zur Apfelsiure) geht und dass der relativ geringere Umsatz in den Methylenblau-
versuchen auf eine Blockierung der Muskelfaser durch das fast unlésliche Leukomethylenblau
zuriickgeht. Die starke Empfindlichkeit der Sauerstoffreaktion gegen Blauséure im Gegensatz zur
Unempfindlichkeit der Methylenblaureduktion bleibt zwar als Tatsache bestehen, aber sie spricht
nach G. Fischer nicht gegen die Annahme einer fiir beide Reaktionen identischen, HCN-
unempfindlichen (nach Wieland wasserstoffaktivierenden) Succinodehydrase; hochstens ist fir
die Sauerstoffreaktion noch ein weiteres HCN-empfindliches Bnzym anzunehmen. Wieland und
Frage! halten auf Grund der Beobachtung, dass auch Chinon die Sauerstoffreaktion in fast
demselben Ausmass wie Blauséiure hemmt, nicht einmal diese Schlussfolgerung fiir bindend
und sehen in der Blockierung der wirksamen Enzymoberfliche durch diese Stoffe und der
daraus resultierenden adsorptiven Verdringung des Sauerstoffs die Ursache der Hemmung.

Die vorstehend mitgeteilten Tatsachen sowie zahlreiche andere, die hier
im einzelnen nicht erwahnt werden konnen, zeigen wohl deutlich, dass die
dualistische Theorie der Oxydationsvorginge in der Formulierung Bachs
sich in der von ihm in Anspruch genommenen allgemeingiiltigen Form nicht
linger halten ldsst. Da sie aber haufig zitiert und namentlich von Bach bis
in die neueste Zeit hinein vertreten wird — wenn auch mit kleinen Zugestdnd-
nissen an Wieland hinsichtlich intermedidrer Wasseranlagerung und einer
Umdeutung der Perhydridbildung im Sinne der Wielandschen Wasserstoff-
aktivierung? —, so schien eine informatorische Behandlung ihrer Argumente

hier am Platze.

3. Die einheitliche Auffassung von F. Battelli und L. Stern.

Den Schwierigkeiten und Widerspriichen der Bachschen Formulierung
entgehen auf elegante Weise Battelli und Stern?, die ebenfalls die Wasser-
spaltung im Sinne Traubes als Prinzip der Fermentwirkung betrachten.
Im Gegensatz zu Bach halten sie aber die Giiltigkeit dieses Prinzips nicht
nur fiir die Oxydoreduktion, sondern auch fiir die Oxydation mit Sauerstoff
aufrecht. Durch diese konsequente Verlegung des Fermentangriffs in das
Wassermolekiil gelangen Battelli und Stern zu einer bestechend einheitlichen
Auffassung des gesamten Gebiets fermentativer Wirkungen und eben diese
Einheitlichkeit scheint der Hauptanlass ihrer Formulierung zu sein. Sie teilen
die Gesamtheit der Enzyme némlich ein in 1. Hydrolasen, welche die beiden
Ionen H und OH’ des Wassers auf ein und dasselbe Substratmolekiil unter
dessen gleichzeitiger Spaltung tibertragen; 2. Hydratasen, welche den gleichen
Vorgang ohne Spaltung des Substratmolekiils bewirken, und 8. Oxydo-
redukasen, welche H und OH’ auf zwei Molekiile gleicher oder verschie-
dener Art tibertragen, damit Reduktion der einen und Oxydation der anderen
Komponente bewirkend. Wihrend OH stets an das eigentliche oxydable
Substratmolekiil geht, vermag H mit einem beliebigen, thermodynamisch
moglichen ,,Wasserstoffacceptor zu reagieren, z. B.:

1 H. Wieland u. Frage, A.477, 1; 1929.
2 A. Bach u. Michlin, B. 60, 82; 1927. — A. Bach u. Nikolajew, B. 64, 2769; 1931.
¢ F.Battelli u. Stern, Soc. Biol. 83, 1544; 1920. — Arch. internat. physiol. 18, 403;
1921. — L. Stern, Biochem. Zs 182, 139; 1927.
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— H,0,
0-0,NK ——— O,NK--H,0
OHH / OH ,OH
CH,-CHO+ ! +~—— a + CH,- ¢-0H
OHH L) — - OH

