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Einfiithrung

Die schweflige Séure ist ein wichtiges Desinfiziens, Konservierungsmittel
und Antioxydans bei der Herstellung und Zubereitung von Nahrungsmitteln
und kann auch in der modernen Nahrungsmittelindustrie nicht entbehrt wer-
den. Welche Mengen an schwefliger Sdure vom Menschen vertragen werden,
ohne dafl Beschwerden auftreten, ist aber nicht mit Sicherheit entschieden.
Eine Zusammenstellung tiber die Vertraglichkeit der schwefligen Sdure fiir den
Menschen bringt K. Laxa (1) in seinem Gutachten iiber die physiologischen
Wirkungen der schwefligen Sdure. lir hat die Untersuchungsergebnisse von
sieben Autoren zusammengestellt. Wurden Beschwerden nach Einnahme von
schwefliger Saure festgestellt, so waren es immer die gleichen: Magenbeschwer-
den, Durchfille und Kopfschmerzen. Interessant war der groBe Unterschied
innerhalb der Dosierungen. Es wurden Mengen von 2000 bis 650 mg SO,
symptomlos vertragen, wihrend Mengen von 500 bis 10 mg SO, Beschwerden
verursachten, LaNe schitzt deshalb, dafl etwa 10 bis 209, der Konsumenten
auf SO, mit subjektiven Beschwerden reagieren wiirden, wenn es zu einer
Erhohung der erlaubten SO,-Mengen kommt. LaNG stiitzte sich dabei auf die
Untersuchungen von C. JaxoBy und H. WaLsaum (2), die die Beschwerden
bei den niedrigsten Dosen festgestellt hatten.

Die Empfindlichkeit mancher Versuchspersonen gegeniiber schwefliger
Séure steht im Gegensatz zu den Tierversuchen, die auch in jingster Zeit an-
gestellt wurden.

M. F. Lookerr und I. L. NaToFF (3) verabreichten 750 ppm (mg/1) SO, als
Natriummetabisulfat im Trinkwasser an drei Generationen von Ratten, in
Bxperimenten, die beinahe drei Jahre dauerten. Das Metabisulfit war ohne
Effekt auf das Wachstum, die Aufnahme von fester und fliissiger Nahrung
und die Ausscheidung des Kotes. Es becinfluBte nicht die Fruchtbarkeit, das
Gewicht der Neugeborenen und die Laktation, ferner lieB es nicht die Haufig-
keit der Tumorbildung ansteigen. Die histologische Priifung der Organe bei
einem Teil der Ratten nach 10 Monaten ergab keine Abnormitaten.
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‘Wie schon F. Franz und G. Sonnrace (4, 5) beim Hund und beim Menschen
festgestellt hatten, daB Sulfit im Harn zum groBiten Teil als Sulfat ausgeschie-
den, wird, konnten B. BagaaTr und M. F. LockETT (6) an Ratten bestitigen.
539, des verfiitterten Natriummetabisulfits (Na,S,0;) 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 auch auf Thiosulfat zuriick-
zufiihren sein. Nach B. H. SorBo (7) fithrt die Rattenleber, in der Gegenwart
von Sulfit, Merkaptopyruvat schnell und quantitativ in Thiosulfat iiber. Thio.
sulfat kommt in kleinen Mengen im Harn von Menschen, Hunden und Katzen
immer vor. Der leichte Anstieg an jodreduzierenden Substanzen kann daher
auch auf eine, in Gegenwart von Sulfit vermehrte, Ausscheidung von Thio-
sulfat zuriickzufiihren sein.

B. Baguar und M. F. Lockzrr verglichen die Ausscheidungen im Harn
nach Einfithrung von Natriummetabisulfit-, Natriumthiosulfat- und Sulfat-
losungen mit einer Magensonde und nach der intraperitonealen Injektion der
gleichen Losungen. In den ersten vier Stunden nach der Injektion wurden
80-909%, des zugefithrten Schwefels als anorganisches Sulfat ausgeschieden.
Die Form und das Ausmafl der Ausscheidung war bei allen drei Losungen
gleich. Bei jeder Losung wurden sehr geringe Mengen an jodreduzierenden
Substanzen im Harn festgestellt.

Innerhalb der ersten vier Stunden nach Eingabe der Lésungen mit der
Magensonde wurden ungefihr 559, der Schwefelmenge vom Metabisulfit,
239, vom Thiosulfat und 7% vom Sulfat im Harn als Sulfat ausgeschieden.
Metabisulfit wird also vom gastrointestinalen Trakt schneller resorbiert als
Thiosulfat. Sulfat wird nur zu einem geringen Teil resorbiert.

Nachdem verschiedene Autoren festgestellt haben, dafl im Organismus eine
Oxydation der schwefligen Séaure erfolgt, was gleichbedeutend mit einer Ent-
giftung derselben ist, blieb die Frage offen, wo im Organismus diese Oxydation
stattfinden konnte.

Uber den Ort der Oxydation der schwefligen Sdure im Organismus wurden
umfangreiche amerikanische Arbeiten angestellt.

Diese Arbeiten gingen urspriinglich davon aus, die Oxydation des Schwefels
aus den schwefelhaltigen Aminosiuren zu verfolgen. Die biologische Oxydation
von Cystein soll z. B. iiber die Cysteinsulfinsdure, §-Sulfinylbrenztraubensiure
zum Sulfit verlaufen (8). Der Mechanismus der Sulfitoxydation war aber noch
ungeklart.

M. HeiMBERG, I. FrRiDOovICcH und Pu. HANDLER (9) gelang die Oxydation
von Bisulfit mit Leberpriparaten von Ratten, Schweinen, Méiusen und Ham-
stern, Die Leberpriparate wurden aus Aceton-Trockenpulvern extrahiert. Sie
oxydierten auch eine Reihe von x-Hydroxy-, «-Amino- und N-substituierten
a-Aminosulfonsiuren. Wurden bei pg 5,3 die unldslichen Proteine entfernt,
ging die Fihigkeit, die Sulfonsiuren aufzuspalten, verloren. Die Sulfitoxyda-
tion wurde davon nicht beriihrt.

In weiteren Untersuchungen stellten I. Frinovion und Pr. HANDLER (10)
fest, daB nur die mitochondriale Fraktion von Organgeweben imstande ist, die
Sulfitoxydation zu katalysieren. Nach einer teilweisen Reinigung mit Ammon-
sulfatfillungen, Protaminféllung und Proteinfillung bei 55 °C wurde eine
Enzymlosung erhalten, die zwar die Oxydation des Sulfits, aber nicht mehr die
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der Carbonylverbindungen katalysieren konnte. Nach Sdurehydrolyse der
Enzymlésung konnte Riboflavin papierchromatographisch nachgewiesen wer-
den.

In weiteren Arbeiten stellten I. FripovicH und Pa. Hanprer (11) und (12)
nach Dialyse der Enzymlosung fest, daB die anaerobe Oxydation von Sulfit
inaktiviert wurde. Sie ermittelten als aktives Prinzip das Hypoxanthin. Daraus
und aus ihren fritheren Ergebnissen schlossen sie, daB der Enzymkomplex die
reversible Teilnahme von Hypoxanthin oder Inosin und ein Flavoprotein ein-
schlief3t.

