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Einfihhrung 

Die sehweflige Ss ist ein wichtiges Desinfiziens, Konservierungsmittel 
und Antioxydans bei der Iterstellung und Zubereitung von Nahrungsmitteh~ 
und kann auch in der modernen Nahrungsmittelindustrie nicht entbehrt  wer- 
den. Welehe Mengen an schwefliger Si~ure veto Menschen vertragen werden, 
ohne dab Beschwerden auftreten, ist abet nicht mit Sieherheit entschieden. 
Eiae Zusammenstellung fiber die Vertritglichkeit der schwefligen Saure fiir den 
Mensehen bringt K. LANe (1) in seinem Gutaehten fiber die physiologisehen 
Wh'kungen der schwefligen Si~ure. Er  hat  die Untersuchm~gsergebnisse von 
sieben Autoren zusammengestellt. Wurden Besehwerden naeh Einnahme yon 
schwefliger Ss festgestellt, so waren es immer die gleichen: Magenbeschwer- 
den, Durchf/~Ue und Kopfschmerzen. Interessant war der grol3e Unterschied 
innerhalb der Dosierungen. Es wurden Mengen von 2000 bis 650 mg SO 2 
symptomlos vertragea, wi~hrend Mengen yon 500 bis 10 mg SO~ Beschwerden 
verursaehten. LANa sch~tzt deshalb, dab etwa 10 bis 20% der Konsumenten 
auf SO 2 mit subjektiven Besehwerden reagieren wiirden, wenn es zu einer 
Erh6hung der erlaubten SO~-Mengen kommt. LANG stfitzte sieh dabei auf die 
Untersuchungen von C. JAKOBu und H. WALBAUM (2), die die Beschwerden 
bei den nie~.igsten Desert festgestellt hatten. 

Die Empfindlichkeit mancher Versuchspersonen gegeniiber schwefliger 
S~ure steht im Gegensatz zu den Tierversuehen, die auch in jfingster Zeit an- 
gestellt wurden. 

M. F. LOOKETT und I. L. NATOFF (3) verabreiehten 750 ppm (rag/l) SO 2 als 
Natriummetabisulfat im Trinkwasser an drei Generationen yon Ratten, in 
Experimenten, die beinahe drei Jahre dauerten. Das Metabisulfit war ohne 
Effekt auf das Wachstum, die Aufnahme yon fester und fliissiger Nahrung 
und die Ausscheidung des Kotes. Es beeirdiuSte nicht die Fruchtbarkeit ,  das 
Gewicht der N,eugeborenen und die Laktation, ferner lieB es nicht die Hs 
keit der Tumorbfldung ansteigen. Die histologische Priifung der Organe bei 
eiaem Toil der Rat ten  naeh 10 Monarch ergab keine Abnormitiiten. 
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Wie schon F. FRANZ und G. SONN~AO (4, 5) beim Hund und behn Menschen 
festgestellt hatten, dab Sulfit im Harn zum grSBten Tefl als Sulfat ausgeschie- 
den wird, konnten B. BAO~AT und M. F. LOCKET~ (6) an Ratten best~tigen. 
53% des verfiitterten Natriummetabisulfits (NaaS~05) wurden, innerhalb der 
ersten vier Stunden nach Eingabe, als Sulfat im Harn ausgeschieden. Dabei 
wurde ein geringer Anstieg der jodreduzierenden Substanzen im Harn fest- 
gestellt. Dieser Anstieg kann einmal auf Sulfit, aber aueh auf Thiosulfat zurfick. 
zuffihren sein. Nach B. H. So,Be (7) ffihrt die Rattenleber, in der Gegenwart 
yon Sulfit, Merkaptopyruvat sehnell und quantitativ in Thiosulfat fiber. Thio- 
sulfat kommt in kleinen Mengen im Ham von Menschen, Hunden und Katzen 
immer vor. Der leichte Anstieg an jodreduzierenden Substanzea kann daher 
auch auf eine, in Gegenwart yon Sulfit vermehrte, Ausscheidung yon Thio- 
sulfat zurfiekzuffihren sein. 

B. BAG~T und M. F. LOCKET~ verglichen Ale Ausscheidungen im Ham 
nach Einfiihrung yon Natriummetabisulfit-, Natrinmthiosulfat- und Sulfat. 
16sungen mit einer Magensonde und naeh der intraperitonealen Injektion der 
gleichen LSsungen. In den ersten vier Stunden naeh der Injektion wurden 
80-90% des zugefiihrten Sehwefels als anorganisches Sulfat ausgeschieden. 
Die Form und das AusmaB der Ausscheidung war bei allen drei LSsungen 
gleich. Bei jeder LSsung warden sehr geringe Mengen an jodreduzierenden 
Substanzen im Harn festgestellt. 

Innerhalb der ersten vier Stunden naeh Eingabe der L6sungen mit der 
Magensonde wurden ungefi~hr 55% der Schwefelmenge vom Metabisulfit, 
23% veto Thiosulfat und 7% veto Sulfat im Ham Ms Sulfat ausgesehieden. 
Metabisulfit wird also vom gastrointestinalen Trakt sehneUer resorbiert als 
Thiosulfat. Sulfat wird nur zu einem geringen Tefl resorbiert. 

Nachdem verschiedene Autoren festgestellt haben, dab im Organismus eine 
Oxydation der sehwefligen Sgure erfolgt, was gleiehbedeutend mit einer Ent- 
giftung derselben ist, blieb die Frage often, we im Organismus diese Oxydation 
stattfinden k6nnte. 

0~ber den Ort der Oxydation der sehwefligen S/~ure im Organismus wurden 
umfangreiehe amerikanJsehe Arbeiten angestellt. 

Diese Arbeiten gingen urspriinglieh davon aus, die Oxydation des Sehwefels 
aus den schwefelhaltigen Amiuos~uren zu verfolgen. Die biologisehe Oxydation 
yon Cystein sell z. B. fiber die Cysteinsulfins~ure, fl-Sulfinylbrenztraubens/iure 
zum Sulfit verlaufen (8). Der Meehanismus der Sulfitoxydation war aber noeh 
ungekl~rt. 

M. H~IMB~.RG, I. F~IDOVICH und PH. HANDLV, R (9) gelang die 0xydation 
yon Bisulfit mit Leberpr~paraten yon Ratten, Schweinen, M~usen und Ham- 
stern. Die Leberpr~parate wurden aus Aeeton-Troekenpulvern extrahiert. Sie 
oxydierten auch eine Reihe yon ~-Hydroxy-, ~-Amino- und N-substituierten 
~-Aminosulfonsiiuren. Wurden bei pH 5,3 die unlSslichen Proteine entfernt, 
ging die F~higkeit, die Sulfons~uren aufzuspalten, verloren. Die Sulfitoxyda- 
tion wurde davon nicht berfihrt. 

In weiteren Untersuehungen steUten I. F~IDOWC~ und PH. HAnDLeR (10) 
lest, dab nut die mitoehondriale Fraktion yon Organgeweben imstande ist, die 
Sulfitoxydation zu katalysieren. Naeh einer teilweisen Reinigung mit Ammon- 
suffatf~llungen, Protamlnf~Uung und Proteinf/illung bei 55 ~ wurde eine 
Enzyml6sung erhalten, die zwar die Oxydation des Sulfits, aber nicht mehr die 
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der Carbonylverbindungen katalysieren konn~e. Nach S/~urehydrolyse der 
Enzyml6sung konnte Riboflavin papierehromatographisch naehgewiesen wet- 
den. 

In weiteren Arbeiten stetlten I. FRIDOVIOH und PH. HAI~DLER (11) und (12) 
naeh Dialyse der EnzymlSsung lest, dab die anaerobe 0xydation yon Sulfit 
inaktiviert wtu'de. Sie ermittelten als aktives Prinzip das Hypoxanthin. Daraus 
und aus ihren friiheren Ergebnissen sehlossen sie, dab der Enzymkomplex die 
reversible Teilnahme yon Hypoxanthin oder Inosin und ein Flavoprotein ein- 
schliegt. 

