
151. Die Aufnahme von Sauerstoff bei der enzymatischen Oxydation 
ungesattigter Fettsauren 

von H. Snllmann. 
(30. X.  41.) 

Aus Leguminosensamen und ainch BUS tierischen Gev-e.beii lassen 
fiicl-1 Xnz ymlo sungrn gewinnen, die un t er :i crolnei 1 K r~l in  gungm 11 n - 
gesattigte Fette zu oxydieren vermogw. Fur die hier in Fmgr 
kommenden Enzyme verwenden wir, in1 L\nsehluss ail A&!/ e' und 
W O U , ~ ) ,  die Bezeichnung ,,Lipoxydasen", ohne damit eine Siil )strat- 
spezifitjt clieser noch wenig untersuchten Erizynie selion frhtlegen 
zu wollen. Die Wirkung der Lipoxydasen auf urigesatligte Fc+te 
zcigt sieh vor allenn in einer Abnalime drr .Toclz:thl imd in einer Zu- 
nahme cler Peroxydzahl des Substrates. Tlnter tier Wirknng dieher 
Enzyme kommt es also zu einer Ahsattigung vori I~thylenl)indungcn, 
offenbar durch ,,peroxydartige" Anlagerurig von Sailerstoff an die- 
selben. Es ist anzunehmen2), dass dic S;Luerstoffarilagrerung in 
mehreren Stufen erfolgt, und dass sich ilir weitere IJmm andlungeii 
(Umlagerungen, Molekelzerfall, ev1,l. Polymerisat ionen) aiischliesseii 
kdnnen. 

Mit Hilfe des angt,lagerten, ,,aktiven" Sauerstoffi laist sicli eine dnzalil an& re1 
Stoffc oxydieren, ~ ~ C a r o t i i i o i d e ~ ) ~ ) ~ ) ,  Gi1:Ljakhniz') und, vie AII andrifr  Stc3llc Irurz 
rnitgeteilt wurdeG)), p - l'he n y I e n d ia  niin, 3,4 - D i 0 Y y 11 h P I1 y 1'1 I rl n i n rind A d  I e n  R I i n. 
RUS dcn zulet7t genannten Stoffrn entstehcn gcfarbtr Verbindiingcn. r h s e  I\-irLiing 
des ,,lipoxydatischen S j  Stems" (Enzym t uiigesattigtc Fctte b ~ .  Fcttiaui en - Sauei - 
stoff) durfte in cntsprcLhendcn Fallen die Spczifitat dcr ,Luf gltic hcr otler diiilichi~r F u b  
stoffbildung beruhenden Nacha eisreaktionm fur b,,stinimit Oxydasc ii vririn 
Die Frage, ob das Enzj im bei dirsen sekundaren odri ~ykoppeltc~rr O\jd,~tiorisrrcrkt 
mitmirkt, oder ob die ~ettsauren-Ssuerstoffverbindiiii~c~n iin,ibl~anyie t h x  011 1 8  aqit'ien 
Idsit sich noch nicht fur alle k'alle beantworten. 1hi. n ~ h  ISinn irkiilig tlrs 1:iiz~ins t o r -  
liegendrn Pettpcioxyd~rrbmduriaen allein oxydiercii C irotiiioitlr niii sclir lang5am J ,  ;), 
so dass fur die mit Hilfe cines wdsserigen I3xtrnktc.s nu9 der ho~,rholint und \on iiii 

gesattigtem Fctt rnit grosser Ckschwindigkeit trfol~ciidc~ C' 11 otinoi&O 
Gegenwart der I~poxydase oder anderer in den Extr,ikte~i rorhmdcnei I' 
bar  von irgmdeiner Bedeutung 1st. Entsprechende l-eiiiic lit, i r r i t  dcri andt I (  11 gi iimiiteii 
Substamen stehen noch aus. 

m 
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derben der Fette" In Hefter-Schonfeld, ,,Chemie urid 'I'ec hnologie dcr Pctte uiid Fctt 
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Sekundiiroxydationen lassen sich - in geringem Umfange - auch bei der ,,Autoxy- 

dation" ungesattigter Fettsauren beobachten. I n  den von uns bisher untersuchten Fallen 
treten diese jedoch quantitativ stark hinter den durch das lipoxydatische System bewirk- 
ten Oxydationen zuriick. 

Uber die Natur des Enzyms lassen sich noch keine genauen Aussagen machen. 
Es ist hierzu zunachst zu fragen, ob es mit einer der bekannten Oxydasen und Peroxydasen 
identisch ist. Peroxydasen konnen auch Oxydationen mit molekularem Sauerstoff kata- 
lysierenl). Die Enzymlosung aus Sojabohnen zeigt mit Wasserstoffproxyd und Guajak- 
harz starke, diejenige aus den Samen von Phaseolus vulgaris nur ganz schwache Peroxy- 
dase-Aktivitilt2)3); beide Enzymlosungen oxydieren aerob ungesiittigte Fettsauren. 
Das ha t  bereits Andri und €Zou2) veranlasst, eine Verschiedenheit von Peroxydase und 
,,Lipoxydase" anzunehmen. Die in tierischen und pflanzlichen (kweben verbreiteten 
Cytochromoxydase-Cytochromsysteme vermogen ausser dem vie1 verwendeten, physio- 
logisch aber nicht in Betracht kommenden Indophenolreagenz eine dnzahl anderer Stoffe 
aerob zu oxydieren4). Ob mit ihrer Hilfe auch ungesattigte Fettsauren oxydiert werden 
konnen und sie somit als ,,Lipoxydasen" wirken, wurde unseres Wisxens noch nicht unter- 
sucht. Lea5) gelangt zu der Annahme, dass die Lipoxydase aus tierischen Geweben nicht 
mit der Indophenoloxydase (= Cytochromoxydase) identisch ist. 

- 

In  der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse von Versuchen 
mitgeteilt, in denen die Aufnahme von Sauerstoff bei der Oxydation 
einiger ungesattigter Fettsa,uren unter Verwendung wasseriger Lo- 
sungen ails der Sojabohne bestimmt wurde. Dshei wurde ferner 
das Verhalten der Enzymlosung gegeniiber Warme, Ibialyse und Blau- 
saure gepriift, sowie der Einfluss von Carotin auf die enzymatische 
Fettsauren-Oxgdat,ion untersucht. 

Ver  s u  ch  e . 
Methodisches.  Die Enzymlosungen wurden durch meistens 2-stiindige Extrak- 

tion von 2,5 g entfettetem Sojabohnenpulver mit 100 cm3 Wasser und anschliessendes 
Zentrifugieren gewonnen. Die Losungen sind noch nacli tagelangem Aufbewahren bei 
etwa 100 aktiv; es kann dann in ihnen jedoch zu einer starken Bakterienvermehrung 
kommen, weshalb frische oder hochstens 24 Stunden alte Enzymlosungen zur Venven- 
dung gelangten. Fur einige Versuche wurden aus diesen Losungen Verdiinnungen her- 
gestellt, wenn es sich darum handelte, sehr geringe Enzymmengeii zu verwenden. Alle 
Mengenangaben beziehen sich auf die ursprungliche Enzymlosung. 

Als ungesattigte Fettsauren wurden untersucht: Ole insaure  (,,fur wissenschaft- 
liche Zwecke" Kuhlbuuiiz und Ph. H. V), Ric inolsaure  (liahlhuum), Leinolsaure  
(Ac. linolicum, Kahlbuum) und Linolensaure  (Kahlbaum). Olsiture wurde fur einige 
Versuche noch iiber das Lithiumsalz gereinigt. Die Sauren wurden in der Regel mit der 
berechneten Menge Natronlauge in Wasser gelost. Verdiinnte Fettsaurelosungen (0,02-m. 
bis 0,005-m.) wurden ohne Abstumpfung ihrer alkalischen Reakticm verwendet, konzen- 
triertere Losungen (bis O,1-m.) wurden mit Salzsaure oder Essigsaure annahernd lackmus- 
neutral gemacht, wodurch Emulsionen erhalten wurden. I n  einigen Versuchen wurden 
die FeOtsauren als solche, d. h. ohne vorherige Losung in Wasser. der Reaktionslosung 
zugesetzt. 

l) H .  Theorell, Ark. Kem., Min. Geol. 14 B, Kr. 20 (1941). 
z ,  E. A4ruM und K.  Hou,  C. r. 195, I72 (1932). 
3 ,  H .  Sidlnsann, Vorh. Schweiz. Physiol., Juli 1941. 
4 )  D .  l i e zhn  uud /<. F .  Hartree, Proc. Roy. Soc. London [B] 125, 171 (1938); 127, 

