
646 - - 

Fur diese Formulierung sprechen nebchn zahlreichen neuen 
Analysen die leichte Aufspaltbarkeit der Substanz in Hippursaurtl 
und die Reaktion mit Benzaldehyd, die zu den1 btlkaxinteii 2-Phenyl- 
4- benzal-oxazolonl) fuhrt (Formel 111). Die nieht sehr betrachtlichen 
Abweichungen der fruheren Analysen2) von den jetzt gefundenen. 
durften sich durch die leichte Verinderlichkeit der Substanz erklaren; 
nur frische, nicht bei hoherer Temperatuv getrocknete Praparattl 
liefern richtige Analysenergebnisse. 

CSH,O,N Ber. C 67,07 H 4 3 8  x 8.700,: 
Gef. ,, 66,91; 67,04 ,, 4.24; .2,.24 ,, 8.78", 

Das 2-Phenyl-oxazolon ist der Gruntlk drper cler zahlrrichen, aus 
aromatischen Aldehyden und Hippursaure mittels Essigsaure dar- 
gestellten 2-Phenyl-4-aryliden-oxazolone. Es durfte sich als reaktions- 
fahiges Hippursiiure-anhydrid zur Einfuhrung des HippursBurerestes 
in andere Verbindungen nutzlich erweisen. 

Die Einwirkung von Diazomethan auf Hippursiturechloritl 
nimmt somit einen anderen Verlauf als die Rea ktionen des Diazo- 
methans mit den meisten anderen Saureehloriden. Diazomethan 
wirkt hier Chlorwasserstoff-entziehend. 

Die Uberfiihrung des 2-Phenyl-oxazolonh in 2-Phenyl-4-benzal- 
oxazolon geschieht durch kurzes Erwarmen 3-011 1 Mol der Verbindung 
mit 1 Rlol Benzaldehyd, 1 Mol Natriumawtat und 3 Mol Essigsiiure- 
anhydrid. Xach dem Umkrystallisieren am Alkohol schmolz das 
3-Phenyl-4-benzal-oxazolon bei 165O. 

Zurich, Chemisches Tnstitut der Universitat. 

78. Uber die enzymatisehe Oxydation des Carotins 
von H. Stlllmann. 

(14. 1'. 41.) 

Die sogenannte ,,Carotiii-oxydase'" 3, aus Cegumiiiosensameii 
oxydiert aerob in Gegenwart von unge8iittigten Fetter1 oder Fett- 
sauren4) 5 ,  6 ,  Carotin und andere Polyerlc. Das Enzym bcwirkt cine 
peroxj-dartige Anlagerung von Sauerstoff an die ungesiittigten 
Kohlenstoffbindungen der Fettc bzw. Fettsiinren. Die durch 
Einwirkung des Enzyms auf ungesiittigte Fette rrhaltenen Fett-  

l) Erlenmeyer jun. A. 275, 1 (1893); 337, 21% (190.2); I<. 33, 2036 (1900). 
2, P. Karrei und Rose Widmer, Helv. 8, 203 (1925). 
3, J .  B. Ntcnuzer und A. L. Dounce, Enzymol. 7, 130 (1939). 
4, J .  U .  Sumiier und R. J .  Szcrrzner, J. Biol. C'benr. 134, 331 (1940) 
5,  H .  I'nuber, A4m. SOC. 67, 2251 (1940). 
6 ,  H. Sullmatin. Helv. 24, 465 (1941). 
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peroxyde sind ziemlich stabil; f ~ r  sich - ohne Enzym - verandern 
sie Carotin nur sehr langsaml). Darum darf angenommen werden, 
dass die in Gegenwart des Enzyms schnell verlaufende Oxydation 
des Carotins mittels aktiver Fett-Sauerstoffverbindungen erfolgt, die 
in die stabileren Fettperoxyde ubergehen konnen. 

Schematisch kann der Vorgang etwa folgendermassen dargestellt 
werden : 
0,-Enzym-unges. Fett + ,,aktive Fett-0,-Verbindung"-Carotinoid + Oxydationsprodukte 

,,stabiles" Fettperoxyd 
des Carotinoids J. 

I n  Retracht zu ziehen ist, ob auch eine Bindnng des schliess- 
lichen Sauerstoffakzeptors, des Carotinoids, an das Enzym erfolgt. 
Ferner ist das Schicksal des ungesattigten Fettes bei dieser ,,ge- 
koppelten Oxydation" l) offen gelassen. Hierfur konnen allgemein 
folge nde Moglichkeiten in Frage kommen : 

1. ,,akt. Fett-O,"+ Carotinoid = unges. Fettf Carotmoid-0, 
2. ,,akt. Fett-O,"+ Carotinoid = Fett-O+ Carotinoid-0. 
(Carotinoid-0, und Carotinoid-0 = oxydiertes Carotinoid, 
Fet t -0  = irreversibel oxydiertes ungesattigtes Fett.) 