Sie unterlieBen darauf die weitere Untersuehung des sulfitoxydierenden 
Enzyme und wandten nich der Aufkl/~rung des Meehanismus der Sulfitoxydation 
zu. Sie (13) kamen zu der Amln.hme, dab die Sulfitoxydation yon einer rever- 
siblen Reduktion und Oxydation einer Disulfidverbindung begleitet wird. Ihre 
Vermutung stiitzten sie auf die Hemmung der anaeroben Reduktion yon Me. 
r mit Arsenit und p-Chlormereuribenzoat (p-CMB), einem typischen 
Suffhydrylreagenz. Die aerobe Oxydation yon Sulfit wurde dagegen nur wenig 
gehemmt. Ferner ermittelten sie einen Anstieg der Sulfhydrylgruppen naeh 
Zugabe yon Sulfit, wenn dan Enzym vorher mi$ p-CMB behandel$ wurde. Die 
Sulfhydrylgruppen wurden mit der Boy~.R-Methode (14) bestimmt. Das 
EnzymsysSem war auch in der Lage, Cystein und Dimerkaptolipoa$ zu oxy- 
dieren. Die Sulfitoxydation wurde dureh Lipons/~ure gesteigert, dureh 0ystin, 
Cysteinthiosulfonat und Thiosulfat gehemmt. F~IDOVICH und HA~DT.~.R 
nahmen daher fiir die Sulfitoxydation folgende Reaktionsfolge an, bei der die 
Lipons/~ure als Disulfitquelle dienen sollte: 

i HSOa- -- S -- SO,- , - -  S--H 

-I- ~ -- S--H ~ H20 1 -I- --- -~ -- S--H 

S O c -  --[-- H+ 

Ausgehend yon dem Ergebnis, dab Hypoxanthin als ein obligatoriseher 
Kofaktor fiir die Oxydation yon Sulfit durch das Leberenzym dient, unter- 
suehten I. FRIDOVICH Und PIt. HANDL]~R (15) die Xanthinoxydase -~ XO. 
Die Leberpraparate wiesen keine Xan~hinoxydase-Aktivit~t auf. Gereinigte 
XO aus Milch war ebenfalls nieht in der Lage, die Sulfitoxydation zu kataly- 
sieren. Konnte aber die XO auf ein Gemiseh yon Sulfit und Hypoxanthin ein- 
wirken, so gelang es, Sulfi~ zu oxydieren. Die Behandiung der XO mit Cyanid 
unterband vollstandig die Oxydation yon IIypoxanthin, erlaubte aber die 
Oxydation yon Sulfit in Gegenwart yon katalytischen Mengen Hypoxanthin, 
aerob und anaerob. In saurehaltigen L6sungen yon pH 7,6 und in Gegenwar~ 
yon Cyanid wurde die aerobe Sulfitoxydation aueh yon denaturierter XO 
katalysiert. Hypoxanthin war dabei nieht erforderlieh. FmDOVI0~ und HaND- 
LER sehlossen daraus, dab es eine nichtenzymatisehe (hypoxanthinunabh/ingige 
und eine enzymatisehe (hypoxanthinabh~ngige) Katalyse der Sulfitoxydation 
gibt. Sie nahmen an, dab eine Wechselbeziehung zwisehen Sulfit und dem 
Metall des Enzyms bestehen muB, und Hypoxanthin dabei die Rolle des 
Elektronentransportes iibernimmt. Zur weiteren Aufkls des Mechanismus 
der Sulfi~oxydation priiften I. FRIDOWOB und PH. HAI~DLER (16} die kata- 
lytisehen Wirkungen yon Fe (II)- und Fe(III)salzen auf die Sulfi~oxydation. 
Fe(II)salz war der bessere Katalysator. Die leichte katalytisehe Aktivit~t des 
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Fe(III)salzes kSrmte auf eine geringe Reduktion des Fe(III) zum Fe (II) dureh 
Sulfit zuriickzuffihren sein, F]aIDOVICH und HANDLER nahmen an, da~ an der 
aktiven Seite der XO 2 Molekiile Flavinadenosindinucleotid sitzen, die dutch 
zwei eisenhaltige Merkaptogruppcn verbunden sind. Die Eiseaatome sollen 
dabei Elektronen yon einem Flavin-adenosin-dinucleotid-Molekfil zum anderen 
iibertragen. Da die angenommene Elektroncntransportfunktion des Eisens 
eine vorfibergehende Existenz des Fe(II)-Stadiums cinschlieBt, schien es mSg- 
lieh, dab dieses Fe(II)-Ion direkt mit 02 reagiert und ein Oz-Radikal wie folgt 
produziert: 

F e + +  -}- 0 2  --> F e + + +  -I-  �9 0 2 -  

Dieses Sauerstoffradikal kSnnte gut die Sulfitoxydation auslSsen, und die 
Oxydation dos Sulfits ware somit einc Kettenreaktion. 

Bernsteinsaure-Dehydrogenase aus Rinderherzmitochondrien, Glucose- 
0xydase, D-Aminosaure-Oxydase, Milchsaure-Dehydrogenase, Alkohol-De- 
hydrogenase und Urease vermochten die Sulfitoxydation nicht auszulSsen. Dies 
steht im Einklang damit, dab diese Enzyme nicht direkt mit Sauerstoff reagie- 
ten kSnnen. 

Ausgehend v o n d e r  Hypothese, dab die Oxydation von Sulfit dureh 
Xanthinoxydase eine Radikalkettenreaktion ist, untersuchten I. FRIDOWCH 
und PH. HAN])LV.I~ (17) noch weitere Enzyme. Sie waren fiberzeugt, dal3 einc 
enzymatischc Sulfitoxydation nut erfolgt, wenn im Laufe der Reaktion freie 
Radikale entstehen. Ein Molekiil H~O~ oxydierte namlich nur 3 Sulfitionen, 
wahrend in Gegenwart yon Xanthinoxydase und Xanthin 10000 Sulfitionen 
oxydiert wurden, pro Molekfil Xanthin. 

L-Aminosaure-Oxydase, Pilztyrosinase, Katalase, Cytochrom-Oxydase und 
Ferrocytochrom e waren nieht imstande, die Sulfitoxydation zu katalysieren. 
Eine Oxydation yon Sulfit wurde yon folgendcn Enzymen eingeleitet: 

Xanthin-Oxydase aus Kalbsleber 
Kaninchen-Leberaldehyd-Oxydase mit N-Methylnikotinamid als Substrat 
Azid-Katalase, in Gegenwart yon H202 
Rettieh-Peroxydase, in Gegenwart von H202 mit einem yon H202 oxydier. 

baren Substrat wie Phenol 
Cyt~ehrom-Oxydasc, bei der aeroben Oxydation von Ferrocytochrom c 
Lipoxydase in Gegenwart yon Linolsaure und 
Kan~chenlebermikrosomen in Gegenwart von rcduziertcm Triphospho. 

pyridinnueleotid (TPNH). 

Von den untersuehten Flavoproteinen leitcten nur die Xanthinoxydase der 
Milch, der Kalbsleber und die Aldehydoxydase der Kaninehenleber die Sulfit- 
oxydation ein. FRIDOWC~ und HANDLER ffihrten dies auf die MSglichkeit 
zuriick, dab die metallischen Komponenten der Enzyme in einem gewissen 
AusmaB direkt den Elektronentransport zum Sauerstoff iibernehmen. 

I~achdem M. tI~I~BV.RG, I. FRIDOVIC~ und PH. H~_~I)LER (9) ein Enzym- 
system in der Leber gefunden hatten, das imstande war, die Sulfitoxydation 
zu katalysiercn und I. FRIDOWCH und 1~. HANDL]~R sich der Aufklartmg des 
Reaktionsmechanismus widmeten und dabei noch weitere Enzyme ermittelten, 
die Sulfit oxydieren bzw. die Oxydation katalysieren konnten, bescha'ftigten 
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sieh R. M. MACLEOD, W. FARKAS, I. FICII)OVICE und PH. HANDLER (18) ein- 
gehender mit der Reinigung und den Eigenschaften der Lebersulfitoxydase. 
Die Reinigung der Sulfitoxydase, extrahiert aus Rattenleber-Acetontrocken- 
pulver, Rinderleber-Aeetontrockenpulver und Hundeleber warde besehrieben. 
Die Reinigung war differenzierter als die friiher yon M. HV, IMBERO angegebene 
und schloi~ z. T. eine Absorption an Caleiumphosphatgel und eine Auftrennung 
fiber Zelluloses~ulen ein. 