Sie unterlieBen darauf die weitere Untersuchung des sulfitoxydierenden
Enzyms und wandten sich der Aufklirung des Mechanismus der Sulfitoxydation
zu. Sie (13) kamen zu der Annahme, daB} die Sulfitoxydation von einer rever-
siblen Reduktion und Oxydation einer Disulfidverbindung begleitet wird. Ihre
Vermutung stiitzten sie auf die Hemmung der anaeroben Reduktion von Me-
thylenblau mit Arsenit und p-Chlormercuribenzoat (p-CMB), einem typischen
Sulfhydrylreagenz. Die aerobe Oxydation von Sulfit wurde dagegen nur wenig
gehemmt. Ferner ermittelten sie einen Anstieg der Sulfhydrylgruppen nach
Zugabe von Sulfit, wenn das Enzym vorher mit p-CMB behandelt wurde. Die
Sulfhydrylgruppen wurden mit der Boyer-Methode (14) bestimmt. Das
Enzymsystem war auch in der Lage, Cystein und Dimerkaptolipoat zu oxy-
dieren. Die Sulfitoxydation wurde durch Liponsiure gesteigert, durch Cystin,
Cysteinthiosulfonat und Thiosulfat gehemmt. Fripovice und HANDLER
nahmen daher fiir die Sulfitoxydation folgende Reaktionsfolge an, bei der die
Liponsdure als Disulfitquelle dienen sollte:

— S HSQOs~
At

Ausgehend von dem Ergebnis, da8 Hypoxanthin als ein obligatorischer
Kofaktor fir die Oxydation von Sulfit durch das Leberenzym dient, unter-
suchten I. FripovicH und Pu. HANDLER (15) die Xanthinoxydase = XO.
Die Leberpriiparate wiesen keine Xanthinoxydase-Aktivitdt auf. Gereinigte
XO aus Milch war ebenfalls nicht in der Lage, die Sulfitoxydation zu kataly-
sieren. Konnte aber die XO auf ein Gemisch von Sulfit und Hypoxanthin ein-
wirken, so gelang es, Sulfit zu oxydieren. Die Behandlung der X0 mit Cyanid
unterband vollstindig die Oxydation von Hypoxanthin, erlaubte aber die
Oxydation von Sulfit in Gegenwart von katalytischen Mengen Hypoxanthin,
aerob und anaerob. In sdurehaltigen Losungen von pg 7,6 und in Gegenwart
von Cyanid wurde die aerobe Sulfitoxydation auch von denaturierter XO
katalysiert. Hypoxanthin war dabei nicht erforderlich. Fripovick und HaND-
LER schlossen daraus, daf} es eine nichtenzymatische (hypoxanthinunabhingige
und eine enzymatische (hypoxanthinabhéngige) Katalyse der Sulfitoxydation
gibt. Sie nahmen an, daB eine Wechselbeziehung zwischen Sulfit und dem
Metall des Enzyms bestehen muB, und Hypoxanthin dabei die Rolle des
Elektronentransportes iibernimmt. Zur weiteren Aufkidrung des Mechanismus
der Sulfitoxydation priiften I. FripovicE und Pa. HANDLER (16) die kata-
lytischen Wirkungen von Fe (II)- und Fe(III)salzen auf die Sulfitoxydation.
Fe(II)salz war der bessere Katalysator. Die leichte katalytische Aktivitit des
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Fe(I1I)salzes konnte auf eine geringe Reduktion des Fe(IIT) zum Fe (IT) durch
Sulfit zuriickzufiihren sein, FrRiDovicH und HANDLER nahmen an, daB3 an der
aktiven Seite der X0 2 Molekiile Flavinadenosindinucleotid sitzen, die durch
zwei eisenhaltige Merkaptogruppen verbunden sind. Die Eisenatome sollen
dabei Elektronen von einem Flavin-adenosin-dinucleotid-Molekil zum anderen
iibertragen. Da die angenommene Elektronentransportfunktion des Eisens
eine voriibergehende Existenz des Fe(II)-Stadiums einschliet, schien es mog-
lich, daB dieses Fe(II)-Ion direkt mit O, reagiert und ein O,-Radikal wie folgt
produziert:

Fett 4 Oz

—~ Fet++ 4 . O

Dieses Sauerstoffradikal kénnte gut die Sulfitoxydation auslosen, und die
Oxydation des Sulfits wire somit eine Kettenreaktion.

Bernsteinsaure-Dehydrogenase aus Rinderherzmitochondrien, Glucose-
Oxydase, D-Aminoséure-Oxydase, Milchsdure-Dehydrogenase, Alkohol-De-
hydrogenase und Urease vermochten die Sulfitoxydation nicht auszulosen. Dies
steht im Einklang damit, da diese Enzyme nicht direkt mit Sauerstoff reagie-
ren kdnnen.

Ausgehend von der Hypothese, daBl die Oxydation von Sulfit durch
Xanthinoxydase eine Radikalkettenreaktion ist, untersuchten 1. Fripovicn
und PH. HANDLER (17) noch weitere Enzyme. Sie waren iiberzeugt, dafl eine
enzymatische Sulfitoxydation nur erfolgt, wenn im Laufe der Reaktion freie
Radikale entstehen., Ein Molekill H,0, oxydierte namlich nur 3 Sulfitionen,
wihrend in Gegenwart von Xanthinoxydase und Xanthin 10000 Sulfitionen
oxydiert wurden, pro Molekiil Xanthin.

L-Aminosiure-Oxydase, Pilztyrosinase, Katalase, Cytochrom-Oxydase und
Ferrocytochrom ¢ waren nicht imstande, die Sulfitoxydation zu katalysieren.
Eine Oxydation von Sulfit wurde von folgenden Enzymen eingeleitet:

Xanthin-Oxydase aus Kalbsleber
Kaninchen-Leberaldehyd-Oxydase mit N-Methylnikotinamid als Substrat
Azid-Katalase, in Gegenwart von H,0,

Rettich-Peroxydase, in Gegenwart von H,0, mit einem von H,0, oxydier-
baren Substrat wie Phenol

Cytochrom-Oxydase, bei der aeroben Oxydation von Ferrocytochrom c
Lipoxydase in Gegenwart von Linolsiure und

Kaninchenlebermikrosomen in Gegenwart von reduziertem Triphospho-
pyridinnucleotid (TPNH).

Von den untersuchten Flavoproteinen leiteten nur die Xanthinoxydase der
Milch, der Kalbsleber und die Aldehydoxydase der Kaninchenleber die Sulfit-
oxydation ein. Fripovice und HaNDLER fiihrten dies auf die Moglichkeit
zuriick, daB die metallischen Komponenten der Enzyme in einem gewissen
AusmaB direkt den Elektronentransport zum Sauerstoff iibernehmen.