I m  ersten Falle ubt das ungesattigte Fett (bzw. die ungesattigte 
Fettsaure) bei der Oxydation des Carotinoids eine echte katalytische 
Funktion aus, da es unverandert regeneriert wird. Im  zweiten Falle 
unterliegt es selber dem oxydativen Abbau ; das CaroLinoid induziert 
seinerseits die (irreversible) Oxydation des Fettes. Ob neben Caroti- 
noiden auch andere Verbindungen als Sauerstoffakzeptoren auftreten 
konnen, bleibt xu untersuchen (s. unten). Im  Anschluss an Uber- 
legungen uber den Mechanismus der Autoxydation ungesattigter 
Fette ist zu erwagen, dass die ,,aktive Fett-O,-Verbindung" auch 
mit noch nicht oxydierten 8Iolekeln des ungesattigten Fettes in 
Wechselwirkung treten kann. 

I n  einer vorhergehenden Rlitteilung2) wurde bereits auf Be- 
ziehungen hingewiesen, die vermutlich zwischen der ,,Chrotinoxydase" 
nnd einem sowohl in Leguminosens) als auch in tierischen Geweben4) 
nachgewiesenen Enzym, der ,,Lipoxydase" 3, 4 ) ,  bestehen. Die 
Lipoxydase oxydiert ungesattigte Fette unter Bildung von Peroxyd- 
verbindungen. Demnach durfte es sich hier um die gleichen Enzyme 
handeln; es ist jedoch noch nachzuweisen, dass mit Lipoxydasen 
verschiedener Herkunf t auch eine Oxydation von Carotinoiden 
erreicht werden kann. Die Frage, ob mehrere Enzyme bei den hier 
betrachteten Torgangen zusamnienwirken, steht ebenfalls noch offen. 

1) b. R. Szcmner und R. J .  Sumner, J. Biol. Chem. 134, 531 (1940). 
2, H .  Sullmann, Helv. 24, 465 (1941). 
3, E'. Andre' und K.  Hou, C.r.  194, 645 (1932); 195, 172 (1932). 
4)  C. H .  Leu, J. SOC. chem. Ind. 56, Trans. 376 (1937); Chem. and Ind. 58, 479 

(1939). 
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Xach den bisherigen Feststellungen kann die Beseichnung dc:, Enzyriis 
als ,,Caroh-oxydase" nur eine vorlaufige sein, (la das eigentliche 
Substrat des Enzyms offenbar ungesattjgte Fette oder Frttsauren 
sinti und die Oxydation des Carotins indirelit crfolgt. 

Es liegt nahe, anzunehmen, (lass tiieses Erizyni dort, wo es 
vorkommt, ein Bestandteil des Atmungssjstems ist. Das gilt also 
zunachst, fur Leguminosensamen. Hier kiinnte es bei der Keimung 
von besonderer Bedeutung sein. Die Fkhigkeit ein iger Nikroorganis- 
men, Peroxydverbindungen von ungesattigt en Fettrn und Pcttsauren 
zu bilden, durfte ebenfalls auf Enzyme von der Art, der Iipoxydasen 
(bzw. Carotin-oxydase) zuruckzufuhren win. Der Nach weis von 
Lipoxydasen in tierisehen Geweben lBsst an die Wichtigkeit ungesattig- 
ter Fettsauren denken, wie sie in den letzten Jahren fur den tierisehen 
Stoffwechsel aufgezeigt wurden. 

Das Enzym wurde von uns in anderen Uritersuchungen zur 
Kennzeichnung der Farbgruppe des Svhpurpurs verwendet. Die 
fur die chromophore Gruppe des Netzhautfarbstoffes angenommene 
Natur eines Carotinoidsl) ist noch nicht) sicher erwiescn. Deshwlb 
erscheint uns das Verhalten des Farbstoffes gegrriiiber tlem Enzym 
von Interesse. Die Ergebnisse sollen sp6tc.r an anderer Btelle mit- 
geteilt werden. 

Im  folgenden werden einige Ergebnisse von Versuchen zur allge- 
meinen Charakterisierung des in wasseriger Lbsung aus der ent - 
fetteten Sojabohne gewonnenen Enzyms wiedergegebcn. 

Versuche .  
Methodisches.  Die Gewinnung der Enzymlobungen und die allgemerne Versuchs. 

anordnung entsprach den Angaben yon Surnner und denen in unserer vorhergehenden 
Nitteilung. Wir dialysiertcn die Enzymlosung meist uber 12 Stunden i i r i  Cellophan- 
schlauch gegen Eliessendes Leitungswasser und zentrifugierten T om ausgcfallenen Nieder- 
schlag ab. Die Versuchslosungen waren in der Regel folgrndermassen zusitinmengesetzt : 
Carotin, Fett bzw. Fettsaure (in organischen Losungsrnitteln). 100 cm3 \2'asser, 5 cm3 
Phosphatpuffer (pH etmva 6,5), 2 cm3 Enzymlosung. Die Mcngc des vcrwendeten or- 
ganischen Losungsmittels wurde in den meisten Versitchen gleich gross p( halten (nicht 
uber 5%). 