5) C. H .  Leu, ,J. SOC. chem. Ind. 56, Trans. 376 (1937). 
107  (1939). 
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Als Pufferlosungen dienten 0,2-m. Phosphatlosungen, von denen 0,5 bis 1 rrn3 

in 3,s oder 4 em3 der Reaktionslosung zur Anwendung kamen. 
Die Messung des Sauerstoffverbrauchs geschah inanometrisch nach 0. Wczrburg 

in Gefassen von etwa 15 em3 Inhalt und bei 180 Schuttclungcn pro Minute. In der Regel 
wurde die Enzymlosung in den Anhang der Atmungsgefasse gegeben und nach Ausgleich 
der Temperatur in den Hauptraum gekippt. I m  Innengefass befarid sich 0,2 cm3 10-proz. 
Satriumhydroxydlosung, um etwa gebildetes Kohlcndioxgd zii absorbieren. In  den 
Versuchen mit Natriumcyanid blieb das Innengefass leer. Im Gasrauni befand sich Luft ; 
die Versuchstemperatur betrug 3.50. Die Ergebnisse werden in 1n111~ aufgenornmenen 
Gauerstoffs ausgedriickt. 

Bur Feststellurig des Reinheitsgrades der verwendcten Fett- 
sgurenpraparate mussten wir uns auf die Eest8immnng der Jodztthlen 
beschrankenl). Diese erfolgten naeh Rosrmn?und uncl Kirhnhewr mit 
Pyridinsulfat-dihrornid und in einem F:tlle zur Kontrolle nach 
u .  Hub1 mit Jodmonochlorid. 

Die Fettsauren wurden der Versuchslosung in verschiedenen physiknlischen Zu- 
standsformen zugefugt : als Emulsionen (dann enthielten sic vori der Yeutmlisation her 
noch Pu'atriumchlorid oder Natriumacetat), als Natriumseifen in UTasser, oder auch in 
ihrer unverdunnten Form. In  der grossten Anzahl der Versuche bt,fand sich ini Atmungs- 
gefass Phosphatpuffer vom pH =: 6,5. Unter diesen Verhaltnissen ist anzunehmen, dass 
Knzym und Sauerstoff im wesentlichen auf die kol loid verteilten Fettsauren bzw. auf 
die in den Grenzflachen befindlichen Fettsauremolekeln zur Einwirkung komnien. (Dass 
keine echte Losung des Substrates fur die Erizymwirkung erfordcrlich ist, geht fernier 
daraus hervor, dass auch die in Wasser unloslichen Glyceride dcr ungesattigterr Fett- 
sauren oxydiert werden.) Soweit die Fettsauren als Emulsionen oder als Seiftri in Wasser 
zur Anwendung kamen, wurde darauf geachtet, dass in den Atmungsgefassm navh der 
immer mehrstundigen Versuchszeit keine Entmischung der Emulsionen stnttgefunden 
hatte. Es ist wahrscheinlich, dass der Verteilungsgrad der Fcttsguren, der durch vcr- 
schiedene Faktoren, wie pH, Anwesenheit von Elektrolytcn, organischen Losungsniitteln, 
Temperatur, beeinflusst werden kann, fur den Reaktionsvcrlauf von Bedeutung ist. 
Wir wissen nicht, ob in dem heterogenen System zu jedem Zeitpunkt der llessung die 
Gesamtmenge der vorhandenen Fettsauremolekeln in reaktionsfahigenr Zustand vorliegt 
und ob somit eine einfache Beziehung zwischen der zugefugten Substratmcnge urid tier 
Anzahl der reaktionsfahigen Molekeln besteht. Das kann moglicherweise dio quantita- 
tiven Enzym-Substratbeziehungen (Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von den 
Enzym- und Substratmengen) komplizieren. Aus diesen Oriinderi erfolgt vorlaufig nur 
eine allgemeinere Kennzeichnung des Reaktionsverlaufs (s. hbschnitt 2, c), wie er siuh 
unter den bei den einzelnen Versuchen angegebenen Bedingungeu darbietet. Fur vigent- 
liche reaktionskinetische Messungen sollen die notwendigen Versuchsbedingung~~ri nouh 
ausgearbeitet werden. Hierfur erscheint auch die Verwendung gereinigter Enzym- 
losungen und absolut einheitlicher Substrate, die uns bei den nichrfvch ungeshttigtrn 
Sauren zur Zeit nicht zur Verfugung stehen, wunschenswert. 

Ohne Substratzusatz bewirken die frisch hergestellten Enzymlosungen keini. nrn- 
nenswerten Druekanderungen. Unmittelbar vcrwertbare Btmungssllbstrate enthalton 
sie demnach knum. Mehrere Tage alte Enzymlosungen koiinen manchnial oincn bet riicht,. 
lichen Sauerstoffverbrauch aufweisen. Wahrscheinlich handelt es sich hier uni die Stoff- 
wechseltatigkeit von Bakterien, die in diesen Fallen im miliroskopischen Priiparat zahl- 
reich nachweisbar waren. Derartige Enzymlosungen sind ungeeignet. 
~ _ _ _ _  

l) Zur Kritik der Anwendbarkeit und Genauigkcit der versehiedenen Vcrfahrcm 
vgl. : A. Grikn, ,,Analyse der Fette und Wachse" Bd. L (Berlin 1925) ; ferner : A. Homer 
und J .  Grossfeld, jm ,,Handb. der Lebensmittelcheniie", Hd. I V  (Berlin 1939). 
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1. Ein fach  u n g e s a t t i g t e  S a u r e n .  

a) S a u e r s t o f f v e r b r a u c h .  Die untersuchten Praparate der 
O l sau re ,  CH,.(CH,),.CH=CH.(CH,),.COOH, nehmen nach Zu- 
gabe der Enzymlosung merkliche Mengen Sauerstoff auf (Tabelle I) ; 
der Sauerstoffverbrauch ist am grossten mit der olsaure Ph. H.V., 
am geringsten mit der aus Olsaure ,,KcrhZbaum" ulwr das Lithium- 
salz dargestellten Saure. Die in dem Versuch I11 (Tabelle I) mit 
dieser gereinigten Olsaure nach 6 Stunden aufgenonimene Sauerstoff- 
menge entspricht rund 0, l  i l l01 0, pro 1101 Olsaure; in Versuch IIIa 
ist sie noch geringer. Auch in den Versuchen mit den anderen Pra- 
paraten wird maximal nicht mehr als 0,16 A101 0, pro 3101 ange- 
wandter Olsaure aufgenommen. Eine eindeutige stochiometrische 
Reziehung zwischen angewandter Olsauremenge nnd aufgenom- 
menem Sauerstoff kann nicht angegeben werden. In manchen dieser 
Versuche mit Olsaure fie1 auf, dass die Sauerstoffaufnahme bereits 
bald nach dem Zufugen des Enzynis zum Stillstand kam. Die mit 
R ic ino l sau re ,  CH, . (CH,), . C€I(OH). CH,. C H  = C H  . (CH,), * COOH, 
unter gleichen Bedingungen gefundene Sauerstoifaiifnahme ent- 
spricht etwa der fur Olsaure angegebenen. Nach diehen Ergebnissen 
scheint die Doppelbindung der Olsaure und der Ricinolsaure einer 
durch die Lipoxydase katalysierten, bestandigen Sauerstoffan- 
lagerung nur schwer zuganglich zu sein (s. unten). 

Tabelle I. 
Olsaure  u n d  Ric inolsaure .  

2 em3 Enzym, Fettsauren als Katriumsalze, Phosphatpufier pH - 6,5. 

~ 
~ 

I 
Ia 

I1 
I Ia 

I Fettsaure 

~~ ~ ~ ~~~~ ~ 

Olsaure Ph.H.V . . . . . . 

,, ,,Kahlbaum" . . . . . 

