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Neuere Untersuchungen iiber die biologische Oxydation®*).

Von HEINrRiIcE WIELAND, Miinchen.
(Eingeg. 10. Juni 1931.)

Man hat versucht, den Vorgang des vitalen Ver-
brennungsprozesses auf ein einziges Schema zu bringen,
auf das einer katalytischen Oxydation, die sich an einer
durch ein Schwermetall (Eisen oder Kupfer) aktiv ge-
wordenen Oberfliche abspielt. In den letzten Jahren
glaubt man diesen universellen Katalysator im sogenann-
ten ,, Atmungsferment® angetroffen zu haben, das seinem
chemischen Wesen nach dem Hémin nahestehen soll (War-
burg). Wenn man sich die bereits von Liebig getiuBlerte
Annahme, das Eisen als solches wirke als Beschleuniger
der vitalen Oxydation, zu eigen machen will, so versteht
man schwer, warum der durch das Metall aktiv ge-
wordene Sauerstoff nicht wahllos jede organische Sub-
stanz oxydiert, die sich ihm in der Zelle darbietet. Man
versteht z. B. nicht, warum Ameisensidure und Oxalsiure
im Organismus so schwer oxydiert werden, wihrend
allen Erfahrungen nach der Abbau der Essigsédure und
der hoheren Fettsduren glatt und leicht vor sich geht.

Uberall wo im Stoftwechsel grofie Molekeln in
irgendeiner Weise chemisch zerkleinert werden, ge-
schieht dies unter der Mithilfe von Enzymen, und zwar
zeigt sich auch hier eine in bestimmter Richtung ein-
gestellte Wirkungsweise. Es ist nicht etwa ein einziges
Fermentsystem, dem der iiberragende Vorgang der bio-
logischen Hydrolyse obliegt, sondern jede Art von Sub-
strat, Kohlehydrate, Proteine, Fette, wird von ihrem
ganz spezifischen Ferment gespalten. Ja, die aus-
wihlende Wirkung, die von der Natur des Substrats ge-
fordert wird, geht noch viel weiter. Chemisch einander
so nahestehenden Stoffen wie den Biosen (Saccharose,
Maltose, Lactose) sind jeweils eigene Fermente untertan.
Damit soll nur ein Beispiel fiir die Vielfiltigkeit der
Enzymwirkung gegeben sein.

Wenn schon eine so einfache chemische Reaktion,
wie die Offnung von Ather-, Ester- oder Amidbindungen
unter Eintritt von Wasser die Beteiligung mehrerer
Helfer verlangt, wird der ungleich kompliziertere Pro-
zel der oxydativen Zerstérung organischer Molekeln
wohl kaum mit einem einzigen Katalysator auskommen.
Dieser Gedanke dringt sich wenigstens auf, wenn man
den ungemein feinen Reaktionsmechanismus beriick-
sichtigt, der die chemische Verédnderung in der lebenden
Substanz reguliert.

Die Fermentsysteme, die der hydrolytischen Spal-
tung der Nahrungsstoffe dienstbar sind, finden sich in
kolloider Losung, sei es im Zellsaft, sei es in der Sekre-
tion bestimmter Organe, vor. Sie lassen sich meist ohne
Schwierigkeit vom lebenden Organismus abtrennen, und
es gelingt leicht, auf kiirzere oder lidngere Zeit hinaus
die katalytische Leistung aufrechtzuerhalten, die ihnen
im Lebensprozefl als Aufgabe gestellt ist. Ja, man hat
Methoden, zu grofler Vollkommenheit von Will-
stdtter und seiner Schule ausgebaut, die es erlauben,
das Enzymmaterial von unwirksamen Begleitstoffen zu
befreien und so seine Wirksamkeit auf das Vielfache von
dem seines urspriinglichen vitalen Zustands zu konzen-
trieren.

Auch trifft man nicht auf grundsatzliche Unter-
schiede des Enzymcharakters, wenn man die gewaltige
Stufenfolge der Lebewesen von der einzelnen Pilzzelle
bis zum Menschen hinansteigt. Der Rohrzucker wird
vom Invertin der Hefe in der gleichen Weise gespalten

*) II. Pedler Lecture, gehalten am 6. Mirz 1931 vor der
Chemical Society in London.

wie vom Ferment der Bauchspeicheldriise, und die aus
diesem Organ sezernierte Amylase verzuckert die Stiarke
nicht anders als die Amylase des Malzes. Auch der
hydrolytische Abbau der Fette und der Eiweilkdrper
weist in der gesamten Lebewelt keine erheblichen Un-
terschiede auf. Es ist besonders bemerkenswert, daf die
neueste Forschung auf dem Gebiet der Proteasen in der
Hefe fast alle Enzymsysteme angetroffen hat, die auch in
den Organen des S#ugetiers erzeugt werden.