Sls  organische Losungsmittel wurden verwendet : Alkohol, dreton und Dioxan. 
Letzteres erlaubt besonders die Herstellung relativ honzentrierttlr Losungen von Carotin. 
Als Carotinpraparat gelangte Carotin cryst. (Hoffnluuiia-La IZoche & Co. Al .G.) zur Ver- 
wendung. 

In der Regel wurde die bis zur vollstandigen thtfarbung des Carotirrs notwendige 
Zeit bestimmt. Daraus lasst sich ein fur die hier vorgelegten Fragen uiid gezogenen 
Schlussfolgerungen hinreichend genaues Bild uber das Ausmass des Ouydationsvor- 
ganges gewinnen. Messungen mit dem Stufenphotometer haben (Lrgeben, dabs die Carotin- 
losungen im vollstandigen Versuchsansatz olne E w y m  mit der Zeit eine dbnahme der 
Lichtabsorption zeigen; sie nahm z. B. in einem Versrtch mit 0,5 mg Carotin in 75 Minuten 
auf 92%. in 195 Pdinuten auf 85% und in 16 Stundm <Luf 3.576 der anfanglichen Extink- 
tion ab. Diese nichtenzymatische Bleichung der Carotinlosungen ist in den meisten Ver- 

l) G. W u l d ,  J. Gen. Physiol. 19, 351 (1935); 21, 795 (1938). 
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suchen mit Entfarbungszeiten von einigen Minuten ohne Bedeutung, bedarf aber der 
Beriicksichtigung bei langeren Versuchszeiten, z. B. in Versuchen mit nichtoptimalen 
Fett- oder Enzymmengen. Die sich hieraus bei la,ngen Versuchszeiten crgebenden Schwie- 
rigkeiten sind teilweise durch passende Wahl der Carotinmenge zu beheben. In bestimmten 
Versuchsreihen wurden die uber 90-120 Minuten hinausgehenden Entfiirbungszeiten 
nicht mehr bewertet, da von hier ab die erwahnten nichtenzymatischen Vorgange cine 
w-esentliche Rolle spielen konnten. 

Versuehe zur Ausarbeitung ciner photometrischen Methode, die den Entfarbungs- 
vorgsng quantitativ zu erfassen gestattet, sind im Gange. Dabei haben sich vorerst noch 
einige Schwierigkeiten in der Behebung des Einflusses von Triibungen ergeben. 

1. Diztlyse. 
Nach der ersten Extraktion (von 5 g entfettetem Sojabohnen- 

pulver mit 200 em3 Wasser) lasscn sieh aus dem Iiuckstand noch 
aktive Enzymlosungen gewinnen. Die hier Tterwendeten Enzym - 
losungen enthalten also nicht die gesamte in der Sojabohne vor- 
handene Menge Enzym. Die Dialyse gegen fliessendes Wasser wurde 
bis zu 24 Stunden susgedehnt. Die dialgsierten Enzymlosungen er- 
wiesen sich als ebenso oder docli nahezu ebenso aktiv wie die nicht 
dialysierten Losungen. Die folgende Tabelle I enthalt hierfur ein 
Beispiel. Eine Abspaltung eines niedrig-molekulsren, fur die Enzym- 
wirkung wesent~lichen Stoffes erfolgt also durch die cinfache Dialyse 
nicht. Zugleich lasst der aufgefuhrte Versuch die Wirkung steigender 
Enzymmengen auf die Entfarbungszeiten erkennen. Mit der geringsten 
(0,5 em3) und der nachst hoheren Enzymmenge (1 em3) ist bei diesem 
Versuch die Spanne in den Entfarbungszeiten bedeutend hoher als 
dem Unterschied der Enzymmengen entspricht. Dic:se Verhaltnisse 
konnen sieh jedoch 8. B. mit Ariderung der Menge dt!s ungesattigten 
Fettes und des Carot'ins versehiehen. 

Tabelle I. 
0,X mg Carotin; 5 mg Leind; 4,5 cm3 Sceton. Dialyse 16 Stundcn irn Cellophanschlauch 

gegcn fliessendes Leitungswasser. 

I ' Entfarbungszeit Minuten 

I Enzymlosunu , mit undia- 
em3 ~ 

mit dial. 
I i lys. Enzym Enzym. 