I 
I V  1 Ricinolsaure. . . . . . . . . 1,49 
IVa I 2,98 

9 1 1 7  1 15 2 
15 1 22 1 22 1 

In den Versuchen der Tabelle Ta wurden 6lsiiure und Ricinol- 
saure als solche und in grosseren Mer~gen verwendet . Rnders als in 
den vorhergehenden Versuchen tritt die ,,Autoxydation"l) der beiden 
Sauren deutlich in Erscheinung. In  Anwcsenheit (lea Enzyms ist 

1) Von Autoxydation sprcwhen wir in dieser Arbeit dann, wmn ein Sauerstofi- 
verbrauch ohne Enzymzusatz beobachtet wurde. Ob mit den ubrihm Reagcnzien z. B. 
Spuren wirksamcr Schwermetalle zugcsetzt wurden, kann unentschieden bleiben. 
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die Sauerstoffaufnahme merklich erhoht. Die nach 7 Stunden auf- 
genommene Sauers toffmenge betrzigt bei Olsiiure t Enzym rund 
350 mm3 und bei Ricinolsaure + Enzym 300 mm3. Gegenuber dem 
autoxydativ aufgenommenen Sauerstoff tritt die Enzymwirksarnkeit 
bei der Ricinolsiiure mehr hervor als bei der ()Isanre. Ilem zeitlichen 
Verlauf des Sauerstoffverbrauchs nsch ist in diesen Versuchen niit 
den grossen Fettsaiuremengen die Sauerstoffaufnahrne noch lingst 
nicht abgeschlossen. 

Tabelle Ia. 
J e  1 om3 Fettsaure (etwa 800-900 nig) angcwandt; 1 em3 Enzyni; 0.04-ni. Phos- 

phatpuffer prr - 6 3 .  

Frttsaure 

Olsaure . . . . . . . . . . .  

Ricinolsaurc . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . . .  , t 

. . . . . . . . .  ' + 
Leinolsaurc . . . . . . . . . .  - 28 62 242 I 1011 

. . . . . . . . . .  + 505 1 771 ~ 1656 1 2711 

b)  S e k u n d a r o x y d a t i o n  r o i l  Ca ro t in  i n  Gegenwar t  von  
Olsiiure.  Olsaure-athylester wird von Bziwtnw uiid _I)o~zcncel) unt'er 
den von der ,,Carotinoxgdase" ( = Lipoxytl ase) oxydierbaren Sub- 
straten aufgezahlt. Wir pruften das Verhaltcri Ton Olsiiure irri Test 
der Carotinentfarbung : 

Versuche. 1. 0,2 mg Carotin (in 1 em3 Dioxan) $- 0,5---5 cm3 0.1-m. olsdure 
,,Kal~lbaurn" (in Aceton) + 90 ern3 Wasser $- 5 em3 0.2-111. Phosphatpuffcr pH 6 3  f 
2 em3 Knzym. Nach 90 IMinuten: Versuch  rnit 0,5 em3 0 , l - i n .  6 l s a u r c  f a s t  e n t -  
f a r b t ,  m i t  1 0 , l - m .  O l s i u r e  vol ls t i indig en t f i i rb t ,  mit 2 und 5 emB 0,l-in. 
Olsaure nur teilw-eise Entfarbung. - I n  diesen Vcrsuchen rnit 2 und 5 em3 0.1-ni. 81- 
saure Ausscheidung von Olsauretropfchen. 

2. 0,1 mg Carotin + 1 em3 0,1-in. Olsaure, weiterv Zusatze wie im vorhergt.~iencien 
Versuch. E n t f a r b u n g  n a c h  30 Miniiten. 

3. 0,05 mg Carotin + 1 em3 0,l-m. (ilsaure, weitercl Zusiitzc wir oben. E n t -  
fArbiing i n  11 Minutcn.  

4. Verglriclisweise sei ein Versnch niit Leind~iinre aufgefiihrt. 1 mg Carotin 
+ 0,5 em3 0,l-m. Leinolsaure, weitere Zusatze mie in den vorhergeliendeii Versuclren. 
Vol l s tandige  E n t f i r b u n g  n a c h  20 Minuten .  

Es zeigt sich, da,ss in Gegenwtrt dcs Enzyrns uritl von &%itre 
eine Oxydation yon Carotin ststtfindet. Olsiiure ist liicrbei ganz 
augenscheinlich weit weniger wirksa8m Leiniilsiiure, such  hei 
Kerucksichtigung der Unterschiecle in der Gngesiitt8igt'hc.it heitter 
Sauren. Entsprechende Versuche mit' IR8ic>inolsiiure wurden fruher. 
mitgeteilt ". 

l) Enzymol. 7, 130 (1939). z ,  Hclv. 24, 646 (1931). 
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c) Einf lus s  v o n  Caro t in  auf d e n  S a u e r s t o f f v e r b r a u c h .  
Es ist denkbar, dass eine Aufnahme von Sauerstoff durch Olsaure in 
grosserem Umfange sichtbar wird, wenn die gebildeten Anlagerungs- 
verbindungen mit Carotin oder einem anderen Akzeptor sofort weiter 
reagieren konnen. In  der gewahlten Versuchsanorclnung vermogen 
die Entfarbungsversuche hieriiber keine genauere Auskunft zu geben. 
Deshalb wurde der Sauerstoffverbraueh von olsaiire ,,KahZbatm" 
in Gegenwart von Carotin bestimmt (Tabelle 11). I n  dem Versuche 
mit Enzym -t Olsaure + Carotin (Versuch 11) ist die Sauerstoffauf- 
nahme um einen geringen Retrag liiiher als in dem entsprechenden 
Versuch I ohne Carotin. Die Bedeutung dieses an sich schon geringen 
Unterschiedes fallt aber dahin, wenn man die betrAchtliche Menge 
Sauerstoff in Betracht zieht, die Carotin fur sich -- mit oder ohne 
Enzym (Versuche I11 und V) - aufnimmt. I n  Qegenwart yon 
Olsaure ist die Autoxydation des Carotins allerdjngs auffallend ge- 
hemmt (Versuch TI); es IOsst sieh schwerlich sagen, wie weit das 
auch im Versuch mit Enzym -- olsaure -- Carotin dtlr Fall ist. Auf 
alle Fiille hat Carotin keinen betrachtlichen Einfluss auf eine enzy- 
matisch bewirkte Anlagerung von Sauerstoff an Ols8ure. 

Tabelle 11. 
Olsaure  + Carot in .  

Olsaure als Natriumsalz in Wasser, Carotin in Dioxan ; 0,025-m. Phosphatpuffer 
pH = 6,5. - Den Versuchen ohne Carotin wurde die entsprechende Menge Dioxan 
(0,25 em3) zngesetzt. Beim Zukippcn des Enzyms zu der dioxanhaltigen Versuchs- 
losung entvtand ein Unterdruck entsprechend 17 mm3 O,, der in den Versuchen I, 1 1  
11nd 111 in Abzug gebracht worden ist. 

3 

~~ -~ 

I 
I1 

I11 
IV 
V 

VI - 

Enzym 
ern 

Versuche iiber den Einfluss von Carot'in auf die enzymatische 
Oxydat'ion der Leinolsaure werden weiter unten aufgefiihrt ; dort so11 
auch das Verha'lten des Cmot'ins selber besprochen werden. 

Es stellt sich die Frage, ob die an sich geringe Wirksamkeit der Olsaure und der 
Ricinolsaure - sowohl bei der Sauerstoffaufnahme als auch bei der Sekundaroxydation 
des Carotins - nicht auf Beimengungen von hoher ungesattigten Verbindungen beruht. 
Jodzahlbestimmungen, die besonders mit der Olsaure ,,Kah Ibaum" wiederholt durchgefuhrt 
wurden, ergaben hierfiir keine Anhaltspunktc ; die ermittelten J.-Z. lagen zwischen 86,5 
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und 89, also nicht uber der fur reine Olshure berechneten J.-Z. von 90. Trotzdem sol1 
allein auf Grund der Jodzahlen das Vorhandensein geringer Verunreinigongen nicht 
ganz ausgeschlossen werden. Ein den Sauerstoffwerteri in ‘Fabelle I vol l s tandig  mt- 
sprechender Gehalt der Olsaure an Linol- oder Linolensaure hatte jedoch in den J.-Z. 
Zuni Ausdruck kommen mussen. 