Im Gegensatz zu diesen der Untersuchung giinstigen
Verhiltnissen ist die Lostrennung des biologischen Oxy-
dationssystems von der lebenden Substanz eine Aufgabe,
deren Losung bisher nur in besonderen Fillen gegliickt
ist. Die vitale Oxydation ist in ihren wichtigsten Reak-
tionen an das Leben gebunden. Mit dem Tod geht der
spontane Verfall der enzymatischen Funktion Hand in
Hand. Wir besitzen noch kein Mittel, um ein der Zelle
vertrautes Substrat mit dem toten Material bis zum Ende
abzubauen, so wie es im LebensprozefS geschieht. Der
Bestand der enzymatischen Wirksamkeit scheint hier,
wenigstens soweit wir den Gesamtkomplex der Atmung
ins Auge fassen, an das regulierende Prinzip gebunden
zu sein, mit dem wir aus Mangel an genauerer Kenntnis
den Begriff des Lebens umschreiben.

So bietet der Hauptakt der vitalen Oxydation am
hoher differenzierten Organismus der Forschung bisher
nicht iiberwundene Schwierigkeiten dar. Gliicklicher-
weise jedoch zeigt dieser enzymatische ProzeB, anders als
wie dies fiir die hydrolysierenden Enzyme gilt, eine Ver-
einfachung des chemischen Bildes und eine geringere
Labilitit des Fermentsystems, wenn man vom Warm-
bliiter zu den einzelligen Mikroorganismen zuriickgeht.
Man kann ja deutlich erkennen, wie die Fihigkeit der
lebenden Substanz, die energieliefernden Prozesse aus-
zugestalten, mit der phylogenetischen Entwicklung sich
steigert. Auf der niedersten Stufe steht wohl das Leben
ohne Sauerstoff, das seinen Energiebedarf aus hydro-
lytischen und auch aus wasserstoffverschiebenden Pro-
zessen deckt. Es sind die Vorginge, die man zweck-
méBig unter dem Begriff der Girung zusammenfafit.
Der groBiere Energiebedarf der morphologisch und phy-
siologisch fortgeschrittenen Arten fithrt — diese Vor-
stellung ist wohl erlaubt — den atmosphérischen Sauer-
stoff in den Stoffwechsel der lebenden Substanz ein.

Betrachtet man das Gebiet der biologischen Oxy-
dationsvorgiinge vom Standpunkt der Hypothese, da8} sich
ihre Natur mit aufsteigender phylogenetischer Ordnung
der Organismen verfeinert und kompliziert, se weist die
Taktik der Forschung auf aerobische Pilze als erste An-
griffspunkte hin. Hier bietet die enzymatische Autoxy-
dation von Alkoholen und Aldehyden zur S#ure in der
Zelle der Essigsdurebakterien ein geradezu ideales,
nicht zu f{ibertreffendes Untersuchungsobjekt. Unter
Bedingungen, die leicht herzustellen sind, wird der
reagierende Sauerstoff ausschliefilich zur Erhéhung der
Oxydationsstufe des Substrats und schliefllich zur Saue-
rung verwendet. Dieser elementare biologische Oxy-
dationsprozef 143t sich mit voller analytischer Schérfe in
allen Einzelheiten verfolgen.

" Schon an diesem einfachsten Beispiel enzymatischer
Oxydation kann man experimentell zeigen, daf3 die Lehre
von der Aktivierung des molekularen Sauerstoffs den
Vorgang nicht hinreichend erkliren kann. Eine andere
Betrachtungsweise, die in erster Linie das Substrat
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der Oxydation mit dem Enzym in Beziehung bringt,
scheint hier weiter zu fiihren. Nimmt man an, daf§ nicht
die Wirkungsstirke des Oxydationsmittels, sondern viel-
mehr die Aktivitit des vom Proze8 betroffenen Wasser-
stoffs gesteigert wird, so erscheint die Sauerstoffmolekel
als die Komponente, die den aktivierten Wasserstoff iiber
die Stufe des Hydroperoxyds zu Wasser bindet, z. B.:

H
cmc{;g + 0=0 -» CH,-CHO + HO—OH

H
cnﬁ.c\{o H + HO—OH -» CH,CHO + 28,0

2CH,CH,OH + 0, -» 2 CH,-CHO + 2H,0

Da nach dieser Vorstellung die enzymatische Wir-
kung nicht am Sauerstoff, sondern am Wasserstoff an-
greift, bezeichnet man die Umsetzung zweckméaflig als
Dehydrierung. Sie fithrt von der Stufe des Al-
dehyds aus iiber dessen Hydrat in der oben formulierten
Weise weiter zur Sdure.

Der Kernpunkt des Beweises fiir diese Auffassung
liegt in der Tatsache, daB die Essigsduregirung des
Sauerstoffs entbehren kann. Bei gleicher Konzentration
vermogen die Bakterien unter Ersatz des Sauerstoffs
durch Chinon, und zwar mit noch groerer Geschwindig-
keit als mit diesem, Alkohol und Aldehyd in Essigsiure
iiberzufithren. Die Kinetik der beiden Vorgénge stimmt
fast haarscharf iiberein. In gleicher Weise, wenn auch
mit geringerer Geschwindigkeit, vermag Methylenblau
den Sauerstoff bei der biologischen Sduerung des Alko-
hols zu vertreten,