~ ~~~ ~ ~ 
~~~ ~ 

~ ~~ ~ 

~ 

40 40 
11. 13 

111. 1 2 I 395 I 4 

8. Q u a n t i t a t i v e  Bez iehungen  zwischen  F e t t  - bzw. F e t t -  
s au remengen  u n d  C a r o t i n u m s s t z .  

Uni Anhaltspunkte iiber die hier vorliegenden Beziehungen zu 
gewinnen, wurden sowohl die Carotin- als auch die Fett- bzw. Fett- 
sguremengen variiert. Aus Tabelle I1 ist zu entnehmen, dass mit 
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2,5 mg Leind 1 mg Carotin in 12  Minuten vollstiiiidig cntfarbt w i d ,  
mit 1,25 mg Leinol die ursprunglich rot-gelbe LOsuiig nach 90 Xinuten 
noch tief-gelb ist. Diese Losung zeigte auch nacli 240 Minuten nocli 
tief-gelbe Barbung. Hieraus schliessen wir, dass niit einer gegebenen 
Menge Leinol nur ein beschrankter Carotinimisatz erzielt wird. Unter 
den Bedingungen der in Tabelle 11 aufgefuhrten Versuche kann die 
zur vollstandigen Entfarbung von 1 mg Carotin eben ausreichencle 
Leinolmenge als zwischen 1,251 und 2,5 nig liegend geschatzt werden. 

Tabelle 11. 
Lcinol  u n d  LeindlsLure.  

2 c1n3 Enzym; 1 mg Carotin (in I em3 Dioxan); 4 cm3 Aceton. - 
Bcurteilurq nac h 

~ Leino1 bzw. 90 Mtn. 
I Leinolsaure I Minuten 

A : ~  L E l  
I. 

11. , 1.25 
111. I 2.5 
IV. 5.0 

B: 1 Leinolsaure 
17. 1 0.5 
VI. 1 1.25 

1-11. 1 2,5 
V'III. ' 5,o 

IX. 10,o 
x. 15,o - 

12  
12 

17 
10 

i rot-gelb 
tief-gelb 

rot-gelb 
rot-gelb 
tief-gclb 

ausgebleicht : n. 45 Min. noch pelE 

I n  mehreren Versuchsreihen zeigte sich ubereinstirnmend, dass diese 
, ,Minimalmengen" fur Leinolsaure nicht unbetraichtlich hiiher liegen, 
fiir 1 mg Carotin etwa bei 5 mg Leinolsaure. Diese Differenz ist nicht 
auf eine etwaige starkere Ungesattigtheit cles Leinhls znruckzufuhren. 
Die Jodzahl des verwendeten Leinols ergab sicli zn 172, die der Leinol- 
saure zu 190. 

Entsprechende Unterschiede ergebeii sicah auch em-ischta Ricinus- 
01 iind Ricinolsaure (Tabelle 111 und IV). die beide  on geringerer 
JVirkung Bind als Leinol und Leinolsanre. Fiir Ricinushl liegt die 
Minimalmenge zur Bleichung von 1 mg Citrotin zwischen 6 nnd 10 mg, 
fur Ricinolsaure etwa bei 20 mg. Mit tien G1yceridenl) kann also 
ein relativ grosserer Carotinumsatz erreicht wertlen als mit den 
freien ungesattigten Fettsiiuren. 

1) Die hier verivendeten nathrlichen Ole stellen keine reineri GI! ceride dar, sondern 
enthatten Beimengungen. deren Einfluss auf den uiitrrsricliten Vorgang unbekannt ist. 



Tabelle 111. 
Ricinusol  u n d  Ric inolsaure .  

2 om3 Enzym; 1 mg Carotin (in 1 cm3 Dioxan); 4 Aceton. - 

___ 
~ 

A: 
I. 

11. 
III.1 
IV.2 

B: 
V. 

VI. 
VII. 
'111. - 

mg 
Ricinusol 

bzw. Rici- 
nolsaure 

Ricinusol 
2,s 
5 

10 
20 

Ricinolsaure 

5 
10 
20 

2,5 

Entfarbungs- 1 
Minuten 1 

Beurteilung nach 
90 Min. zeit 

20 
etwa 25 

rotlich-gelh 
rotlich-gelh 

rot -gel b 
rot-gclb 

fast ausgebleicht 
gelb (deutlich aufgehellt) 

Tabelle IV. 
Ricinolsaure.  

0,5 mg Carotin (in 0,5 em3 Dioxan); 4 c1n3 Aceton; 2 cnt3 Enzym. 

I. 
11. 

111. 
IV. 

mg Entfarbungs- 
Ricinol- 1 zeit 

saure 1 Minuten 
~~~ - 

~~ 

2.5 ! 
5 

10 
20 

- 
Beurteilung nach 

90 Minuten 
~~ ~~ -~ 

~~ _______ ~ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

tief -gelb 
blass-gelb 
ausgebleicht 

Die Versuche mit Ricinusol wurden auch deshalb unternommen, 
weil von Wzcmner und D O Z C ~ C C ~ )  angegeben wird, dass es von der 
,,Carotin-oxydase" nicht oxydiert wird. Hieraus wiirde sich eine 
auffallende spezifische Einstellung des Enzyms zu den verschiedenen 
ungesattigten Fetten ergeben. Unsere Versuehe, fur die sowohl 
Ricinusol des Handels (D.A.B. 6)  als auch aus Ricinussamen selbst 
gewonnenes 01 verwendet wurde, haben ergeben, dass auch mit 
Ricinusol, cbenso wie mit Ricinolsaure (Kahlbazcm), die enzymatische 
Oxydation des Carotins erzielt a-erden kann4). 

Im  Zusnmmenhang mit den Unterschieden, die Rich hier in 
quantitativer Beziehung zwischen 01 und Saure ergeben haben, ist 

l) geringe, 
3, J .  B. 8umner und A .  L. Dounee, Enzymol. 7, 130 (1939). 
4)  Die Jodzahl des Hicinusols ergab sich zu 82, die der Ricinolsaure zu 87,5 

2 )  starkere Ausscheidung von Carotin. 