Gl

oH T

\ OHC.CH; ——— HOH,C-CH, |
CH;-COOH

Zur letzten Gruppe von Enzymen gehért auch die Katalase, deren Wirkung Battelli
und Stern folgendermassen veranschaulichen:

0—H HOI—I HVO
....... [+ 4+ —>4H20+|\

O0—H H OH H—

Auf eine Schwierigkeit Jeder Theorle der Wasserspaltung in Ionen —
obwohl diese Schwierigkeit in der Bachschen Formulierung durch die Cachie-
rung dieser Tonen nicht so zum Ausdruck kommt — 1st hier noch hinzuweisen:
das ist die Tatsache, dass die Anlagerung der Ionen H und OII’ an einen
Stoff ja noch nicht dessen Reduktion bzw. Oxydation bedeutet; diese kommen
vielmehr erst durch Aufnahme bzw. Abgabe eines Elektrons, d.h. durch
Ausbildung eines elektrischen Stroms zwischen zu oxydierender und zu
reduzierender Komponente eines Systems zustande. Battelli und Stern
fibhren nun aus, dass es gerade die Fermente seien, welche die Ionen entladen
und als H und OH an die Substrate fixieren sollen, sie kénnten also eine Art
Mikroelektroden darstellen. Das Ganze ist natiirlich vorlaufig nur Speku-
lation, ebenso wie die bisweilen gedusserte Vermutung?!, dass in der Zelle eine
elektrolytische Zersetzung des Wassers durch Capillarstrome des Protoplasmas
erfolgen konnte. Die bisher bekannten und gemessenen Potentialdifferenzen
der Zelle (von der Grossenordnung 1/;, Volts) sind zu klein, als dass ihnen
in dieser Richtung eine Bedeutung zukommen konnte.

Als Stiitze ihrer Theorie haben Battelli und Stern eigentlich nur
angegeben, dass bei der oxydationskatalytischen Wirkung von Geweben,
wie Leber, Niere und Muskel gegeniiber zellvertrauten Stoffen der Sauerstoff
durch chinoide Farbstoffe (Thionin) ersetzt werden kann und dass ein Parallelis-
mus in der Intensitét beider Reaktionen besteht. Es ist klar, dass dieser Nach-
weis von Wieland mit demselben Recht als Argument fiir seine Dehydrie-
rungstheorie gedeutet werden kann. In der Tat ist eine Entscheidung zwischen
den beiden Theorien auf experimenteller Basis schwer moglich; Ferment-
reaktionen lassen sich ihrer Natur nach nur in wissrigen Losungen untersuchen
und an eindeutigen Modellreaktionen der Oxydoreduktion hat man eigentlich
nur die Platinmetallkatalysen (Reduktion von Chinon und Methylenblau

1 A. Nathansohn, Naturwiss. 7, 909; 1919. — Dageg. F. Fichter, Elektrochem. 27,
487; 1921.
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durch Ameisenséure, Aldehyde! und Alkohole?, Disproportionierung des
Formaldehyds ®), die ebenfalls in den allermeisten Fillen in wéssrigen
Losungen studiert wurden. Einige Versuche Wielands mit den gewshnlichen
,reinen‘ Alkoholen, wobei sich am Palladiumkontakt deutlich Aldehyd
bildete, sprechen nicht eigentlich fiir die notwendige Beteiligung des Wassers
an der Reaktion. Aber ohne eine besondere, sorgfiltige Trocknung der Reagen-
tien bleibt natiirlich der mogliche Einwand einer katalytischen Wirkung
stets wieder regenerierter Wasserspuren.

Dass der in dieser Richtung liegende Versuch von Bach (S. 121) mit Chinon und absolutem
Alkohol im Sonnenlicht auf Grund der mangelhaften Methodik nicht entscheidend ist, ist schon
friither erwihnt worden. Ebenso ist die notwendige Gegenwart von Wasser, beim sauerstofflosen
Ubergang von Aldehyd in Séure keine Stiitze fir die Theorie der Wasserzerlegung, da die Reak-
tion im Sinne Wielands mindestens ebensogut als Dehydrierung eines Aldehydhydrats inter-
pretiert werden kann.