Diese Befunde uber das Verhalten der einfach ungesat tigten 
Fettsauren bei der enzymatischen Oxydation stehen in gewisser cbt3r- 
einstimmung zu Ergebnissen von Waibuvg l) sou-ie von X e  ycrhof 2), 
wonach die Oxydation von Olsaure untl von einigen andercn einfztch 
ungesattigten Sauren durch Eismsalzel ) otler Sulfhytlrilrerbin- 
dungen2) nicht merklich katalysiert Kird. Dass aber auch die ein- 
fach ungesattigten Sauren der Oxydationskatalyse zuganglich sind, 
ist auf Grund ihrer Autoxydation zu erwarten unti wurde besonders 
fur Olsaure in zahlreichen Untersucliungen mit versehiedenen Kataly- 
satoren gezeigt3). Es hatndelt sich also nur uni eine relati\Te Eestandig- 
keit der Athylenbindung in der ~)ls5iuremolekel, die eine partiellc 
Oxydation, wie siie etwa in unseren Vcrauchen mit tleri loslichen 
Soja-Enzymen erzielt wurde, verstandlich erscheinen lassen kann. 
Hingewiesen sei hierzu auch auf Untersuchungen von Pran ke untl 
J e ~ c h e Z ~ ) ,  wonach die bei der Autoxydation von Olsaure uiid Ricinol- 
RBure stattfindenden, sich in der Beziehung zwischen Sauerstoff- 
nufnahme, Peroxydwert und Jotlzahl cler Reaktionsprodukte aus- 
druckenden Prozrsse nicht so einfach zu formiilierentle Vorgiinge 
darstellen wie bei der hutoxydation hoher ungesiittigter Fettsauren. 

2. Mehrfach  u n g e s a t t i g l e  Fe t t s i i u ren .  

a )  S a u e r s t o f f v e r h r a u c h .  Im Gegensatz zu den unter- 
suchten einfach ungesattigten Sauren wird die Oxytlation tier m e  h r  - 
f a  c h ungesattigten Sauren von dem Enzym sehr wirksam kataly- 
siert. Um die Gesamtmenge aufgenomnienen Sauerstoffs zu be- 
stimmen, wurden geringe Mengen Sauren (zwisehen 0,05 und 1,4 mg) 
verwendet. Die Oxydation verliiuft dann in einigen Stunden r k 

im Mittel 1,31 Mol 0, auf (Tabelle 111). Nit Linolensi iure  wiirde 
ein Sauerstoffverhrauch entsprechend 1 ,63-17i2, im Durchschnitt 
1,67 Mol 0, gefunden (Tabelle IV). 

tisch zu Ende (vgl. Fig. 1). Le ino l sau re  nahm pro 14101 1,25- Y ,35,  - 

0. Warburg,  Z. physiol. Ch. 92, 231 (1914). 
2 ,  0. dleyerhof, I’fluger’s Arch. ges. Physiol. 199, 531 (1923). 
3, Vgl. R. Ruhn und K .  N e y e r ,  Z. physiol. Ch. 185, 193 (1929). - I \ .  F r a n k  

ebenda, 212, 234 (1932). - IC. Taufel  und A. Seuss ,  Fettchem. Umschau 41, 107, 131 
(1934); zit. n. C. 1934, 11, 2768. - Bezuglirh der spezicllen ~ersuclisbedingunyen, unter 
dcnen eine Oxydation der Olsaure erfolgt oder nicht erfolpt, sei auf die zitierten Arbeiten 
verwiesen. 

4, V’. Pranke und D. Jerchel, A. 533, 46 (1938). - Vgl. ferner uber die Bildung 
von Oxydoverbindungen der Elaidinsaure: G. TB. EUi\, Biocheni. J .  30, 753 (1936). 
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I ' 0,56 1 59,7 1 1,33 
~ 1,40 140 1,23 

I1 0,56 60 1,34 
1,40 1 146 1,31 

Die verwendete Le ino l sau re  hatte die Jodzahl 197,5, enthielt 
mithin neben dem Hauptbestandteil Linolsaure ( J . - Z .  181,2) noch 
hoher ungesattigte Verbindungen, wohl hauptsachlich Linolensaure 
(J.-Z. 273,8). Aus der gefundenen Jodzahl und unter der Annahme, 
dass neben Linolsaure nur Linolensaure vorhanden ist, berechnet 
sich fur die Leinolsaure ein Gehalt von 82,474 Linolsaure und 17,6% 
Linolensaure. Da sich fur Linolensaure unter Benicksichtigung der 
Jodzahl ein Verbrauch von annahernd 2 Mol 0, ergibt (s. unten), 
lasst sich die auf die in der Leinolsaure vorhandene Menge Linolsaure 
entfallende Sauerstoffaufnahme herechnen. Dies? Berechnung ist 

_______ 

1,18 
1,11 
1,19 
1,15 
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fur die verschiedeneri Versuche in der letzten Spalte der Tabellr 111 
durchgefiihrt. Es ergibt sich ein durchschnittlicher Verbrauch VOII 

1,16 N o 1  0, fur ein Mol Linolsaure. Der uber ein 1101 hinsusgehende 
Sauerstoffverbrauch entspricht etwa dem mit Olsgure gefundeneii, 
ist jedoch in -4nbetr:tcht des indirekten Vorgchcns zu seiner Errnitt - 
lung nicht sicher zu bewerten. 

Rei der enzymatischen Oxydation nininit 1 3101 Linols&urc, 
CH;(CH,),.CH=CH.CH,.CH=CH.(CH,),.('OO€I, also im wesent- 
lichen 1 No1 0, auf3). 

Tabelle IV. 
L 1 no 1 ens  it u r c. 

I and 11 1 emd. 111 und I V  2 em3 Enzym. Versuc.hsbedingunyfr1 nie 111 ticr vorigcn 
Tabelle. - 

31's.- mg 
Linolensaure rihe- 

0,556 

0,138 
0,278 
0,278 

1: ~ 0,0556 

II ~ 139 
IV 1 1,39 

m m 
0, 

. 74,2 
735 

1!4,3 
37,6 
36,4 

184,2 
18X,0 

- _ _ _ _ _ _ _ _ ~  

Mittel : 

Die Jodzahl der zur Verfugung stehenden L ino lensau re ,  
CH,.CH,.CH=CH.(3H,.CH=CH.CI~,.C€I=CH.(CH,),.COOH, fan- 
den wir zu 240, also1 niedriger als xu erwtirten ist (berechnete ,J.-%. 
= 273,8)4). Der ,,Reinheitsgrad" der verwendeten Saure betrug 
somit 88 %. Setzen .wir diesen sumniarisch in hnrechnung, so ergibt 
der Mittelwert in Tabelle IV  einen Verbrauch von 1,9 Mol 0, pro 
Mol Linolensaure. Hier ist die Voraussetzung gemaoht? dass die drei 
Doppelbindungen der Linolensaure fur die c.nzyma,t;ische Oxydation 
gleichwertig sind. Diese Voraussetzung trifff, wie tier fur Linolsaure 
ermittelte Sauerstoffverbrauch erkennen lasst, wahrscheinlioh nicht 
zu. Es ist die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass infolge t:iner 
._______ 

l) Jodzahl der angewandten Linolensiiure : 240. 
,) Daraus berechnet fur 1 Mol reine Linolensiiure (Jotlzah! 273,s) : 1,9 &lo! 0,. 
3, Rona, dsnzus und Steiizeck (Bioch. Z. 250, 149 (1932)) schliessen aus kinetischen 

Messungen, dass bei der Autoxydation von Linolsaurc-mcthylester in Cregenwart vnii 
Pyridiii 2 Mol Sauerstoff pro Mol Ester aufgenommcn werden. Franke und Jere7iel 

533, 46 (1938)) gewinnen in ihren Untersuchungen Anhaltspunkte dafiir, dass hei 
der Autoxydation der Linolsaure die Aufnahme der erstrn O,-P?lnlekel, bci dcr Linolen- 
saure die der ersten beiden 0,-Molekeln erheblich schncllrr erfolgt als der spatere Sauer- 
stoffverbrauch. 

4, Als hochste Jodzahl fanden wir mit dem Verfahren nsch v. Iiiibl 218. 
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teilweisen Autoxydation der verwendeten Linolensaure diejenigen 
Doppelbindungen bevorzugt abgesattigt sind, die amuch bei der enzy- 
matischen Katalyse in erster Linie in Frage kommen. Die iibrig- 
bleibenden, nicht oder schwer oxydierbaren Doppelbindungen werden 
aber bei der Jodzahlbestimmung mit erfasst. Die fur die enzymatische 
Oxydation in Betracht kommenden doppelt gebundenen Kohlen- 
stoffatome diirften also in etwas niedrigerer Anzahl vorhanden sein, 
als durch die Jodzahl von 240 angegeben wird. Entsprechend ist die 
Sauerstoffaufnahme wahrscheinlich etwas hiiher als t ,9  Mol 0, pro 
Mol Linolensaure. 

Aus den Versuchen kann gefolgert werden, dass bei der enzy- 
matischen Oxydation pro Mol Linolensaure etwa 3 Mole Sauerstoff 
aufgenommen werdenl). 