(berechnet 85). 
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auf ein Ergebnis vorhergehender Versuchel) hinzuweisen, in denen 
Lecithin2) die durch das Soja-Enzyni bevrirkte Oxydation des Carotiris 
stark hemmte, wenn ein ungesattigtes P e l t  .i-erwenclet wurdc, den 
Oxydationsvorgang aber uberhaupt nich t becintrachtigte bei Ver- 
wendung freier ungesattigter Fettsauren. Eine geaisse Analogie er- 
gibt Rich zu Untersuchungen von Pralzke3) iiber die Autoxj-(lation un- 
gesattigter Fettsauren, in denen er beobachtete, ,,(lass die freien 
Fettsauren einer katalytischen Becinfluhsung viel lrichter, d. h. in 
viel starkerem Ausmass und vor allem in ungleiclh beswr reprotlu- 
zierbarer W-eise zuganglich waren als die neutralen Ole." Dass sich 
in unseren oben angefuhrten Versuchen mit tlenr Soja-Enzym und 
Carotin Leinol mengenmassig wirksamer erwies a h  die freica Leinol- 
siiuren, konnte damit zusammenhangen, dass letzccrc kiehter in 
irreversibler Weise oxydiert werden und damit als ,,Iiatalysatoren" 
der Carotinoxydation ausschalten. (S. writer miten hci den Ver- 
suchen mit Guajakharx.) Soweit ,,lipoxydn,tischr" Enzymc von der 
Art des Soja-Enzyms und Hemmungsstoffc: mit tlem Vorlidtcn des 
Lecithins von biologischer Bedeutung sintl, ist die Fettsauren - untl 
Carotinoid-osydation unter Umstanden in hoherri JImsc~ yon der 
Tatigkeit cier Lipasen abhangig. 

3 .  Verhal ten  der  Enzymlosung gchgeniiber Guajwkharz. 
Die dialysierten Enzymlosungen vermiigen eine alkoholiwhe 

Losung von Guajakharz (frisch bereitet) nicht zu blauen. ,,Direkte 
Oxydasen", die das Guajak mittels des Luftsauerstoffs oxydieren 
konnten, sind also nicht vorhanden. Nach Zusatz von Wasserstoff- 
peroxyd erfolgt eine starke Blauung der GiiajatklBsung. Die Enzym- 
h u n g  enthalt somit Peroxydase4). Das Wasserfitoffperoxyd lasst sich 
nun in dieser Probe durch eine der ungesattigten Fettsauren oder 
01 und Luftsauerstoff ersetzen. Nach Ziisatz z. R. Ton Leinblsaure 
zur Enzymlosung tritt mit der Guajaklosung a11 der Luft cine schnell 
einsetzende und intensive Blaufarbung auf. Zus:~l z yon Leinol zur 
Enzymlosung bewirkt ebenfalls eine positive Gitajakprohe, jedoch 
cntwickelt sich in diesem Falle die blaue Farhe 1-iel langsamer uiid 
erreicht in vergleichbaren Versuchen njcht die Intensitgt wie mit 
Leinolsaure (vgl. Protokoll in Tabelle V). ikhnliche Unterrchiede im 
Ausfall der Guajakprobe werden zwischen Ricinolsiiuw und Ricinusol 
beobachtet. 

H .  Stillmann, Helv. 24, 465 (1941). 
2,  Verwendet wurde ,,Lecithin aus Eigelb reinst" (Kuhlbuz~ni) .  Xu h Olcott und 

H u t t d l  (Oil and Soap 13, 98 (1936)) ist die antioxygcnc Wirkung von Hsntlclslecithinen 
bei Autoxydationen auf ihren Gehalt an Cephalin zurdckzufuhren. Ob das auch in 
unseren Versuchen mit dem Soja-Enzym und Carotiri gilt, 7% urdr nor11 nicht untersucht. 

3, W .  Pranke, A. 498, 129 (1932). 
*) Vgl. A d r k  und Hou, C. r. 195, 172 (1932) 
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Tabelle V. 
G u a j a k h a r z  a l s  Akzeptor .  

J e  2 em3 1-proz. alkoholische Guajakharzlosung; Bett und Fettsauren in Aceton. 