Es gibt eine grofilere Anzahl von Substanzen, die auf
biologische Oxydationsvorginge hemmend wirken. Unter
ihnen ist am ausfithrlichsten untersucht die Wirkung der
Blausiure. Es ist nun sehr auffallend, dafl die Reaktion
bei Gegenwart von Chinon oder Methylenblau durch
nicht zu hohe Konzentration an Blausiure keine Storung
erfihrt, und man hat daraus den Schlufl gezogen, dafl
der Sauerstoff einer Anregung, und zwar von metall-
katalytischer Seite bediirfe, deren er unter dem Ein-
fluf der Blausiure auf das Ferment verlustig gehe.
Folgender Versuch 143t eine einfachere Erklirung zu und
macht die Annahme der Sauerstoffaktivierung entbehr-
lich: Wenn man die Dehydrierung des Alkohols durch
Essigsiurebakterien bei gleichzeitiger Gegenwart von
Sauerstoff und Chinon priift, so findet man, daf der
aerobe ProzeB durch ungefihr gleiche Konzentration
von Chinon in ungefihr gleichem Grad gehemmt wird
wie durch Blausiure. In dem Mafle, in dem Chinon zu
Hydrochinon hydriert wird, kommt der Sauerstoff wieder
zum Zuge. Der Unterschied in der Hemmung der
aeroben Reaktion durch Chinon und Blausiure besteht
offensichtlich nur darin, daf das Chinon an der enzy-
matischen Reaktion teilnimmt, die Blausiure aber nicht.
Beiden ist die grofie Affinitiit zur wirksamen Oberfléiche
gemeinsam, die fiir den konkurrierenden Sauerstoff
Reaktionshemmung bedeutet.

Wenn man die Funktion der celluaren Oxydations-
katalysatoren darin sieht, dafl sie den Wasserstoff der
Substanzen, die oxydiert werden, reaktionsfihig machen,
so mufl dieser Wasserstoff in der ersten Stufe der Reak-
tion mit dem molekularen Sauerstoff zu Hydroperoxyd
zusammentreten. Der Nachweis der Bildung dieses pri-
miren Produktes bei biologischen Oxydationen ist daher
von grofter Bedeutung. Aber er ist nicht leicht zu er-
bringen, denn iiberall, wo eine Zelle in ihrem Stoff-
wechsel Sauerstoff verbraucht, finden wir sie ausgestattet
mit den Fermenten, deren Funktion die Zersetzung des

Hydroperoxyds in Sauerstoff und Wasser bildet, mit den
Katalasen. Die Katalasen, die sich vom System der
Dehydrasen in der Regel nicht abtrennen lassen, sind
auch blausiureempfindlich wie diese, und die Methodik
des Hydroperoxydnachweises kann sich auf die Uber-
legung griinden, die Katalasewirkung durch dosierte
Hemmung auszuschalten, ohne die Titigkeit der De-
hydrase vbllig stillzulegen. Im Falle der Essigsiure-
bakterien ist das Verhiltnis der beiden Enzymsysteme,
gemessen an der Empfindlichkeit gegeniiber Blausiure,
so ungiinstig, dafl es bisher nicht gelungen ist, Hydro -
peroxyd als Zwischenprodukt der Alkoholsiuerung
aufzufinden.

Es ist vielleicht nicht wunniitz, die Moglichkeit
einer noch weiter gehenden Zerlegung des Reaktions-
verlaufes, fiir die einige Unterlagen vorhanden sind, in
wenigen Worten zu diskutieren. Die Auflockerung des
Wasserstoffs, die sich nach unserer Meinung an der
Enzymoberfliche vollzieht, braucht nicht mit seinem so-
fortigen paarweisen Ubergang an die Sauerstoffmolekel
verbunden zu sein. Das Auftreten eines priméren Addi-
tionsproduktes, im Falle des Alkohols gemifl der Glei-
chung

H on

|
CH3-C£H + 0=0 -» CHy-C

Lon

\O—OH
entstanden, liegt durchaus im Rahmen der Theorie. Sein
Zerfall konnte nach zwei Richtungen gehen, nimlich ein-
mal zur Bildung von Aldehyd und Hydroperoxyd, dann

aber auch zu Essigstiure und Wasser fiihren.

H 1. . 204

HC.0 % CH,-CHO + H.0,

NO—OH™ 2. CH;-CO,H -- H,0

Da in jiingster Zeit Rieche in Erlangen Verbin-
dungen von der Art solcher hypothetischer Zwischen-
produkte dargestellt hat, wird man in der Lage sein, dig
hier diskutierte Frage experimentell zu priifen. —

Bereits vor mehreren Jahren hatte der englische
Forscher McLeod in Leeds die wichtige Entdeckung
gemacht, dafl anaerobe Bakterien, denen die Katalase
fehlt, im aeroben Stoffwechsel Hydroperoxyd bilden. Die
Milchsfiurebakterien fiihren sogar unter diesen Bedin-
gungen den aufgenommenen Sauerstoff vollstindig in
Hydroperoxyd iiber (Bertho).