Das gereinJgte Enzy-m katalysierte die Oxydation yon Sulfit in Gegenwart 
yon verschiedenen Elektronenakzeptoren: 02, Cytochrom c, Ferricyanid und 
2,6-Dichlorphenol-indophenol. Die Redul~tion yon Cytochrom c, Ferrieyanid, 
2,6-Dichlorphenol-indophenol wurde spektralphotometrisch verfolgt, korrigier~ 
durch die Ergebnisse ffir die nichtenzymatisehe Reduktion dutch Sulfit. An 
der Reduktion des Cytochrom c wurde die Substratspezifitgt des Enzyms unter- 
sucht. Sulfit konnte nieht ersetzt werden durch DPNH, TPNH, Sueeinat, 
Thiosulfat, Dithionat, Cysteinsulfinat, Cysteiathiosulfat, Lactat, Acetaldehyd, 
Hypoxanthin oder Selenit. Mit Sulfit Ms Substrat katalysierte das Riaderleber- 
enzym die Reduktiol~ yon Cytoehrom c, 03, Ferricyanid u~d Methylenblau wie 
folgt: 

100 : 114 : ]420 : 6,7. 

Das gereinigte Enzym war unter p~ 7,0 unstabfl, aber ganz stabfl zwischen 
PH 7,0 und 9,5. Dutch Dialyse verringerte sich die Aktivit~t. Die Km = Mi- 
chaeliskonstante ffir Sulfit betrug beim Rinderleberenzym 1,2.10 -s M, beim 
Hundeleberenzym 2,7 �9 10 -~ M. 

Die Cytochrom-e-Reduktion wurde gehemmt durch Ag+, Hg++ und 
p-CMB. Hemmung mit Thiosulfat konnte dureh Dialyse rfickg~ngig gemacht 
werden. Die Hemmung mit Trypsin variierte mit dem verwendeten Elektronen- 
akzeptor. 

Das Enzym von Rinder-, Hund- und Rattenleber hatte das gewfhnliehe 
Absorp~ionsmaximum der t~ro~eine bei 280 nm trod einen zus~tzliehen Peak 
bei 413 nm. Anaerobe Zugabe yon Sulfit versehob diesen auf 423 nm. Rinder- 
enzy-m hatte naeh Zugabe yon Sulfit zwei neue Absorptionsmaxima bei 528 
und 556 nm. In allen l?~llen hob eiae Belfiftung die spektralen Vers 
auf. Das Absorptionsspektrum des mit Sulfit behandelten Rinderenzyms glich 
vollst~ndig dem yon reduziertem Cytoehrom b~. Cytochrom b~ lie/3 sieh abet 
nieht durch Sulfit reduzieren, noch hatte es Sulfitoxydase-Aktivit~t. Ferner 
konnte Cytochrom b 5 Cytochrom c als Elektronenakzeptor nieht ersetzen. 

Das l~inderleberenzym win'de in der Ultrazentrffuge untersueht. Es wurde 
festgesteUt, dab Sulfitoxydase-Aktivit~t und ein rotes Protein zusammen 
sedimentierten. In diesem rot gef~rbten Protein wurde nach Abspaltung der 
Eiweii]komponente und nach Reduktion Protoh~min nachgewiesen. 

Bei der aeroben Suliltox'ydation war der O~-Verbraueh and der Sulfit- 
sehwund stSehiometriseh naeh der Gleiehung: 

S O ~ - -  + 1 /202.  ) S 0 4 - - .  

Zugabe yon Katalase und Aethanol verdoppelten den O,-Verbrauch, was 
die Bfldung yon Ha02 bei der aeroben Wiederoxydierung des reduzierten 
Enzyms anzeigen sollte. 
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Verschiedene Gewebe und Zelltcile wurdea auf ihre Sulfitoxydaseaktivitit 
gepriift. Naeh der Separation der Gewebe in Nucleus, Mitochondria und Mikro- 
somen nach der Methode yon W. C. SCHNEIDER und G. H. HOGEBOOM (19), 
Herstellung eines Aceton-Trockenpulvers und Extraktion desselben mit 
PufferlSsung, wurde die grSBte Sulfitoxydase-Aktivitit in der Mikrosomen- 
fraktion gefunden. Es war merkwiirdig, dab vor der Herstellung des Aceton- 
Trockenpulvers die Aktivit~t der Mikrosomenfraktion nur sehr gering war. Von 
den Geweben wareu Leber, Niere, Herz reich an aktivem Enzym, w&hrend 
Gehirn, Hoden, Lunge und Mflz relativ wenig Aktivitit aufwiesen. Diese 
Ergebnisse stimmten mit dem Cystein-Desulfinikase-Vorkommen fiberein, das 
in der Leber und in der Niere grSBer ist als im Gehirn. Cystein-Desulfinikase 
stellt die QueUe des Sulfits im S~ugetierstoffwechsel dar. 

Zusammenfassend l~Bt sieh feststellen, dab R. M. MicLv.oD ein Enzym 
gefunden hat, das Sulfit oxydiert. Ob Sulfit das:alleinige Substrat ist, ist nicht 
sieher, aber wahrseheinlich. 

Das Enzym ist ein Hgmoprotein, dessen Absorptionsspektrum vergleiehbar 
ist mit dem yon Cytochrom b 5. Da bei der Oxydation yon Sulfit H202 gebfldet 
wird, kann eine Flavin- oder hydrochinoide Gruppe an der Reduktion des 
Sauerstoffes teflnehmen. Eine nichtenzymatische, metallkatalysierte Radikal- 
kettenreaktion, wie sie bei der Autoxydation yon Sulfit stattfindet, wird als 
unwahrscheinlich angesehen. Dieser ProzeB erfordert ffir die effcktive Aus- 
breitung der SOa--_O~_Kettenreaktion eine relativ hohe Konzentration an 
Sulfit (10 -3 M). Sie tritt auch nicht leicht in lebenden Geweben auf, da dort 
zuviel Kettenbrecher vorhanden sind. 

I. FRIDOVZCH und PH. HANDLER (16) hatten aber festgestellt, dab Xanthin- 
oxydase, wenn sic auf ihre Substrate einwirkt, die Autoxydation yon Sulfit in 
einer freien Radikalkettenreaktion auslSsen karm. R. M. MAcLEoD, I. FRIDO- 
WOH und PH. HANDLER (20) untersuchten deshalb nochmals den Mechanismus 
fib ihre, aus der Leber isolierten, anscheinend sulfit-spezifischen 0xydase. Die 
extrem rasche aerobe Sulfitoxydation durch Leberextrakte konnten sie auf 
Grund ihrer Untersuchungen so erkl/~ren: Sulfitoxydase im nur teflweise ge- 
reinigten Leberextrakt oxydiert Sulfit unter glcichzeitiger Bfldung yon H202. 
H/imoglobin, das auch in dem Extrakt noch erhalten ist, besitzt peroxydative 
Aktivit/~t. Wie Peroxydase in der Gegenwart yon Peroxiden und pcroxydier- 
barem Substrat, erzeugt es reaktive Radikale, die eine schnelle Kettenreaktion 
zwischen Sulfit und 02 auslSsen kSnnen. Dies wurde bewiesen durch Zugabe 
yon peroxydierbaren Komponenten, durch welche die Sulfitoxydation ge- 
steigert wurde. Kettenbrecher wie Mannitol, Cystein und Askorbat hemmten 
die Sulfitoxydation. 