01 bzw. 
Fettsaure 

~~~~~~~~ 

~ ~ - - - 

2,5 mg Leinol 
2,5 mg Leinolsaure 

- 

em3 
~ Enzym 

111. 
IV. 
V. 

VS. 

2 
2 
2 
2 

VII. I 2 

Beobachtung 
~~ ~~~~~ 

~~ ~ ~~ 

-~ ~ 
~ 

nach 60 Minuten noch weiss 

allmahlich blau in 10 Minuten 
tief-blau in 1 Minute 
nach 20 Minuten noch weiss; 

allmahlich blau in 10 Minuten 
nach 60 Minuten schwach-blau 

j 

Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, dass in dem System der 
,,C~arotin-oxydase" an die Stelle des Carotinoids cine andere Substanz, 
in diesem Falle Guajakharz, als Sauerstoffakzeptor treten kann. 
Weiter zeigen sich wieder auffallende Unterschiede zwischen 01 und 
Saure, nur when wir hier - was die in der Beobachtungszeit erreichte 
Farbintensitiit der Guajaklosung betrifft - mit letzterer cine grossere 
Wirkung als mit dem 01. Hier scheint cine grossere Reaktionsfiihig- 
keit des Akzeptors (Guajakharz) zum Ausdruck zu kommen. 

Die hier mit den beiden Akzeptoren Carotin und Guajakharz beobachteten Verhiilt,- 
nisse konnen vielleicht durch folgende Annahme erklart werden. Die Verbindung des 
Sauerstoffs mit der ungesattigten Fettsaure ist aktiver und neigt starker zum Zerfall 
als diejenige mit dem 01. Mit einem sehr reaktionsfahigen Sauerstoffakzeptor, etwa 
Guajakharz, tritt  die grossere AktivitLt dor Fettsauren-Sauerstoffverbindung, mit einem 
trager reagierenden Akzeptor (Carotin) ihre starkere Zerfallsneigung gegeniiber den Fett- 
Sauerstoffverbindungen in Erscheinung. Diese Annahme setzt u. a. voraus, dass der 
Oxydation des Carotins und des Guajakharzes gleiche Vorgange zugrunde liegen. Es 
ist aber auch denkbar, dass hier noch andere Reaktionen als die in der Einleitung auf- 
gefiihrten eine Rolle spielen. So ist an die Mitwirkung von Wassersttdfperoxyd, das bei 
der A u t o x y d a t i o n  ungesiittigter Fettsauren beobachtet wurdel), zu denken. Zur Auf- 
klarung des in den einzelnen Stufen hochstwahrscheinlich sehr komplizierten Reaktions- 
mechanismus bedarf es weiterer Untersuchungen, die in verschiedenen Richtungen durch- 
gef iihrt werden. 

4. Der  Einf luss  von  Wassers toffperoxyd.  
Zur genaueren Kenntnis des Vorgangs der enzymatischen Caro- 

tin-Oxydation war es von Interesse, festzustellen, ob an die Stelle des 
ungesattigten Fettes bzw. der Fettsaiure Wasserstoffperoxyd treten 
kann. Fur cine solche Moglichkeit wurden keine Snhaltspunkte 
gefunden. Zugefugtes Wasserstoffperoxyd scheint demnach nicht die 
R,olle der ,,aktiven Fett-Sauerstoffverbindung" bei der Carotin- 
Oxydation ubernehmen zu konnen. Andererseits wirkt es auf die 

1) Vgl. W.  Frauke, in H .  2'. Euler, ,,Chemie der Enzyme", Tcil 11, 3. Abschnitt, 
S. 176. 
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unter Verwendung von Leinolsaure erzielbare Carotin-Oxydation 
deutlich hemmend (Tabelle VI). Bereits 0,005 yo H,O, verziigern die 
Entfarbung sichtbar, und mit 0,02 % H,O, erfolgt die Entfarbung 
von 0,4 mg Carotin erst nach Stundeii (im Tergleich zii einer Ent- 
farbungszeit von 3,5 Minuten im Parallelversuch ohne Kasserstoff- 
peroxyd). 

Tabelle VI. 
H e m m u n g  d e r  C a r o t i n e n t f a r b u n g  d u r c h  H,O,. 

2 em3 Enzym; 0,4mg Carotin; 5 mg Leinolsaure; 5 em3 Aceton; 0,3 c m 3  Alkohol. 
Volumen: 116 em3. 

-- 

- 11.1 I. 5 

111. 20 

--IL 
- 11.1 I. 5 

111. 20 

Entfarbungs- 
zeit 

Minuten _- ~~ ~ -~ _ _ ~ -  
8 

20 
etma 240 

Wir lassen vorerst unerortert, ob diese hemmende Wirkung des Wasserstoff- 
peroxyds auf einer direkten Reaktion mit dem Enzyrn beruht, oder ob hieran auch ein 
Einfluss des Wasserstoffperoxyds auf die Zwischeiireaktionen beteiligt ist. Die hier 
beschriebene hemmende Wirkung zugefugten Wasserst)offperoxyds auf die Carotinoxy- 
dation schliesst nicht aus, dass etwa im Verlaufc der Realitionen e n t s t e h e  n d e s 
Wasserstoffperoxyd (8. oben) sich anders verhllt. 

5. W i r k u n g  von N a t r i u m c y a n i d .  
Aus einer grosseren Anzahl von Versuchen, in denen einige 

Faktoren, z. B. die Art und Menge des organisellen Losnngsmittels 
