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151. Die Aufnahme von Sauerstoff bei der enzymatischen Oxydation
ungesittigter Fettsduren
von H. Stllmann.
(30. X. 41.)

Aus Leguminosensamen und auch aus tierischen Geweben lassen
sich Enzymlosungen gewinnen, die unter acroben Bedingungen un-
gesittigte Fette zu oxydieren vermigen. Fiir die hier in Frage
kommenden Enzyme verwenden wir, im Anschluss an André und
Hou?'), die Bezeichnung ,,Lipoxydasen‘, ohne damit eine Substrat-
spezifitit dieser noch wenig untersuchten Enzyme schon festlegen
zu wollen. Die Wirkung der Lipoxydasen auf ungesittigte Fette
zeigt sich vor allem in einer Abnahme der Jodzahl und in einer Zu-
nahme der Peroxydzahl des Substrates. Unter der Wirkung dieser
Enzyme kommt es also zu einer Absittigung von Athylenbhindungen,
offenbar durch ,,peroxydartige’‘ Anlagerung von Sauerstoff an die-
selben. . Es ist anzunehmen?2), dass die Sauerstotfanlagerung in
mehreren Stufen erfolgt, und dass sieh ihr weitere Umwandlungen
(Umlagerungen, Molekelzerfall, evtl. Polymerisationen) anschliessen
konnen.

Mit Hilfe des angelagerten, ,,aktiven Sauerstoffs lasst sich eine Anzahl anderer
Stoffe oxydieren, so Carotinoide?)4)%), Guajakharz?) und, wie an anderer Stelle kurz
mitgeteilt wurde®), p-Phenylendiamin, 3,4-Dioxyphenylalanin und Adrenalin.
Aus den zuletzt genannten Stoffen entstehen gefarbte Verbindungen. Diese Wirkung
des ,lipoxydatischen Systems® (Enzym -+ ungesattigte Fette bzw. Fettsauren -~ Saucr-
stoff) diarfte in entsprechenden Fillen die Spezifitat der auf gleicher oder dhnlicher Farb-
stoffbildung berubenden Nachweisreaktionen fir bestimmte Oxydasen verringern.
Die Frage, ob das Knzym bei diesen sekundéren oder gekoppelten Oxydationsreaktionen
mitwirkt, oder ob die Fettsiauren-Sauerstoffverbindungen unabhingig davon reagieren,
lisst sich noch nicht fur alle Falle beantworten. Die nach Einwirkung des Enzyms vor-
liegenden Fettperoxydverbindungen allein oxydieren Carotinoide nur sehr langsam?*)7),
so dass fir die mit Hilfe cines wisserigen Extraktes aus der Sojabohne und von un-
gesattigtem Fett mit grosser Geschwindigkeit erfolgende Carotinoid-Oxydation die
Gegenwart der Lipoxydase oder anderer in den Extrakten vorhandener Fnzyme offen-
bar von irgendeiner Bedeutung ist. Entsprechende Versuche mit den anderen genannten
Substanzen stehen noch aus.

1y K. Andvé und K. Hou, C.r. 194, 645 (1932); 195, 172 (1932).
2) Vgl. hierzu die Vorstellungen {iber die chemischen Vorginge bei der Autoxyda-
tion ungesittigter Fette, z. B. die Abschnitte ,,Das Trocknen der Ole* sowie ,.Das Ver-
derben der Fette** in Hefter-Schinfeld, ,,Chemie und Technologie der Fette und Fett-
produkte Bd. I, S.336 u.f., S.415 u.f. (Berlin 1936).

3y J. B. Sumner und R. J. Sumner, J. Biol. Chem. 134, 531 (1940).
1) H. Tauber, Am. Soc. 67, 2251 (1940).
5) H. Siillmann, Helv. 24, 646 (1941).
8) H. Siillmann, Verh. Schweiz. Physiol., Juli 1941.