Ferner widerlegten sic die friihere Behauptung, dab Hypoxanthin als 
Kofaktor bei der Oxydation yon Sulfit durch Leberenzym dient. Es wurde 
nachgewiesen, dab in dem grob gereinigten Hundeleberpr~parat eine geringe 
Xanthinoxydase-Aktivits vorhanden ist. Xanthinoxydase aber 15st, wenn sie 
auf ihre Substrate einwirkt, eine freie Radikalkettenreaktion durch Bfldung 
eines Perhydroxylradikals zwischen SO s--  und O 2 aus, sofern die Sulfitkonzen- 
tration gro$ genug ist, um die Kettenreaktion aufrechtzuerhalten. 

Bei tier anaeroben Methylenblau-Reduktion durch Xanthinoxydase und 
Sulfit, bei der Hypoxanf.hin auch erforderlich war, lieB sieh dies auf die Gegen- 
wart yon Restsauerstoff zurfiekftihren. Dieser Restsauerstoff verhinderte die 
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Bildung von Leukomethylenblau. Bei Anwesenheit yon Sulfit und Hypo- 
xanthin 16ste Xanthinoxydase eine Kettenreaktion aus, bei der der Restsauer- 
stoff sehnell verbraueht wurde und Methylenblau-Reduktion erfolgeu konnte. 
Ffir die Sulfitoxydase ist also die Anweseuheit yon t typoxanthin  nieht erforder- 
lieh. Es wird angenommen, dam die Kettenreaktion nur eine kiinstliche Re- 
aktion des isoiierten Systems ist. Im lebenden Gewebe scheinen die relativ 
niedrige Sulfitkonzentration und die hohe Konzeutration an Kettenbreehern 
kettenfortpflanzende l~adikale nicht zu erlauben. 

Naeh diesen Ergebnissen der amerikanisehen Autoren karm eine Sulfit- 
oxydation im Orgardsmus haupts/~chlieh in folgenden Organen stattfinden: 
Leber, Niere und tIerz. 

Die Entgfftung der schwefligen Ss wird demnaeh yon der Konzentration 
und dot Zeit abh/~ngen. Aul~erdem wird sie, wie LANG (1) anffihrt, individuell 
verschieden sein. Eine hinreiehend genaue Angabe fiber die vortr~gliehen 
Mengen an schwefiiger S~ure k6nnte daher nur durch eine l~eihe yon Tierver- 
suehen oder durch Testen einer groBen Anzahl yon Versuehspersonen fest- 
gestellt werden. 

BAO~AT und LOOKETT (6) hat ten an Tierversuehen festgestellt, dab inner- 
halb yon 4 Stunden 55 % der als Metabisulfit mit einer Magensonde eingebraeh- 
ten Schwefelmenge im Harn  als Stflfat erscheint. Im Gegensatz dazu warden 
yon dem eingegebenen Thiosulfat nur 23% und yon Sulfat nut  7% im H a m  als 
Sulfat ausgeschieden. Das Metabisulfit wurde also sclmeller vom gastro- 
intestinalen Trakt  resorbier~ als Thiosulfat und Sulfa~. Was passierte aber mit  
den restlichen 45 % an Y[etabisulfit ? War die l~esorptionsgesehwindigkeit doeh 
nicht so groB, dab innerhalb tier 4 Stunden alles Metabisulfit resorbiert werden 
konnte, oder effolgte im Magen-Darmtrakt eine Sulfitoxydation zum Sulfat, 
dessen Resorption erwiesen gering ist ? Zur K1/~rung dieser Frage sollte Sulfit 
in vitro biologisehen Flfissigkeiten, wie Speichel, Magen uncl Darmsaft zu- 
gesetzt werden und eine eventuelle Oxydation verfolg~ werden. Daneben sollte 
aueh das Verhalten yon Leberhomogenisat und Blur gegeniiber Sulfit studier~ 
werden. 

Diese Untersuehungeu erforderten eine Bestimmungsmethocle ffir Snlfit, 
bei der die physiologisehen Bedingungen m6gliehst erhalten blieben, um eine 
Ver~nderung des Sulfits dutch ~uBere ]~in~fisse auszusehalten. Es wurde daher 
die IIemmung der Lactat4ehydrogenase dureh Sulfit nach P~LEID~E~ (21) 
ffir eine quantitative Sulfitbestimmung direkt in den biologisehen Flfissig- 
keiten untersucht. G. PFLVaDERV.R (21) war es gelungen, die Aktivit~t der 
Lactatdehydrogenase (Ldtt) aus Iterzmuskel mi~ Mengen yon < 2 ? Sulfit zu 
25% zu hemmen. Dies erschien als eine M6glichkeit, geringe Sulfitmeugen in 
wenig Untersuehtmgsflfissigkeit zu bestimmen, sofern es gelang, die Hemmung 
quanti tat iv zu verfolgen. 

Laetatdehydrogenasen katalysieren die Reaktion 

Lactat -f- DPN + ~ Pyruvat -f- DPNH -J- H + 

DPN ~ Diphosphopyridin-nucleotid 
DPNH ~ reduzier~es Diphosphopyridin-nucleo~id 

wobei das Gleichgewicht weir auf der Seite yon Laetat  und DPN liegt, so dal3 
man zu Aktivit~tsmessungen immer den umgekehrten Vorhang benutzt (22). 
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Experimenteller Tell 

Mater~l u ~  Methoden : 

I. Die zum Hemmungstes~ erforderliehe Laetat-Dehydrogenase wurde nach einer modi- 
fizierten Methode von F. B. STRA~ (23) aus Sehweineherzen iso]ier~. Die Proteinmenge 
wurde mit dem Biurettest (24) bestimmt. 

2. DPN und DPNH wurden yon der ~'irma Boehringer in Mannheim bezogen. 

3. Fiir die Brenztraubens~urel6sung wurde das Natriumsalz der Brenztraubensi~ure 
(Merck) mit Wasser zu einer 0,1 M LSsung gelSst. Die Brenztraubensi~ure wird im 
folgenden mit BTS abgekiirzk 

4. Die SulfitlSsungen wurden aus entwiissertem Natriummetabisulfit (Na2S2Os) hergestellt. 
Ihr Gehalt an S0, wurde jodometrisch iiberpriift. 

5. Als PufferlSsung diente ein M/15 Phosphatpuffer pK 7,2 naeh SSIcEI~S~I~. Die Ein- 
stellung der PufferlSsung erfolgte mit einem Methrom pi-Meter Type E 196 S. 

Alle L6sungen wurden mit bidestilliertem Wasser bereite~. 

DPN und DPNH sind lieht- mad wgrmeempfindlieh, DPNH siiure, und DPN alkali- 
empfindiieh. Ihre L6sungen in Puffer wurden tiiglieh frisch hergestellt. Die LDH wurde 
mit Puffer entsprechend verdiinnt. Alle LSsungen wurden w~hrcnd der Meesung in Eis 
nufbewahrt. Nur der Puffer wurde auf 25 ~ C vortemperiert. Die k~Iten L6sungen wurden 
in eine Temperierkiivetim, die schon den Puffer enthielt, einpipettiert und die Reaktion 
bei 25 ~ durehgef'fihrt. Der Testans~tz fiir die Hemmungsversuehe hatte folgende Zu- 
sammensetzung: 

1,9 ml Phosphatpuffer p~ 7,2 
0,04 ml DPNH ~- 6,14 • 10 -~ Mol DPNH 
0,03 ml BTS = 3,0 • 10 -6 Mol BTS 
0,03 ml LDH = 4-5 • 10 -1' Mol LDH 

Die Realr~ion wurde im Pho~meter Eppendorf bei 366 nm verfo]g~. Es wurde die 
Zeit gestoppt, bei der die Extinktion yon DPNH um 0,1 abnahm. Die Reaktion wurde 
dureh die Zugabe des Enzyms ausgelSst. Die Enzymaktivit~t in vorgenannter Testl6sung 
lie~ sich im Bereich yon 1,56 • 10-' Mol SO, bis 1,56 • 10 -7 Mol SO, hemmen, das ent- 
sprieht 0,1 bis 10 ~ SO, pro Testansatz (Abb. 1). Tr~gt man aber naeh H. M. RAu~N (61) 
die Restaktivit~t gegen die Sulfitkonzentration auf, erhglt man bis zu einer Sulfitkonzen- 
tration von etwa 5 y SO, im Testansatz eine Gerade (Abb. 2). 