iind die Menge des Phosphatpuffers variiert wurtlen, ergibt sich 
folgendes Bild. In den meisten Versuchen zeigte Yatxiunicyanid in 
Konzentrationen bis zu 0,04-m. keinen Eirifluss auf die Ent,farbungs- 
geschwindigkeit (Tabelle VII) ; in den iibrigen T'ersuchen war eine 
deutdiche Verzogerung der Entfarbung festzustellen (Beispiel in 
Tabelle VIII). Die Ursache diese,r Unterschiede ka8nn noch riicht angc- 
geben werden. Aber in keinem Versuch wiirde selbst mit den hohen 
Cyanid-Konzentrationen eine auch nur als annahcrntl TTollstandig an- 
zusprechende Hemmung beobachtet. (1T7ie bekannt, hemint Cyanid 
die Wirkung einer Anzahl schwermet8allhaltiger Sauerxtoff a,kti- 
vierender Enzyme bereita in Konzentra'tionen, die rneist bedeutend 
niedriger als 0,001-in. liegen, vollig oder doch riahezu rollig.) In  
Ansatzen, die eine rein wasserige Carot8in-Fetts8uresixspension - also 
kein organisches Losungsmittel - enthielten, wurde keine Hemmung 
tler Carotinentfarbung durch C'yanid beobac,htet. In den Fgilen, 
in denen eine Verzogerung der Ent,fSrbung in Gegenu-art des Cyanids 
beobachtet wurde, kann eine unspezifische, anf Milieuiinderungen 
beruhende Wirkung vorliegen. Diese Verhiiltnisse bediirfen na~tiirlicli 
noch der weiteren Aufklarung. Im  garizen kann aus unseren Ver- 
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suchen auf eine ziemliche Unenipfindlichkeit iles Systems der 
enzymatischen Carotin-Oxydation gegeniiber dem Cyanion geschlos- 
sen werden. Diese Annahme wird durch die folgenden Versuche mit 
Guajakharz gestiitzt. 

Tabelle VII. 
E i n f l u s s  v o n  Cyanid  a u f  d i e  O x y d a t i o n  d e s  Carot ins .  

0,5 mg Carotin; 2 em3 Enzym; Organ. Losungsmittel: 3 em3 Dioxan. I n  dieser Reihe 
wurden nur 2 em3 Phosphatpuffer verwendet. NaCN wurde mit iquivalenten Mengen 

I. 
11. 

Essigsaure annahernd neutralisiert. 

I. 
11. 

111. 

Molaritat 
NaCS 

~ 
~ ~ ~~ 

- 

- 

0,0025 
0,02 
0,04 

-~ ~~ _ - ___ 

- I nach 15 Minuten: neiss 
in 1 Minute: tief-blau ' nach 15 Min. : blaulichrr Schein 

~ _ _ _ _ _ ~ ~  ___ 

10 mg H,O, 
10 mg H,O,, 25 mg NaCN 

Entfarbungszeit 
Minuten 

~~ -~ 

V. 5 mg Leinolsaure 
VI. I 5 mg Lemolsaure, 100 mg KaCE 

I 

5 
8 

5 ' 

5 

3 

in 1 Minute: tief-blau 
in 1 Minute: tief-blau 

Tabelle VIII. 
0,25 mg Carotin, Leinolsaure, Alkohol; 0,5 em3 Enzym. NaCN mit 0,l-n. HCl neutralisiert. 

mg 
Leinolsaure 

2,5 
2 3  
5 
5 

10 
10 

Nolaritat 1 Entfarbungszeit 
KaCN Minuten I 

~~ 
~~ ~~ 

~~ 

i 

7 

4 

0,002 - j 20 

- I  15 

0,002 O,OOz ~ 12 

Tabelle IX. 
Einf luss  v o n  Cyanid  auf  d ie  O x y d a t i o n  v o n  Guajakharz .  

2 cm3 Enzym; 2 cm3 0,B-proz. Guajakharzlosung; iiberall4 em3 Aceton. Gesamtvolumen : 
120 urn3. 
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Dagegen wird unter den gleichen Beclingungen die Reiiktion mit 
Guajak durch Cyanid nicht gehemmt, wenn an Btellr 1~011 Wasserstoff- 
peroxyd Leinolsiiure verwendet wird. 

Diese Versuche mit Cyanid vermogen folgencles zu zeigen. Der 
Oxydation des Carotins und des Guajakharztxs in Gegmwart unge- 
siittigter Fettsauren liegen gleichartige Vorgkiige zugrunde, die 
durch Cyanid nieht oder nicht bedeutmtl beeinflusst wtirden. Die 
(lurch Cyanid stark hemmbare Peroxytlaw, die die Oxytiation ties 
Guajakharzes mit Hilfe von Wasserstoffperoxyd brwirkt, ist 811 der 
clurch das Soja-Enzym in Gegenwart unges:ittigteii Fettcs erfolgmtlen 
Oxydation cies Carotins oder Guajakharzes nicht betdigt .  

Fur die sich aus unseren Ergebnisseii ablchitcnde wenigstens 
verhaltnismassige Unempfindlichkeit dcs Soja-Xnzym:, l’inden sieh 
zum Vergleich anregende Befunde in Arbeiten T O K ~  -11. E. Robinson1) 
xowie Ton R. Kuhn. und X. Meyw2).  D:mtcli win1 die durch Hamin 
sehr wirksam katalysierte Oxydation von Leiiiiil iind Oliveno1 (lurch 
Cyanid nicht gehemmt, obwohl das HBmin in der Vrrsuchslosung als 
Cyanverbindung vorliegt2). Auf Grund tlicser Bcobachtixng verniuten 