Auch in den erwahnten Versuchen von 0. Warbzlrg2) uber die 
Katalyse mit Eisensalzen wurden annahernd 2 Mole Sauerstoff pro 
Mol Linolensaure aufgenommen. Nehmen wir fur die enzymatische 
Oxydation eine peroxydische Anlagerung von Sauerstoff an die 
Doppelbindungen an : 

I 
HC Hb-0 

I l+O, --t 1 I 
HC HC-0 

I 1 

so bleibt sowohl in der Linolsaure- a18 auch in der Linolensiiuremolekel 
eine Doppelbindung unberuhrt. Im Falle der Linolsiture lassen unsere 
Ergebnisse vorlaufig noch zu, dass an die zweite Doppelbindung eine 
Sauerstoffanlagerung in dem geringen Umfange erfolgt, wie sie etwa 
bei Olsiiure beobachtet wurtle. Unter den bisherigen Versuchsbe- 
dingungen kommt es aber nicht zur Absattigung dler  Doppelbin- 
dungen der mehrfach ungesattigten Sauren, da sowohl in den Ver- 
suchen mit den geeigneten Mengen Leinolsiiure als a uch Linolensaure 
die enzymatisch katalysierte Sauerstoffaufnahme vie1 friiher Zuni 
Stillstand kommt. Ob in dieser Reziehung mit angereichertem 
Enzym grossere Wirkungen zu erzielen sind, bleibt zu untersuchen. 

b) E in f lus s  von  Caro t in  auf d i e  Le ino l sau reoxy-  
d a t i o n .  In  einigen Versuchen wurde gepruft, ob ( l a ro t in ,  das als 
Akzeptor fiir den an die ungesattigten Fettsauren angelagerten 
Sauerstoff wirken kann, die enzymatische Oxyda,tiori der Leinolsaure 
beeinflusst I n  diesen Versuchen zeigte sich mtist eine geringe 

l) Bei der iiblichen Darstellung und Reinigung der Linolenxaure iiber die Hexa- 
brom-stearinsaure werden Isomere erhalten (Erdmann und Bedford, B. 42, 1324 (1909)), 
deren natiirliches Vorkommen ungewiss ist. Die Frage, ob die Konfiguration der ver- 
schiedenen Linolensauren fur die enzymatisch bewirkte Oxydation eine Rolle spielt, 
muss noch ganz ausser Betracht gelassen werden. 

______ 

2 ,  Z. physiol. Ch. 92, 231 (1914). 
3) Uber den Einfluss von Carotin auf die Autoxydation von Leiniilsaure s. W .  Franke, 

Z. physiol. Ch. 212, 234 (1932). - B. R. Nonaghart  und I?. 0. Xehnzt'lt, J. Biol. Chem. 96, 
387 (1932). 
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Veraogerung der Leinolsaure-Oxydation in Gegenwart von Carotin, 
um etwa 5-20%. In der in Tabelle V aufgefuhrken Versuchsreihe 
betragt die Verzogerung uber alle Messzeiten 6 yo. Gelegentlich war 
dieser Einfluss des Carotins bei Reaktionsbeginn am deut'lichsten, 
urn im weiteren Verlauf abzunehmen. Diese in Gegenvvart von  
Carotin schwach verzogerte enzymatische Leinolsiiure-Oxydatiori 
durft,e noch etwas grosser sein, als die Sauerstoffwert,e des uollstan- 
digen Ansstzes (Versuch I11 in Tabelle V) ohne w-eiteres erkennen 
lassen, da Carotin fur sich - mit oder ohne Enzym (Versuche I1 
uncl V) - ansehnliohe Mengen Sauerstoff aufnimmt. In  den Ver- 
suchen der Tabelle Va mit Linolensaure wird in Gegenwart von 
Carotin etwas mehr (1.0 %) Sauerstoff aufgenonimrn (vgl. Verss. I, 
IV und V). Dieser nur wenig erhohte Sauerstoffverbrauch diirfte 
aber einer Autoxydation des Carotins zuzuschreihen sein. 

Tabelle V. 
Leinolsaure  + Carot ' in .  

Leinolsaure in XaOH gelost, mit HCl neutralisiert,; 1.0 nig Carotin in 0,25 cm3 
Dioxan; 0,04-m. Phosphat, pH := 6.5. - Der im Kontrollvrrsucli ernlitteltr Unterdruck 
(entsprechend 20 mm3 O?), der beim Zukippen des Enzynis zur Dioxan cnthaltcndrn 
Versuchslosung entsteht, wurde in den Versuchen I, I1 und TZI in Abzug , Lhracht. 

n11n3 0, nacli Stunden Leiniil- Enzym I Carotin 
saure ~- 

mg I mg I % , , ______ 
14 359 

33 

3 
IT1 1 1 1 14 I l ,o 338 

- I V  I - 14 ' 

Tabelle Va. 
Linolenskure  + Carot in .  

Linolensaure mit der berechneten Mengr NaOH gclost; Carotin in Dioxan 11 rni3 
~- 4 mg Carotin); 0,04-m. Phosphat pn = 6,5. 

I 
I1 

111 
I v 
v 

VI 
VII  

VI I I  

_ 

i 
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I n  Gegenwart Ton Leinolsaure ist die Autoxydation des Carotins sichtlich geringer 
(Versuch VI in Tabelle V); die gleiche Beobachtung wurde bei den Versuchen mit 01- 
saure gemacht (Versuch VI in Tabelle 11). Ob hier eine spezifische Wirkung der ungesat- 
tigten Fettsauren oder lediglich eine unspezifische Milieubeeinflussung (z. B. eine ,,Emul- 
gator"-Wirkung der Fettsauren) vorliegt, bleibe dahingestellt. Die in den vollstandigen 
Versuchen mit Enzym + Leinolsaure + Carotin von letzterem allein infolge Autoxyda- 
tion aufgenommene Sauerstoffmenge ist nicht genau anzugeben; hie ist wahrscheinlich 
auch hier - wie die aufgefuhrten Zahlen erkennen lassen - viel geringer, als Carotin 
allein bei Abwesenheit von Leinolsaure aufnimmt. 

Carotin nimmt in manchen Versuchen in Gegenwart der Enzymliisung etwas inehr 
Sauerstoff auf als ohne Enzym (vgl. Tabellen I1 und V). Ob hier eine katalytische Wir- 
kung vorliegt, ist unsicher ; wahrscheinlicher durften die Bedingungen fur die Autoxyda- 
tion des Carotins infolge einer besseren Dispergierung desselben f:twas giinstiger sein. 

Leinolsaure bzw. Linolensaure keine in Betracht komiriende Erhohung 
des Sauerstoffverbrauchsl) bewirkt, gibt eine,n Hinweis auf den 
Mechanismus der Sekundaroxydation des Carotins : I )ie ungesattigten 
Fettsauren vermogen h o c h s t e n  s so viel Sauerstoff auf Carotin zu 
ubertragen, wie sie bei der enzymatischen Oxydatiori in Abwesenheit 
von Carotin aufnehmen ; sie unterliegen bei diesem Vorgang offenbar 
einer Veranderung, vermutlich oxydativer Art, die eine wiederholte 
Reaktion. mit dem Enzym und Sauerstoff ausschliesst. Diese Fol- 
gerung hat sich auch in den fruher mitgeteilten Versuchen2) iiber die 
Abhangigkeit der Carotin-Oxydation von der Menge ungesattigten 
Fettes bzw. ungesattigter Fettsauren ergeben. 

c) o b e r  den  R e a k t i o n s v e r l a u f .  Der zeitliche Verlauf der 
enzymatischen Oxydation und seine Abhangigkeit von der Enzym- 
und Suhstratmenge sol1 an einigen Beispielen gezeigt werden, deren 
Ergebnisse in Tabelle VI und den Kurven der Figg. 1-4 wieder- 
gegeben sind. I n  diesen Versuchen wurde die Fettsaure in wasseriger 
Losung als Natriumsalz bzw. als Emulsion der Reakt'ionslosung 
zugefugt. 

Die nilenge des von Leinolsaure und Linolensaure aufgenom- 
menen Sauerstoffs steigt erwartungsgemass mit dt:r Enzymmenge, 
wenn auch unter den Versuchsbedingungen in der Regel keine strenge 
Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Sauerstoffverbrauch 
festziistellen ist. 

