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Die Oxydationsenzyme, resp. Oxydasen, von denen hier
<lie Hede sein wird, werden einerseits aus Kalbs-, Schafs-.
Hunde- und IMerdeblutplasniafibrin, andererseits aus Kalbs-
und llundemilz dargestellt.

/ur Darstellung der im Blute verkommenden oxydierenden
Enzyme bietet das Plasmalibrin besondere Vorteile. In erster
Linie ist es frei von Blutfarbstoff und braucht deswegen nicht
erst lange ausgewaschen zu werden, sondern es kann direkt
zur Darstellung des Oxydaiionsfermentes oder Eiizvins ver-
wendet Werden.

Die Verwendeten Fibrinsorten waren verschiedener Her-
kunft, 1. von normalen ‘Pieren (Hund, Schaf, Pferd und Kalln.
-« von immunisierten |ieren und zwar hauptsachlich voir gegen
Diphtherie. Streptokokken, Staphylokokken, sowie Bubonenpest
immunisierten Pferden. Es wurden Enzyme: 1. wasser-
I6sliche, 2. iii Xeutralsalzen l6sliche und 3. in Wasser
und Alkohol I6sliche Oxvdalionsenzvme erhalten.

Darstellung und Eigenschaften der Enzyme aus dem Blute.

Was die Darstellung der 3 genannten Enzyme anbetrifft,
so sei hier kurz folgendes erwéhnt. Das aus Blutplasma nach
Entfernung des Serums durch Abpressen gewonnene Fibrin
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normaler Pferde besitzt, wie bekannt, faserige, opake, elastisch-
ziihe Konsistenz. Das aus dem Blutplasma von Pferden, welche
gegen Streptokokken und Staphylokokken, sowie Bubohenpest
Immunisiert worden waren, gewonnene Fibrin unterscheidet
sieh durch nichts von dem Fibrin normaler Plerde, dagegen
ist das von gegen Diphtherie immunisierten Vierden gewonnene
Fibrin dickflissig und fadenziehend, nicht opak, sondern eher
durchsichtig: erst nach Behandlung mit destilliertem Wasser
wird es opak, undurchsichtig, wei.ll; hierbei geht ein bedeutender
teil des Fibrins in Losung Uber. Die wasserige Losung wird
abgegossen, filtriert, dann das Fibrin von neuem mit «ler
I (Machen Menge W asser tbergossen und dieses solange wieder-
holt, bis das Wasser, mit Guajaetinktur versetzt, keine Reaktion
auf Ox\dation mehr zeigt. Die wasserigen Ldsungen werden
alle zusammengegossen und filtriert, wobei sie nicht klar werden,
sondern opalescent bleiben: sie werden zur Darstellung des wasser-
|6slichen Oxydationsenzyms durch Ausfallung mittels gasformiger
Kohlensdure oder mit schwefelsaurem Ammon verwandt. Ganz
anders verhalt sich gegenlber destilliertem Wasser das Fibrin
normaler Tiere: das Wasser nimmt kaum etwas von ihm auf
und mit Guajaetinktur auf oxydierende Enzyme geprift, gibt
die wasserige* Losung kaum (due Andeutung auf grinliohblaue
Farbung. Das Fibrin von Pferden, welche gegen Strepto- und
Staphylokokken, sowie gegen Hubonenpest immunisiert worden
waren, besitzt, wie oben erwahnt, Konsistenz und Aussehen
von Fibrin normaler Tiere, In Bezug auf den Gehalt an
wasserloslichem Oxydationsenzym verhélt sieb jedoch das Fibrin
der gegen Strepto- und Staphylokokken immunisierten Pferde
anders: es gibt gleich dem Fibrin von gegen Diphtherie
immunisierten Tieren an destilliertes Wasser l6sliches Oxyda-
lionsenzym ab. Dagegen besitzt das Fibrin von Pferden, welche
gegen Bubonenpest immunisiert worden waren, die zéhe, opake
Konsistenz des Fibrins normaler Tiere und enthalt nur Spuren
von wasserldslichem Oxydationsenzym. Trotz lange fortgesetzter
Extraktion, sogar bei Bruttemperatur (was gewohnlich- hei dem
Fibrin von anders immunisierten Tieren nicht notig ist) ‘enthalt
das Fibrin von Pferden, welche gegen Bubonenpest immunisiert
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worden waren, gleich wie das normale, nur Spuren von wasser-
I6slichem Oxydutionsenzym.

Das wasserl6sliche Oxydationsenzym ist, wie man sieht,
in dem normalen Blutplasmafibrin nur in minimalen Mengen
enthalten. Seine Quantitat nimmt aber bei der Immunisation
gegen Diphtherie, sowie gegen Strepto- und Staphylokokken
bedeutend zu, dagegen ist sie nach Immunisation gegen Bu-
bonenpest kaum vermehrt. Aus dem entweder durch Aus-
fallen mit schwefelsaurem Ammon und darauffolgender Dialyse
oder mittels gasférmiger CO,, gewonnenen wasserloslichen Oxy-
dationsenzym kann durch ein- oder zweimalige Wiederholung
der Operation ein entsprechend viel reineres Praparat darge-
stellt werden, welches sich klar in Essigsaure, sowie in essig-
saurem Ammon auflést. In geldster Form (in verdinnter oder
konzentrierter Essigsdure oder in essigsaurem Ammon) verlieft
das Enzym sehr rasch die ihm zukommende. Féahigkeit, Guajac-
tinktur zu blduen. Aus der essigsauren Ldsung scheidet sich
beim Stehen ein flockiger Niederschlag aus.

Zur Verwendung kam das Enzym entweder in wasseriger
Emulsion, d. h. zum Teil gelést, zum Teil suspendiert, oder
in essigsaurem NH3 gelost. Mit Keagentien auf sein Oxyda-

tionsvermégen untersucht, verhalt sich das wasserlosliche
oxydierende Enzym folgenderweise:

| 43Seri In ge na|
Reajjentien Wasser_lge cssigsaurem esmosgn L
Emulsion I\'IHI (jelost Yo
"
Guajactinktur . . . . . . M+ D
Guajactinktur -f- H?O, . . — o
1° ) Guajacol.................. Lo |
1% Guajacol -f- H./G . . | L
[t-Phenylendiarnin  -j- .
u-Xaphthol-fI0".COsNa,  + + + X

Keine Reaktion auf Katalase.

In essigsaurem Ammon gelOstes wasserl6sliches, oxvdie-
rendes Enzym ergibt hei der Prifung mit sémtlichen, fur KiweiH-
koi per charakteristischen Keagentien folgemies: Das Millonsehr
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Reagens erzeugt in der Kalte einen weil3en Niederschlag,
welcher sich beim Kochen auflost, wobei Gelbfarbung eintritt;
die Biuretreaktion fallt positiv, aber schwach, mit einem
Stich ins Violette, aus, die Liebermansche Reaktion schwach
positiv: die Xanthoproteinreaktion, Adamkiewiczsche und
Heliersche Probe, sowie die Reaktionen mit Ferrocyankalium
(und Essigsaurei, mit Phosphorwolframsédure und mit essig-
sauretn Kupfer (auf primare Albumosen) fallen alle positiv und
deutlich aus: die Reaktion von Molisch ebenfalls positiv, aber
schwach. Heide Reaktionen auf Pentosen (mit Phlorogluzin und
Orcim ergaben ein negatives Resultat.

Weiter wurden Bestimmungen ausgefuhlt, welche die
Zusammensetzung des dreimal gelosten und ausgeféllten Pra-
parates betrafen. Der Trockenriickstand ties Praparates betrug
2,82—2.12";0: davon entfielen 0,0108% auf unorganische Be-
standteile. Auf den Trockenrtickstand berechnet betrug die
Asche also 0.78 (Vo. In der Asche konnten Eisen iin geringerer
Quantitat, als wie in den beiden nachstfolgenden Oxydations-
enzymen). Mangan (in geringerer Menge, als wie in dem in
Neutralsalzen 16slichen Enzym, und in gr6fRerer, als in dem in
Alkohol und Wasser l6slichen Enzym), sowie Phosphorsaurc,
aber kein Kupfer nachgewiesen werden. Quantitative Asche-
bestimmungen werden spater mitgeteilt werden.

Die Stickstofl'bcstimmung nach Kjeldahl ergab

1. fur 10 ccm Enzymemulsion = 88,77 mg N.
,,,,,,,,,,, 4*4 (19

>
—e \VJ «& N »

Um das zweite oxydierende Enzym aus dem Fibrin zu
isolieren, wird das letztere nach voraufgehender Behandlung
mit destilliertem Wasser mit irgend einer Neutralsalzldsung
Ubergossen . meistens habe ich dazu eine 8°, oige Kaliumnilrat-
|6sung verwandt: und .war kommt man schneller zum Ziele,
wenn man die Extraktion bei Bruttemperatur im Thermostaten
ausfuhrt. Aus der L6sung kann das Enzym durch verschiedene
Ageutien ausgeschieden werden: durch Kohlensdure, Alkohol,
am besten jedoch durch Aussalzen mit schwefelsaurem Ammon.
Durch fraktionierte Fallungen erhalt man. was Heinheit anbo-
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trim, verschiedene Praparate, weiche durch Dialyse weiter
gemnigt und namentlich vom Schwefelsauren Ammon, sowie
vom Salpetersauren Kali befreit werden mussen. Meine'Versuche,
welche bezwecken, ein moglichst reines Praparat dieses Oxy-
dationsenzyms zu erhalten, sind noch nicht abgeschlossen und
werden fortgesetzt.