Im iibrigen richten sich alle Einwénde, die sich gegen die Dehydrierungs-
theorie hinsichtlich der Nichtberticksichtigung einer eventuellen Sauerstoff-
aktivierung erheben lassen, im selben Masse auch gegen die Auffassung von
Battelli und Stern. Was sich gegen ihre Theorie noch im besonderen sagen
lasst, ist, dass sie die ausgeprigte Substratspezifitit der meisten Enzyme
im Gegensatz zur bisweilen fehlenden oder im Durchschnitt wenigstens
schwiicher entwickelten Wasserstoffacceptorspezifitat nicht erklart. Nach
der Theorie der priméren Wasserzerlegung sollte man objektiv entweder keine
oder aber — entsprechend der Gleichwertigkeit von H und OH — eine
annahernd gleich stark entwickelte Substrat- und Acceptorspezifitat erwarten.
Die Eigenschaft der Wielandschen Dehydrierungstheorie, durch Lokali-
sierung des Fermentangriffs im Substratmolekiil den tatséchlich herrschenden
Spezifititsverhiltnissen gerecht zu werden, verleiht ihr ein grosses Uber-
gewicht tber die sonst ahnliche Theorie der priméren Wasserspaltung nach
Battelli und Stern, die — an sich logischer und konsequenter als die Bach-
sche — in ihrer speziellen Ausformung doch im wesentlichen nur auf formalen,
nicht experimentellen Grundlagen ruht.

VI. Die Theorie der Dehydrierung.

1. Die Grundversuche H. Wielands.

Im Jahre 1912 sprach H. Wieland* zum ersten Male den Gedanken aus,
dass die tiberwiegende Zahl freiwilliger Oxydationsvorginge in vivo sowohl
wie in vitro nicht auf eine Aktivierung des Sauerstoffs, sondern des Wasser-
stoffs in der sich autoxydierenden Substanz zuriickgehe. Dieser Gedanke
bedeutete damals eine erhebliche Umw#lzung auf dem Gebiet der herrschenden

1 G. Bredig u. Sommer, Physik. Chem. 70, 34; 1910.
2 H. Wieland, B. 45, 484; 1912.

3 B. u. F. Miiller, Elektrochem. 31, 41; 1924.

4 H. Wieland, B. 45, 484, 679, 2606; 1912.
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Anschauungen tber den Mechanismus der Oxydationsvorginge. Wohl war
thm durch die vor mehr als einem Vierteljahrhundert ausgesprochenen
Ansichten M. Traubes an sich der Boden geebnet, aber eben diese Anschau-
ungen Traubes waren damals in dem umfangreichen System der kombinierten
Traube-Engler-Bachschen Oxydationstheorie® aufgegangen, in der ihnen,
obwohl von ihrem Urheber in grosster Allgemeinheit ausgesprochen, nur ein
recht begrenzter Raum zukam. Was man von Traube iibernommen hatte,
war der Gedanke, dass bei der Autoxydation primér nicht eine unter Spren-
gung des Molekiils erfolgende ,,Aktivierung* des Sauerstoffs, sondern zunichst
eine Reaktion des Gesamtmolekiils unter ,,Aufrichtung® der Doppelbindung
stattfindet. Das Hauptinteresse war damals aber nicht mehr Prozessen in
wissriger Phase vom Typus der durch Traube untersuchten, sondern den
auch bei Abwesenheit von Wasser verlaufenden Autoxydationen organischer
Stoffe von der Art des Terpentinols, der Aldehyde, Phosphine usw., die vor
allem durch Engler? und seine Schule studiert wurden, gewidmet.

In zahlreichen Fillen war es moglich, die Anlagerung des Sauerstoffmolekiils unter Peroxyd-
bildung als Primérreaktion nachzuweisen, hiufig gefolgt von der hilitigen Verteilung des Per-
oxydsauerstoffs auf ein autoxydables Molekiil gleicher oder verschiedener Art, nach dem Schema:

A+ 0,— AO,;
A 2405

A0
* T3> AO + BO.

Als dann Manchot® um 1900 den gleichen Mechanismus auch fiir die Autoxydation der
niederen Wertigkeitsstufen verschiedener Metalle (Fell, CrlI, Tilll) wahrscheinlich machte,
zog man diese ,,Sauerstoffaktivierung durch Peroxydbildung** mehr und mehr auch zur Erklirung
der Autoxydationserscheinungen in wéssriger Phase heran und betrachtete demgemass das
doch hiufig auftretende Hy0, als sekundéir durch Einwirkung von Wasser auf primére Peroxyde
gebildet.