Man hat, bevor die hier vertretene Auffassung vom
Wesen der biologischen Oxydationsvorginge formuliert
war, den oxydierenden Fermenten die reduzierenden
gegeniibergestellt, nachdem vielfach in der Zelle Reduk-
tionswirkungen beobachtet worden waren. Die Reduk-
tion ist aber nur der korrelative Anteil der Dehydrie-
rung. Wird z. B. Chinon als Wasserstoffakzeptor ein-
gesetzt, so erscheint das entstehende Hydrochinon als
Produkt eines Reduktionsprozesses. Hier hebt sich eben
die Hydrierung des Wasserstoffakzeptors eindrucksvoller
hervor als bei der grundsitzlich ganz gleichartigen Re-
aktion des Ubergangs von molekularem Sauerstoff in
Wasser. Im Umsatz der Zelle werden demgeméfl Reduk-
tionsprodukte durch den Eintritt verschiedener Wasser-
stoffakzeptoren in den Dehydrierungsprozeff gebildet
werden. Umgekehrt wird man auch schlieffen diirfen,
daf} {iberall da, wo vitale Reduktion stattfindet, sich auch
der Vorgang der aeroben Dehydrierung wird fest-
stellen lassen. Die Vorherrschaft des Sauerstoffs griin-
det sich nicht allein auf sein hohes Hydrierungspotential,
sondern auch auf die chemische und physikalische In-
differenz seines Hydrierungsproduktes, des Wassers. Und
doch gibt es bemerkenswerterweise dehydrierende
Systeme, die durch Sauerstoff rasch zerstért werden. Sie
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sind namentlich in Friichten beobachtet worden, und es
erscheint von hohem pflanzenphysiologischem Interesse,
einen tieferen Einblick in diese Zusammenhinge zu
erhalten,

Das bekannteste Reduktionsterment, das zuerst ex-
perimentell als Dehydrase festgelegt wurde, findet sich
in der frischen keimfreien Kuhmilch. Schardinger
hat gefunden, dafl Formaldehyd in Milch Methylenblau
entfirbt, eine Reaktion, die in gekochter Milch nicht
mehr zustande kommt. Untersucht man diese Reaktion,
bei der aus dem Aldehyd die S#ure entsteht, ohne den
Farbstoff bei Gegenwart von Luft, so beschleunigt das
gleiche Enzym die Dehydrierung des Aldehyds zur Siure,
indem der aktivierte Wasserstoft von der Sauerstoff-
molekel aufgenommen wird. Neben der Aldehydrase
enthilt die Milch ein Enzym, das die Purinbasen Xanthin
und Hypoxanthin auf dem Wege der Dehydrierung, mit
Sauerstoff wie auch mit Methylenblau als Wasserstofi-
akzeptoren, in Harnsiure iiberfiihrt. Diese interessante
Fermentwirkung ist von H op kin s und seinen Schiilern
im Cambridger Laboratorium aufgefunden worden, und
es ist auch gelungen, das Gemisch der beiden Fermente
aus der Milch in angereichertem Zustand zu isolieren.
Da die Katalase bei der Reinigung abgetrennt werden
kann, so besteht hier die Mdoglichkeit, die Frage nach
dem Auftreten von Hydroperoxyd bei der aeroben De-
hydrierung messend zu verfolgen.

Es ist nun bei den dehydrierenden Enzymen der
Milch, sowohl bei der Xanthindehydrase wie auch bei der
Aldehydrase, gegliickt, das als intermediires Zwischen-
produkt zu erwartende Hydroperoxyd quantitativ zu
fassen. Die Voraussetzung dazu bildete die Bertutzung
eines Abfangmittels, das das Hydroperoxyd chemisch
band, so weiteren Umsetzungen entzog und gleichzeitig
das Enzym vor seiner Wirkung schiitzte. Denn auch den
Enzymen der Milch bringt der Sauerstoff Zerstérung, und
zwar von seiner ersten Hydrierungsstufe, dem Hydro-
peroxyd aus.

Als wvorziiglich geeignetes Reagens hat sich das
Cer-3-hydroxyd erwiesen, das Hydroperoxyd mit grofier
Geschwindigkeit zu dem gelbbraunen Cerperoxyd
Ce(OH):0.0H bindet. In Gegenwart dieses Abfang-
mittels verbrauchten Xanthin wie auch die Aldehyde
genau 1 Mol. Sauerstoff, das zu nahezu 100% als Hydro-
peroxyd bestimmt wurde. Damit ist die erste Stufe
der aeroben Dehydrierung mit aller Schiirfe quantitativ
festgelegt.

Die enzymatischen Reaktionen der Milch haben auch
fiir die Wirkung der Katalase einen wichtigen Beitrag
erbracht. Aus der Tatsache, daf} iiberall, wo die Zelle
Sauerstoff umsetzt, auch Katalase vorhanden ist, lief sich
mit einigem Recht der Schluf} ziehen, daf ihre spezifische
Funktion, die katalytische Zersetzung von Hydroperoxyd,
damit aus biologischen Griinden im Zusammenhang
stehe.

Es wurde bereits der Sauerstoffemptindlichkeit der
Milchdehydrase Erwihnung getan, die sich darin duffert,
dafl Enzymlésungen, die man unter Luft gegen Xanthin
oder Aldehyde einsetzt, nach einiger Zeit ihre Wirksam-
keit verlieren. Fiigt man jedoch der Reaktionsl$sung von
Anfang an eine geringe Menge Katalase hinzu, so
schreitet die Reaktion, wie zuerst von Dixon mit
Xanthin als Substrat beobachtet worden ist, ohne Stérung
in linearem Gang weiter. Genau ebenso verhilt sich
die Reaktion der Aldehyde. Damit ist die Rolle der
Katalase als Schutzferment experimentell erwiesen.