Nach der Dialyse ist das oxydierende Enzym zum Teil
in <ler Losung, hauptsachlich aber in dem Niederschlage ent-
halten. Keim SchutteInCrimlt man eine ziemlich gleichmaRige
Emulsion, welche, wie aus unlenfolgendcr Tabelle ersichtlich
ist, auf (luajactinktur sehr intensiv reagiert. In Essigséure,
sowie in essigsaurem Ammon ist dieses oxydierende Enzym*
wie auch das vorhergehende, leicht 16slich, jedoch bRt es seine
spezitische Eigenschaft, (hiajactinktur zu blauen, durch Essig-
saure sofort, in Ammonium aceticum geltst in wenigen Tagen
ein. In  Ammoniumacetat (0%) gelost und im \6u uuin bis zur
Trockene verdunstet und dann von neuem mittels Ammonium
aceticum aufgenommen, zeigt es zwar schwach, aber doch
immerhin deutlich die Reaktion mit Uuajaetinktur.

Dieses in Neutralsalzen loslich'O oxydiei*(‘nd(" Enzym st
in dem Hbriii samtlicher Tiere, d. h. sowohl normaler, als
auch immunisierter, enthalten. In betreff des quantitativen Ge-
haltcs an dh'sem Enzym in verschiedenen Fihrinsorten, nament-
li< i im Hbriii normaler Tiere gegentber demjenigen immuni
sierler, kann ich mich vorlaufig noch nicht bestimmt &uf3ern

ZurOrientierung Uber die elementare Zusammensetzung
dieses Enzyms wurde ein miftels fraktionierter, mehrmals wie-
derholler Fallungen und darauffolgender Dialyse besonders sorg-
f»illig gereinigtes Praparat entweder in Form einer ganz feinen
Emulsion, oder in getrocknetem Zustande verwandt.

1. 0,2(108 g im \ neuum getrockneter Substanz gaben heim
\ ei brennen mit Kupieroxyd und | bersehichtung der Substanz

selbst mit chromsaurem Klei 0,1071 gC(»,, und0,1777 g HO. was
in Prozenten .ausgedruckt 51,01" , C und 7,57° 0 H entspricht.

2. 0.2107 g Substanz ergaben 0,1172 g C<>2 und 0,1105¢
ILO oder in Prozenten 51,70% O und 7,55% H.

Slickstoffbestimmimgi'n wurden im trockenen Praparat
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durch-Verbrennen mit Kupferoxyd volumetrisch, und in der
Emulsion selbst nach Kjeldahl ausgeflihrt,

Di(' volumetrischenStickstolFbestimmungen ergaben folgende
Zahlen:

t. 0,2255 g Substanz gaben bei 24,8° und 750 Har.
20.8 ccm Gas, was in Prozenten — 14,81"/« N ist.

2. 0,2110 g Substanz gaben bei 24,5« und 758 Har.
28.8 ccm (las, was in Prozenten = 15,20 « N ist.

lie Emulsion wurde auf ihren Trockenricksiand unter-
sucht und hierbei in 1(H) eem 0,571 g Ruckstand gefunden,
wovon auf die Asche 0,0042 g kommen: es entspricht also die
Asche 0,7.>" 0 des Trockenruckstandes.

Vier mit d(T Emulsion nach Kjeldahl ausgefihrte Stiek-
stoffbestimmungen ergaben folgende Zahlen. In je 10 g wurden
a) 11,96 mg N, b) 12.22 mg N, ¢) 12,71 mg N und d) 13,17 mgN
gefunden. 10ccm Emulsion, welche 0.0554g Trockenriuckstand
entsprechen, enthalten also im Mittel 12.50 mg N. Auf Eiweil3
umgerechnet (d. h. mit 6,25 multipliziert) ergibt dieses 14.62 °/o.

1» Asche landen sich: Eisen (weniger als im vor-
hergehenden Praparate), Mangan (mehr als in den zwei Ubrigen
Enzymen), Phosphorsaure, aber kein Kupfer.

Hei der | rifung aut ihr Oxydaiionsvermégen ergab die
Emulsion als solche oder in Ammoifiunacetat aufgeltst folgendes:

In e.-i.Nigsaurfm  I» <?s.sigsani
Heagenticn Emulsion  NM., sofort nach™ NH> ¢»»'i
.. fTage nach .
Auflosung hiding
Ouajactinktur - - - - = - -L j, L ST +
Ouajactinktur -f H/), o
1w o Guajacol..................] + +
10 # Guajarol -j-H,O0f . . ] -
Rohmann-Spitzersches |
Reagens _ - - - - - _ ! ' + + +

Keine Reaktion auf Katalase.
In 5°/0 essigsaurem Ammon aufgelost verhalt sich dai

Enzym wie folgt zu den Heagenlien auf Eiweil3stoffe: mit den
Millonsehen Reagens erhalt man einen reichlichen Nieder
schlag, welcher sich beim Kochen dunkelrot farbt: die R furet

Horpi-Sc'yler's Zeitschrift f. physiol. Chc-mic. XXXIX. g4
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reaklion flilii in vi*»l<*tloi* Farbung positiv aus: diu llell<*rsch<?
Probe. die Xanthoprotei ureaktion, die K«*aktionon mit Fern>-
oyankalium mnd Kssigsdure-, mit Ph<c$phorwolframsaure, sowie
mit essigsamom Kupfer fallen sédmtlich schon positiv aus: die
Lieheimanusche Reaklion ist kaum wahrnehmbar, dit» von
Molisch positiv, alier sehr schwach, und dik* Adamkiowiezsche
negativ: di«; Renktionon auf -P-entos«*n mit PhlorogluciiK
sowie mit Orein und Salzsiure fallen beide charakteristisch
und schon aus.

Das dritte Oxydalionsenzym. welches nicht als solches,
sondern nur in degeuwart von\\ ass«TsloHsuperoxy«lOxydationen
zu bewirktui imstand«* ist, wurde entweder aus dem Filtrate
nach Ausfallen mittels schwefelsauren Ammons oder beim
hiajysieren <l*s zweil«*n, t*h«*n beschrieben«*!! Knzvms aus dem
W asser gewonnen, has Filtrat oder l)ialys«*nwasstT, wolelie.-
grolle Mengen von sehwclelsaurem Ammon enthalten," werden
zwecks harstolinng des dritten Fnzyms bei mdglichst niedriger
T«*mperalur. nicht Gbt*r b7°, im Vacuum auf ein gering<*s Volumen
eing<*«'ngL Das hierbei sich nusseheklciide sehw«'felsaur«* Anunon
mul» drei- bis viermal abliltri<*rt weiden. Sobald «lie eilig«*-,
enut«* Hiissigkeit nicht mehr als tot) ccm betragt, wird sie
mit der lanlhuhen «w«ler auch ein«*r noch gréberen Menge
absoluten Alkohols versetzt, um «len liest des SO™Mlp., sowie
alle unorganischen Rostainlleile zu -entfernen. l)ie in dieser’
Weise «largeslellte alkoholhaltige Flussigk«dt kann wi(*derutn
Im Vacuum auf ihr urspringliches Volumen oder auch darlber
eingeengt werden', wobei' sie -eine braunlichgelbe Farbung an-
nimmt: di«'se V«*randerung schwacht j«*doch di<* Fahigkeit «*-
Kuzyms. in (legenwart von Hvdroperoxvd zu oxvdioreri. nicht
nur nicht uh. 'sondern verstarkt sic* «*her,

t m zu ortahivn, wi«*viel von «lern wirksamen Prinzip
das I-.nzym enthalt, bestimmte ich auch darin den lésten Riick-
stand: in IM> ccm fand ich oO.wvH g oder p. Gt.. davon
entliden 0.0Ohi g oder p. dt. auf die Asche, was, auf «len
TroekemU«*kslaud her«*clmet, einen s«*hr hoh«*n Aseli«*gehali
| — 121 " <« ergibt: 1 «lerselhe ist jedoch wahrscheinlich auf
Y«*riinri*inignhg zu Ix*zidi«*u. wordber ich bald aufgeklart zu
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%i-n. holte. In der Asclu* konnten Eisen und Maurin', sowie
I'nosphorstiure, aber kein Kupier, ebenso wie in den zwei
vorigen Enzymen naehgowiesen werden'.

Aul Ammoniak wurde nach der ."Methode von Netieki
und Zaleski. aul Slicksloli nach Kjeldahl untersucht: in je
10 ccm h liissigkeil wunlen einmal 1.75 mg XIlj, das andere
Mal | oi mg Xll; gefunden: zwei parallele StiekstolVbe-
slimmungen ergaben in je 10 eem in dem 'einen falle mg.
in dem anderen mg Sliekstolf.

Die l‘alngkeit, in Gegenwart von \\ asscrshilTsuporoxyd
Oxydationen auszulosen, besitzen die meisten Organe und Korper-
llUssigkeiten des tierischen Organismus. Gegenwartig kann ich
jedoch nicht mit Dcstimmtheit entscheiden, oh diese Eigenschaft
nur einem und demselben Knzym oder nicht vielmehr verseliiede-
nen bezuglich ihrer Wirkung gleichartigen Enzymen zukommt.