7) Vgl. hierzu auch. die Oxydation von Vitamin A durch Fettperoxyde: E. L. Suwith,
Biochem. J. 33, 201 (1939).
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Sekundiroxydationen lassen sich — in geringem Umfange — auch bei der ,,Autoxy-
dation* ungesittigter Fettsiuren beobachten. In den von uns bisher untersuchten Fillen
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 zunichst zu fragen, ob es mit einer der bekannten Oxydasen und Peroxydasen
identisch ist. Peroxydasen konnen auch Oxydationen mit molekularem Sauerstoff kata-
lysieren!). Die Enzymlésung aus Sojabohnen zeigt mit Wasserstoffperoxyd und Guajak-
harz starke, diejenige aus den Samen von Phaseolus vulgaris nur ganz schwache Peroxy-
dase-Aktivitat?)3); beide Enzymlésungen oxydieren aerob ungesittigte Fettsiuren.
Das hat bereits André und Hou?) veranlasst, eine Verschiedenheit von Peroxydase und
,.Lipoxydase* anzunehmen. Die in tierischen und pflanzlichen (ieweben verbreiteten
Cytochromoxydase-Cytochromsysteme vermégen ausser dem viel verwendeten, physio-
logisch aber nicht in Betracht kommenden Indophenolreagenz eine Anzahl anderer Stoffe
aerob zu oxydieren?). Ob mit ihrer Hilfe auch ungesittigte Fettsduren oxydiert werden
kénnen und sie somit als ,,Lipoxydasen‘‘ wirken, wurde unseres Wissens noch nicht unter-
sucht. Lea®) 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 ungesiittigter Fettsduren unter Verwendung wisseriger Lo-
sungen aus der Sojabohne bestimmt wurde. Dabei wurde ferner
das Verhalten der Enzymlosung gegeniiber Wirme, Dialyse und Blau-
siure gepriift, sowie der Einfluss von Carotin auf die enzymatische
Fettsduren-Oxydation untersucht.

Versueche.

Methodisches. Die Enzymlésungen wurden durch meistens 2-stiindige Extrak-
tion von 2,5 g entfettetem Sojabohnenpulver mit 100 em? Wasser und anschliessendes
Zentrifugieren gewonnen. Die Losungen sind noch nach tagelangem Aufbewahren bei
etwa 10° aktiv; es kann dann in ihnen jedoch zu einer starken Bakterienvermehrung
kommen, weshalb frische oder hochstens 24 Stunden alte Enzymlosungen zur Verwen-
dung gelangten. Fiir einige Versuche wurden aus diesen Losungen Verdiinnungen her-
gestellt, wenn es sich darum handelte, sehr geringe Enzymmengen zu verwenden. Alle
Mengenangaben beziehen sich auf die urspriingliche Enzymlésung.

Als ungesittigte Fettsiuren wurden untersucht: Oleinsdure (,fiir wissenschaft-
liche Zwecke'* Kahlbaum und Ph. H.V), Rieinolsiure (Kahlhbaum), Leindlsdure
(Ac. linolicum, Kahlbaum) und Linolensaure (Kahlbaum). Olsiure wurde fiir einige
Versuche noch iiber das Lithiumsalz gereinigt. Die Sduren wurden in der Regel mit der
berechneten Menge Natronlauge in Wasser gelost. Verdiinnte Fettsdurelosungen (0,02-m.
bis 0,005-m.) wurden ohne Abstumpfung ihrer alkalischen Reaktion verwendet, konzen-
triertere Lésungen (bis 0,1-m.) wurden mit Salzsdure oder Essigsdure annihernd lackmus-
neutral gemacht, wodurch Emulsionen erhalten wurden. In einigen Versuchen wurden
die Fettsiuren als solche, d. h. ohne vorherige Lésung in Wasser. der Reaktionslésung
zugesetzt.

) H. Theorell, Ark. Kem., Min, Geol. 14 B, Nr. 20 (1941).

2y E. André und K. Hou, C.r. 195, 172 (1932).

3) H. Sillmann, Verh. Schweiz. Physiol., Juli 1941.

4y D. Keilin und F. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. London [B] 125, 171 (1938); 127,
167 (1939).

5) (. H. Lea, J. Soc. chem. Ind. 56, Trans. 376 (1937).
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Als Pufferlssungen dienten 0,2-m. Phosphatlosungen, von denen 0,5 bis 1 em®
in 3,8 oder 4 cm?® der Reaktionslésung zur Anwendung kamen.