I n  den Versuchen der Tabelle VI, sow-ie der Figg. 2 und 3,  
wurden sehr geringe Mengen Enzym verwendet, um eine ,,SBttigung" 
des Enzyrns mit Substrat (s. die hierauf bezugliche Vorbemerkung 
im methodischen .Abschnitt) iiber eine moglichst lange Versuchszeit 

Die Feststellung, dass Carotin in dem System: lipoxydase 

l) Vgl. besonders die Versuche in Tabelle Va, in denen die Osgdation von Linolen- 
saure bis zu ihrem Ende und dariiber hinaus verfolgt wurde. W ~ r d e  die Linolensaure 
bei dem Vorgang der Sekundaroxydation unverandert regeneriert werden, so sollte in 
Gegenwart von Carotin die Ssuerstoffaufnahme urn ein Mehrfaches erhoht sein, was 
nicht der Fall ist. 

2 ,  Helv. 24, 465, 646 (1941). 
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zu erreichen. Der Sauerstoffverbrauch ist in tlieben Verhiichen 
r e  1 a t iv am grossten rnit den mittleren Enzymmengen ; die kleinsten, 
noeh gut messbaren Sauerstoffverhraixcli lieferntien Enzymmrngen 
(etwa 0,02 em3 Enzymlosung) ergeben nieistens nber die ganze 
Versuchszeit nuffallend niedrige Werte. 

Tabelle VI. 
0 - A  u f na h m e m 1 t kl e i n e n E n  z g 1x1 in e ri g e 11. 

Leinolsaiire In XaOH gelost. mit HCI neutralisiert. 

Enzgm 

.~ 

0,02 
0,02 
0,05 
0,10 
0,15 

In  Fig. 1 und 4 kommt der Einfluss steigender Mengen Leinol- 
saure und Linolensiiure auf die Reaktionsgeschu.iridigkeit zum Aus- 
tlruck. In den Versuchen der Fig. 4 rnit 0,25 em3 Enzym steigt die 
in gleichen Zeiten aufgenommene Sauerstoffmenge - abgesehcn 
von dem nahezu gleich hohen Sauerstoffverbrauch in den ersten 
10-20 Minuten - bis zu 70 mg Leinbls%ure in 3 , s  cm3 Versuchs- 
ltisung stark an. Unter unseren Versuehsbedingungen ist die Reak- 
tionsgeschwindigkei t erst bei verhaltnismassig hohen Suhstrat- 
konzentrationen unabhangig von der zugefugten Nenge Substrat , 
wenigstens in den ersten Stunden. Das ist z. B. annahernci der Fall 
in  den Versuchen I und Ia  der Pig. 2 rnit 28 bzw. 56 mg Leinolsaure 
ixnd 0,02.5 em3 Enzym in 3,s  em3 Versuchslosung, sowie in den Ver- 
suchen VI  und V11 (Abb. 4) rnit 0,0t5 cm3 Enzym und 56 hzw. 70 nig 
Leindlsaure (vgl. ferner Tabelle VI). Xanchmal findet sich rnit 
hoheren Substratmengen eine kleine Erniedrignng in der Sauerstoff- 
aufnahme, die aber linter den 13edingungen tier bis jetzt hesprochenm 
Versuche nur in den Anfangszeiten besteht (vgl. Fig. 2) .  

Die Saiierstoffaufnahme ist unmittelbar nitch dem Zusanimeii- 
fugen von Enzym und Substrat, d. h. in dcn erstcn I\lesszciteri von 
-5, 10 und 20 Minuten, am grossten. Tm weiteren Reaktionswrlauf 
treten zwischen bestimmten Versuchen bemcrkenswcrtc. Vntcrscliieclc 
anf. In der Regel nimmt die aufgtlnommene Alenge Sauerstoff mit 
der Versuehsdauer fortschreitend ab, kerintlich an ciner niehr odcr 
weniger deutlichen Abfla,chung der dieses \\'erhiiltnis vcransc#ha8u- 
lichenden Kurven (vgl. Fig. 1). Diese ,,zweite Btufe" cter Oxytiation 
zeigt in den Versuchen I-IT der Fig. 4 uher langere Zeit :tnn%hernd 
linemen Verlnuf. Da in diesen Versuchen mit 0,2.5-!! cm3 Xnzym 
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keine Absiittigung des Enzyms mit Substrat iiber die ganze Versuchs- 
zeit gewiihrleistet ist, muss die Reaktionsgeschwiridigkeit durch die 

mm3 
0, r 

480 t 

0.5 I 2 4 6 Stunden 

Fig. 2. 
Leindlsaure rnit NaOH gelost, Losung mit HC1 neutralisiert; i n  der Versuchslosung 

0,05-m. I’hosphat pH = 6,5. 
I: 0,025 cm3 Enzgm i- 28 mg Leinolsaure 
Ia:0,025 cni3 ,, $- 56mg ., 111: 0,l cm3 ,. -+ 28mg ,, 

11: 0,05 mi3 Enzym + 28 mg Leinolsaure 

rnrn? 

Fig. 3. 
In  jedeni Vrrwch (niit Ausnahme 1‘) die dngegebenen, ger ingen  l:nzymmengen, 11 mg 

Leinolaaure (Na-Salz, mit HC1 ncutra!isiert); 0,05-m. Phosllhat pII = 6,5. 
I: 0,008 em3 Fnzyin 1V: 0,064 em3 bnxym 

11: 0,016 ern3 ., V: o h m  
Ill: 0,032 em3 .. 
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jeweils vorhandenen Substratmengen in noel: nicht genau angehbarem 
Nass mitbestimmt werden. in  anderen Vcmuchen erfolgt - n&ch 
den1 Abklingen der auch hier vorhandenen grossen Anfangsgeschn-in- 
digkeit - umgekehrt ein Wiede rans f i eg  der Re:ikt'ionsgesc.hwiri(lig- 
keit mit der Versuchszeit. linter UmstBnden ist in diesen Versucheri 
die Steilheit der Knrven am Ende der Versuchszeit anniihcrntl 
ehenso gross wie am Anfang. Dieser auf die Entwieklung ,,autoki\ta- 
lyfischer" Vorgange hiinweisende Reaktionsverlauf wurde dann heoh- 
achtet, wenn sehr geiringe Enzymmengen zur Anwt~ndung grlangten 
(vgl. Figg. 2, 3 sowie die Kurven V-VII in  Fig. 1). 

mm3 

Fig. 4. 
Versuche I-IV --0- init 0,25 om3 Enzym;  V--VII +- m- mit 0 ,05  ( m 3  Enzym. 

I: 28 mg Leinolsaure V:  28 rng Leiriolsaure 
11: 42 mg ,, VI: 56 ing ., 

111: 56 mg ,, 1'11: 7 0  nig .. 
IV:  70 mg ,, 

Unter etwas andwen Redingungen wurdcii die in Fig. 5 m-ieder- 
gegebenen Versuche durchgefuhrt. Hier w-urden statt 1% %sserigw 
Losungen 1 hzw. 2 em3 reine Leinolsaure zugesetzl und mit der gc- 
pufferten Enzymlosung geschuttelt. Am Ende der Versuche schwamm 
die Hauptmenge der zugefugten Leinols&nre auf dcr Oberflache der 
Reaktionslosung ; eine feinere und dauerhaftere Emulgiernng lie@ 
also nicht vor. Die Kurven I und I1 zeigen den Sauerstoffl erhrauch 
bei dcr Autoxydation der Leinolsaure. Rei dern grossen Uberschuss 
an Leinolsaure scheint es gerechtfertigt , auch in den entsprechmden 
Versuchen mit Enzym + Leinolsaure eine Autoxydal ion ahnlichen 
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Umfanges anzunehmen. Demzufolge wurden die Kurven IV-VIII 
nach Abzug der aus den Iiurven I und I1 sich ergebenden Sauerstoff- 
mengen erhalten. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist auch in diesen 
Versuchen am Anfang am griissten. Nach dem tlann folgenden 
Abfall ist in den Versuchen mit 0,25 em3 Enzym (liurven 111 und 
IV) - und weniger tleutlich aiich mit 0,s em3 Enzym (Kurven V 
und TI) - ein Wiederanstieg der Reaktionsgeschwindigkeit zu er- 
kennen. Man kann hierfiir die Annahmen machen, dass in dem spa- 
teren Verlauf dieser Versuche entweder die Enzymwirksamkeit wieder 
zunimmt, dass es xu einer Weiteroxydation von Spa,ltprodukten 
kommt, oder - was wahrscheinlicher ist - dass es zur Entwicklung 
,,autokatalytischer", vielleicht im Sinne von Ketttmeaktionen zu 
deutender Vorgange kommtl). Die in einer vorhergehendenMitteilung2) 