Lnsere Kenntnisse in hetrcli dieser Kérper sind tlkahaupt
noch sehr durftige: Die besonderen Eigenlindichkcitcn der
Enzyme. ihre ganz ausg<*spro<*hciicY «*rand<*rhchkeit,KabilLInl einer-
seils und ihre Empfindlichkeit gegen &ulere physikalische und
chemische Einfliisse* andererseits erschweren einen schnellen
Fortschritt auf diesem Gebiete. Die Art und Weise der Dar-
stellung der oxydierenden Knzym«* Uberhaupt und dieses letzten
Enzyms im speziellen lat so viele Fehlerquellen mul Y«*r-
unreinigmigen zu, dall es wohl noch viel Muhe kosten wird,
bis es gelingt, ein nicht nur im chemischen, sondern auch im
biologischen und luuktiOnellen Sinne charakteristisches- I'rAparat
zu erhallen.

Aul sein Oxydationsvermdgen gepruft, ergab das dritte
Enzvm folgendes:

- 1 P .
Reagentien Die Losung als solOn

ohne 11,0, Losung mit 11,0,
GuajiWtinktur
Guajartinktur ILO,
I« Guajaeol
| " <>Guajaeol [J,0, T rol

Reagensvon {6hmann
und Spitzer
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Auf Katalase wurde mit negativem Resultat gepruft.

Die Reaktionen auf Eiweil3kdrper nahmen folgenden Ver-
lauf: Nach Zusatz des Millon.sehen Reagens bildet sieh ein
Niederschlag, der heim Kochen rdétliche Farbung annimmt: die
Ad amkiowiczsche und die Lieher manusehe Reaktion fallen
negativ aus; die Riuret reaktion fallt in blauer Farbe schwach,
aber positiv aus: Hellersehe Probe — positiv: Ferror*fyan-
kalium mit Essigsaure — schwach positiv; Phosphor®
wolframsaure gibt kaum eine schwache Trlibung: die Reaktion
von Molisch - deutlich positiv: dagegen beide Reaktionen
auf Pentosen - negativ.

Einwirkung hoher Temperaturen auf die drei
Enzvme. Durch besondere Versuche, wurde ermittelt, dal}
das in Neufralsalzen l6sliche Enzym von allen (hei gegen hohe
Temperaturen das empfindlichste ist. Erwarmen auf (>5°
wahrend 6 Minuten wirkt auf das Enzym absehwachend: mit
(iluajactinktur versetzt, farbt es dieselbe nicht sofort blau:
spater tritt aber die Farbung doch noch ein, aber auch ver-
spatet und weniger intensiv. Erwarmen auf 70° bis 78° im
Laufe von 2—it Minuten vernichtet das Vermégen der Farbert-
synlhescn des Enzyms ganz und gar. Was das wasserlosliche
Enzym anbetrifft, so beobachteten wir, dal3 die ersten Anzeichen
von Abschwéchung sich nach G Minuten langem Erwarmen auf
70° zeigen: Versetzung mit (iuajactinktur ruft hiernach eine
weniger intensive Blaufarbung mit einem Stich ins Griine hervor.
Weiteres Erwarmen wahrend > Minuten auf 75° wirkt auf das
Vermobgen der Farbensynthesen dos Enzyms zerstorend ein.
Das dritte, in Wasser und Alkohol I0sliche Enzym ist von den
drei beschriebenen das resistenteste: Temperaturen gegen 90°
wirken auf dasselbe nur abschwachend ein; erst 2—7 Minuten
langes Erwarmen auf 97°, vernichtet auch das Vermdgen der
Farhensvnthesen dieses Enzvms.

Im allgemeinen aber sind die 1 oxydierenden Enzyme, im
Dunkeln mit Thymolzusatz aufbewahrt, namentlich in Form
von Emulsion oder im Vacuum getrocknet, sehr gut haltbar.

Es ware verfriht, schon jetzt die & beschriebenen Oxy-
dationsenzvme klassifizieren zu wollen. Nach gewissen, ihnen
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zukommenden Higenschaften und narh der Ansicht einiger
Autoren sind sie zu einer Gruppe, nach anderen Kigensehalten
und anderen Autoren einer anderen (iruppe zuzurechnen. | nsere
Kenntnisse Uber die oxydierenden Kuzyme sind tberhaupt und
im speziellen in diesem Punkte noch zu ungeniigende. Malten
wir uns an die neueste Klassifikation von A. Mach und
B. Chodat,l) so missen wir 2 von ihnen den Oxygenasen, das
dritte den Peroxyden zureehnen. Ich will noeh spéater aut diese
Frage zurlickkommen.

Naeh Bertrand sind dir Oxydasen KiweiRvcrbindungen,
welchezu den bydrolytischen, dissociierbami Mangauverbindimgen
gehoren. Die Holle des SauerstoH'Uibertragers spielt in ihnen das
Mangan. welehes in Form von Oxydul in ihnen enthalten ist.
Manganoxydul spaltet das Sauerstoffmolektl, indem ein Sam»r-
stolfatom zur Bildung von Mangandioxyd dient, wahrend das
andere aul oxydable Koérper Ubertragen werden kann. Durch
das sfmreartige Kiweildradikal der Oxydase wird das Mangan-
dioxyd unter Sauers!offabspaltung wiederum zu der urspriing-
lichen Manganverbindung regeneriert. Nach A. Bach und
Chodat (bt jedoch die Oxydase, trotzdem sie manganhaltig
ist, keim* oxydierende Wirkung aus, wenn Kkeine Peroxyd-
verbindungen zugegen sind.

Die Ansichten Uber das Zustandekommen der Oxydations-

prozesse sind bis heute noch sehr verschieden. Viele .Forscher
teilen immer noch die Ansicht Schdnbeins,2) dal die lam*-

sani verlaufenden Oxydationen durch atomistischen Sauerstoff
ausgeltst werden. Die* Theorien Uber dit» Aktivierung des
Sauerstoffs sind gleichfalls sehr mannigfaltige.

Van t Holf«) und .lerissen4) haben gezeigt, dal ein
langsam oxydierender Korper ebensoviel Sauerstoff aktiviert, als
er selbst bei der Bildung seines priméren Oxydationsproduktes
aufnimmt. Beide Autoren, sowie Kvan'n nehmen weiter an,

./ 'V Bo" lioin. Crnliali). H. 1. Nr. 11. S. 417.
“I Will. lias!. Naturw. tiesellsrli. N. j\ |. {U7. 2 ffa
T Diese Zeilselir.. IM. XVI. S. ill. Clirm. ZeiisH.r. fsiu;. S<7.
n**r. 20. 1.707. Dies." Zeilsrhr.. IM. XXI!. S. B,
Diese Zeits,hr., 154, XVI, s. 412.
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dali d<T gewohnliche Sauerstoff in Atome dissociiert werden
midi. um Oxydationen /u verursachen.

I*1ldirkr umi N’encki -sowie -andere, meinen. «lal» das
If!m*n»lifEo  Protoplasma dank seiner stark reduzierenden Eigen-
scliall imstande ist. den Sauerstoff zu aktivieren. Traube
ei klarte das Entstehen des Hydroperoxvds bei den Oxydéatinnen
durch Heduktienspruzesse: er dachte sich, flat» das Wasser-

, inolckii! gespalten wird, nicht aber (las Sauerstoffmolclyul:
dieses nicht in Atome gespaltene SaocrslofTmoickiil setzt sieh
mit den '1 \\ asscrslolVVatomen des Wassel s in Verbindung, um
llydmpernxyd zu bilden. A, Haeli hat fir die Aktivierung
des Sauerst»»lies (‘ine neue Theorie autgeslellt, nach welcher
fur das Zustandekommen der Oxydationen nicht die Spaltung
des Sauerstollmolekids in Abune, sondern eine intermediare
IVmxydbildung nétig ist. Fast zu gleicher Zeit haben’
0. Engter und W. Wild1l eine ahnliche Ansieht Uber die Ent-
stehung der Peroxyde geéndert

.Nach (ter Meinung der 6 obengenannten Forscher werden
bei den Autoxydnlioiisprozessen nicht einzelne Sauerst oflatome,
sondern ganze SaUerstoffmolekiie aufgenommen, indem unter
Sprengung der doppelten Pindung des Molekiils sieh zunachst
S uporoxydvorbiudimgcn von der Formel

I JI ncler bilden.

Hiesc Verbindungen konnen, wie das Wasserstoffsuperoxyd,
ein Sniicr.dollaloin an andere oxydable Substanz(*n abgeben,
indem sie hierbei in normale, einfache Oxyde* Ubergehen. Der
«aktiviert**"  Sauerstoff ist. also nicht Sauerstoff in Oestalf
Ireier Atome, sondern er ist chemisch gebundener, aber -leicht
ai»spalt bana* Sauerstoff. /

A. Hach und C.hodat ist es gelungen, di* Ilildung Von
Superoxyden bei den (Ixydationsvorgdngen tatsachlich durch

entsprechende Keagenficn nachzuweisen.
Es ist gegenwartig unmdglich, sieh definitiv dartber aus-

C tter. {0. S. [(p#b.
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zuspreehen. uli dir eben angefiihrt)* Anschauung imstande sein
wird, sadmtliche Oxydationsvorgdnge aulzuklaren. Ks unterliegt
keinem Zweifel. dab sir viel fin* sich liai mul dal» sir in vielen
Hinsichten den bcubachtelen'Tatsachen entspricht.