Nachdem M. HEmBERG, I. FripovicH und Pu. HANDLER (9) ein Enzym-
system in der Leber gefunden hatten, das imstande war, die Sulfitoxydation
zu katalysieren und I. Fripovicu und Pa. HaxnprrRr sich der Aufklirung des
Reaktionsmechanismus widmeten und dabei noch weitere Enzyme ermittelten,
die Sulfit oxydieren bzw. die Oxydation katalysieren konnten, beschiftigten
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sich R. M. MacLeop, W. Faggas, I. FripovicH und Pu. HaxoLER (18) ein-
gehender mit der Reinigung und den Eigenschaften der Lebersulfitoxydase.
Die Reinigung der Sulfitoxydase, extrahiert aus Rattenleber-Acetontrocken-
pulver, Rinderleber-Acetontrockenpulver und Hundeleber wurde beschrieben.
Die Reinigung war differenzierter als die frither von M. HEIMBERG angegebene
und schloB z. T. eine Absorption an Calciumphosphatgel und eine Auftrennung
iiber Zellulosesdulen ein.

Das gereinigte Enzym katalysierte die Oxydation von Sulfit in Gegenwart
von verschiedenen Elektronenakzeptoren: O,, Cytochrom ¢, Ferricyanid und
2,6-Dichlorphenol-indophenol. Die Reduktion von Cytochrom c, Ferricyanid,
2,6-Dichlorphenol-indophenol wurde spektralphotometrisch verfolgt, korrigiert
durch die Ergebnisse fiir die nichtenzymatische Reduktion durch Sulfit. An
der Reduktion des Cytochrom ¢ wurde die Substratspezifitit des Enzyms unter-
sucht. Sulfit konnte nicht ersetzt werden durch DPNH, TPNH, Succinat,
Thiosulfat, Dithionat, Cysteinsulfinat, Cysteinthiosulfat, Lactat, Acetaldehyd,
Hypoxanthin oder Selenit. Mit Sulfit als Substrat katalysierte das Rinderleber-
enzym die Reduktion von Cytochrom ¢, O,, Ferricyanid und Methylenblan wie
folgt:

100:114:1420:6,7.

Das gereinigte Enzym war unter pg 7,0 unstabil, aber ganz stabil zwischen
pr 7,0 und 9,5. Durch Dialyse verringerte sich die Aktivitdt. Die Km = Mi-
chaeliskonstante fiir Sulfit betrug beim Rinderleberenzym 1,2 - 10-5 M, beim
Hundeleberenzym 2,7 - 10~5 M,

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

]fa,s Enzym von Rinder-, Hund- und Rattenleber hatte das gewshnliche
Absorptionsmaximum der Proteine bei 280 nm und einen zusitzlichen Peak
bei 413 nm. Anaerobe Zugabe von Sulfit verschob diesen auf 423 nm. Rinder-
enzym hatte nach Zugabe von Sulfit zwei neue Absorptionsmaxima bei 528
und 556 nm. In allen Féllen hob eine Beliftung die spektralen Verinderungen
auf. Das Absorptionsspektrum des mit Sulfit behandelten Rinderenzyms glich
vollstindig dem von reduziertem Cytochrom b;. Cytochrom by lieB sich aber
nicht durch Sulfit reduzieren, noch hatte es Sulfitoxydase-Aktivitat. Ferner
konnte Cytochrom b; Cytochrom c¢ als Elektronenakzeptor nicht ersetzen.

Das Rinderleberenzym wurde in der Ultrazentrifuge untersucht. Es wurde
festgestellt, daBl Sulfitoxydase-Aktivitat und ein rotes Protein zusammen
sedimentierten. In diesem rot gefirbten Protein wurde nach Abspaltung der
EiweiBkomponente und nach Reduktion Protohimin nachgewiesen.

Bei der aeroben Sulfitoxydation war der O,-Verbrauch und der Sulfit-
schwund stdchiometrisch nach der Gleichung:

SO~ 4 1202 —» SOs~—.
Zugabe von Katalase und Aethanol verdoppelten den O,-Verbrauch, was

die Bildung von H,0, bei der aeroben Wiederoxydierung des reduzierten
Enzyms anzeigen sollte,
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Verschiedene Gewebe und Zellteile wurden auf ihre Sulfitoxydaseaktivitit
gepriift. Nach der Separation der Gewebe in Nucleus, Mitochondria und Mikro-
gomen nach der Methode von W. C. ScHNEIDER und G. H. Hogepoom (19),
Herstellung eines Aceton-Trockenpulvers und Extraktion desselben mit
Pufferlosung, wurde die groBte Sulfitoxydase.Aktivitét in der Mikrosomen-
fraktion gefunden. Es war merkwiirdig, daBl vor der Herstellung des Aceton-
Trockenpulvers die Aktivitit der Mikrosomenfraktion nur sehr gering war, Von
den Geweben waren Leber, Niere, Herz reich an aktivem Enzym, wihrend
Gehirn, Hoden, Lunge und Milz relativ wenig Aktivitit aufwiesen. Diese
Ergebnisse stimmten mit dem Cystein-Desulfinikase-Vorkommen tberein, das
in der Leber und in der Niere groBer ist als im Gehirn. Cystein-Desulfinikase
stellt die Quelle des Sulfits im S#ugetierstoffwechsel dar.

Zusammenfassend 1aBt sich feststellen, daB R. M. MacLEoD ein Enzym
gefunden hat, das Sulfit oxydiert. Ob Sulfit das-alleinige Substrat ist, ist nicht
gicher, aber wahrscheinlich.

Das Enzym ist ein Hiémoprotein, dessen Absorptionsspektrum vergleichbar
ist mit dem von Cytochrom b;. Da bei der Oxydation von Sulfit H,0, gebildet
wird, kann eine Flavin. oder hydrochinoide Gruppe an der Reduktion des
Sauerstoffes teilnehmen. Eine nichtenzymatische, metallkatalysierte Radikal-
kettenreaktion, wie sie bei der Autoxydation von Sulfit stattfindet, wird als
unwahrscheinlich angesehen. Dieser ProzeB erfordert fiir die effektive Aus-
breitung der S0,~—_0O, 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.

1. Fripovice und Pa. HanDLER (16) hatten aber festgestellt, daB Xanthin-
oxydase, wenn sie auf ihre Substrate einwirkt, die Autoxydation von Sulfit in
einer freien Radikalkettenreaktion auslésen kann. R. M. MacLrop, I. Fripo-
vicH und Pr. HANDLER (20) untersuchten deshalb nochmals den Mechanismus
fiir ihre, aus der Leber isolierten, anscheinend sulfit-spezifischen Oxydase. Die
extrem rasche aerobe Sulfitoxydation durch Leberextrakte konnten sie auf
Grund ihrer Untersuchungen so erkliren: Sulfitoxydase im nur teilweise ge-
reinigten Leberextrakt oxydiert Sulfit unter gleichzeitiger Bildung von H,0,.
Hémoglobin, das auch in dem Extrakt noch erbalten ist, besitzt peroxydative
Aktivitat. Wie Peroxydase in der Gegenwart von Peroxiden und peroxydier-
barem Substrat, erzeugt es reaktive Radikale, die eine schnelle Kettenreaktion
zwischen Sulfit und O, auslésen kénnen. Dies wurde bewiesen durch Zugabe
von peroxydierbaren Komponenten, durch welche die Sulfitoxydation ge-
steigert wurde. Kettenbrecher wie Mannitol, Cystein und Askorbat hemmten
die Sulfitoxydation.