Fig. 5. 
Leinolsaure in unverdiinnter Form zugesetzt. Wasserige Phase (Eneym und Phosphat- 
puffer) = 2,s em3. - Kurven 111-VIII nach Abzug der von Leiriolsaure allein (Kur- 

ven I und 11) aufgenommenen Menge 0,. 
I: 3 em3 Leinolsaure (ohne Enzym) V: 0,5 em3 Enzym+ 1 em3 T,einoIsaure 

11: 2 em3 ,, >, 3 ,  VI: 0,5 em3 ,, + 2 em3 ,, 
111: O,25 em3 Enzym + 1 em" Leinolsaure VII: 1 , O  ,, + 1 em3 ,, 
IV: 0,555 em3 ,, f 2 em3 ,, VIII: 1,0 em3 ,, + 2 em3 ,, 

1) Das Auftreten von Kettenreaktionen wurde bedingen, class die Sauerstoff- 
aufnahme nach der Einleitung der Reaktion durch die Lipoxydase u eiterhin unabhiinpig 
vom Mechanismus der Enzymkatalyse erfolgen kann. Die Menge des aufgenommenen 
Sauerstoffs wurde in Versuchen (mit relativ grossen Enzym- und geringen Substrat- 
mengen) gemessen, in denen das Vorliegen von Kettenreaktionen riicht sichtbar zum 
Ausdruck kommt. Ob in den anderen Versuchen, in denen sich Kettenreaktionen zu ent- 
wickeln scheinen, die Sauerstoffaufnahme quantitativ anders ist, wurde nicht gemessen. 

- 

, 

*) Helv. 24, 465 (1941). 
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untersuchto Wirkung von ,,Antioxydantien" auf die Sekundiiroxy- 
dation des Carotins wurde sich in diesen letzten Zusarnmenhang ein- 
ordnen lassen. Hierzu sollen besondere Unt,ersuchungen erfolgen. 
Weiter zeigen die Kurven eine uber die ganze Versuchszeit etwas 
geringere enzymatische Leinolsaureoxydation mit der grosseren Menge 
Leinolsaurel). 

3 .  D e r  E in f lus s  v o n  Warme u n d  Dia ' lyse.  
Die Warmeennpf indl ichkei t  einer bei pH etwa 6 , j  gepufferhn 

Enzymlosung zeigen die Werte in Tabelle VIT. Wahrentl 13 Minutten 
langos Erwarmen bei 55-57 O die Aktivitiit nur a,ndeutungsweise 
herabsetzt, inaktiviert eine Temperat.ur von 72-74O nahezu voll- 
kommen. Ebenso wurde eine ungepufferte Erizymlosung nach 
20 Minuten langeni Erwarmen bei 72-74O inaktiviert. 

Tabelle VII. 
E i n f l u s s  v o n  Wii rme.  

.Je 10 cm3 Enzymlosung in 0,02-m. Phosphatpuffer (pH -7 6,5) wurden iin Wasserbad 
erwarmt. - Versuchslosungen: Die angegebenen Mengen Enzyru, 1 cm3 0,2-rn. Piiosphat 
(pH= 6,5), 1 cm3 0,02-m. LinolensBure. 

~ mm3 0, nach Stunderi 
~ Erwarmung 
I 

-- 
~~ 

I 
Ia 

I1 
IIa 

111 
IIIa 
IV  
IVa 

267 336 
376 420 
252 327 
350 405 
1.2 28 
16 20 
6 9 
5 8 

Durch eine lalvger tlauernde D i a ly  se gegen (lest illiertes TVasser 
wird die Enzymlosung deutlich geschwacht, z. B. in den Verhucheri 
der Fig. 6 unter Zugrundelegung der 90-Minutcn-Tl'erte um 32-35 yo. 
In einer anderen Versuchsreihe, in der die Dialyse auf 6.5 Rtunden 
ausgedehnt wurdo, betrug die an der Aaiwrstoffaufnahme gemessme 
Abnahme der Wii-kung ebenfalls nicht nber 3.5 "4,. Xine x-ollige 
Inaktivierung der Enzymlosung wurde also durch die eirifat.he 
Dialyse bei weitem nicht erreicht. Bei der Verfolgung der Carotin- 
entf%rhung, die kaiim geringere Unterschietle in der Enzgmakt ivitst 
erkennen lasst, wurcle in unseren friiheren Versuchen eirie Schviichung 

I) Diese Feststellung uber den Einfluss der Suhstratnienge kornmt mcht cder nui 
in der Anfangsreaktion zum Ausdruck, wenn man die he1 der Autoxydation dri Lriiiol- 
srlurc aufgenommene Sauerstoffmenge niclit in Abzng hrmgt. 
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der Enzymlosung nach 16-24-stiindiger Dialyse nicht oder nur 
andeutungsweise beobachtet. 

I :  
10 30 60 90 Mini 

Fig. 6. 
W i r k u n g  d e r  Dialyse.  

'en 

Ausgezogene Kurven: n ic  h t  dialysiertes Enzym; gestrichelte Kurven: 45 Stunden mi 
Cellophanschlauch bei Kaunitemperatur gegen destilliertes Wasser d i a l y s i e r  t e s  Enzyni. 
- Die nicht dialysierte Enzyrnlosung wurde mit Wasser auf das Volumen der dialysierten 

Enzyinlosung gebracht. 
I und la :  0,25 om3 Enzjm + 5,76 mg Linoleiisaure 
I1 und I Ia :  0,5 em3 .. J- 5,76 mg 

I11 und I I Ia :  1,O em3 ..' + 5,76 mg 

Die Oxydation ungesattigter Fettsauren kann von einer Reihe 
anorganischer oder organischer Stoffe bekannter Stniktur beschleu- 
nigt werden. Es erscheint deshalb von Bedeutung, dass die Wirk- 
samkeit des verwendeten wasserigen Auszuges aus drr Sojabohne an 
einen thermolabilen Faktor gebunden ist, den wir demzufolge als 
ein Enzym im engeren Sinne ansprechen khnnen. IJer beobachtete 
Aktivitatsverlust der Enzymlosung bei der Dialjw kann auf des 
Entfernung eines dialysablen Bestandteiles des Enzynis (Wirkgruppe) 
oder eines aktivierenden Stoffes heruhen ; ehensosehr ist aber auch 
eine Schiidigung des Enzyms, x. 13. infolge einer Denaturierung des 
Enzyniproteins, w$hrend der lange ausgedehnten und hei 7' iimmer- 
temperatur durchgefuhrten Dialyse in Betracht zu ziehen. Positiv 
zeigen die Dialyseversuche, class kein leicht dialysabler Katalysator 
vorliegt, da nur eine Schwachung, aber kein 1-ollstandiger Aktivitkts- 
verlust durch die Dialyse erreicht wurde. 

4. Die  Wi rkung  v o n  Cyan id .  
In  vorhergehenden Versuchenl), in denen die EntfGrbung VOII 

Carotin beobachtet wurde, war keine regelmassige Hemniungs- 
1) Helv. 24, 646 (1941). 

87 
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wirkung des Cyanids zu beobachten. In den meisteii dieser Versuche 
bewirkte Cyanid keine Hemmung. Entsprechende Versuche wurden 
nun unter Messiing des Sauerstoffverbrauchs gemacht. In Tabelle VIII 

Tabelle VIII. 
E i n f l u s s  von Blausaurc .  

In1 Hauptraum: 0,125-m. Leinolsaure, 0,05-m. I'hosphat, HCK; im Seitengefass : 
Enzym. 