Seil einigen Jahren mit tditcrsuchungcii Uber ( Ixvdntions-
vorgiiuge lind speziell Gber Oxydalionsenzyme oder Frinirme
beschaftigt, bin ich jedoch durch verschiedene {’instaiidc ab-
gehalten worden. meine rnlersuebiingen Uber die theoietisehe
Seite der Krage zum gewtunschten Absehlub zu bringen Des-
halb will ich hier nur einen Teil meiner | ulersuehungen,

namlich Uber die physiologische Kolk» der Oxvdalionsenzvme
mitteilen. r-

I'in j «lie physiologische Bedeutung der Oxydntionsc'nzvme
zu ermitteln. srliien es am zweckmiubigslcn. gerade die Sub-
stanzen der oxydierenden Wirkung der Fermente zu unter-
werfen. welche ihrer Verbreitung nach, sowie als Nalimngs-
stoll fur die Bilanzen- und Tierwelt von besonderer Bedeutung
sind, namlich die Kohlehydrate. In erster Linie 'suchten wir
das Verhallen der Oxydationsenzyme gegen Monosaccharide,
rest». Hexoscu testzuslellen. Schon die ersten diesbezlglichen
Versuche ergaben, dal» die in Hede stehenden Lnzvme «lie
Fahigkeit, verschiedene Zuekcrarlen in neutraler Reaktion zu
oxydieren, in sehr ausgiebiger Weise besitzen. Nachdem durch
Vorversuehe konstatiert worden war. »lall llexoseu iDextrose
und Halach»sei durch die M in Rede stehenden Oxvduliousenzvmc
zersetzt werden, bezweckten weitere Versuche, den Hang und
die Details dieser Reaktion. resp. die (leschwindigkeit, mit
welcher die Zersetzung des Zuckers vorsich geht, zu be-
stimmen. Diese letzteren Versuche wurden derartig ungeordnet,
dal* Drohen in bestimmten Zcilmlervalien entnommen .werden
konnten, um einerseits den Zuckergehalt (jilantitativ zu be-
stimmen, andererseits auch die Zersetzungsprodiikte zu unter-
suchen iunter diesen wurde auch die Kohlensaure quantitativ,
und zwar sowohl volumetrisch als auch durch Wagung be-
stimmt). Bevor ieb jedoch zur Beschreibung der Versuche selbst
ubergehe, will ich kurz dber ihre Anordnung und die bei ihnen
verwandten Apparate berichten.
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Beschreibung der Apparate zur Untersuchung der Enzymwirkung.

Zur Ermittelung der (jasentwieklUng bei Einwirkung von
oxydierenden Enzymen war die Yeisiiehsanordnung folgende.
Der zum \ ersuche dienende..Apparatbestand aus einem dicken
Standgefall mit einem Kauminball von ;h>() oder f>n0 eem.
Der enge Hals des (iefales war mit einem 1. oder dmat
durchbohrten Ka&utsehukstopfen verseblossen und mit einem
dickwandigen Kaulsehukrohr, einer Art Trichtervorriehtung, in
wtdebe Oueeksilljer gegossen wurde, um wahrend der Dauer
des Vcrsuehes die Diflusion der Gase zu verhindern, versehen.
In dem Falle, wo die sich entwickelnden (lase untersucht
werden sollten, wurde das (Jefal mit einem doppelt durch-
bohrten Stoplen verselilosseii: durch die eine (Miming ging ein
L rieBter. durch welchen die dem Oxvdationsprozéss zu unter-
w ortende Substanz in wasseriger Losung und dann das Enzvm
m rorm von Emulsion hmler umgekehrt) gegossen wurde,
Vioiiiiit die \erbindung des GeldBes mit dem Trichter, in
weh hen nach der Enzymemulsion (Quecksilber gegossen wurde,
durch Hahn und Klemmvorrichtung unterbrochen wurde; (lurch
die zweite Kohrung des Kautschukkorkes ging ein entsprechend
geh»»genes (iasableitungsrhhrchen, dessen unteres Ende zuerst
zugeschmolzen war. nachher aber unter (Quecksilber abgebrochen
und unter ein mit (Quecksilber gefulltes Eudiometer, in welchem
die (kise aufgelangen werden sollten, gefihrt wurde, In den
Fallen, in welchen die Keslimmung des Zuckergehaltes ohne
(Minen des GefélRes und ohne Fnterbreehung des Versuches
ausgeiiihrt werden sollte, wozu Droben zeitweise zu entnehmen
waren, wurde ein dreimal durchbohrter Kautschukstopfen auf-
gesetzt . in die dritte .Offnung- dieses Stopfens Wurde ein Glas-
irthrehcn gesteckt, ilessen unteres Endo bis zum Niveau und
im noétigen Falle in die Losung getaucht werden konnte, dessen
anderes Ende, mit Kautschukrohr samt Klemme verseilen, mit
einem leeren Zylinder von bekanntem Kauminhalt in Verbindung
stand. Dieser Zylinder war dazu bestimmt, in gewissen Zeit-
rdumen vermittelst einer Sangvorriehtung eine bestimmte Menge
der zuckerhaltigen Lésung aus dem Standgefal? aufzunehmen.
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In denjenigen Versuchen, wo die Monge der Kohlenséure
durch Wé&gung bestimmt werden sollte, wurde an Stelle des
leeren Zylinders ein um oberen Kode spitz ausgewogenes, mit
1)0°, oiffer Kalilauge gefllltes und vorher mitsamt dieser mletzteren
gewogenes Kihrehen, welches die Kohlensiure absorbieren
sollte, mit dem Staudgefald verbunden.

Die eben beschriebenen Vorrichtungen waren derartig
eingerichtet, dal3 sie zu jeder Zeit, sei es zum \\ dgon, sei es zum
Zwecke der Zuekerbestimmung, mit Leichtigkeit abgenommen
und von neuem mit dem llauptgetal? in Verbindung gesetzt
oder durch entsprechende neue ersetzt werden konnten, ohne
dal? der \ ersuch unterbrochen zu werden brauchte. Dank diesen
Vorrichtungen konnten einige Versuche auf eine langere Be
obaehtungszeit ausgedehnt worden. V.

wurden in jeder Dichtung mehrere ParallelVVersuche
mit verschiedenen Modifikationen, unter Zusatz von antisep-
tischen Substanzen, meist lhyinol und Chloroform, angestellt
und das Ergebnis all dieser Versuche war, was die Zersetzung
der Monosaccharide- durch die :t oxydierenden Enzyme anhetrifll,
Stets ein positives. Ich will nur einzelne von ihnen genau
wiedergehen.

Versuche Uber die Zersetzung der Kohlehydrate durch die Oxydasen

h \\ asserlosliehes Knzvm.

2.0 g ehetniseh reiner Glukose (Traubenzucker] wurden
in NO ccm sterilen, kalten destillierten Wassers gelést und in
den oben beschriebenen, vorher sterilisierten Apparat gebracht,
dann 20 ccm Enzymemulsion (speziell in diesem PaHe das
wasserlosliche Enzym) naehgogosson. Der Apparat behind sieb
von Anfang an samt der ganzen Vorrichtung im Thermostaten,
wo er auch wéhrend der ganzen Dauer des Versuches blieb.
Die erste Probe, nach welcher wir uns Uber den Gang dm*
Zuckerzersetzung durch das wasserlosliche Oxydéationsenzym
ein Erteil zu bilden traebieten, wurde nach Verlauf von
2 Stunden entnommen: sie betrug 20 cem des Gemisches;
hierum wurden 10 eem nach 10 tacher Verdinnung und Kbnl-
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eiw«*ibcn mit Kfihling.s< li(‘'r Li.<un” titriert, wobei So-centdes
verdiimitoii (ieinisches notig ‘waren, um 10com K(‘b linirscher
Losung /u zersetzen, was. auf den Zuckergehalt «ungerechnet.
(M»2 « Zuokor enfspricht. Hieraus ergibt sich, dal» im Lauftl
von. 2 Stunden durch das wasserl6sliche (>xy«laliousenzvm
1.9 g tilukose. also 2 » oder (jttn\> des angewandten Zuckers
Jersetzt werden und | oder Ol ftlh unzerselzt bleiben.Die
ubrigen lo ccm der entnommenen Drohe wurden nach Versetzen
mit Kalilauge bis zu alkalischer lieaklion destilliert und dann
das Destillat in der Ké&lte mit reinem .l6d und Kalilauge bis
zur Knifarbung der Losung versetzt: hierbei war starke .lodo-
fnrmreaktiun zu bemerken.

Kino nach \ Slimden entnommene Prob«; ergab einen
Zuckergehalt von 0.6 g oder 2d" X

Nach M Tagen konnten noch 0.2.l g oder 11.6°n Zucker
naehg<?wicsen werden.