Die beiden dehydrierenden Enzyme der Milch sind
auch in der Leber und in anderen Organen gefunden

worden. Dadurch wird der Einwand entkriftet, dafl ihnen
keine biologische Bedeutung zukomme. Fiir die Er-
nihrung des Kalbes spielen sie allerdings keine Rolle.
Die Milch dient offenbar als Uberlauf fiir die den Bedarf
des Stoffwechsels iiberschreitende Produktion, etwa in
gleicher Weise, wie die Sexualhormone mit dem Harn
ausgeschieden werden,

Ein drittes, in seinem chemischen Umsatz schacf
umschriebenes Enzymsystem hat im Jahr 1915 Thun-
berg im Muskelgewebe angetroffen. Es ist seit dieser
Zeit von verschiedenen Seiten sehr ausfiihrlich unter-
sucht worden. Seine Leistung besteht vornehmlich darin,
daf} in seiner Gegenwart Bernsteinséure zu Fumarsidure
dehydriert wird, und zwar in gleicher Weise mit Sauer-
stoff wie mit Methylenblau. Diese Reaktion ist deshalb
von besonderem Interesse, weil sie biologisch weiter
verfolgt werden kann bis zur Stufe der Brenztrauben-
siure und wahrscheinlich, wie wir sehen werden, dar-
tiber hinaus. Die Wirkung der ausgewaschenen Mus-
kulatur beschrinkt sich auf den erwiihnten Vorgang,
dem sich, durch ein besonderes Ferment beschleunigt,
die Hydratation der Fumarsiure zu Apfelsiure an-
schliefit. Verwendet man aber den gesamten Muskel-
brei, so 148t sich nach A. Hahn die Dehydrierungs-
reaktion von der Apfelsiure aus weiterfithren iiber
Oxalessigsiure bis zur Brenztraubensiure. Bei der Re-
aktion

COgH 'CO—CHz' CO2H - COgH - CO_CH3 -+ COg

sehen wir Kohlendioxyd, das Endprodukt der ,Ver-
brennung” des Kohlenstoffs, als Endglied einer aus-
schliefilichen Dehydrierungskette auftreten. Eine zweite
Molekel CO; kdnnte die enzymatische Decarboxylierung
der Brenztraubensiure liefern. Aber von der Stufe der
Essigséiure aus, die aus gleichzeitig entstehendem Acet-
aldehyd hervorgehen kann, verliert man die experimen-
telle Sicherung, obwohl die Fihigkeit, Acetat in Succinat
iiberzufithren, neuerdings an Schimmelpilzen nach-
gewiesen worden ist (Butkewitsch).

Bei dieser Sachlage ist es von griofitem Interesse,
daf in jiingster Zeit Toenniessen in der iiberleben-
den Leber vom Hund den Ubergang von Brenztrauben-
sdure in Bernsteinsiiure festgestellt hat. Wenn sich diese
Angabe bestitigt, wenn auch q,a-Diketo-adipinséure,
das dimere Dehydrierungsprodukt der Brenztrauben-
sédure, im Gewebe zu Bernsteinsdure umgeformt wird,
dann ist der Ring des dehydratischen Abbaus dieser
Siaure zu Kohlendioxyd und Wasser experimentell ge-
schlossen.

% CH,-CO-CO,H o,  CHaCOH
2 CHy- C0-COH > | +H0 —6.>
CH,-CO-CO.H —2€0: * CH,-CO,H
A
&
—CO, 2
CO-CO.H 9 CHOH-CO,H CH-CO,H
| 4+ H0 «—2 | <FHO0 + H,0
CHg hd CO‘_)H CHz hd COQH CH - COzH

Die Summe dieser Reaktionen, von denen nur fiir
die erste der Beweis der Ersetzbarkeit von Sauerstoff
durch einen anderen Wasserstoffakzeptor, wie Methylen-
blau, noch aussteht, stellt sich in folgender elementarer
Gleichung dar:

CHj-C0-CO,H -+ % 0, - 300, + 2H,0

Die Brenztraubensiure befindet sich als Produkt der De-
hydrierung von Milchsdure in der direkten Linie des
biologischen Abbaus,
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Die Schwierigkeiten, die dem Nachweis von Hydro-
peroxyd bei der aeroben Dehydrierung von Bernstein-
siure entgegenstehen, sind deshalb besonders grofe,
weil das Muskelgewebe mit auBerordentlicher katalati-
scher Kraft ausgeriistet ist. Hat man durch Blausiure
die Dehydrase vollkommen zum Erliegen gebracht, so
findet man die Katalase immer noch imstande, zu-
gefiigtes Hydroperoxyd zu zerstdren.