Das Geltungsbereich der Traubeschen Theorie wurde so mehr und mehr
auf die von ihm selbst untersuchten Beispiele der Metall- und Metallwasser-
stoffautoxydation in Wasser sowie ganz offenkundige Félle locker sitzenden
Wasserstoffs (wie in den Farbstoffleukoverbindungen, Hydrazokérpern,
Phenolen usw.) eingeschrédnkt, wahrend fir die Mehrzahl der bekannten
Autoxydationsreaktionen dem Erklarungsversuch von Engler-Bach als dem
allgemeiner anwendbaren der Vorzug gegeben wurde. Der gleiche Dualismus
bestand auch auf dem Fermentgebiet, wo fiir die damals noch kleine Gruppe
der Oxydoreduktionsenzyme (Schardinger-Enzym, Aldehydrase) die Wasser-
zerlegung, fiir die eigentlichen Oxydationsfermente die Sauerstoffakti-
vierung zur Erklarung der Wirkung herangezogen wurde, letztere von Bach

1 A. Bach, Hdbch. Biochem., Erg.-Bd., 133; 1913.

2 C. Engler u. Weissberg, Kritische Studien iiber den Vorgang der Autoxydation.
Braunschweig 1904.

3 W. Manchot u. Mitarb., Anorg. Chem. 27, 397, 420; B. 34, 2479; 1901. — A. 325,
93, 105, 125; 1902. — B. 39, 320, 488; 1906.
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und Chodat?! begrifflich noch dahin prézisiert, dass sie durch zwei Kompo-
nenten der Oxydasen, eine den Sauerstoff unter Peroxydbildung aufnehmende
(Oxygenase) und eine den Peroxydsauerstoff auf das Substrat tibertragende
(Peroxydase) vermittelt werde.

Wieland kam nicht von der Enzymchemie, sondern von der préparativ-
organischen Chemie her. Die im organischen Laboratorium viel angewandte
katalytische Hydrierung nach Paal?2, bei der mit Hilfe von kolloidalem Pal-
ladium Wasserstoff an Doppelbindungen verschiedener Art bei gewohnlicher
Temperatur angelagert wird, bringt ihn auf die Frage, ob es sich hier womog-
lich nicht um einen reversiblen Prozess handelt, bei dem das Gleichgewicht
nur durch die Besonderheit der préparativen Methodik — grosser Wasser-
stoffitberschuss — zum Endziel der praktisch vollstandigen Hydrierung ver-

schoben ist 3.

Beobachtungen, die auf das Vorliegen derartiger Verhiltnisse hindeuteten, lagen — zum
wenigsten fiir hohere Temperaturen — bereits vor. So hatte kurz vorher Zelinsky * gezeigt,
dass Benzol bei etwa 100° in Gegenwart von Palladium rasch und praktisch vollstindig zu Cyclo-
hexan hydriert wird, wihrend letzteres beim Uberleiten iiber Palladium von 200—300° weit-
gehend zu Benzol dehydriert wird.

Wenn also — so schliesst Wieland — z. B. Chinon durch die d&quimole-
kulare Wasserstoffmenge bei Gegenwart von Palladium nicht vollig in Hydro-
chinon iiberginge, so miisste Hydrochinon durch den gleichen Katalysator in
dasselbe Gleichgewicht gebracht werden konnen, d.h. Hydrochinon miisste
am wasserstofffreien Palladium zum Teil in Chinon und Wasserstoff zerfallen.
Ganz allgemein sollte man, je nach dem Potential des fixierten Wasserstoffs,
diesen in grosserem oder kleinerem Umfang mit Hilfe fein verteilten Platin-
metalls aus seinen Verbindungen herausholen konnen.