Restaktivitiit ---- v_~/= Reaktionsgesehwindigkeit in Gegenwar~ des Inhibitors 
v Reaktionsgesehwindigkeit ohne Inhibitor 

Es wurde die Standardabweichung fiir Proben verschiedenen Gehaltes naeh folgender 
Formel 

bereehne~. Dies ergab bei 8 Proben mit 24 Einzelmessungen eine Standardabweiehung yon 
a = 5,26 ppm SO, abs. mit einem Streubereieh bei 95%iger Sicherheit yon Ax = ll,15 ppm 
SO, abs. 

Die F~nzymhemmungsmethode versagt~ in gefgrbten und s~ark eiweiBhaltigen Fliissig- 
kei~en, so dal] Sulfit in diesen Proben vor der Bes~immung isoliert werden mul3~. 

])as Sulfit wurde aus den Proben in einer 1 : 10 verkleinerten Reith-Willemsapparatur 
mit einer Kfihler]gnge von 30 em nach dem Ansguern mit verdfinnter Salzsgure abdestil- 
lier~. Als TMigergas diente Stlekstoff, der vorher eine L6sung yon An~hracMnon-fl-sulfon- 
saurem Natrium paesiert~. In der Vorlage befanden sieh 3 ml rait Eis gekiihlte N/10 
Natronlauge. Die Vorlage wurde naeh dem volls~gndigen ~bergang des SO, mit Salzs~ure 
neutralisier~ und diese LOsung zur Suliitbestimmung verwendet. 
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Ferner kamen zur Sulfitbestimmung noch die kolorimeSrischen Mcthoden nach I. 
RICHTv.~ und L. K~'Y (25) mit Malachitgriin und die nach Pm W. WEST und G, C. GA~KE 
{26) mit p-RosanihnhydrochloridlSsung zur Anwendung. 

Bei der Methode nach Wv.sT und GAEKE wurde bei 8 Proben mit 23 Einzelbes$immun- 
gen eine Standardabweichung ,con s = 1,84 ppm S02 abs. mit einem S~reubereich yon 
Ax = 3,8 ppm SO2 abs. errechnet. Der Fehler is~ bei dieser Me~hode also erheblich kleiner 
als bei der enzyraatischen Bestiramung. 

0,25 �84 

0,20- 

~g.15  - 

0,10. 

O, O5. X~x,,, 
• 

5,0 I0,0 
~y SO2/2,0ml Te.~f/b's. 

4~ J 

5,0- 

5,o- .. ~x 

~,o- ..py 

3,0- .;.~ 

2,0- ,f~%.,;. 

1,o- 

: " I g > 

I,o 2,0 I'o ~,o ~,o~,yO~ 

Abb. 2. Eichgerade fttr die LDH-Hemmung  durch 
Sulflt. Abszisse: Sulfltkonzentration in v SO,. Ordi- 
nate:  Restaktivit / i t  ~. Gestrichelte Linien: leehler- 

breite der Mittelwerte. 

Abb. 1. Extinkfionsabnahme yon D P N H / ~ i n u t e  bei Anwesen- 
hetb yon 0-10,0 ~, SO, in einem Testansatz yon 2 ml. 

Ergebnisse der Untersuchungen an mit Sulfit versetzten 
bioIogischen Fl i iss igkei ten 

Speichel: 

Von 6 Versuchspersonen s t anden  jeweils e twa  10 ml  Speichel  zur  Verft igung. 
Der  Speichel  wurde  au f  seinen p m W e r t  gepr i i f t  und  au f  37 ~ ira T h e r m o s t a t e n  
erwi i rmt .  D a n n  wurde  er m i t  Na t r iummetab i su l f i t | S sung  ve r se tz t  und  l0  rain 
in e inem verschlossenen Gefs be i  37 ~ belassen.  Anschliel3end wurde  ver-  

Tabelle 1 

Vsrsuchs- Zugesetztea SO, Gefundenes SOt Oxydiertes SOz in % 
!0erson ill rag/100 ml in mg/100 ml d. zuges, Mcnge 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

pH 
Wert  

6,2 7,04 
7,1 8,48 
6,7 8,34 
6,7 13,18 
7,0 7,56 
7,2 10,00 

6,16 12,4 
7,35 13,4 
6,78 18,6 

10,88 17,4 
6,49 14,2 
7,24 27,6 

Fehler: ! 0,38 rag/100 ml 

100 ml  Speichel  ve rmoch ten  0,88-2,76 mg SO~ zu oxydieren .  
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sueht, direkt mi~ dem Speichel den Hemmungstes t  auszuffihren. Die erhaltenen 
Werte lagen innerhalb der Fehlergrenze. Die Proben wurden daher destflliert 
und das SO s nach WEST und GAEXE mit  Fuchsin-Aldehyd bestimmt.  Die 
erhaltenen Werte wurden auf  100 ml Speiehel umgerechnet (Tab. 1). 

Magenta]t: 
Fiir die Untersuchungen standen Magensiffte yon Patienten aus der Uni- 

versit/~tsklinik zur Verffigung. Die Magens/ifte wurden mittels einer Magen- 
sonde den Patientert entnommen, die vorher zur Anregung der Magensekretion 
einen Coffeintrunk erhalten hatten. Das so gewonnene Produkt  enthielt kein 
reines Magensekret, sondern ein Gemisch aus Coffeintrunk, Speiehel und 
Magensaft. Diese Magens/ifte wurden je naeh Menge mit  Natriummetabisulfit-  
15sung versetzt. Es wurden durchschnittlich 8,0 ml Magensaft mi t  2 ml Sulfit- 
15sung versetzt, so dab das Verh/~ltnis 10:2 betrug. Die mit  Sulfit behandelten 
Magens/~fte wurden m m i t  Schliffstopfen verschlossenen Reagenzgl/~sern im 
Thermostaten bei 37 ~ verschieden lang inkubiert. AnsehlieBend wurde der 
SO2-Gehalt mi t  der Enzymhemmung best immt.  Die meisten Magens~fte 
zeigten keine Eigelflaemmung, und die SO~-Bestimmung konnte direkt aus- 
geffihrt werden. Wurde eine Eigenhemmung festgestellt, so wurde diese yon 
der eigentlichen SulfiShemmung abgezogen. Parallelbestimmungen, bei denen 
das SO 2 herausdestilliert wurde, ergaben die gleiehen Ergebnisse. 

Die sulfithaltigen Magens/ifte wurden gegen eine wKl3rige Natr iummeta-  
bisulfitlSsung yon pH 5 gemessen, die eine Inkubationszeit  yon gleicher Dauer 
hinter sich hatte,  um eine mSgliehe Autoxydat ion des Sulfits auszusehlieSen. 
EinZusatz vonKomplexon  zu den Magensifften zurAussehaltung derAutoxy-  
dation wurde nicht angewandt, weft dies nicht den physioIogisehen Bedingun- 
gen entspraeh. Die Autoxydation der w/il]rigen SulfitlSsung w/~hrend der 
Inkubationszeit  war sehr gering. 

Ffir den Vergleich der Oxydation yon Sulfit durch versehiedene Magens/ffte 
wurde daher eine allgemeine Inkubationszeit  yon einer Stunde eingehM~en. 

Tabelle 2 

Zugesetztcs S02 Geflmdenes SO~ Oxydiertes SO~ Oxydiertes SO~ 
Probe OH in rag/100 ml in rag/100 ml in rag/100 ml in % d. zuges. 