Wenn man das Prinzip der enzymatischen Wasser-
stoffverschiebung neben dem der Hydrolyse und der
Kondensation im Zellstoffwechsel als beherrschend an-
erkennt, so lassen sich, worauf in letzter Zeit nament-
lich Knoop aufmerksam gemacht hat, die Energie-
inderungen, die das Leben der Zelle ausmachen, zwang-
los verstechen. Ohne auf diese experimentell noch
nicht gepriiften Verhéltnisse niher einzugehen, sei auf
das Beispiel der Umwandlung von Kohlehydraten in
Fette hingewiesen. Nur von der nach Cannizzaro
benannten Reaktion der korrelativen Oxydation der Al-
dehyde soll noch in unserem Zusammenhang die Rede
sein. Man hat schon vor mehr als 20 Jahren beobachtet,
dafl im Lebergewebe ein Enzym enthalten ist, unter
dessen Wirkung zwei Molekeln Aldehyd sich in Alkochol
und S#ure aufteilen. Der Fall liegt nun ganz &hnlich
wie beim Schardingerschen Enzym der Milch. Das
erwihnte Enzym der Leber beschleunigt nicht allein
die Cannizzarosche Reaktion, es beschleunigt
gleichzeitig auch die ,Oxydation” des Aldehyds durch
molekularen Sauerstoff und seine Dehydrierung durch
Methylenblau. Zuféllig hat man die erste Wirkung zu-
erst beobachtet.

Man versteht nun auch, dal die Aldehydrase
der Milch, die anfangs als reduzierendes Ferment
beschrieben, spéter gleichzeitig als Oxydase erkannt
wurde, ebenfalls der Cannizzaroschen Dismutation
der Aldehyde fihig ist. Es hat sich gerade an diesem
Beispiel beweisen lassen, dal es ein und dasselbe Fer-
ment ist, von dem die drei scheinbar ganz verschieden-
artigen Wirkungen ausgehen. Hat man die Geschwin-
digkeit einer der drei Reaktionen unter bestimmten Be-
dingungen gemessen und schidigt man nun das Ferment
in irreversibler Weise, etwa indem man es zur aeroben
Dehydrierung von Aldehyd heranzieht, so findet man,
daf3 die drei Funktionen in proportionalem Mafle ge-
schidigt wurden, Die enzymatische Dismutation der
Aldehyde ist demgemifl aufzufassen als Dehydrierung
von Aldehydhydrat durch Aldehyd als Wasserstoff-
akzeptor.

H
R-CCOH + 0—6R + R-C° + H—O—R
\OH \oH |
OH

Wenn Sauerstoff, Methylenblau und Aldehyd gleich-
zeitig zugegen sind, so hiingt die Beteiligung dieser drei
Akzeptoren an der Reaktion von ihrer Affinitit zur wirk-
samen Oberfliche ab, die fiir Methylenblau am grofiten
ist. Aber da es sich dabei um Adsorptionsgleichgewichte
handelt, so werden die drei hier vornehmlich be-
sprochenen Reaktionen nebeneinander herlaufen, und
es nimmt nicht wunder, dafl unter den Bedingungen der
aeroben Dehydrierung auch die Cannizzarosche Re-
aktion in untergeordnetem Mafle zum Zuge kommen
kann.

Die Lehre vom Wesen der biologischen Oxydation
hat sich aus der Hypothese von der Beteiligung eines
Schwermetalls, insbesondere des Eisens, entwickelt. Sic
hat sich fiir eine Anzahl von Reaktionen und Erschei-
nungen des Gebietes, namentlich durch die Arbeiten von
Warburg, zu einer gewissen Wahrscheinlichkeit aus-

gestaltet. Vor allem ist es der Charakter der durch che-
mische Mittel bedingten Hemmung, der eine Parallelitét
aufweist zwischen dem Wirken der Oxydationsfermente
und der katalytischen Rolle, die das Eisen bei nicht
biologischen Oxydationsvorgingen spielt. Mit der An-
erkennung des Eisens als Bestandteil oxydierender En-
zyme ist seine Funktion als Sauerstoffaktivator jedoch
keineswegs verbunden. Uber das Problem der kataly-
tischen Eisenwirkung sind vielmehr Feststellungen ge-
macht worden, die ihm den ausgesprochenen Charakter
eines dehydrierenden Katalysators zuerteilen. Zum
ersten ist es nur das Eisen der zweiwertigen Stufe, von
dem die ,sauerstoffaktivierende” Wirkung ausgeht. In
dieser Form vermag das Eisen nicht nur mit Sauerstoff,
sondern auch bei Gegenwart von Methylenblau oder Chi-
non die Oxydation geeigneter Substanzen zu beschleu-
nigen. Seine Beteiligung gleicht also durchaus der eines
dehydrierenden Enzyms. Die geeignetste Vorstellung,
zu der diese Verhiiltnisse fiihren, ist die, das zweiwertige
Metall trete mit dem Substrat der Oxydation zu einem
labilen Komplex zusammen, in dem die von der De-
hydrierung zu erfassenden Wasserstoffatome reaktions-
fihig werden. An Stelle der Aktivierung von Sauerstoff
tritt also auch hier die von Wasserstoff.