Ferner widerlegten sie die frithere Behauptung, dal Hypoxanthin als
Kofaktor bei der Oxydation von Sulfit durch Leberenzym dient. Eg wurde
nachgewiesen, dafl in dem grob gereinigten Hundeleberpriparat eine geringe
Xanthinoxydase- Aktivitit vorhanden ist. Xanthinoxydase aber 16st, wenn sie
auf ihre Substrate einwirkt, eine freie Radikalkettenreaktion durch Bildung
eines Perhydroxylradikals zwischen SO;~— und O, aus, sofern die Sulfitkonzen-
tration groB genug ist, um die Kettenreaktion aufrechtzuerhalten.

Bei der anaeroben Methylenblau-Reduktion durch Xanthinoxydase und
Sulfit, bei der Hypoxanthin auch erforderlich war, liel sich dies auf die Gegen-
wart von Restsauerstoff zuriickfithren. Dieser Restsauerstoff verhinderte die
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Bildung von Leukomethylenblau. Bei Anwesenheit von Sulfit und Hypo-
xanthin 16ste Xanthinoxydase eine Kettenreaktion aus, bei der der Restsauer-
stoff schnell verbraucht wurde und Methylenblau-Reduktion erfolgen konnte.
Fiir die Sulfitoxydase ist also die Anwesenheit von Hypoxanthin nicht erforder-
lich. Es wird angenommen, dal die Kettenreaktion nur eine kiinstliche Re-
aktion des isolierten Systems ist. Tm lebenden Gewebe scheinen die relativ
niedrige Sulfitkonzentration und die hohe Konzentration an Kettenbrechern
kettenfortpflanzende Radikale nicht zu erlauben.

Nach diesen Ergebnissen der amerikanischen Autoren kann eine Sulfit-
oxydation im Organismus hauptsichlich in folgenden Organen stattfinden:
Leber, Niere und Herz.

Die Entgiftung der schwefligen Siure wird demnach von der Konzentration
und der Zeit abhingen. Aulerdem wird sie, wie Lang (1) anfiihrt, individuell
verschieden sein. Eine hinreichend genaue Angabe iiber die vertriglichen
Mengen an schwefliger Sdure konnte daher nur durch eine Reihe von Tierver-
suchen oder durch Testen einer groBen Anzahl von Versuchspersonen fest-
gestellt werden.

BacgnaT und Loogert (6) hatten an Tierversuchen festgestellt, daB inner-
halb von 4 Stunden 559%, der als Metabisulfit mit einer Magensonde eingebrach-
ten Schwefelmenge im Harn als Sulfat erscheint. Im Gegensatz dazu wurden
von dem eingegebenen Thiosulfat nur 239, und von Sulfat nur 7%, im Harn als
Sulfat ausgeschieden. Das Metabisulfit wurde also schneller vom gastro-
intestinalen Trakt resorbiert als Thiosulfat und Sulfat. Was passierte aber mit
den restlichen 459, an Metabisulfit? War die Resorptionsgeschwindigkeit doch
nicht so groB, daf} innerhalb der 4 Stunden alles Metabisulfit resorbiert werden
konnte, oder erfolgte im Magen-Darmtrakt eine Sulfitoxydation zum Sulfat,
dessen Resorption erwiesen gering ist? Zur Klirung dieser Frage sollte Sulfit
in vitro biologischen Fliissigkeiten, wie Speichel, Magen und Darmsaft zu-
gesetzt werden und eine eventuelle Oxydation verfolgt werden. Daneben sollte
auch das Verhalten von Leberhomogenisat und Blut gegeniiber Sulfit studiert
werden.

Diese Untersuchungen erforderten eine Bestimmungsmethode fiir Sulfit,
bei der die physiologischen Bedingungen méglichst erhalten blieben, um eine
Veranderung des Sulfits durch &uBere Einfliisse auszuschalten. Es wurde daher
die Hemmung der Lactatdehydrogenase durch Sulfit nach PrLErDERER (21)
fir eine quantitative Sulfithestimmung direkt in den biologischen Fliissig-
keiten untersucht. G. PFLEIDERER (21) war es gelungen, die Aktivitdit der
Lactatdehydrogenase (LdH) aus Herzmuskel mit Mengen von < 2y Sulfit zu
25%, zu hemmen. Dies erschien als eine Moglichkeit, geringe Sulfitmengen in
wenig Untersnchungsfliissigkeit zu bestimmen, sofern es gelang, die Hemmung
quantitativ zu verfolgen.

Lactatdehydrogenasen katalysieren die Reaktion

Lactat 4 DPN+ ——> Pyruvat + DPNH 4 H*+
DPN = Diphosphopyridin-nucleotid
DPNH = reduziertes Diphosphopyridin-nucleotid

wobei das Gleichgewicht weit auf der Seite von Lactat und DPN liegt, so daB
man zu Aktlvitﬁtsmessungen immer den umgekehrten Vorhang benutzt (22).
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Experimenteller Teil
Material und Methoden:

1. Die zum Hemmungstest erforderliche Lactat-Dehydrogenase wurde nach einer modi-
fizierten Methode von F. B. STRAUB (23) aus Schweineherzen isoliert. Die Proteinmenge
wurde mit dem Biuretlest (24) bestimmt.

2. DPN und DPNH wurden von der Firma Boehringer in Mannheim bezogen.

8. Fiir die Brenztraubensiurelosung wurde das Natriumsalz der Brenztraubensiure
(Merck) mit Wasser zu einer 0,1 M Losung gelést. Die Brensztraubensiure wird im
folgenden mit BTS abgekiirzt.

4, Die Sulfitlésungen wurden aus entwissertem Natriummetabisulfit (Na,S,0;) hergeatellt.
Ihr Gehalt an SO, wurde jodometrisch iiberpriift.

5. Als Pufferlésung diente ein M/15 Phosphatpuffer pg 7,2 nach SOrENsEN. Die Ein-
stellung der Pufferlésung erfolgte mit einem Methrom py-Meter Type I 196 S.

Alle Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser bereitet.