~- - 

I 
Ia  

I1 
IIa  

TI1 
IIIa 

Enzym 
rm3 

~~ 

~~ 

0,025 
0,025 
0,10 
0,10 
0,lO 
0,10 

' HCPU' 1 nim3 O2 nach Stunden 

*'H 1 tat) ~ 1 i 2 ~ 4 

Phosphatl 
(Molari- I 

0' / O  

3eiiimun 
riach 

4 Stdn. 
- -  
~~ 

25 

13 

-7 3 

ist eine Versuchsreihe mit Cyanid w-iedergegehen. Die Versuche mit 
Cyanid zeigen einen geringeren Saumtoffverbrauch als die ent - 
spreehenden Vergleichsversuche ohne Cyanid; jedoch betragt diese 
Abnahme maximal nur 25 "/o des Versuchs ohne Cyanid. Aiich dann, 
wenn das Enzym vor Zugabe der Leinblsgurc etwa 15 Minuten bei 
35O mit Cyanid inkubiert worden war, trat kcine (leiitliehere Hem- 
mungswirkung hervor. Die Anfangsgesehwindigkeit wurde in tliesen 
und den meisten anderen Versuchen durch Cyanid am wenigsten 
beeinflusst. Ahnliehes Ergebnis hatte folgender Versuch, in dem 
1 em3 reine Leindsiiure, 0,5 em3 Enzyrn und 1 em3 0,l-m. SaCN 
(neutralisiert) in 3,8 cm3 bei pH 6,5 gepufferter Rcaktionslbsung an- 
gewendt wurden : 

~ 0,-Verbmuch nach: 

_ _ _ _ ~ ~ _ _ _ _  _ _  - ~~~ 

Leinolsaurr . . . . . . . . . . .  
$- NaCN . . . . . . .  
-- Enzym . . . . . . .  402 .. h32 .. 
+ ., + NaCN . . .  1 340 ., 638 .. - 1 

I II - 
Unter Rerucksichtigung der von Leiniilsaure ohne Enzym auf- 

genomnienen Sauerstoffmenge ergibt sich rine Hemlriung von 22 bis 

Die Cyanidwirkung auf die enzymatiwche Leinii1s~urrox;vdatiori 
ist also - besonders in Anbetracht der hohen Cyanidkonzent ration 
in den angefiihrten Versuchen - nur gering. Hierbei bleiht noch 
offen, ob es sich dabei iiberhaupt um eine spezifische Wirkung des 

33 yo. 
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Cyan-ions auf das Enzym handelt; es besteht u. a. auch die Moglich- 
keit, dass Cyanid, ahnlich wie andere Jnhibitoren", in den Reak- 
tionsverlauf eingreift. I n  ihrer - wenigstens relativen - Cyanid- 
Unempfindlichkeit unterscheidet sich die Lipoxydase offenbar yon 
den bekannten typischen Oxydasen, die infolge ihres Schmermetall- 
gehalts meist stark Cyanid-empfindlich sind. Jedoch mochten wir 
betonen, dass sich allein auf Grund des wenig ausgepriigten Ein- 
flusses des Cyan-ions auf die Lipoxydase noch nicht ausschliessen 
lasst, dass dieses Enzym Schwermetall als wirksamen Bestandteil 
aufweist. Der Einfluss des Cya,n-ions wird in manclien Fallen nicht 
von der Natur des Enzyms bzw. eines in gleicher Weise wirksamen 
Stoffs bestimmt, sondern kann von dem zu oxydierenden Substrat 
abhangen. Bum Beispiel wird die durch Hamin katalysierte Oxy- 
da,tion ungesattigter Fette und ungesa'ttigter Ft:ttsauren durch 
Blausaure nicht gehemmtl) 2 ) ,  wohl aber die Haminkatalyse mit 
zahlreiehen anderen Substraten3). Die Oxydation von Leinol mit 
Glutathion als Katalysator ist praktisch Cyanid-~nempfindlich~). 
Hier sind auch neuere Befunde von besonderem Tnteresse, die H .  
TheoreZZ5) uber das Verhalten von zwei verschiedenen, Protohamin 
enthaltenden Peroxydasen in Xeerrettich und Rube erhoben hat : 
Peroxydase I 

,,oxydiert aerob Dioxymaleinsaure direkt, I1 erst nach Zusatz von Hydrochinon. 
HCN, m/100000, hemmt in diesem Test mit I fast vollstlndig, mit I1 + Hydrochinon 
gar nicht. Dieser Umstand wird wohl friiher schwer verstandliche, partielle Hemmungs- 
erscheinungen aufklaren." 

Unsere Versuche rnit Natriumcyanid sollen spat er durch Heran- 
ziehung anderer Schwermetallgifte6), insbesondere des rnit 2-wer- 
bigem Eisen reagierenden Kohlenoxyds, erganzt wcrden. 

Zusammenf  a s sung .  
Es wird die durch die ,,Lipoxydase" bewirkt e Sauerstoffauf- 

nahme ungesattigter Fettsaiuren untersucht. Zur Verwendung ge- 
langten wasserige Auszuge aus der entfetteten Soja,bohne. 

Die Anlagerung von Sauerstoff an die einf aoh  ungesattigten 
Fettsauren (Olsaure  und R ic ino l sau re )  wird 1-on dem Enzym 

1) iM. 8. Robinson, Biochem. J. 18, 255 (1924). 
2 ,  R. Kuhn und I<. Xeyer ,  Z. physiol. Ch. 185, 193 (1929). 
3, H. A.  Krebs. Bioch. Z. 204, 322 (1929). 
4 ,  F .  G. H o p k i m ,  Biochem. J. 19, 787 (1925). 
5 )  Ark. Kem., Min. Geol. 14 B, Nr. 20 (1941). 
6 )  Die mit dem ,,lipoxydatischen System" erfolgende Sekundaroxydation des 

Carotins wird durch Natriumsulfid (bei schwach alkalischer Reaktion) stark gehemmt. 
Auch Natriumazid scheint in diesem Test (bei schwach saurer Reaktion) eine gewisse 
Hemmungswirkung zu besitzen (Verh. Schweiz. Physiol., Juli 1941). Der unmittelbare 
Einfluss dieser Stoffe auf die enzymatische Fettsiiuren-Oxydation wurde noch nicht 
untersucht. 
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nur in geringem Umfange katalysiert. Diese SAuren sind auvh bei 
der Sekundaroxydation des Carotins verhaltnismassig wenig wirksam. 

Die m e h r f a c h  ungesattigten Fettsauren nehmen in Anwesen- 
heit des Enzyms grossere Mengen Sauerstoff auf. Unter Beruck- 
sichtigung der Jodzahlen der verwendcten Praiparate ergibt sicah, 
dass die enzymatische Oxydation der zweifach ungesattigten L ino l -  
s a u r e  im wesentlichen zur Anlagerung von 1 No1 O,, und die der 
dreifach ungesattigten L ino lensau re  zur Anlagrrung von 2 Molen 
0, pro Mol Saure fiihrt. 

Der enzymatisch bewirkte Sauerstoffverbrauch der ungesattigten 
Fettsauren ist in Gegenwart von Carotin nicht wesentlich erhoht. 

Die Sauerstoffaufnahme erfolgt mit grosser Anfangxgeschwin- 
digkeit, um nach (den ersten Messzeiten von etwa 5-30 Minuten 
abzunehmen. In  bestimmten Versuchen lasst der Reaktionsverlauf 
die Annahme zu, dass es zur Entwicklung ,,autokatalytischer", wahr- 
scheinlich als Ket tenreaktionen zu deutender Vorgange kommen 
kann . 

Die Lipoxydase ist thermolabil. Eine bis auf 65 Stunden aus- 
gedehnte Dialyse vermindert die Wirksamkeit der Enzymlosung etwa 
um ein Drittel. 

Natriumcyanid, in Konzentrationen bis zu 0,025-ni. in tier 
Versuchslosung, vermag unter den Versuchsbedingungen die Enzym- 
wirkung hochstens um ein Drittel herabzusetzeri . 

Basel, Augenklinik cier 1-nirersitat. 

152. Die Uberfiihrung von Seillaren A in Epi-allo-lithoeholsaure 
(3 P-Oxy-allo-eholansaure) . 

(17. Mitteilung iiber Herzglykoside') 
von Arthur Stoll und Jany Renz. 

(30. X. 41.) 

Durch katalytische Hydrierung von Rnhvdro-scillari~iri A ist 
Allo-cholansaure gewonnen worden ,). Scillaridin A, das Sglj-kon 
des wichtigsten Meerzwiebelglykosids, Scillaren A, wurde so ohne 
Verlust eines Rohlenstoffatoms in eine Grundsubstanz der Gallen- 
sauren ubergefuhrt ; das Kohlenstoffskelett des Scillarens A und seiner 
Derivate ist durch diese Umsetzung sichcrgestellt. I n  der auf tlieser 
Grundlage abgeleiteten Strukturformel von Scillaren A blieb die 
Lage des Buckers und einer dazu benachbarten Dopprlbindung 

16. Mitt. ..Enzymologia" 7, 362 (1939). 
3 ,  A. &'to(/. A.  Hofrnann und A .  Helfenstein. Helv. 18, 641 (1935). 