Die Versuche, auch in dieser Untersuchungsreihe
Hydroperoxyd als Zwischenprodukt der Sauerstof-
hydrierung nachzuweisen, sind beim Eisen ergebnislos
geblieben. Aber die Ursache der Mifierfolge wurde er-
kannt, als man die Reaktionsgeschwindigkeit im
gleichen System mit Sauerstoff und mit Hydroperoxyd
vergleichend maB. Sie ist unter den ungiinstigsten py-
Bedingungen fiir Hydroperoxyd rund 1000mal gréfier
als fiir Sauerstoff. Damit ist die grundsétzliche Unmog-
lichkeit des Hydroperoxydnachweises bei Eisenkata-
lysen dargetan, wihrend in den analogen Reaktionen
des Kupfers und des Kobalts, wo das Verhiltnis der
Reaktionsgeschwindigkeiten ungleich giinstiger liegt,
Hydroperoxyd als Zwischenprodukt der katalytischen
Dehydrierung gefafit werden kann.

Es steht auler Zweifel, daBl die im letzten Jahrzehnt
von verschiedenen Forschern bearbeiteten Dehydrie-
rungsvorginge in ihren Ergebnissen noch keineswegs
erlauben, den Komplex der biologischen Oxydation im
klaren Bild ihres Ablaufs zu verstehen. Wir glauben
aber, dafl es unvermeidlich ist, vor allen anderen,
chemisch iibersichtliche Teilvorginge, die sich in
allen Einzelheiten exakt verfolgen lassen, zu studieren
und von ihnen aus Schritt fiir Schritt weiterzugehen. So
wertvoll es fiir den Fortschritt unseres Wissens auch ist,
iiber die Natur des Gesamtkomplexes des Atmungs-
fermentes, sei es nun die dem Hidmin nahestehende
Eisenverbindung Warburgs oder das Cytochrom
Keilins, Niaheres zu erfahren, dariiber, in welcher
Art das zum Abbau bestimmte Material in der Zelle um-
gesetzt wird, geben diese Untersuchungen vorlidufig
keine Auskunft, weil ihr Objekt viel zu kompliziert ist.

Es ist hier nochmals hervorzuheben, daBl wir im
Sinne der hier vorgetragenen Auffassung den radikalen
Abbau der Nahrungsstoffe der Organismen als das Pro-
dukt vielfidltiger Reaktionsstufen betrachten. Von der
Grundlage dieses Standpunktes aus kann der Einwand,
oxydative Einzelvorginge, wie sie hier in einer kleinen
Auswahl geschildert worden sind, seien von der lebenden
Zelle losgelost, ihr fremd geworden, sozusagen denatu-
riert, nicht als stichhaltig anerkannt werden, Wenn aus
der Leber eines getdteten Tieres ein Fermentsystem iso-
liert wird, das die Dehydrierung von Aldehyden und
von Purinbasen beschleunigt, so ist es widersinnig oder
zum mindesten durch nichts begriindet, darin eine nach
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dem Tod des Lebewesens entstandene Auflerung zu
sehen, die dem lebenden Organ nicht eigentiimlich wire.
So besteht auch meines Erachtens nicht der geringste
Anlaf}, dem lebenden Muskelgewebe die Fihigkeit ab-
zusprechen, Bernsteinsiure aerob zu dehydrieren, um
so mehr, als diese Siure aus Muskelfleisch isoliert wor-
den ist. Gerade in dieser Reaktionsreihe ist die Stabi-

litit der dem Gesamtprozef8 dienenden Einzelsysteme
in besonders deutlicher Weise abgestuft.

Die gesamte Fermentforschung steht auf der Vor-
aussetzung, dafl die in vitro studierten Erscheinungen
im Grunde das Abbild in der Zelle sich abspielender
Vorginge sind. Warum sollte diese Voraussetzung fiir
die Enzyme der biologischen Oxydation nicht gelten?

[A.77.]

Neuere enzymchemische Resultate.
Vonr H. v. EULER, Stockholm.

Vorgetragen in der Fachgruppe fiir organische Chemie auf der Hauptversammlung des V.d.Ch. in Wien am 27. Mai 1931.
(Eingeg. 13. Juni 1931.)

Buchners Annahme eines einzigen zentralen
Girungsenzymes mufite bald durch die Auffassung er-
setzt wenden, dafl ein Komplex von Teilenzymen den
Garungsabbau der Hexosen vermittelt. Vor 25 Jahren
entdeckte Harden, daff dieser Komplex nicht in Wirk-
samkeit treten kann, wenn er nicht durch einen be-
sonderen Stoff, der den Namen Cozymase erhalten
hat, aktiviert wird. Damit war der erste organische
Aktivator bzw. nichtenzymatische Biokatalysator auf-
gefunden, welcher in den Zuckerabbau eingreift. In den
letzten Jahren hat sich nun unsere Kenntnis iiber die
nichtenzymatischen Anteile des Enzymsystems der
Atmung und Girung durch Beitréige von verschiedenen
Seiten wesentlich erweitert, und einige neuere, an diesen
Stoffen gewonnene Ergebnisse méchte ich Ihnen heute
mitteilen.

Der Mechanismus der Atmung und Girung, das alte
Problem, um dessen Losung sich seit mehr als 100 Jah-
ren viele fithrende Chemiker bemiiht haben, ist noch
recht weit entfernt von der endgiiltigen Klarstellung.
Was in den letzten Dezennien ausgearbeitet wurde, sind
Bausteine, aber es ist noch nicht gelungen, diese zu
einem einheitlichen Ganzen zusammenzufiigen. Wenn
ich mit diesen Bausteinen Ihre Aufmerksamkeit in An-
spruch nehme, so kann ich dies nur wagen, weil die
ganze Lehre vom Zuckerabbau, in welche unsere Spe-
zialforschungen eingefiigt werden, eine so wichtige Rolle
im chemischen Geschehen aller Zellen spielt.