Im Destillate der naoh 0 'lagen entiioinmeiien Probe
erhielten wir in ausgiebiger Menge .lodoform in Krvslallen,
Aulierdem besah das Destillat in der Kalte bedeutende Ko*
diiktionskrafl. Y ok

Aus diesen liestimmungen geht hervor, dah der Zu« kor
durch wasserldsliches Oxydationsenzym ziemlich rasch zersetzt
wird. Weiten! llestimmungen haben jedoch erwiesen, dah der
liest des Zuckers bedeutend langsamer dem ()xydali«>iisprozeh
unterliegt. Nach 10—2otagigor Wrsuchsdauer fanden sieh
inimm* noch gering«! Ziickcrmengcii. Die Krklarmig dieses He-
fundes lalit dreierlei Mdglichkeit«*!) zu. Die eine ware di<*. «lah
ein«*  pestimmt«* Menge Oxydations«*nzym nicht imstande ist.
mib«grenzte Mengen Substanz, in unsert'in Kall<*' Zucker. zU
zersetzen. Zw«*itens konnte man annehmen, dah die ent*
sichenden Z«*rsetzimgsprodukte die weiter«* Zerset/.mig ver-
hind«*rn.  Drittens besitzen mdglicherw<*ise die oxedierenden
Knzyme «*h«*nso. wie das von anderen Kermonten b«*kainit ist.
r<*vaTsihle Kig«*nschaflen.  Diese Krage will ich iibrig<*ns noch
spater berlhr«*!),

In einem zweiten pardllehm Versuche wurd«*u von dem
gleich«*» Kiizvm sogar des nng<*wan«ltoti Zuckers in einem
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Zeitrdume von zwei Stunden oxydiert und nur 250 blieben
unzersetzt.

In zwei weiteren \ersuehen. wo ;>0 irm des wasser-
I6slichen Oxydationsenzyms zur Verwendung kamen, wurden
in einem falle von ;>0 g Traubcnziiekcr.l!»" gv also i:>rto,
in dem anderen 0.502 g, also lo»\,, nach drei Tagen imzersetzt
gefunden: es waren also in diesem Zeitrdume durch 50ccm
hnzymemulsion, welche 1.10 g | rockcusiibstanz entsprechen,
das erste Mal «s/0 o, das zweite Mal t)ir* o Zueker zersetzt
winden.

Ahnliche Versuche mit den beiden anderen Oxydatjons-
enzvmen ergaben folgendes

2. In Neut ralsalzen I6sliches Enzym.

1. 00 eem des in Neutralsalzen l6slichen Enzyms, wefohe
0.2S;) g |roekensubslanz entsprechen. lieben im liante von
» lagen von ;> g lraiibenzueker O.otn g oder 11.2°/0 unzersetzt.

2. In einem zweiten Versnelie. wo 50 eem des gleichen
Enzyms, welche 06,20;.> g ![roekensubslanz entsprachen, zur
Anwendung kamen, blieben in dem gleichen Zeitrdume von
5.0 g (Jlukose 0,0cg oder 10,2";.» unzersetzt.

Es wurden also durch 50 ccm des in Xeul entsalzen K's-
lii-lien Oxydationsenzyms im ersten Kalte 8S.Isfl>, im zweiten
falle 80,K° » (llukose wahrend 5 Tagen zersetzt.

d. W asser- und alkohollésliches Enzym.

Oas dritte, in W asser und Alkohol l6sliche (txydalions-
ehzym (die Superoxydase) verhielt sieh ebenfalls gegentber
Traubenzucker aktiv.

00 (rem dieses Enzyms, welche 0,00/ g Trockensubstanz
entsprachen, liehen, mit 10 eem 20,0igeii llvdroperoxyds versetzt,
na<*It d lagen von 0.0 g Traubenzucker in einem Kalle (Hjs ¢
oder 10.()°,n. in einem zweiten Versuche <>70 g oder VaS'V.»

Zucker unzersetzt.

Es wurden also durch dieses Enzym im Kaufe von
» Tagen in einem Falle SO.[%, in dem anderen Falle-Sl.2""»

Zucker zersetzt.
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In einer anderen Versuchsreihe wurde die Menge der

bei Einwirkung der 3 Enzyme auf Glukose entstehenden Kohlen-

saure

durch Wagung bestimmt. Die Wéagungen des 50°/oige

Kalilauge enthaltenden Apparates wurden anfangs allstiindlich
ausgefiihrt; nachdem sich jedoch herausgestellt hatte, dal die
Kohlensaurezunahme ohne Saugvorrichtung im ersten Stadium
der Einwirkung des Oxydationsenzyms auf Traubenzucker eine
sehr geringe ist, wurde in langeren Zeitintervallen gewogen.
Von allen in dieser Richtung ausgefiihrten Bestimmungen will
ich hier nur je 2 Versuchsreihen fiir jedes der 3 Enzyme
anfuhren.

Zur besseren Ubersicht sind die Zahlen in untenstehender
Tabelle zusammengestellt.

Gewichts-

Kohlensdurebestimmung durch Wagung.

In Alkohol und Wasser
16sliches
Oxydationsenzym

In Neutralsalzen
I6sliches
Oxydationsenzym

Wasserlosliches
Oxydationsenzym

1,6 g Glucose 4 g Glucose 1,6 g Glucose 4,0 g Glucose 16 g Glucose 4,0 g Glucose

zunahme der 50 ccm Enzym 75 g Enzym 50 ccm Enzym 75 ccm Enzym 50 ccm Enzym 75 ccm Enzym

Apparate

Nach Verlauf
von
24 Stunden

Nach Verlauf
von
3 Tagen

Nach Verlauf
von
9 Tagen

Nach Verlauf
von
15 Tagen

Nach Verlauf
von
20 Tagen

Nach Verlauf
von
25 Tagen

Nach Verlauf
von
30 Tagen

10 ccm Wasser 10 ccm Wasser 10 ccm Wasser 10 ccm Wasser 10 ccm 2%H202 10ccm2u;0H20?2

0,085 g  00103g  00013g 00025g  0.001g 0,0016 g
0,015 g 0,0263 g 0,0086 g 0,0098 g 0,0072 g 0,0045 g
0,0314 ¢ 0,0795 ¢ 0,0201 g 0,0446 g 0,0189 g 0,0238 ¢
0,048 ¢ 0,1339¢g 0,0286 g 0,0646 g 0,0208 g 0,0476 g
007539 020419 0,035 g 0,0902g  00283g  0,0991 g
0,0878 g 0,2103 g 0,0477 g 0,0953 g 0,0364 g 0,1025 g
0,1041 g 0,2339 g 0,0506 g 0,1150 g 0,0483 g 0,1319 g

volumetrisch  volumetrisch  volumetrisch volumetrisch volumetrisch  volumetrisch

52,93 ccm 118,95ccm 25,66 ccm 58,47 ccm 24,55 ccm 67,08 ccm
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Aus dieser Tabelle ersieht man, dat> sich aus 50 ccm
des wasserl6slichen oxydierenden Enzyms und 1,0 g Trauben-
zucker in dem Zeitraum von HO Ta»reu 0,1011 g — r,2.9H ccm
Kohlensdure, aus 4,0 g Traubenzucker und 75 ccm des wasser-
I6slichen Enzyms im gleichen Zeitrdume 0,2H39 g == MS,95ccin
Kohlensdure gebildet wurden. In den Versuchen mit dem in
Xeutralsalzen l6slichen Enzym entwickelten sich im Verlaufe
von 30 Tagen aus L(> g Glukose und 50 ccm Enzvm 0.0500 g
= 25,08 ccm. Kohlensdure, aus 1,0 g (Gukose und 75 ccm
Enzym O,llo0 g = 58,48 ccm Kohlensdure. In den Versuchen
mit dem in Wasser und Alkohol 16slichen oxvdierenden Enzym
entstanden im Laufe von HO ‘'lagen aus 1,0 g Traubenzucker
und 50 ccm Enzym 0.0iSH g = 2L55 ccm Kohlensdure und
aus 4,0 g Traubenzucker und 75 ccm Enzym 0,1HI9 g — 07.08 ¢
Kohlensaure.

In O anderen parallelen Versuchen wurde nicht nur die
gebildete Kohlensdure, sondern auch der Verbrauch an Sauer-
stoff gasvolmnetrisch festgestellt. Es wurden von 0 Apparaten
mit doppelt durchbohrtem Korken, durch deren Lécher 1. etil
Ableitungsrohrchen und 2. «ein Trichter gesteckt war, H mit
dein Enzym allein und H mit einem Gemisch vou Enzym und
Traubenzucker beschickt, worauf sdmtliche Apparate in den
Hrutschrank kamen. Nach Verlauf von H Tagen*wurde aus
jedem Apparat durch EiugieOen von Ouecksilber eine gewisse
.Menge Gas in ein Endiometer getrieben, um in dem gesammelten
Gasgemisch Kohlensdure und Sauerstoff quantitativ zu heslimmen.
Hei der Flllung der Apparate betrug die Temperatur 2t? und
der Barometerslaiid 758 nun.

Wasserlosliches oxydierendes Enzym.

» 1 : jX

20 ccm Enzym.
Volumen des GefaRes 365 — 20 — 345.ccm Red.... 313 ccm.
Gasyolumen = 35,8 ccm bei 20.2S« T und 7f5 mm Hst. Red.  31.HK rem..

Nach Absorption mit 50°/« KI10.
Gasvolumen — 34,3 ccm bei 20.3° T und 745 rnn? Rst. Red. - 30.71 ccm.
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Nu' li Absorption mit 25°/0 Pyrogallol.
(iasvolurnen  27.) e.m bei IK")» T und 71) mm list. Red. -- 2:057 com

00. ji*f«irnleM 1.17 ccm --d.02 = = Im ganzen -11,83 ccm.
» Olfilmlfii 7,upccm  22,0%.
O-Vcrbraiich 0 C

| 2.1 V

2U0 mu Knzym -f- 1 Zucker _.- 10 mn Wasser.
\<>lumeh des (ielal'es {»*) -.30 .3di) eem. Hed.  Hol ccm.
OQasvuliimeii [7.7 et:ui bei 20.20 T und 71) mm Hst. Hed.  40.03 ccm

Na<h Absorption mil 50°.» KHO.
Oasvnliimeu  {L.r.I ccm bei 2nd - T und 717) nun list. lied. U H7,25 ccm

X;i< h Absorption mit 25”» P/vpogatlpL

Oasvulunien c m bei is.it- T und 71S miu list. lied. — dI.00 ccm
*N* x turiden 2.7S eem — Oti;.- .. im ganzen :21.09 ecin.

v ;_etuliclen &V cein id.itti " u’

o-Verbramb  n'r- - lin ganzen  20.97 ccm.