DPN und DPNH sind licht- und wirmeempfindlich, DPNH séure- und DPN alkali-
empfindlich. Thre Lésungen in Puffer wurden téglich frisch hergestellt. Die LDH wurde
mit Puffer entsprechend verdiinnt. Alle Lésungen wurden withrend der Messung in Eis
aufbewahrt. Nur der Puffer wurde auf 25° C vortemperiert. Die kalten Lésungen wurden
in eine Temperierkiivette, die schon den Puffer enthielt, einpipettiert und die Reaktion
bei 25 °C durchgefiihrt. Der Testansatz fiir die Hemmungsversuche hatte folgende Zu-
sammensetzung :

1,9 ml Phosphatpuffer pg 7,2

0,04 ml DPNH = 6,14 X 10~? Mol DPNH
0,03 ml BTS = 3,0 x 10-* Mol BTS
0,03 ml LDH = 4-5 x 102 Mol LDH

Die Reaktion wurde im Photometer Eppendorf bei 366 nm verfolgt. Es wurde die
Zeit gestoppt, bei der die Extinktion von DPNH um 0,1 abnahm. Die Reaktion wurde
durch die Zugabe des Enzyms ausgelost. Die Enzymaktivitit in vorgenannter Testlosung
lieB sich im Bereich von 1,56 x 10—° Mol SO, bis 1,56 X 10~7 Mol SO, hemmen, das ent-
spricht 0,1 bis 10 p SO, pro Testansatz (Abb. 1). Trigt man aber nach H. M. RavEN (61)
die Restaktivitiit gegen die Sulfitkonzentration auf, erhilt man bis zu einer Sulfitkonzen-
tration von etwa 5 ¢ SO, im Testansatz eine Gerade (Abb. 2).

v;  Reaktionsgeschwindigkeit in Gegenwart des Inhibitors

Restaktivitit = o~ Reaktionsgeschwindigkeit ohne Inhibitor

Es wurde die Standardabweichung fiir Proben verschiedenen Gehaltes nach folgender
Formel
o= /225
N—M

berechnet. Dies ergab bei 8 Proben mit 24 Einzelmessungen eine Standardabweichung von
& = 5,26 ppm SO, abs. mit einem Streubereich bei 95%iger Sicherheit von Az = 11,15 ppm
SO, abs.

Die Enzymhemmungemethode versagte in gefirbten und stark eiweiShaltigen Fliissig-
keiten, so daB Sulfit in diesen Proben vor der Bestimmung isoliert werden muBte.

Das Sulfit wurde aus den Proben in einer 1:10 verkleinerten Reith-Willemsapparatur
mit einer Kiihlerlinge von 30 cm nach dem Anséduern mit verdiinnter Salzsdure abdestil-
liert. Als Triigergas diente Stickstoff, der vorher eine Lésung von Anthrachinon-g-sulfon-
saurem Natrium passierte. In der Vorlage befanden sich 3 ml mit Eis gekiihlte N/10
Natronlauge. Die Vorlage wurde nach dem vollstindigen Ubergang des SO, mit Salzsiure
neutralisiert und diese Losung zur Sulfitbestimmung verwendet.
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Ferner kamen zur Sulfithestimmung noch die kolorimetrischen Methoden nach I.
RicETER und L. KNy (25) mit Malachitgriin und die nach Pa. W. WesT und G, C. GAEEE

(26) mit p-Rosanilinhydrochloridlésung zur Anwendung.

Bei der Methode nach Wesr und GAEKE wurde bei 8 Proben mit 23 Einzelbestimmun-
gen eine Standardabweichung von & = 1,84 ppm S0, abs. mit einem Streubereich von
Az = 3,8 ppm SO, abs. errechnet. Der Fehler ist bei dieser Methode also erheblich kleiner

als bei der enzymatischen Bestimmung.

'y
025X

a20 -'\
S b ¢

4 Extinktion/min.
b

S
S
}

0051 X

50

X
700

& 50,/2,0m! Testlds.
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Abb. 2. Eichgerade fir die LDH-Hemmung durch

Sulftt. Abszisse: Sulfitkonzentration in y S0O,. Ordi-

nate: Restaktivitit «, Gestrichelte Linien: Fehler-
breite der Mittelwerte.

Abb. 1. Extinktionsabnahme von DPNH/Minute bei Anwesen-
heit von 0-10,0 ¥ SO, in einem Testansatz von 2 ml.

Ergebnisse der Untersuchungen an mit Sulfit versetzten
biologischen Fliissigkeiten

Speichel:

Von 6 Versuchspersonen standen jeweils etwa 10 ml Speichel zur Verfiigung.
Der Speichel wurde auf seinen pg-Wert gepriift und auf 37 °C im Thermostaten
erwirmt. Dann wurde er mit Natriummetabisulfitlésung versetzt und 10 min
in einem verschlossenen GefdB bei 37 °C belassen. Anschlielend wurde ver-

Tabelle 1
Versuchs- pH Zugesetztes SO, Gefundenes SO, Oxydiertes SO; in %
PErson Wert in mg/100 mi in mgf100 ml d. zuges, Menge
1 6,2 7,04 6,16 12,4
2 71 8,48 7,35 13,4
3 6,7 8,34 6,78 18,6
4 6,7 13,18 10,88 17,4
5 7,0 7,56 6,49 14,2
6 7.2 10,00 7,24 27,6

Fehler: + 0,38 mg/100 ml

100 ml Speichel vermochten 0,88-2,76 mg SO, zu oxydieren.
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sucht, direkt mit dem Speichel den Hemmungstest auszufithren. Die erhaltenen
Werte lagen innerhalb der Fehlergrenze. Die Proben wurden daher destilliert
und das SO, nach WEST und GAEKE mit Fuchsin-Aldehyd bestimmt. Die
erhaltenen Werte wurden auf 100 ml Speichel nmgerechnet (Tab. 1),

Magensaft:

Fir die Untersuchungen standen Magensifte von Patienten aus der Uni-
versititsklinik zur Verfigung. Die Magensifte wurden mittels einer Magen-
sonde den Patienten entnommen, die vorher zur Anregung der Magensekretion
einen Coffeintrunk erhalten hatten. Das so gewonnene Produkt enthielt kein
reines Magensekret, sondern ein Gemisch aus Coffeintrunk, Speichel und
Magensaft. Diese Magenséfte wurden je nach Menge mit Natriummetabisulfit-
16sung versetzt. Es wurden durchschnittlich 8,0 ml Magensaft mit 2 ml Sulfit-
1ésung versetuzt, so dal das Verhiltnis 10:2 betrug. Die mit Sulfit behandelten
Magensifte wurden in mit Schliffstopfen verschlossenen Reagenzglisern im
Thermostaten bei 37 °C verschieden lang inkubiert. AnschlieBend wurde der
80,-Gehalt mit der Enzymhemmung bestimmt. Die meisten Magensifte
zeigten keine Eigenhemmung, und die SO, -Bestimmung konnte direkt aus-
gefithrt werden. Wurde eine Eigenhemmung festgestellt, so wurde diese von
der eigentlichen Sulfithemmung abgezogen. Parallelbestimmungen, bei denen
das SO, herausdestilliert wurde, ergaben die gleichen Ergebnisse.

Die sulfithaltigen Magensifte wurden gegen eine willrige Natriummeta-
bisulfitlésung von pg 5 gemessen, die eine Inkubationszeit von gleicher Dauer
hinter sich hatte, um eine mégliche Autoxydation des Sulfits auszuschlieBen.
EinZusatz vonKomplexon zu den Magenséften zur Ausschaltung der Autoxy-
dation wurde nicht angewandt, weil dies nicht den physiologischen Bedingun-
gen entsprach. Die Autoxydation der wifrigen Sulfitlosung wihrend der
Inkubationszeit war sehr gering.

Fiir den Vergleich der Oxydation von Sulfit durch verschiedene Magensifte
wurde daher eine allgemeine Inkubationszeit von einer Stunde eingehalten.