Magensaft Magensaft Magensaf~ Menge 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

4,17 
6,25 
6,25 
8,33 

16,70 
12,50 
12,50 
5,50 

12,50 
12,50 
5,56 
8,06 

12,50 
12,50 
16,70 

2,10 
5,50 
4,13 
8,33 

16,00 
12,50 
6,25 
4,78 

11,62 
10,45 
2,50 
4,03 
6,25 
7,63 
9,42 

2,17 
0,75 
2,12 
0 
0,7 
0 
6,25 
0,72 
0,88 
2,05 
3,06 
4,03 
6,25 
4,87 
7,28 

Fehler: 

52 
12 
39 

0 
4,2 
0 

50 
13,1 
7,04 

16,4 
55 
50 
50 
39 
43,6 

-t- 1,1 mg SO~/100 ml 
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Von 10 sauren Magensiiften PE 2-6 zeigten 3 eine 0xydat ion  von dureh- 
sehnittlich 2,0 rag S02/100 ml Magensaft, einer oxydierte sogar 6,25 mg 
S02/100 ml Magensaft. Die oxydierten S0~-Mengen unterhalb 1,1 rag/100 ml 
fallen unter  die Fehlergrerme. 

Von den alkalischen MagensRften, die mit  eiaem physiologischen pmWer t  
von 7 aus der UniversitRtsklinik bezogen wurden, zeigten sRmtlieh eine durch- 
schnittliehe Sulfitoxydation yon 50%, unabh~ngig yon der zugesetzten Sulfit- 
menge. 

Duodenalsa/ t  : 

Duodenalsaft,  durch Duodenalsondierung aus dem Duodenum gewonnen, 
besteht aus eLrmr alkalischert Fliissigkeit, die auch als A-Galle bezeichnet wird, 
da sie zum groBen Tell aus Gallensaft besteht. Nach dem Eingeben yon 01 
sezerniert die Gallenblase dickflfissige Blasengalle, die man mi t  B-Galle be- 
zeichnet. 

A- und B-Gallen, die einen p m W e r t  yon 7,0 bis 8,0 besaBen, warden ge- 
t rennt  mit  NatriummetabisulfitlSsungen versetzt  und auf  37 ~ im Thermo- 
staten erw/~rmt, Die Oxydation des Sulfits t r a t  wie bei den Magens/iftea spontan 
ein und steigerte sich nicht mi t  zunehmender Inkubationszeit ,  Bei Konzen- 
trat ionen ab 100 ppm an Sulfit konnte eine Farbaufhellung der Gallens/ifte 
beobaehtet  werden. Eine direkte enzymatische Best immung war hier wegen 
der stark gef/irbten L6sung aicht mehr m6glich. Es wurde vor jeder SO n- 
Best immung eine Destfllation durchgef/ihrt. 

Ergebnisse mit  A-Gallen: Inkubationszeit  1 h. 

TabeUe 3 

Zugesetztes SOg Gefundenes SO~ Oxydiertes SO~ Oxydlertes SO, 
Probe in mg/lO0 ml in mg/lO0 ml in mg/lO0 ml in % d. zuges. SO,- 

A-Galle A-Galle A-Galle Menge 

I 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

6,25 
6,25 
6,25 
6,25 
6,75 

10,70 
12,50 
12,50 
12,50 
12,50 
15,62 

0 
0 
1,95 
2,65 
0 
7,14 
5,38 
4,38 
6,25 
8,73 
9,85 

6,25 
6,25 
4,30 
3,60 
6,75 
3,56 
7,12 
8,12 
6,25 
3,77 
5,77 

100 
100 
68,8 
57,6 

100 
33,3 

57 
65 
50 
30,2 
35 

Fehler: • 1,1 mg S02/100 ml 
A-GMle 

Von 100 ml A-Galle wurden durehsehrfittlich 5,60 mg SO 2 oxydiert. 

Ergebnisse mit  B-Gallen: Inkubationszei t  1 h. 

Von 100 ml B-Gallen konnten durchschnittlich 7,45 mg SO n oxydiert  wer- 
den. Die oxydierten SO2.Mengen betrugen bis auf  eine Ausnahme rund 70% 
der zugesetzten Mengen. 
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Tabelle 4 

Zugesetz~es SO2 Gefundenes SO2 Oxydiertes SO2 Oxydtertes SOt 
Probe in rag/100 ml in rag/100 ml in rag/100 ml in % der zuges. 

B-GalIe B-GaUe B-Galle SO,-Menge 

9,7 
12,5 
12,5 
12,5 
12,5 

3,18 
4,00 
3,13 
3,54 
8,60 

6,52 
8,50 
9,37 
8,96 
3,90 

70,8 
68,0 
75,0 
71,7 
31,2 

Fehler: ~: 1,1 mg SO~/100 ml 

Nachdem die Untersuchungen am Duodenalsaf$ gezeigt haben, dab yon 
100 ml Duodenalsaft durchschnittlich 5-7 mg S02 oxydiert  werden k6nnen wurde 
untersucht, welcher Bestandteil des Duodenalsaftes die Oxydation des Sulfits 
ausl6sen k6nnte. Es war naheliegend, an die Gallenfarbstoffe zu derrken. Nach 
Zusatz yon Sulfit war eLae Aufhellung der Gallenfarbstoffe zu beobachten gewesen. 

Von den Gallenfarbstoffen wurden Biliverdin und Bilirubin untersucht.  
Von Biliverdin und Bilirubin wurden w/~Brige LSsungen hergestellt. Bfliverdin 
wurde, da es schlecht wasserl6slich ist, in wenig verdiinnter Natronlauge gelSst 
und mit  Wasser aufgeftillt. Es wurden L6sungen yon 10,0, 20,0, 25,0 mad 
50,0 mg Biliverdin und Bilirubin gesondert in 100,0 ml Wasser hergestellt und 
auf einen p~-Wert  yon 7-8 gebracht. Den L6sungen von Biliverdin und Bili- 
rubin warden 5 bis 25 mg ansteigend SO~ zugesetzt. Nach der Destillation 
wurden die SO~-Mengen mit  dem Hemmungstes t  best immt.  In  keinem Fall 
war eine Oxydation des Sulfits zu beobachten. Auch ErhShung der Inkubations-  
zeit auf  3 Stunden ver/inderte das Ergebnis nicht. Die Oxydation des Sulfits im 
Darm kann also von den Gallenfarbstoffen allein nicht ausgelSst werden. 

Leber: 

Frischgeschlachtete Schweineleber wurde mit  der 1,5fachen Menge Wasser 
im Starmix homogenisiert und 30 min unter Rfihren extrahiert.  Der Leberbrei 
wurde darauf  durch Mull gestrichen. Der erhaltene Lebersaft  wurde mit  LS- 
sungen yon Natriummetabisulfi t  versetzt  und im Thermostaten bei 37 ~ in 
einem verschlossenen Gef/~l] inkubiert. Nach Verweilzeiten von 1/~ bis 11/2 Stun- 
den wurde die Mischung desti]liert und das S02 enzymatisch und mit  Malachit- 
griinlSsung best immt.  

Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 
Die SO~-Mengen wurden auf 100,0 g Leber umgerechnet. 

Tabelle 5 

Inkuba-  Zugesetztes SO, Gefundes SO~ Oxydiertes SOj Oxydiertes SOl in % 
t ionszei t inh in mg/lO0 g Leber in mg/lO0 g Leber in mg/lO0 g Leber d. zuges. SO,-~fenge 

1/2 

ll/t 
ll/t 
1 
1 

16,8 
16,8 
12,6 
12,6 
25,2 
25,2 

10,5 
10,5 ~ 
6,3 
6,8 ~ 

14,2 
15,5 ~ 

6,3 
6,3 
6,3 
5,8 

11,0 
9,7 

37,5 
37,5 
50 
46 
43,7 
38,5 

x ~ = Werte der MalachRgriinbestimmung 
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Bei frischgeschlachteter Rinderleber wurden folgende Werte erhalten: Die 
zugesetzten Sulfitmengen wurden auf I00,0 g Leber umgerechnet. 