In Nuiitralsalz<‘ii Insliebes Oxydul ionsenzvni.

. - WM 1

20 eem Knzym -f- 10 ccm Wasser.
Volumen des (ieiafves 20 = :u.*) cein. lied. A dpi ccm.

OasVolumen 2ii.iilmn bei 20" T und 715 Inui Hst. lied. «=- 2d.Sd ccm.

Naeb Absorption mit 50" . KHO.
(tasvnlutnen 2.").1 irm bei 20.:.VT und 7m mm Hst. tied. — 22.17 ccm/

Niieli Absorption mit 25".» Oyrojrallol.
Oasvolinnen 20.1 eem bei IS.il'T und 7|5 mm Hst. lied. = 1K.8 ccm,

gefunden |d;> ccm a.07" . Im ganzen 17.74 ccm.
<t uet'unden i.17 eeiii ss. 17.0"«;

O-Verbraucb - d.d = Im ganzen 10.93 eem.

~

Nr. I.
2d ccm Kuzyin -j- LH £ Traubenzucker -f- 10 ccm 11/).
V«elinnen des Oetabes ™ »no do ~ |7n »cm. Hed. = 420 ccm.

t.iisvolumen O.o ccm bei 20.2 "T und 70> mm Hst. Hed. =. 30.71 ccm
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Nach Absorption mit 60"» KHO.
Gasvolumen dH. 1 ccm Ihm 20.2? T und 717> nun Its!, lied. dt.d7 <nn.

Naeh Albsoi*ption mit ™" » I'vrogallol.
Gasvolumen dl.K cem hei IS.)-T und 7t) mm Hst. Ited. = 2S.7>d rnn.

GO, gefunden 2.51 ccm — G.d7"  Im ganzen 27.13 ccm.
o gefunden 7>s| ccm = |r>.o»°.,

O-Verbrauch -1 Im ganzen 20.9 ccm.

inWasser und Alkohol I6sliches O.wdat ionsenzvm.

W. \r. B,

17.7) ccm Enzym -r 27) ccm 2" . 11,0,
Volumen des Gefédhes = dtin — 20 = di6 ccm. lted. -= Mid ccm,..’
(iasvolunien 2*»S ccm bei 20.2 T und 7i.> tum* Hst. 'Ked. - 21.0 ccm.

Nach Absorption mit 60" , Kilo.
Gasvolumen 27>(7> ccm hei 20.20 T und 717) min Hst. Ited. , 22.07 ccm.

- d Nach Absorption mit 2.V o I’vrogallol.
Gasvohune.il 20.7) ccm bei IS.!)-T und 717) mm Hst. lied. == 1S.dl) ccm

GO, befunden lo.d ccm = t.02t>. Im ganzen 12.55 cem.
O gefunden J.jS ccm -- p.).p.)"
0*Verbrauch !.dI Im ganzen 4.1 cem.

Xr. o,

17.0 ccm Enzym -f 27) ccm 2% 11,0, -f 1.d g- Traubenzucker.
Volumon d. < GetaGcs 3)50 — 20 -= d*0 ccm. Ged dOS ccm..
Gasvolumen d7>7 ccm hei 20.2) T und 7f5 mm JJst. lted. dl.7!) ccm

Xaob Absorption mit >0"» K HO.
Gasvolumen dd.i- ccm hei 20.2 T und 717) min Hst Ited. 21)111 cem.

Nach Absni ption mit 27>" 0 Hvrngallol.
Gasvolumen 27.2 ccm hei 1HS5W T und 717) mm list, Ited. = 17,2d ccm

gefunden 2,00 ccm --.ti.ld'%. Im ganzen 18,SS cem.
W.Oefuniien 2.)is rein -- 17.2d " ..

O-Verbrauch d.7)7° Im ganzen 11.01 ccm o\

Ans diesen Oasanaiysen ersieht man also, dal» bei ganz
gleichen \Vrsuehsbedingimgeii von dem wasserloslichen Oxv-
dationsenzvm fir sieb allein in der Menge von 20 enn — 0. \\\ n
| rookénsubslanz wahrend H Tagen kein Sauerstoff verbraucht
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wurde, aber dennoch 3H2<>/0 und im ganzen 11,38 ccm Kohlen-
saure entwickelt wurden. 20 ccm (=0,114 g TrockensubstanzK
des in Neutralsalzen 16slichen Enzyms verbrauchten 3.3° o, im
ganzen 10,33 ccm Sauerstofi* und entwickelten 5,07 %0 oder im
ganzen 17,74 ccm Kohlensdure. 20 ccm (— 0,02tiS g Trocken-
substanz) des in Wasser und Alkohol I6slichen Enzyms ver-
brauchten 1.31 «io oder im ganzen 4,1 ccm Sauerstoff und
bildeten 4,02«;« oder im ganzen 12,58 ccm Kohlensaure.

Viel bedeutender war der Sauerstoffverbrauch und die
Kohlensdurebildung in den 3 Versuchen mit Beimengung von
1,ti g (»lukose zu den Enzymen, und zwar wurde 1. von dem
wasserléslichen Enzym <0< = 20,07 ccm Sauerstoff mehr
verbraucht und 3,32V0 — 0,76 ccm CO., mehr entwickelt:
2. von dem in Neutralsalzen l6slichen Enzym i,ti4°/o — 10.57 ccm
Sauerstoff mehr verbraucht und 0.70% — 0,3 ccm Kohlenséure
mehr entwickelt, und 3. von dem in Wasser und Alkohol 16s-
lichen Enzym 2,2t>\'c — (>.01 ccm Sauerstoff mehr verbraucht
und 2.11 °b ti,3 ccm Kohlensdure* mehr gebildet.

Sehjiehlich wurde mit dein in Neutralsalzen 16slichen
Enzym noch ein Versuch angestellt, in welchem die (iasanalysen
nacheinander wiederholt wurden. und zwar die erste mit dem
Enzym allein, die zweite 24 Stunden, die dritte 4N Stunden
und die vierte 3 Tage nach Zuckerzusatz ausgefihrt wurden;
Der vorher sterilisierte Apparat, welcher zum Versuche benutzt
wurde, stand wéahrend der ganzen Dauer des Versuches im
Thermostaten.

; Nr. |

(tasanalyse von 75 ccm in Neutralsalzen 16slichen
Enzyms nach 3tagigem Verbleihen im Thermostaten.
Die Fullung des Apparates fand bei 2H' T und 70S min Hst. statt.
Inhalt des Apparates  3(K) — 7a — 285 ccm. Red. = 252. :
Gasvolumen 10.4 ccm bei 20,7« T und 758 nun Hst. Hed. : 17.55 ccm.

Nach Absorption mit 50° 0 KOH,
Gasvolumen 183 ccm bei 20° T und 753 mm Hst. Red. _ 10.51 ccm.
Nach Absorption mit 25 Pyrogallol.
Gasvolumen 15.0 ccm bei 20.5° T und 752 mm Hst. Red. = 13,47 ccm.
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GO., gefunden 1.01 mu , oder im ganzen 14.111) ccm.
O gefunden H.04 eem 17.H« ,,.
O-\erbraucli — 3.u' . oder im ganzen 8.12 ecm.

' Nr. 2

Oiisanalvse 21 Stundet} nach Zusalz von HOccm 4° oiger
Znokorlosniig zu dom Kozym.

lidmit des Gefabes = HOO - ,70 -L HO) 250 rem. Ked. —227,15 ecm.

(tasvolumen S7.2 eem hei 10.2' T und 757 mm Hst. lied. — 70,75 ecm.

Nach Absorption mit B, KIK).
(tasvulumen 82.1 com hei 10.5« T und 758 mm Hst. Ked. -= 75.01 rem.

Nach Ahsnr.ption mil 25»;0 1*vrogallol.
(iasvolumen (18.0 <t tll bei 10.8« T und 700 nun Hst. Hed. (12.2H ccm.

COjj gefunden 1./1 ccm - n.04% oder im ganzen - 13,48 ecm.
O gefunden 12.78 ¢ccm **? 10.02%,

(>Verbrauch 4.78°,5 oder im ganzen 10,85 ecm.
\r. h
(lasauaiyso 4« Stunden nach Zusatz von HO ccm
Zuckciltusunjjf.
(iasvolumen 11.2 ccm bei 10.3' T und 755 nun Hst. Hed. = 12,0H Ccm.

Nach Absorption mit 0" » Kilo.
(iasvolumen 13.3.ecin I« i 10.4° T und 758 mm Hst. Hed. 12.14 ccm.

v . Nitch Absorption mil 25%, I’vrogallol.
(iasvidumen 11.2 cem bei 1*.70 T mid 75s ,im Hst. Hed, 10.2 cem.

G0?2 gefunden 0.70 ecm = (»1”". od<-r im ganzen 13,84 eem.
O gefunden 1.0-4 eem = 15.0%.
0-Yerbmuch 5.84 7 oder im ganzen 13.174 eem.