Tabelle 2
Zugesetzies 30, Gefundenes S0, Oxydiertes SO, Oxydiertes SO,
Probe PH in mg/100 ml in mg/100 m} in mg/100 mi in % d. zuges.
Magensaft Magensaft Magensaft Menge
1 2 4,17 2,10 2,17 52
2 2 6,25 5,50 0,76 12
3 2 6,25 4,13 2,12 39
4 2 8,33 8,33 0 0
5 2 16,70 16,00 0,7 4,2
6 3 12,50 12,50 0 0
7 3 12,50 6,25 6,25 50
8 5 5,50 4,78 0,72 13,1
9 6 12,50 11,62 0,88 7,04
10 6 12,60 10,45 2,05 16,4
11 7 5,56 2,50 3,06 55
12 7 8,06 4,03 4,03 50
13 7 12,50 6,25 6,25 50
14 7 12,60 7,63 4,87 39
15 7 16,70 9,42 7,28 43,6

Fehler: £ 1,1 mg SO,/100 ml
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Von 10 sauren Magensiften pg 2-6 zeigten 3 eine Oxydation von durch-
schnittlich 2,0 mg S0,/100 ml Magensaft, einer oxydierte sogar 6,25 mg
S0,/100 ml Magensaft. Die oxydierten SO,-Mengen unterhalb 1,1 mg/100 ml
fallen unter die Fehlergrenze.

Von den alkalischen Magensiften, die mit einem physiologischen pg-Wert
von 7 aus der Universititsklinik bezogen wurden, zeigten samtlich eine durch-
schnittliche Sulfitoxydation von 509, unabhingig von der zugesetzten Sulfit-
menge.

Duodenalsaft:

Duodenalsaft, durch Duodenalsondierung aus dem Duodenum gewonnen,
besteht aus einer alkalischen Flissigkeit, die auch als A-Galle bezeichnet wird,
da sie zum groBen Teil aus Gallensaft besteht. Nach dem Eingeben von Ol
sezerniert die Gallenblase dickfliissige Blasengalle, die man mit B-Galle be-
zeichnet.

A- und B-Gallen, die einen pm-Wert von 7,0 bis 8,0 besaBen, wurden ge-
trennt mit Natriummetabisulfitlésungen versetzt und auf 37 °C im Thermo-
staten erwiirmt. Die Oxydation des Sulfits trat wie bei den Magensiften spontan
ein und steigerte sich nicht mit zunehmender Inknbationszeit. Bei Konzen-
trationen ab 100 ppm an Sulfit konnte cine Farbaufhellung der Gallensifte
beobachtet werden. Eine direkte enzymatische Bestimmung war hier wegen
der stark gefarbten Losung nicht mehr méglich. Es wurde vor jeder SO,-
Bestimmung eine Destillation durchgefiihrt.

Ergebnisse mit A-Gallen: Inkubationszeit 1 h.

Tabelle 3
Zugesetztes 80, Gefundenes S0, Oxydiertes 50, Oxydiertes SO,
Probe in mg/100 ml in mg/100 ml in mg{100 ml in % d. zuges. 8O,-
A-Galle A-Galle A-Galle Menge
1 6,25 0 6,25 100
2 6,25 0 6,25 100
3 6,25 1,95 4,30 68,8
4 6,25 2,65 3,60 57,68
5 6,75 0 8,75 100
6 10,70 7,14 3,56 33,3
7 12,50 5,38 7,12 57
8 12,50 4,38 8,12 65
9 12,50 6,25 6,25 50
10 12,50 8,73 3,77 30,2
11 15,62 9,85 5,71 35
Fehler: 4 1,1 mg SO,/100 ml
A-Galle

Von 100 ml A-Galle wurden durchschnittlich 5,60 mg SO, oxydiert.
Ergebnisse mit B-Gallen: Inkubationszeit 1 h.

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



12 Zeitachrift fiir Ernihrungswissenschaft, Band 6, Heft 1

Tabelle 4
Zugesetztes SO, Gefundenes SO, Oxydiertes SO, Oxydiertes SO,
Probe in mg/100 ml in mg/100 ml in mg/100 ml in % der zuges.
B-Galle B-Galle B-Galle 80,-Menge

1 9,7 3,18 6,52 70,8
2 12,5 4,00 8,50 68,0
3 12,5 3,13 9,37 75,0
4 12,6 3,54 8,06 71,7
5 12,56 8,60 3,90 31,2

Fehler: 4+ 1,1 mg S0,/100 m]

Nachdem die Untersuchungen am Duodenalsaft gezeigt haben, daB von
100 ml Duodenalsaft durchschnittlich 57 mg SO, oxydiert werden konnen wurde
untersucht, welcher Bestandteil des Duodenalsaftes die Oxydation des Sulfits
auslosen konnte. Es war naheliegend, an die Gallenfarbstoffe zu denken. Nach
Zusatz vonSulfit war eine Aufhellung der Gallenfarbstoffe zu beobachten gewesen.

Von den Gallenfarbstoffen wurden Biliwerdin und Bilirubin untersucht.
Von Biliverdin und Bilirubin wurden wi8rige Losungen hergestellt. Biliverdin
wurde, da es schlecht wasserloslich ist, in wenig verdiinnter Natronlauge gel6at
und mit Wasser aufgefullt. Es wurden Losungen von 10,0, 20,0, 25,0 und
50,0 mg Biliverdin und Bilirubin gesondert in 100,0 ml Wasser hergestellt und
auf einen py-Wert von 7-8 gebracht. Den Losungen von Biliverdin und Bili-
rubin wurden 5 bis 25 mg ansteigend SO, zugesetzt. Nach der Destillation
wurden die SO;-Mengen mit dem Hemmungstest bestimmt. In keinem Fall
war eine Oxydation des Sulfits zu beobachten. Auch Erhéhung der Inkubations-
zeit auf 3 Stunden verdnderte das Ergebnis nicht. Die Oxydation des Sulfits im
Darm kann also von den Gallenfarbstoffen allein nicht ansgelost werden.

Leber:

Frischgeschlachtete Schweineleber wurde mit der 1,5fachen Menge Wasser
im Starmix homogenisiert und 30 min unter Riihren extrahiert. Der Leberbrei
wurde darauf durch Mull gestrichen. Der erhaltene Lebersaft wurde mit Lo-
sungen von Natriummetabisulfit versetzt und im Thermostaten bei 37 °C in
einem verschlossenen Gefa inkubiert. Nach Verweilzeiten von?/, bis 11/, Stun-
den wurde die Mischung destilliert und das SO, enzymatisch und mit Malachit-
griinlésung bestimmt.

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

Tabelle 5
Inkuba- Zugesetztes 80, Gefundes S0, Oxydiertes S0, Oxydiertes SO, in %
tionszeit inh in mgf100 g Leber in mg/100 g Leber in mg/100 g Leber d. zuges. SO0,-Menge
2 16,8 10,5 6,3 37,5
Y, 16,8 10,5° 6,3 37,5
1Y/, 12,6 6,3 6,3 50
13/, 12,6 6,8° 5,8 46
1 25,2 14,2 11,0 43,7
1 25,2 15,5° 9,7 38,5

2° = Werte der Malachitgriinbestimmung
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Bei frischgeschlachteter Rinderleber wurden folgende Werte erhalten: Die
zugesetzten Sulfitmengen wurden auf 100,0 g Leber umgerechnet.