Tabelle 6 

Inkuba- 
tlonszeit in h 

Zugesetztes SO! '[ Oefundenes SOt [ Oxydiertcs SO, 
in mg/lO0 g Leber I in mg]lO0 g Leber [ in mg]lO0 g Leber 

27,2 { 10,9 I 16,3 
13,6 5,03 8,57 

Oxydiertes SO~ in % 
d. zuges. SO~-l~enge 

60 
63 

Bei allen Proben wurde das Fil trat  des Destillationsrfickstandes qualitativ 
mit Bariumchlorid auf  das gebildete Sulfat geprfift. Vor der Denaturiemng der 
Eiweigstoffe war eine Priifung mat Bariumchlorid nicht mSglich. 

Menschen-, Rinder- und Schweineblut wurde1~ auf ihre Fi~higkeit hin unter- 
sucht, Sulfit zu oxydieren. Die dabei nach der Destillation erhaltenen Rest- 
S02-Mengen waren so gering, dab angenommen werden kormte, dab der Ort 
der Sulfitoxydation im Organismus das Blur sei. Ftir 100 ml Blur wurden nach 
einer Inkubationszeit von 1 Stmlde bei 37 ~ und anschlieBender Destillation 
mit dem Hemmungstest  folgende Ergebnisse erhalten: 

Tabelle 7 

Zugesetztes SO~ Oefundenes 80~ Oxydtortes SOs Oxydiertes 80~ in % 
Blutart in mg/100 nd Blut in mg/100 ml Blur in rag/100 ml Blur d. zuges. S0j-Menge 

Mensch 
~ J  

J ,  

Sehwein 

Rind 

34,1 
16,7 
14,3 
14,3 
33,4 
40,0 

6,83 
0 
0 

17,30 
16,70 
14,30 

50,0 
43,8 
43,8 
50,0 
50,0 
43,8 
43,8 
33,0 
60,0 

2,43 
11,35 
13,60 

11,87 
22,05 
26,40 

6,60 43,40 
5,00 38,80 
6,25 37,55 
8,80 41,20 
7,00 43,00 
1,38 42,42 
2,50 41,30 
1,15 31,85 
2,20 57,80 

50,70 
100,00 
100,00 
83,25 
66,10 
66,00 
86,80 
88,50 
85,70 
82,50 
86,00 
96,60 
94,30 
96,60 
96,40 

Fehler: =k 1,1 mg SO~/100 m! 

Da das Blur wesentlich mehr SOs zu oxydieren vermochte, als Magea, Darm 
oder Leber, wurde dem Blur mehr Aufmerksamkeit gewidmet, um die Ursache 
der Oxydation des Sulfits hn Blur zu kl/~ren. 

Es wurde zun/~chst das Blutserum fiir sich allein mit  Sulfit versetzt und der 
RestgehMt an SO u bestimmt. Es zeigte sich, dab Blutserum allein SO 2 nicht 
zu oxydieren vermoehte. Fiir die Suliltoxydation muiiten aIso die Erythrocyten 
verantwortlich sein. Es wurde festgestellt, da6 die Oxydation yon Sulfit im 
venSsen Blur geringer war, als im arteriellen. Es war naheliegend anzunehmen, 
dab die Sulfitoxydation vom Sauerstoffgehalt des Blutes abhing. 
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Zum Beweis wurde durch Einleiten yon Stadtgas in Rinderblut Kohlen- 
monoxyd-H~moglobin (Hb-CO) hergetellt. Die vSllige Umwandlung des Oxy- 
H~moglobins (Hb-O2) zum Hb-CO wurde spektralphotometrisch verfolgt. Nach 
dem Zusatz voa Sulfit in Form der NatriummetabisulfitlSsung und einer In- 
kubationszeit yon 1 Stunde bei 37 ~ wurde das Sulfit mit Fuchsin.Aldehyd 
nach vorausgegangermr Destillation bestimmt. Es zeigte sich, dal~ Hb-CO rdcht 
imstande war, Sulfit zu oxydieren. Es wurde aUes SuIfit wiedergefunden. Ein 
mehrstiindiges DureMeiten von Stickstoff ~ur Vertreibuug des Sauerstoffes aus 
dem Hb-O 2 brachte den Nachweis, dab aueh H~moglobin nicht in der Lage war, 
Sulfit zu oxydieren. Die Oxydation des Sulfits erfolgt also yon dem an Hb-O~ 
gebundeaen Sauerstoff. 

Die ermittelte Sulfitoxydation durch Blur muB w~ihrend des Destillations- 
vorganges erfolgen, bei dem durch die Hitzeeinwirkung und die Ansi~uerung 
das Hb-O~-Molekiil denaturiert wird und der Sauerstoff aus seiner Bindung 
an das H~meisen freigesetzt wird. 

Zur Erhi~rtung der Annahme, dal~ die Oxydation des Sulfits yore Sauer- 
stoffgehalt des Blutes abh~ngt, wurden in gleichlaufenden Proben der Sauer- 
stoffgehalt des Blutes, die oxydierte Sulfitmenge und der Hb-Gehalt des Blutes 
bestimmt. 

Der Sauerstoffgehalt des Blutes wurde in der Warbung-Apparatur naeh der 
Methode yon BARCROFT und HALDANE (27) bestimmt, der H~moglobingehalt 
nach tier Cyanh~miglobinmethode (28), das Sulfit nach der Destillation mit 
Fuehsin-Aldehyd (26). 

S/~mtliche Sauerstoff- un4 gleiehzeitigen Sulfitbestimmungen warden mit 
Rinderblut durchgeftihrt. Die Tabelle 8 gibt die erhaltenen Ergebnisse wieder. 
Die in Spalte 6 unter I aufgefiihrten Werte gebea die Sulfitmengen wieder, die 
theoretisch yon dem, nach der B~mvRoFT-H~d~DA~E-Methode ermittelten, 
Blutsauerstoff oxydiert werden kSnnten. Es wurde zuni~chst angenommen, dal3 
ein Tefl des bei der Destillation freiwerdenden Sauerstoffs zur Oxydatioa des 
H/~moglobins zum Meth/imoglobin benStigt wird. Die in Spalte 6 unter I I  auf- 
gefiihrten Werte geben die theoretisch oxydierbaren Sulfitmengen wieder, 
nach Abzug des fiir die H~moglobinoxydation notwendigen Sauerstoffs. 

Tabelle 8 

Hb-Geh. 
g]100 ml 

10,68 
10,35 
10,35 
10,35 
12,83 
12,83 
11,97 
11,97 
4,68 
4,68 

O,-Geh. 
mg]100 in1 

19,15 
14,60 
14,60 
14,60 
20,60 
20,60 
20,00 
20,00 
6,60 
6,60 

mg]100 ml Blut I mg/100 ml Blu~ 

40,00 
33,00 
50,00 
35,70 
55,50 
55,50 

172,50 
86,25 
55,50 
60,00 

0 
0,6 
5,04 
1,34 
2,44 
2,11 

93,00 
15,00 
31,00 
35,00 

5 

mg]100 ml Blut 
Oxyd. SO, in 

40,0 
32,40 
44,96 
34,36 
53,06 
53,39 
79,50 
71,25 
24,50 
25,00 

Fehler: -{- 

6 
Theoretisch 

oxFdierb. SOs 
in mg]lO0 ml 
I I I  

76,5 56,2 
58,6 38,6 
58,6 38,6 
58,6 38,6 
82,4 58,0 
82,4 58,0 
80,0 57,2 
80,0 57,2 
26,4 17,4 
26,4 17,4 

0,38 mg S0,]100 ml 
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Die Annahme erwies sich, wie aus den Ergebnissea zu ersehen ist, als falseh. 
Es wurde welt mehr Sulfit oxydiert,  als theoretiseh naeh den unter I I  angegebe- 
nen Werten mSglich gewesen w~re. Ffir die Oxydation des H/~moglobins wurde 
kein Sauerstoff gebraucht. 