Wielands Befund, dass sich in der Tat beim Schiitteln von Hydrochinonlésung mit
schwach wasserstoffhaltigem Palladiumschwarz — hergestellt durch Reduktion von Palladium-
chloriirlésung mit Ameisenséure — die Bildung kleiner Mengen von schwerléslichem Chinhydron
bzw. von Chinon in Lésung nachweisen liesse, ist neuerdings durch Gillespie und Liu 3 ange-
zweifelt und auf einen geringen Oxydgehalt des verwendeten Palladiums zurtickgefithrt worden.
Eine neuerliche Nachpriifung der urspriinglichen Befunde im Wielandschen Institut ergab
dann ebenfalls, dass sich diese nicht aufrechterhalten lassen®. Der Grund dieser Unstimmigkeit
wurde jedoch nicht in der Beschaffenheit des Palladiums, das sich nach der Wielandschen
Methode einwandfrei darstellen lisst, gefunden; vielmehr war in der urspriinglichen Versuchs-
anordnung auf den vollkommenen Ausschluss von Luftsauerstoff nicht geniigend Riicksicht
genommen, wodurch sich die Entstehung des Chinons erklirt. Wieland hatte seinerzeit
aber auch die Zunahme des Wasserstoffs im Palladium bei der Reaktion bestimmt. Bei der
erneuten Nachpriifung zeigte sich jedoch, dass diese nur scheinbar gewesen war, insofern als
Spuren des zum Auswaschen benutzten Acetons ausserordentlich stark vom Palladium zuriick-

1 A.Bach u.Chodat, B. 36, 606; 1903.

2 C.Paal u. Amberger B. 38, 1406; 1905.

3 H. Wieland B. 45, 484; 1912,

4 N. Zelinsky B. 44, 3121; 1911.

5 L. J. Gillespie u. Liu, Am. Soc. 53, 3969; 1931.
¢ A. Bertho, Erg. Enzymforsch. 2, 210; 1933.
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gehalten werden und beim Erhitzen des Metalls cinen Wasserstoffgehalt infolge thermischer
Zersetzung vortauschen.

Dieses Ergebnis ist heute bei genauer Kenntnis der thermodynamischen Verhaltnisse, die
ja fiir die Dehydrierung des Hydrochinons ausscrordentlich ungiinstig liegen, nicht weiter iiber-
raschend. (Nach Biilmann ! ist namlich der Gleichgewichtsdruck des Wasserstoffs iiber der
Chinhydronelektrode von der Gréssenordnung 1072 Atm. und dieser Wert erh6ht sich auch
fiir reinstes Hydrochinon bestenfalls um einige wenige Grossenordnungen; vgl. auch Abschnitt 4
und Tabelle 14, S.149 £.). Diese Werte sind allerdings insofern nicht ganz ausschlaggebend, als fir
das Ausmass der Dehydrierung auch die (unbekannte) maximale Nutzarbeit der Palladium-
wasserstoffbildung eine Rolle spielt, da das Palladium ja nicht nur Katalysator, sondern
zugleich Reaktionsteilnehmer ist. Gillespie und Hall? haben die Reaktionswarme fiir 'die
Bildung von 2 (Pd,H) zu rund 8,7 kcal bestimmt. Da jedoch die Dehydrierungswiarme von
Hydrochinon 42,8 kcal betrigt, so ist auf jeden Fall klar, dass eine messbare Chinonbildung
bei der Einwirkung von Palladium auf Hydrochinon unméglich ist.

Inwieweit durch diese neueren Befunde hinsichtlich der Hydrochinondehydrierung auch
die iibrigen Versuche Wielands am Palladiummodell betroffen werden, ist ohne Nachpriifung
von Fall zu Fall natiirlich schwer zu sagen. Nach Tabelle 14, erfolgt ja offenbar nur die De-
hydrierung von Ameisenséure, Oxalsédure und hochstwahrscheinlich Aldehyd- und Keton-
hydraten acceptorfrei vollstindig bzw. in erheblichem Ausmass. Nach Tabelle 13, S. 147 diirfte
ferner die Dehydrierung aromatischer Dihydrokérper, wie sie von Wicland zum Teil
untersucht wurden, nur geringen Energieaufwand erfordern, so dass die Hydrierungsenergie
des Palladiums wahrscheinlich ausreicht, deutliche Dehydrierungsumsitze an diesen Substanzen
hervorzurufen. Méglicherweise gehort auch noch die Uberfithrung der aliphatischen CHOH-Gruppe
in CO — wenn auch in sehr kleinem Umfang — hierher. Nach Tabelle 14 liegt die (negative)
Wirmeténung der Reaktionen dieses Typus in der Nihe von 15—20 keal, die (positive) der
Palladiumwasserstoffbildung ist etwa 9 kecal. Nach spateren Ausfithrungen iiber die Energetik

der Dehydrierungsreaktionen (S. 146) ergibt sich, dass — bei dquivalenten Ausgangsmengen
an Donator und Acceptor — zur Erzielung eines Dehydrierungsumsatzes von 1% bzw. 1%/,
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