Tabelle 6

Inkuba-
tionszeit inh

Zugesetztes SO,
in mg/100 g Leber

Gefundenes 80,
in mg/100 g Leber

Oxydiertes SO,
in mgf100 g Leber

Oxydiertes 80, in %
d, zuges, SO,-Menge

1
1

27,2
13,6

10,9
5,03

16,3
8,67

60
63

Bei allen Proben wurde das Filtrat des Destillationsriickstandes qualitativ
mit Bariumchlorid auf das gebildete Sulfat gepriift. Vor der Denaturierung der
Eiweifistoffe war eine Priifung mit Bariumchlorid nicht moglich.

Menschen-, Rinder- und Schweineblut wurden auf ihre Fahigkeit hin unter-
sucht, Sulfit zu oxydieren. Die dabei nach der Destillation erhaltenen Rest-
S0O,-Mengen waren so gering, dal angenommen werden konnte, daB der Ort
der Sulfitoxydation im Organismus das Blut sei. Fiir 100 m] Blut wurden nach
einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37 °C und anschlieBender Destillation
mit dem Hemmungstest folgende Krgebnisse erhalten:

Tabelle 7
Blutart _ Zugesetztes SO, . Gefundenes 80, Oxydlertes SO, Oxydiertes SO, in %
in mg/100 ml Blut in mg/100 ml Blut in mg/100 m! Blut | d. zuges. 30,-Menge
Mensch 34,1 6,83 17,30 50,70
" 16,7 0 16,70 100,00
0 14,3 0 14,30 100,00
» 14,3 2,43 11,87 83,26
»s 33,4 11,35 22,05 86,10
s 40,0 13,60 26,40 66,00
Schwein 50,0 6,60 43,40 86,80
" 43,8 5,00 38,80 88,60
. 43,8 6,25 37,65 85,70
. 50,0 8,80 41,20 82,50
' 50,0 7,00 43,00 86,00
. 43,8 1,38 42,42 96,60
N 43,8 2,50 41,30 94,30
Rind 33,0 1,15 31,85 96,60
" 60,0 2,20 57,80 96,40

Fehler: + 1,1 mg 80,/100 ml

Da das Blut wesentlich mehr SO, zu oxydieren vermochte, als Magen, Darm
oder Leber, wurde dem Blut mehr Aufmerksamkeit gewidmet, um die Ursache
der Oxydation des Sulfits im Blut zu kliren.

Ks wurde zuniichst das Blutserum fiir sich allein mit Sulfit versetzt und der
Restgehalt an SO, bestimmt. Es zeigte sich, da Blutserum allein SO, nicht
zu oxydieren vermochte. Fiir die Sulfitoxydation muBten also die Erythrocyten
verantwortlich sein. Es wurde festgestellt, da8 die Oxydation von Sulfit im
vendsen Blut geringer war, als im arteriellen. Es war naheliegend anzunehmen,
dafl die Sulfitoxydation vom Sauerstoffgehalt des Blutes abhing.
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Zum Beweis wurde durch Einleiten von Stadtgas in Rinderblut Kohlen-
monoxyd-Hamoglobin (Hb-CO) hergetellt. Die véllige Umwandlung des Oxy-
Himoglobins (Hb-0,) zum Hb-CO wurde spektralphotometrisch verfolgt, Nach
dem Zusatz von Sulfit in Form der Natriummetabisulfitlosung und einer In-
kubationszeit von 1 Stunde bei 37 °C wurde das Sulfit mit Fuchsin-Aldehyd
nach vorausgegangener Destillation bestimmt. s zeigte sich, daBl Hb-CO nicht
imstande war, Sulfit zu oxydieren. Es wurde alles Sulfit wiedergefunden. Ein
mehrstiindiges Durchleiten von Stickstoff zur Vertreibung des Sauerstoffes aus
dem Hb-O, brachte den Nachweis, dafl auch Himoglobin nicht in der Lage war,
Sulfit zu oxydieren. Die Oxydation des Sulfits erfolgt also von dem an Hb-O,
gebundenen Sauerstoff.

Die ermittelte Sulfitoxydation durch Blut muf wihrend des Destillations-
vorganges erfolgen, bei dem durch die Hitzesinwirkung und die Ansiuerung
das Hb.O,-Molekiil denaturiert wird und der Sauersteff aus seiner Bindung
an dag Hémeisen freigesetzt wird.

Zur Erhirtung der Annahme, daB die Oxydation des Sulfits vom Sauer-
stoffgehalt des Blutes abhingt, 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 nach der
Methode von Barcrorr und HarLpanNg (27) bestimmt, der Himoglobingehalt
nach der Cyanhiémiglobinmethode (28), das Sulfit nach der Destillation mit
Fuchsin-Aldehyd (26).

Simtliche Sauerstoff- und gleichzeitigen Sulfitbestimmungen wurden mit
Rinderblut durchgefiihrt. Die Tabelle 8 gibt die erhaltenen Ergebnisse wieder.
Die in Spalte 6 unter I aufgefithrten Werte geben die Sulfitmengen wieder, die
theoretisch von dem, nach der BAROROFT-HALDANE-Methode ermittelten,
Blutsauerstoff oxydiert werden konnten. Es wurde zundchst angenommen, daf3
ein Teil des bei der Destillation freiwerdenden Sauerstoffs zur Oxydation des
Himoglobins zum Methimoglobin bendtigt wird. Die in Spalte 6 unter IT auf-
gefilhrten Werte geben die theoretisch oxydierbaren Sulfitmengen wieder,
nach Abzug des fiir die Himoglobinoxydation notwendigen Sauerstoffs.

Tabelle 8
1 2 3 4 3 6

Theoretisch
Hb-Geh. 0,-Geh. Zuges. 80, in | Gefund. 80, in | mg/100 ml Blut oxydierb, 80,
2/100 ml mg/100 ml mg/100 ml Blut | mgf100 ml Blut | Oxyd. 80, in in mg{100 ml

I II
10,68 19,15 40,00 0 40,0 76,6 56,2
10,35 14,60 33,00 0,6 32,40 68,6 38,6
10,35 14,60 50,00 5,04 44 96 68,6 38,8
10,35 14,60 35,70 1,34 34,36 58,6 38,6
12,83 20,60 55,50 2,44 53,06 82,4 58,0
12,83 20,60 55,50 2,11 53,39 82,4 58,0
11,97 20,00 172,50 93,00 79,60 80,0 51,2
11,97 20,00 86,25 15,00 71,25 80,0 57,2
4,68 6,60 56,50 31,00 24,60 26,4 17,4
4,68 6,60 60,00 35,00 25,00 26,4 17,4

Fehler: + 0,38 mg 8SO,/100 ml
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Die Annahme erwies sich, wie aus den Ergebnissen zu ersehen ist, als falsch.
Es warde weit mehr Sulfit oxydiert, als theoretisch nach den unter II angegebe-
nen Werten moglich gewesen wire, Fiir die Oxydation des Hamoglobins wurde
kein Sauerstoff gebraucht.