Der zur Verbrennung fithrende Angriff des Zuckers
im Muskel und in anderen tierischen und auch pflanz-
lichen Geweben beginnt bekanntlich mit einer Serie an-
aerober Vorginge, welche der bei der alkoholischen
Gérung eintretenden ganz analog ist. Erst nachdem die
Zymohexosen in zwei Teilmolekiile zu je drei C-Atomen
gespalten sind, setzt der oxydative Teil des Zucker-
abbaues ein, der zum Endprodukt CO. fithrt.

Die Girwirkung des Zymase-Systems (Pan-Zymase)
in der Hefe.

Manche Tatsachen sprechen dafiir, daf in der leben-
den Hefe die Zymase ganz oder wenigstens iiberwiegend
an das Plasma gebunden ist, wodurch die Eigenschaften
der Zymase in mancher Hinsicht modifiziert werden.
Diese Modifikationen halten manche Gérungschemiker
fiir so wesentlich, dal sie die enzymatische Girung in
Gegensatz zu derjenigen in der lebenden Zelle stellen,
und diese Frage mochte ich mit ein paar Worten be-
rithren, ehe ich auf die nichtenzymatischen Biokatalysa-
toren der Girung eingehe.

Man hat frither nur einen kleinen Teil der Gérkraft
der Hefe von der lebenden Zelle abtrennen konnen,
und andererseits haben Prefiséfte, Trockenhefen und
Dauerpridparate immer noch eine gewisse Zahl lebender
Zellen enthalten.

Vor einigen Jahren haben der Bakteriologe Bar -
thel und ich!) eine Versuchsanordnung beschrieben,
nach welcher bei griindlicher Entwisserung mit Alkohol,
Ather und Chloroform mehr als 70% der urspriinglichen
Giarkraft beibehalten wird, wihrend 99,98% der ge-
samten Girleistung auf die nichtfortpflanzungsfihigen
Zellen zuriickgefiihrt werden konnte. Dieses Resultat
ist nun in diesem Jahr noch verbessert wordenz). Durch
Anwendung einer Apparatur, welche jede Infektion aus-
schlof3, wurde durch die Entwisserung und Entfettung
die Fortpflanzungsfahigkeit der Hefe total aufgehoben;
sie lieferte, auf besten Nihrboden iibergefiihrt, keine
einzige Kolonie und war also vollkommen tot. Dabei
war die Girkraft nooch besser als frither erhalten und
unterschied sich nicht wesentlich von derjenigen der
lebenden Hefe. Unabhingig davon, ob die Zymase der
frischen Hefezellen an das Plasma oder sonstwie ge-
bunden ist, so steht nunmehr jedenfalls fest, daf} man
die Hefe durch geeignete Entwésserung vollkommen fort-
pflanzungsunfiahig machen und dabei wenigstens 80% der
normalen Géarwirkung bewahren kann.

Die Aktivatoren der Zymase.

Ich wende mich jetzt den Aktivatoren
zu. Die bereits erwihnte Entdeckung der Cozymase
machte Harden am Hefeprefisaft, den er in einen
enzymatischen, thermolabilen Teil, die Zymase, und
einen hitzebestindigen Teil, das Coenzym der alkoholi-
schen Girung oder die Cozymase, zerlegen konnte.
Getrennt sind beide Stoffe bekanntlich unwirksam,
durch ihre Vereinigung wird die urspriingliche Gérkraft
des Preflsaftes wiederhergestellt.

Die Cozymase ist in fast allen Zellen und Geweben,
in welchen Zucker abgebaut wird, vorhanden, denn sie
ist ja zu dieser Spaltung unentbehrlich, aber sie findet
sich stets nur in sehr kleinen Mengen. Ihre Anreiche-
rung und Isolierung, mit der wir uns in Stockholm seit
etwa acht Jahren beschiftigen, ist um so schwieriger, als
dieser Aktivator selbst, wie auch viele seiner Salze einen
ausnehmend hohen Grad von Wasserloslichkeit besitzt.

In welcher Weise die Anreicherung der Ldsungen
bei der Reinigungsarbeit verfolgt wird, ist in den Ar-
beiten von Myrbick und mir?2) mehrmals erwihnt .
worden. Die Wirksamkeit per Trockengewicht, A Co,
mifit man an ausgewaschenen, cozymasefreier Trocken-
unterhefe. Der Reinheitsgrad eines Cozymasepriparates
wird durch den Ausdruck definiert:

ACo— _Anzahl Co-Einheiten
" . g Trockengewicht
Hinsichtlich der Reinigung der Cozymaselésungen

ist in Ergénzung fritherer Angaben folgendes zu sagen:
1) Ztschr. physiol. Chem. 159, 85 [1926]; 183, 237 [1929].

2) Barthel, Euleru. Nilsson, ebenda 198, 251 [1931].
2a) Zischr. physiol. Chem. 190, 93 [1930]; 198, 219, 236 [1931].