Die Messung des Sauerstoffverbrauchs geschah manometrisch nach 0. Warburg
in Gefassen von etwa 15 cm® Inhalt und bei 180 Schiittelungen pro Minute. In der Regel
wurde die Enzymlésung in den Anhang der Atmungsgefisse gegeben und nach Ausgleich
der Temperatur in den Hauptraum gekippt. Im Innengefiss befand sich 0,2 em? 10-proz.
Natriumhydroxydlésung, um etwa gebildetes Kohlendioxyd zu absorbieren. In den
Versuchen mit Natriumcyanid blieb das Innengefiss leer. Im Gasraum befand sich Luft;
die Versuchstemperatur betrug 35°. Die Ergebnisse werden in mm? aufgenommenen
Sauerstoffs ausgedriickt.

Zur Feststellung des Reinheitsgrades der verwendeten Fett-
saurenpriparate mussten wir uns auf die Bestimmung der Jodzahlen
bheschrinken?!). Diese erfolgten nach Rosenmund und Kuhnhenn mit
Pyridinsulfat-dibromid und in einem Falle zur Kontrolle nach
v. Hiibl mit Jodmonochlorid.

Die Fettsiuren wurden der Versuchslésung in verschiedenen physikalischen Zu-
standsformen zugefiigt: als Emulsionen (dann enthielten sie von der Neutralisation her
noch Natriumechlorid oder Natriumacetat), als Natriumseifen in Wasser, oder auch in
ihrer unverdiinnten Form. In der grossten Anzahl der Versuche befand sich im Atmungs-
gefiss Phosphatpuffer vom py == 6,5. Unter diesen Verhiltnissen ist anzunehmen, dass

Enzym und Sauerstoff im wesentlichen auf die kolloid verteilten Fettsiuren bzw. auf
die in den Grenzflichen befindlichen Fettsiuremolekeln zur Einwirkung kommen. (Dass
keine echte Losung des Substrates fir die Enzymwirkung erforderlich ist, geht ferner
daraus hervor, dass auch die in Wasser unléslichen Glyceride der ungesittigten Fett-
sduren oxydiert werden.) Soweit die Fettsiuren als Emulsionen oder als Seifen in Wasser
zur Anwendung kamen, wurde darauf geachtet, dass in den Atmungsgefissen nach der
immer mehrstiindigen Versuchszeit keine Entmischung der Emulsionen stattgefunden
hatte. Iis ist wahrscheinlich, dass der Verteilungsgrad der Fettsiuren, der durch ver-
‘schiedene Faktoren, wie Pu> Anwegenheit von Elektrolyten, organischen Loésungsmitteln,

Temperatur, beeinflusst werden kann, fiir den Reaktionsverlauf von Bedeutung ist.
Wir wissen nicht, ob in dem heterogenen System zu jedem Zeitpunkt der Messung die
Gesamtmenge der vorhandenen Fettsiuremolekeln in reaktionsfahigem Zustand vorliegt
und ob somit eine einfache Beziehung zwischen der zugefiigten Substratmenge und der
Anzahl der reaktionsfihigen Molekeln besteht. Das kann mdoglicherweise die quantita-
tiven Enzym-Substratbeziehungen (Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von den
Enzym- und Substratmengen) komplizieren. Aus diesen Griinden erfolgt vorlaufig nur
eine allgemeinere Kennzeichnung des Reaktionsverlaufs (s. Abschnitt 2, ¢), wie er sich
unter den bei den einzelnen Versuchen angegebenen Bedingungen darbietet. Fiir vigent-
liche reaktionskinetische Messungen sollen die notwendigen Versuchsbedingunger noch
ausgearbeitet werden. Hierfiir erscheint auch die Verwendung gereinigter Enzym-
lésungen und absolut einheitlicher Substrate, die uns bei den mechrfach ungesittigten
Sauren zur Zeit nicht zur Verfiigung stehen, wiinschenswert.