A b b .  3, Weg des S u l i i t a  l m  O r g a n i s m u ~ .  ] = M a s e a ,  2 ~ D u o d 6 n u m ,  3 ~ L ~ b e r ,  4 ~ r ,  H e r z k a m m e r ,  
5 = L u u g e n ,  6 ~ L H e r z k a m m e r ,  7 ~ G e h I r a ,  S = MI iz ,  9 = ~ I e r e n ,  10  = D I c k d a r m ,  11 ~ T e s t e ~ .  P u n k -  

t l e r t e  O r g a n e  = O r t e  d e r  m ~ g l l c h e n  S u l f l t o x y d a t l o n .  

Eine schematische Darstellung fiber den m6gliehen Weg des Suliits im 
0rganismus gibt Abb. 3. Das Sulfit kann naeh der Resorption im Duodenum 
oder Diinndarm yon der Pfor tader  zur Leber t ransport ier t  werden. Falls bier 
keine vollst~indige Oxydation stattfindet, gelangt das Sulfit auf  dem Blutweg 
in die einzelnen 0rgane und zwar in der Reihenfolge der Numerierung. Die 
Organe, in denen eine Sulfitoxydation stattfinden kann, wurden punktier t  
gezeiehnet. 

Zusammen/assung 

Die Bestimmung der schwefligen S~ure in biologischen Flfissigkeiten is~ schwierig. 
Eine direkte Bestimmung kann in vielen F~llen nicht durchgefiihrt werden, und eine Iso- 
lierung schafft Veritaderungen der untersuehten Probe, bei denen Reaktionen eintreten 
kSnnen, dis bei physiologischen Bedingungen nicht m6glich sh~d. 

Es wurde zuniichst naoh elner Methode gesucht, die es erlaubte, d~s Sulfit ohne voratm- 
gehende Isolierung direkt zu bestimmen. 

Der Hemmungstest, bei dem die dutch Lactat-Dehydrogenase katalysierte Brenz- 
traubens~urehydrierung yon SuUlt gehemmt wurde (21), wurde auf die MSgliehkeit einer 
direkten, quantitativen Sulfitbestimmung untersucht. Die tIemmung konnte nur in einem 
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engen Bereich yon 0,5-5,0 r S0~/2,0 ml TestlSsung zur quantitativen Bestimmung heran- 
gezogen werden. Die Grenzen der bestimmharen Konzentrationen an SO~ werden durch 
die einzupipettierenden Mengen gegeben und liegen zwischen 3 und 200 ppm. Aus der 
statistischen Fehlerbreite wurde eine Empfindlichkeit yon 0,3 ~ S0~ pro Testansatz be- 
rechnet. Der Fehler verringert sich also mit steigenden Konzentrationen, wird aber dureh 
das einzupipettierende ldeine Volumen oder dureh eine VerdfiImung wieder ausgeglichen. 
Die Sulfithemmung ist stark abh~ingig yon der DPNH-L5sung, deren Stabilit~t rasch 
abnimmt. Ffir jede Sulfitbestimmung muB daher gleichzeitig eine neue Eichkurve mit 
LSsungen von bekanntem Sulfitgehalt aufgenommen werden. Dies verzSgert die ansonsten 
schnelle und bequeme Sulfitbestimmung. Ffir Proben versehiedenen Gehaltes, die zu ver- 
sehiedenen Zeiten bestimmt wurden, wurde daher ebenfa]ls die Standardabweichung be- 
rechnet und deren Fehler als allgemeiner Fehler der Methode aufgenommen. Der Fehler 
wurde in ppm ausgedrfiekt und betrug-_J= 11,15 ppm SO~ = =t= 1,115 rag/100 ml. In  stark 
gefi~rbten und proteinhaltigen L6sungen war die direkte Bestimmung nicht mehr mSglieh. 
Das Sulfit wurde durch Destillation aus den anges~uerten Proben isoliert. Ffir das isolierte 
S02 konnte aueh eine Methode benfitzt werden, die eine geringere Fehlerbreite als die 
enzymatische Bestimmung besafl. Die Bestimmung mit  Fuehsin und Formaldehyd nach 
der Methode von W~.ST und GAEKE (26) wurde auf  ihre Brauchbarkeit untersueht. Die 
Empfindliehkeit lag bei 1 ~, SO2/10,0 ml. Die Fehlergrenze ffir Proben versehiedenen Ge- 
hares  wurde mit =t= 3,8 ppm SO~ ~ q- 0,38 rag/100, 0 ml bestimmt. 

Je  100 ml Speichel yon 6 Versuehspersonen hatten naeh einer Inkubationszeit von 
10 Minuten bei 37 ~ 0,88-2,76 mg SO~ oxydiert. Die oxydierten Mengen waren yon der 
Art, aber nicht veto pn-Wert  des Speichels ~bh~ngig. 

Von den untersuchten Magens~ften zeigten alle alkalischen trod ein Tell der sauren 
eine Sulfitoxydation. Die Oxydation erfolgte spontan. 100 ml ~lkalischer Magensaft 
oxydierten durchschnittlieh 5,10 mg SO~. 

Von 100 ml A-Galle wurden durchsehnittlich 5,6 lug S02 oxydiert. 100 ml B-Galle 
konnten durehsehnittlieh 7,45 mg SO~ oxydieren, so dab yon 100 ml Duodenalsaft 5 bis 
7,5 mg S02 oxydiert  werden k6nnen. Es wird angenommen, dab es sich bei der Oxydation 
des Sulfits um eine Autoxydation handelt. Diese Autoxydation muff abet vom Magen- und 
Duodenalsaft katalysiert werden, da eine alkalisehe LSsung yon Biliverdin und Bilirubin 
keine Sulfitoxydation zeigte, auch nicht nach einer Inkubationszeit yon 3 Stunden. 

Ein Leberhomogenlsat zeigte eine Sulfitoxydation, die, da es sich um einheitliches 
Material handelte, bei gleicher Lebermenge mit  doppelter Sulfitkontentration um das 
Doppelte zunahm. Ob es sich bei der Oxydation des Sulfits in den Leberhomogenisaten um 
eine 0xydat ion handelte, die erst bei der Destillation stattfand, oder um eine anaerobe 
bei 37 ~ kormte nieht entschieden werden. Von 100,0 g Leber wurden 40-60% des zu- 
gesetzten Sulfits oxydiert. 

Die veto Blur oxydierten Mengen Sulfit wurden yon dem Sauerstoff oxydiert, der bei 
der Destillation durch Denaturierung des H~moglobinmolekiils in Freiheit gesetzt wurde. 
Der frelwerdende Sauerstoff setzte sich quanti tat iv mit  dem Sulfit urn. 
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Von W. Di~,~m~ u n d  I.  ENOELHARDT 

Mit 6 Abbildungen und 5 Tabellen 

(Elngegangen am 2. Februar 1965) 

Untersuchung yon Blutspektren 

I n  einer vorausgegangenen Mit tef lung wurde darfiber berichtet ,  da$ eine 
Oxyda t ion  des Sulfits im  Blur  nu r  vom Sauerstoff abh~ngig sei, der bei der 
Dest i l la t ion yon  seiner B indung  an  das H/~moglobin in  Freihei t  gesetzt wird. 
Es war  n u n  zu kl/~ren, ob eine Sulf i toxydat ion auch un te r  normalen  Bedingun-  
gen s t a t t f inden  kana .  E ine  Reduk t i on  des Oxyh~moglobins mi t  Sulfit ist  
mSglioh. So wurde  bei der spekt ra lphotometr ischen Bes t immung  yon  Blut-  
sauerstoff  das Blur  reduzier~ mi t  2 %  seines Volumens einer ges~tt igton Na- 
t r iumhydrogensul i l t l6sung (1). Die Affinit~t  des H~imoglobins zum Sauerstoff 
ist  wahrscheinlich ers$ durch gr6Bere Sulf i tmengen aufzuheben.  

Bei der  Un te r suchung  der  Blu t spek t ren  wurden  e inmat  die Sulf i tmengen 
ermit te l t ,  die notwendig  waren,  u m  das Oxyh/~moglobin zu reduzieren u n d  zum 
anderen,  ob das Sulfit in  der Lage war, irgendwelche spektra len Vergnderungen 
hervorzurufen.  