' " Nr. !
(*«(Sanal\'sc 0 |am» nach Ztiokerzusnlz zu dem Knzym.
(lasvolumen 10.3rem bei 105 T und 710 mm IM. |*.(|]. J* 0.20 ccm.

Nach Ahsorplion mil 50-. KIIO.
(iasvolumen 0.0 cem bei ts.se T und 740 min IM. Hed. 8.15 <cm.
Nach A hsorpi inn toil 25" | Pvrngn llol.
(iasvolumen 7.7 ccm bei 10.»* T und 710 mm IM. Med. % (i.05cem

Hh gefunden 1.14 eem * 11.2° . oder im ganzen 20.9 cem.
*1 gefunden 1.2 ecm =) 12.0p'
»A erbrauel 70% od-»r im ganzen 21.15 eem.

Hf>IM g ylrs Z -itst lirift f. j.lic-I".1 Cleini<l  \X.\I\. 1)
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Aus den eben angefuhrten Analysen geht hervor, da von
70 ccm 0.128 g Trockensubstanz) des in Neutralsalzen [0s-
lichen Oxydationseuzyms irn Laufe von 3 Tagen hei Brut-,
tempcratur 3.6",0 — 8,12 cem Sauerstoff verbraucht und o™V
— 15.30 ccm Kohlensaure gebildet werde». 2k und 58 Stunde»
nach Zuekerzusalz wurde! d(» Kohlensauregohalt unveramlert
gehn»den, wahrend der SauerslolTverbraueh nach 21 Stunden
1,28" 0 — 2.73 eem und nach 58 Stunden 2,'V5°/0 ~ 5 ccm
betrug. Nach 0 Tagen wurden 0 oder im ganzen 15,0t een)
Kohlensaure mehr gebildet und 5% iVo — 13,0 ccm Sauerstoll*
mehr verbraucht. Wie bekannt, wird d«‘* Traubenzucker nach
den friheren Fiilcrsuchmigcn von M. Nencki und N. Sieberl]]
in neutraler Boakliou nicht zersetzt und infolge dessen absorbiert
er weder Sauerstoll noch bildet sieh Kohlensdure. Aul3erdem
stelllen wir noeli folgende zwei !1'arallelversuehe an.
2c (-ein einer 1,03" »igen TraubenzuckeHdsung, welche
millels FehUngseher Lésung genau bestimmt worden war,
wurden einerseits mit 10 ccm des unveranderten wasserlos-
lichen ().\ydaliolisenzyms, andererseits mit 10 <cm des nam-
lichen, aber auf 100" erwarmten Oxydationsenzyms V(Tsetzt
und unter aseptischen Kautelen in den auf 37,7“ temperierten
Brutschrank gesteht. Nach Verlauf von | Stunde wurden beiden
Lésungen Proben entnommen und titrimetriseh auf ihren Zucker-
gehalt untersucht. A
In dem ersten Versuelie.mil ungekochtem Knzym waren
im Laufe einer Stunde von 0,320 g Traubenzucker 0,21 Hi g
05" n zersetz! worden. Im zweiten Versuche waren 0,0881 ¢
27" 0 zersetzt Worden. Hieraus ersieht man, dal durch Kr—
warmen aui 100" die Fahigkeit, Zucker zu oxydieren, bei dem
wasserldslichen Oxydatiousenzym etwa auf ! a vermindert, je-
doch nicht volikommen verfieli.tet wird, da in dem Versuch
mit aufgekoehlem Knzym immer noch Va des vorhandenen
Zuckers zersetzt werde. Fm zu ermitteln., worauf die Zucker-
zersetzung in diesem Falle beruht, stellten wir in verschiedenen
Lichtungen weitere Versuche an: die in dieser Beziehung cif
laugten llesulialo sollen liat listens milgeteilt werden.

t doinn;i] r. |n;ikl. Cliciihe. IM. g». S. S.
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NmHi den [it*<)hiicliun*<»n von .Marli» Il ahna besitzt
der Sait aus dem Kollo*» von Arum maeulalum ein stark
glykolytisches. sowie invertierendes Vermogen, welches mit
der Gegenwart der Oxydasen in Zusammenhang gcsteHl wird.

Dali Traubenzucker im Blute rasch zersetzt wird, ist
hingst bekannt. Diese Beobachtung ruhrt noch von'(".laude-
Bernard-| her. Sit' wurde am-li von LepiiuvM bestatigt.
Noch friher hatte Scheremet jewski‘i gefunden, dal in
zuckerhaltigem Blute der SauerstolV im Laufe von .V » Stunden
um iL2.V\'o abnimmt, wahrend der Kohlensauregchalt in dem-
selben Zeitraume um ‘5,70 - ziinimmt. Nach Kraus/') erfolgt
die Glykolyse im Blute unter Abspaltung von Kohlenséaure in-
folge fermentativer I'msetzung. Bdolimanur, und seine Schiler,
namentlich Spitzer,7) haben nachgewiesen, dal) nicht allein
das Hint, sondern auch wasserige Auszige samtlicher Organe*
iImstande sind, durch Oxydation Zucker zu zerstoren. BOti-
inaun und Spitzer &auBern, daB sie nicht wissen,- welche
Zellbc.-landteilc hierbei als Sauer.-iolierrcger wirken, sic zweifeln
jedoch nicht, «lall hierbei Oxydntionsfermente milwirken.

Nach Spitzer ist die Glykolyse nicht von einem im
Serum enthaltenen Ferment, noch vom Hamoglobin, sowie
dessen Zersetzungsprodukten,, ebensowenig von uns bekannten
EiweilRkorperii des Blutplasmas abhangig. «Die giyknlylisohe
Wirkung des Blutes ist-.eine jermentative. Sit* i-l moglich
hoi (ler Anwesenheit von atmosphéarischem rcsp.dn Oxyhamo-
globin -vorhandenem SauerstolV. Die glykolytisehe Substanz ist
mittels Alkohol fallbar. Das glykolytisehe Prinzip wurde in
samtlichen Organen und Zellen uachgewiesen. Nach .Spitzer

*| BeriVIlib* (I. deulseb. rlicm. firsidlsch. S.
i Vorlesungen Uber Diabetes. 1S7S.
domptes rendus. 1SiU)—1

\> Berichte der kuiiigl, sichx. (iesetlsehalt d. Wissonsch: ml/ui.j
vorn 12. XII. ISUH.

V . Zeilsebr. f. klin. Med.. IM. 21. 1SII2.

rti d.entialblaU fur die medizinischen Wissenschaften. Inl»*. Xe
S. .stn. '

r- Berliner klin. Woebensebr. iHilt. >. jj.fn.
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ist <li<' Fahigkeit. Traubenzueker zu zersetzen. von dein Proto-
plasma abhangig.

Aus diesen Angaben geht hervor, dal», wie die Reob-
jiclitungen und Untersuchungen anderer Autoren beweisen,
der Zucker aus dem IMute infolge eines Oxydationsprozesses
verschwindet. Die friiheren Reobachtungen und Ansichten haben,
wie man sieht, durch die vorliegende Untersuchung’eine neue
Bestatigung gefunden. Durch diese Untersuchungen ist es uns

gelungen nachzuweisen, dall die aus dem Ulutplusmaiihriu«
welches, wie bekannt, imstande ist. Fermente mechanisch

einzuschlielBen oder zu fixieren, dargestellten dr<ii oxedierenden
Knzyme auf die untersuchten Monosaccharide eine oxydierende
Wirkung austben. (deiche Wirkung auf Zuckerstolle besitzt
auch das in Xeitlralsalzen l6sliche Oxydationsenzym aus, nor-
maler Kalbs- und Hundemilz, die sogenannte (ilobulinoxydase
von Almloiis et Diarués.

Aus den noch nicht ganz abgeschlossenen Untersuchungen,
welche demnéachst mitgeteilt werden sollen, geht aul3erdem
hervor, dall auch Di- und Dotysaceharide ebenfalls durch
die genannten drei.mmKnzyme angegrilVen werden.

Auf Hohrzucker wirken die U Knzyme weniger energisch
und nicht in gleichem Male einf 'Von 'den » Knzymen war
das in Alkohol und Wasser losliche, welches nur in (jegenwart
von Hydroperoxyd oxydierend wirkt, ilas erste, welches aut
Rohrzucker eine invertierende Wirkung zeigte. Versuche, in
denen lu g Rohrzucker in 20 ccm Wasser geldst, mit je "0 ccm
von je lem der ;i Oxydationsenzyme; Vermischt und dann zur
Kontrolle auf Reduktion mittels Trommerseher Drohe geprift
wurden, ergaben samtlich ein negatives Resultat. Nach 2 istiin-
digem Stehen im Thermostaten wurde in ilen aus dem (rcmisch
entnommenen Droben. welches aus dem in Alkohol und Wasser
|6slichen  Kuzyiii liergestellt war. mit der Tromm ersehen
Drohe Reduktion des Kupferoxyds beobachtet. In den anderen
Versuchen mit den 2 Knzymen konnte erst nach Verlauf von
einigen Tagen in den entnommenen Drohen Reduktion des Kupfers
konstatiert werden.

Hier sei nur eine Tabelle angefihrt, aus welcher zu
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erselien ist, dal i>ei Einwirkung der Enzyme auf Rohrzucker

sich ebenfalls Kohlenséure entwickelt, welche durch Wfigiitig
bestimmt wurde.

liestinimuhi; der Kohlensaure, welche bei Kinwirk un*j
des oxydierenden Enzyms auf Rohrzucker entwickelt
wurde.