Kuhn und Meyer, dass die wiederholt nachgewiesene. gegen Blausaure 
unempfindliehe Atmung mancher Algen wid \-on Keimlingen, besuri- 
ders im Hungerzustande, in erster Linie aiif dic Oxydution yon I? 
auruckgeht. Fur die gegen Cyanid uiieinI)fintllic.lie Echstatmung 
ticriseher Gcwebe wird aihnliches angefuhrt . Wcnn auch Irinsichtlich 
tier Resistenz eines Teils der Gesamtatmung pflanzlicher und t ierischcr 
Gewebe gegenuber Blausaure noch eine Reibt. vim Frngrn und Un- 
sicherheiten besteht, kann in diesem Znsamnienhang (la4 Verhalten 
tits Soja-Enzyms gegenuber Cyanid c1oc.h eiiiigc L~iifrnt~rksamkeit 
beanspruchen. 

55usammenfas;s 1111 g. 

1. Die Wirksamkeit des Enzyms uiis tier Soj 
Grgenwart eines ungmattigten Fettes otler einer ung 
s&ure die Oxydation von Carotin bewirkt , bleibt nach 24-atuntligchr 
I h l y  se erh slten. 

2. In diesem System ist als ungesiittigtes Fetl auc‘h Ricinuscil 
und als ungesiittigte Fettsaiure auch Rieinolskure M irksam. 

3 .  Der mit einer bestimmten Menge Fett  bzw. E’ettsaure erziel- 
bare Carotinumsatz ist begrenzt. Leinol ist niengtLnm5shig wirksamer 
als Leinolsaure. 

4. Die Enzymlosung aus Sojabohnen enthalt Perox) thse. 
5. Zugesetztes Wasserstoffperoxyti kann die Rolle des ungc- 

rattigten Fettes bzw. der ungesattigten Fcttssiirc. bpi tier Oxydsl ion 
ties Carotins nicht itbernehmen. 

1) 111. E.  Xobinson ,  Biochem. J .  18, 255 (19dl ) .  
z ,  Iz. R i r k n  und I(. M e y c r ,  Z .  physiol. Ch. 185. 193 (1929). 
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6. Wasserstoffperoxyd hemmt die dnrch ungesattigtes Fett 
vermittelte Carotinoxydation. 

7. Ungesattigte Fette bzw. Fettsauren sind in Gegenwart des 
Enzyms auch bei der Oxydation von Guajakharz wirksam. Mit 
Fettsauren (Loinolsaure) wird eine in der Zeiteinlieit intensivere 
Blaufarbung erreicht als mit Fett (Leinol). 

8. Mit Natriumcyanid wurde in den meisten Versuchen keini., in 
einigen eine Verzogerung der Carotinentfarbung festgestellt. Eben- 
sowenig erscheint die Oxydation von Guajakharz in Qegenwart von 
Leinolsaure durch Cyanid gehemmt. Die Peroxydasewirkung wird 
unter den gleichen Bedingungen durch Cyanid vollstibridig gehemmt. 

Basel, Augenklinik der Universitiit. 

79. Etude critique des reaetifs qualitatifs des cations du cobalt 
par Paul Wenger et  Roger Duekert. 

(Collaboratrice M.-L. Busset.) 
(15. V. 41.) 

La (( Commission Internationale des R6actions et  Rdactifs Ana- 
lytiques Nouveaux )) de l’Onion Internationale de (’himie a publib 
en 1938 un premier rapport1) donnant une liste aussi complAte que 
possible des r4actifs analytiques des cations et des anions. Cette 
Commission, k laquelle l’un de nous appartient, s’est donn6 pour 
thche de completer cette liste par les nouvelles donii6es de la litte- 
rature et de faire un choix aussi judicieux que possible des r6actifs 
utilisables pour chaque ion dans les diverses conditions qu’exige la 
pratique. I1 est hident ,  en effet, qu’actuellement le chimiste se 
trouve fort embarrass6 devant une 6num6ration soulrent trbs longuo 
de r6actifs qu’il est trks difficile de juger a la simple lecture. D’autre 
part, nous devons reconnaitre que malheureusement trhs souvent, 
les reactifs ont Bt6 6tudi6s d’une faqon beaucoup trop sommaire, ou 
qu’ils ont 6t6 simplement signal& parce que trouv4s au hasard de 
recherches n’ayant pas un but analytique. 

Nous pensons rendre service Q la technique analytique en pu- 
bliant ici l’ensemble des travaux qui nous ont amen& a faire le 
choix des r6actifs demand6 par la Commission pour 1’6laboration 
de son prochain rapport. Tandis que dans ce dernier il no sera 
signal6 que quelques r6actions par ion, il nous semble que les r6sul- 
tats des travaux prdliminaires peuvent presenter un int6rkt r6el. 

1) (( Commission Internationale des RBactions et RBactifs Analytiques Nouveaux n 
de l’union Internationale de Chimie, ler rapport 1938, Tableau des riractifs pour 1’Analyse 
nrinerale. 
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