Abb. 3, Weg des Sulfits im Organismus. 1 = Magen, 2 = Duodenum, 3 = Leber, 4 = r. Herzkammer,
6 = Luugen, 6 = 1. Herzkawumner, 7 = Gehiru, 8 = Milz, § = Nieren, 10 = Dickdarm, 11 = Testes. Punk-
tierte Organe = Orte der mdglichen Sulfitoxydatlon.

Eine schematische Darstellung iiber den méglichen Weg des Sulfits im
Organismus gibt Abb. 3. Das Sulfit kann nach der Resorption im Duodenum
oder Diinndarm von der Pfortader zur Leber transportiert werden. Falls hier
keine vollstindige Oxydation stattfindet, gelangt das Sulfit auf dem Blutweg
in die einzelnen Organe und zwar in der Reihenfolge der Numerierung. Die
Organe, in denen eine Sulfitoxydation stattfinden kann, wurden punktiert
gezeichnet.

Zusammenfassung

Die Bestimmung der schwefligen Siure in biologischen Fliissigkeiten ist schwierig.
Eine direkte Bestimmung kann in vielen Fillen nicht durchgefiihrt werden, und eine Iso-
lierung schafft Verinderungen der untersuchten Probe, bei denen Reaktionen eintreten
konnen, die bei physiologischen Bedingungen nicht méglich sind.

Es wurde zunichst nach einer Methode gesucht, die es erlanbte, das Sulfit ohne vorans-
gehende Isolierung direkt zu bestimmen.

Der Hemmungstest, bei dem die durch Lactat-Dehydrogenase katalysierte Brenz-
traubensiurehydrierung von Sulfit gehemmt wurde (21), wurde auf die Moglichkeit einer
direkten, quantitativen Sulfithestimmung untersucht. Die Hemmung konnte nur in einem
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engen Bereich von 0,5-5,0 ¢ 80,/2,0 ml Testlosung zur quantitativen Bestimmung heran-
gezogen werden. Die Grenzen der bestimmbaren Konzentrationen an SO, werden durch
die einzupipetticrenden Mengen gegeben und liegen zwischen 3 und 200 ppm. Aus der
statistischen Fehlerbreite wurde eine Empfindlichkeit von 0,3 9 SO, pro Testansatz be-
rechnet. Der Fehler verringert sich also mit steigenden Konzentrationen, wird aber durch
das einzupipettierende kleine Volumen oder durch eine Verdiinnung wieder ausgeglichen.
Die Sulfithemmung ist stark abhingig von der DPNH-Losung, deren Stabilitit rasch
abnimms. Fir jede Sulfithestimmung muB daher gleichzeitig eine neue Eichkurve mit
Losungen von bekanntem Sulfitgehalt aufgenommen werden. Dies verzdgert die ansonsten
schnelle und bequeme Sulfitbestimmung. Fiir Proben verschiedenen Gehaltes, die zu ver-
achiedenen Zeiten bestimmt wurden, wurde daher ebenfalls die Standardabweichung be-
rechnet und deren Fehler als allgemeiner Fehler der Methode aufgenommen. Der Fehler
wurde in ppm ausgedriickt und betrug - 11,15 ppm SO, = 4 1,115 mg/100 ml. In stark
geféirbten und proteinhaltigen Losungen war die direkte Bestimmung nicht mehr moglich.
Das Sulfit wurde durch Destillation aus den angestiuerten Proben isoliert. Fiir das isolierte
S0, konnte auch eine Methode beniitzt werden, die cine geringere Fehlerbreite als die
enzymatische Bestimmung besaB8. Die Bestimmung mit Fuchsin und Foermaldehyd nach
der Methode von WEST und GAEKE (26) wurde auf ihre Brauchbarkeit untersucht. Die
Empfindlichkeit lag bei 1 3 SO,/10,0 ml. Die Fehlergrenze fiir Proben verschiedenen Ge-
haltes waurde mit -+ 3,8 ppm 803 = -+ 0,38 mg/100, 0 ml bestimmt.

Je 100 ml Speichel von 6 Versuchspersonen hatten nach einer Inkubationszeit von
10 Minuten bei 37 °C 0,88-2,76 mg SQ, oxydiert. Die oxydierten Mengen waren von der
Art, aber nicht vom pu-Wert des Speichels abhiingig.

Von den untersuchten Magensiiften zeigten alle alkalischen und ein Teil der sauren
eine Sulfitoxydation. Die Oxydation erfolgte spontan. 100 ml alkalischer Magensaft
oxydierten durchschnittlich 5,10 mg SO,.

Von 100 ml A-Galle wurden durchschnittlich 5,6 mg SO, oxydiert. 100 ml B-Galle
konnten durchschnittlich 7,45 mg SO, oxydieren, so daB von 100 ml Duodenalsaft 5 bis
7,6 mg SO, oxydiert werden kénnen. Es wird angenommen, daB es sich bei der Oxydation
des Sulfits um eine Autoxydation handelt. Diese Autoxydation mu aber vom Magen- und
Duodenalsaft katalysiert werden, da eine alkalische Lésung von Biliverdin und Bilirubin
keine Sulfitoxydation zeigte, auch nicht nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden.

Ein Leberhomogenisat 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 Oxydation handelte, die erst bei der Destillation stattfand, oder um eine anaerobe
bei 37 °C, konnte nicht entschieden werden. Von 100,0 g Leber wurden 40-60%, des zu-
gesetzten Sulfits oxydiert.

Die vom Blut oxydierten Mengen Sulfit wurden von dem Sauerstoff oxydiert, der bei
der Destillation durch Denaturierung des Hémoglobinmolekiils in Freiheit gesetzt wurde.
Der freiwerdende Sauerstoff setzte sich quantitativ mit dem Sulfit um.
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Aus dem Universitits-Institut fiir Lebensmittelchemie, Frankfurt a. M.

Das Verhalten der schwefligen Siure in biologischen Fliissigkeiten
und die Moglichkeiten zu ihrer Bestimmung

2. Mitteilung
Von W. DigMAIR und I. ENGELHARDT

Mit 6 Abbildungen und 5 Tabellen
(Eingegangen am 2. Februar 1965)

Untersuchung von Blutspektren

In einer vorausgegangenen Mitteilung wurde dariiber berichtet, daB eine
Oxydation des Sulfits im Blut nur vom Sauerstoff abhingig sei, der bei der
Destillation von seiner Bindung an das Hémoglobin in Freiheit gesetzt wird.
Es war nun zu kliiren, ob eine Sulfitoxydation auch unter normalen Bedingun-
gen stattfinden kann. Eine Reduktion des Oxyhimoglobins mit Sulfit ist
moglich. So wurde bei der spektralphotometrischen Bestimmung von Blut-
sauerstoff das Blut reduziert mit 29/ seines Volumens einer gesittigten Na-
triumhydrogensulfitlésung (1). Die Affinitit des Hamoglobins zum Sauerstoff
isb wahrscheinlich erst durch groBere Sulfitmengen aufzuheben.

Bei der Untersuchung der Blutspektren wurden einmal die Sulfitmengen
ermittelt, die notwendig waren, um das Oxyhamoglobin zu reduzieren und zum
anderen, ob das Sulfit in der Lage war, irgendwelche spektralen Veréinderungen
hervorzurufen.