(iewichtszunahine der 06l)0w KI10 cuthallenden Apparate.

\Vasst' lielies Kn/aim

50ccinr In« Uotir/.uck. tu Xcuhalsal/.cn Ms- In Alkolml mul Wasser

—b In ccm Wasser liebes Kiizvm I'i.slirlifs Kii/aiu
Nach 7 Tquen Nach 7 lauen Nach 7 Tauen
0.0ins |r 0.108r» U 0.0:177 u
Nach "0 Tauen Nach HO Tau»*n Nach HO Tauen
0.0*02 u 0.2711 u V 170 u
volumetrisch volumetrisch volumetrisch
1H.H2 ccm 1H7.HTl ccm 80.1* ccm

Aus dieser Tabelle ersieht man, (lak in dem Versuche
mit dem in Neutralsalzen l6slichen Enzym am meisten K»»hlen-
saure, namlich 0,2/41 t — IR7,B38 ccm austeschieden wurde;
im Versuche mit dem in -Wasser und Alkohol l6slichen Enzvm
wurden 0.1.To t — 80,15 ccm austeschieden; am gerilltsten
war die Kohlensaureaussehoidunt in dem Versuch mit dem

wasserloslichen Enzym, némlich 0.0S52 g — 1R.:i2 cem. Nach
Verlauf von 7 Taten enthommene Proben ertaben in den

Versuchen mil dem in Xentralsalzen, sowie mit dem 0o W asser

und Alkohol I16slichen Enzym Reduktion von Kupferoxyd in
alkoholischer, sowie in essigsaurer Losunt (d. h. mit dein
Barloodsehen Reagens). In dem Versin', he mit -dem .wasser-
I6slichen Enzym liel .jedoch nur die Tronimersehe Probe
positiv aus. wahrend die Rarfoedseho ein negatives Resultat
ergab, was auf Abwesenheit der lilukose hindeutet. Dieser
Behind wurde auch durch das Verhalten zu dein Phenylhydrazin
bestalitt.

In dem Versuch mit «lein in Xentralsalzen 16slichen Oxy-
datiotisenzym und Rohrzucker wurde mittels cssitsaiiren
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ITcnylhydrazins ein Osazou erhalten, welches don fin* Glukose
chaiakfcnstischcn  Schmelzpunkt, nadmlich zwischen *205 und

'd"f Dbcsat». lias in déni Versuclie mit dem in Wasser
und Alkohol l6slichen Knzym und I'mhrzuckcr erhaltene Osazon
zeigte; einen Schmelzpunkt zwischen 1dO und ttIR’U. In dem
Versuche mit dem wasserloslichen Knzym konnte kein Osazon
daréeslelif werden. W m sterl, hat bekanntlich gefunden,
daR durch VVassmrstolT'iiperowd der Hnhrzueker zun&chst in-
veij jert«laiin wie Traubenzucker unter 00- lint Wickelung
oxydiert wird.

Gegen Polysaccharide, speziell gegen.Starke, erwies sich
das wasserlosliche oxydierende Knzym am wirksamsten. Durch
weitere Kntcrsuehungen soll fest«esteilt werden, oh allen Oxv-
dalittnsenzymen die Fahigkeit. Kohlehydrate. speziell d eZncker-
mten. zu zersetzen, zukomint, oder oh es solche gibt. die
diese Fahigkeit nicht besitzen. Hier sei nebenbei bemerkt, dald
der waésserige Fleischaiiszug glykolyfisehes Vermdgen besitzt,
Z. I». 2p cein des FLeisehauszuges mit 10 ccni Wasser, in
welchem n,6,s'1 o./aieker gelost waren, versetzt, haben bei
Hrutlempcratur im Kaufe von drei Stunden 0.2M2 g
Traubenzucker bei Kuttzutrilf ohne Gaseiitwickelimg zersetzt.

Um diese Krscheiminien klarzustellen, haben wir auch die
Oxydationsenzyme pflanzlicherHerstammung in gleicher lUchtung
untersucht und gefunden. date nicht allein aus dem Tierkorper
stammende Oxydationsen/yme die Zersetzung der Kohlehydrate
resp. des Zuckers zu bewirken imstande sind, sondern die
gleiche Wirkung kommt auch den pflanzlichen Oxydations-
enzymen zu. Z. Il. wir haben beobachtet dall wésserige
Auszlige verschiedener Pflanzen resp. filze imstande sind,
ebenfalls sehr energisch den Traubenzucker im Kaufe von
wenigen Stunden zu zersetzen. Hierlber sollen genaue Zahlen-
angaheii in einer demné&chst erscheinenden IPublikation init-
gelciil werden.

Wir haben Grund, anzunehmen, daf es verschiedene Oxy-
dalionseiizyme gibt, und dal» sie auRRerdem, was ihre Wirkung

Zrntrall.l. t. I'tiNol¢uix'. S, A 7—Ith.



Kinwirkunu der Owdationsenzvme au! Kohlehydrate. 511

anbetrifft, verschiedenartige sind. Aufllerdem haben wir gesellen,
und auch andere Autoren bestétigen dieses, dal) nAmlich nicht jedes
oxydierende Knzym imstande ist. alle leicht oxydablen K&rper zu
.oxydieren. Im Gegenteil scheinen diese» Knzvme (»ine elektive
Wirkung zu besitzen : sie oxydieren nur gewisseKorper. wahrend
sie 'dagegen andere, verhaltnismaRig leicht oxydable Koérper ent-
weder gar nicht nngreifen.dder in ganz anderer, fir sie spezifischer
Art und Weise verdndern rosp. verbrennen. Wir haben z. B. ge-
funden, dal} die B Oxydatiouscnzymc. welche, wie wir sahen,
mit Leichtigkeit die Monosaccharide angreifen und zersetzen,
nicht imstande sind, so leicht oxydable»'Substanzen, wie die
Salicyl-, llcnz- und Formaldehyde zu den entsprechenden
Sauren, der Salicyl.-, Benzoe- und Ameisensdure, zu oxydieren;
sondern nach einem ganz anderen Modus und viel tiefgreifender
auf sie einwirken, namlich sic m Farbstoffe umwandeln. Wir
wollen in einer néchsten Vertffentlichung'Tiber diese Fnter-
suehungen berielilen.

Schon dieses Faktum allein gentigt, um uns zu dem
Schlisse zu berechtigen, dal es vcr.*chiedcneOxydatiousfermente
geben muB: denn wir wissen, dal verschiedene Organ- und
Gcwehsausziige (Jacoby, Salkowskii, dank der/Anwesenheit
eines Oxydationsenzyms, imstande sind,den Salicylaldehyd zu
Salicylsaure zu oxydieren. Vorlaufig kann nicht behauptet
werden, dal} die Oxydationsfermente keine tielgreifende Wirkung
ausiuben: es ist. moglich, dal3 di<* einen von ihnen eine weniger
energische, die anderen aber eine tiefergreifende Wirkung aus-

Dim h die hochst interessanten rntersiicliungen von .lutins
Stoklasa und F. Gzernyl), welche in «fiesem Jahre veroffent-
licht Worden sind, haben wir crlahren, dal es nicht nur in
den pflanzlichen, sondern auch in den ji(»risclien Zellen F.nzyme
gibt, welclu» «li(* Glukose auadrol>ioliscli durch alkoholische
Gérung zeisidzen. Den erwdahnten Autoren ist (*s gelungen,
aus..verschiedenen Dllaiizenleilen und tierischen Organen, wie
Herz. Nieren, Lunge usw. (eine besonders energische alkoholische

B Her. d <. Hn-m. 0t*> IM /M. S. (>22.
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(irung riclvii Lunten- und Keherextrakle hervori, ein Enzym
na«-h Art »ler Hefezymase darzuslellen und mittels Alkoholatber
zu isolieren. Jn i.*oliei lein Zustande behalten jedoch die Enzyme
ihre gaiung>erregcnde Krall nicht lange beii nach 0 Tagen
ist sie bereits herabgesetzt und nach 7 Tagen ganz ver-
schwunden. Weitere rntersuohungen, sowohl in dieser Dichtung
»ils auch in betrcll der Oxyclatiousfermente od(T -Enzyme Werden
unser(' Anschauungen erweitern und uns dartber aufklaren,
unter welchen Bedingungen die einen und die anderen Enzyme
in Tatigkeit treten.

..jedenfalls ist der Nachweis, dal oxydierende Enzyme an
der Zersetzung der Kohlehydrate resp. des Zuckers teilnehmen
kimnen. in biologische!* Hinsicht ohne Zweilei von Bedeutung.
Da wir nun wissen, dafl die Oxydalionsenzvme die Fahigkeit
besitzen, die Spannkraft, welche dein Ticrkurper fur Warme-
erzeugung und Arbeitsleistung noétig ist, in lebendige Kraft

umzusetzen, mussen wir diesen Enzymen mehr Bedeutung ein-
raumen, als wir das bis dahin getan haben. Die weite Ver-

breitung der oxydierenden Enzyme in der Pflanzen- und Tier-
welt. sowie andererseits die ihnen zukommende schitzende
nsp. entgiftende Wirkung auf toxine gibt uns einen weiteren
Beweis daflr, dall sie in der Natur eine ganz und gar nicht
untergeordnete Bolle zu spielen bestimmt sind.