Ohne Substratzusatz bewirken die frisch hergestellten Enzymlésungen keine nen-
nenswerten Druckanderungen. Unmittelbar verwertbare Atmungssubstrate enthalten
sie demnach kaum. Mehrere Tage alte Enzymlésungen kénnen manchmal einen betricht-
lichen Sauerstoffverbrauch aufweisen. Wahrscheinlich handelt es sich hier um die Stoff-
wechseltitigkeit von Bakterien, die in diesen Fallen im mikroskopischen Priaparat zahl-
reich nachweishar waren. Derartige Enzymlosungen sind ungeeignet.

1) Zur Kritik der Anwendbarkeit und Genauigkeit der verschicdenen Verfahren
vgl.: A.Griin, ,,Analyse der Fette und Wachse® Bd. I (Berlin 1925); ferner: 4. Bimer
und .J. Grossfeld, im ,,Handb. der Lebensmittelchemie*‘, Bd. IV (Berlin 1939).
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1. Einfach ungesittigte Sduren.

a) Sauerstoffverbrauch. Die untersuchten Priparate der
Olsdure, 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 Olsdure Ph.H.V,,
am geringsten mit der aus Olsiure ,,Kahlbaum* iiber das Lithium-
salz dargestellten Siure. Die in dem Versuch IIT (Tabelle I) mit
dieser gereinigten Olsiure nach 6 Stunden aufgenommene Sauerstoff-
menge entspricht rund 0,1 Mol O, pro Mol Olsiure; in Versuch IIla
ist sie noch geringer. Auch in den Versuchen mit den anderen Pri-
paraten wird maximal nicht mehr als 0,16 Mol O, pro Mol ange-
wandter Olsidure aufgenommen. Eine eindeutige stochiometrische
Beziehung zwischen angewandter Olsiuremenge und aufgenom-
menem Sauerstoff kann nicht angegeben werden. In manchen dieser
Versuche mit Olsidure fiel auf, dass die Sauerstoffaufnahme bereits
bald nach dem Zufiigen des Enzyms zum Stillstand kam. Die mit
Ricinolsdure, CH;-(CH,),-CH(OH)-CH,-CH=CH-(CH,),- COOH,
unter gleichen Bedingungen gefundene Sauerstoifaufnahme ent-
spricht etwa der fiir Olsiure angegebenen. Nach diesen Ergebnissen
scheint die Doppelbindung der Olsiure und der Ricinolsidure einer
durch die Lipoxydase katalysierten, bestidndigen Sauerstoffan-
lagerung nur schwer zuginglich zu sein (s. unten).

Tabelle I.

Olsaure und Ricinolsidure.
2 em® Enzym, Fettsiuren als Natriumsalze, Phosphatpuffer py = 6,5.

| " mm?® .0, | mm? O, mit
| Fettsdure mg E,J,Mh Stunden 7[ Enzym allein
‘ \ Y, ‘ 3 ‘ ¢ |nach 6 Stdn.
I | Olshwre PhLH.V . . . . .. log2 | 25 | 30 1 36 3
Ia 564 | 51 58 | 75 |
11 o Kahlbaum®. . . . . 282 | 23 | 27 | 10 . 3
1la 564 | 30 | 36 | 42
111 - aus Lithiumsalz . . .| 1.41 710 | 12 | 5
Ila : 564 | 21 | 28 . 29
v Ricinolsaure. . . . . . . . . l 1,49 9 17 , 13 2
Wa | ;2,98 15 22 \ 22 ‘

In den Versuchen der Tabelle Ta wurden Olsiure und Ricinol-
sdure als solche und in grosseren Mengen verwendet. Anders als in
den vorhergehenden Versuchen tritt die ,,Autoxydation‘‘!) der beiden
Sauren deutlich in Frscheinung. In Anwcesenheit des Enzyms ist

1) Von Autoxydation sprechen wir in dieser Arbeit dann, wenn ein Sauerstoff-
verbrauch ohne Enzymzusatz beobachtet wurde. Ob mit den iibrigen Reagenzien z. B.
Spuren wirksamer Schwermetalle zugesetzt wurden, kann unentschieden bleiben.
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die Sauerstoffaufnahme merklich erhéht. Die nach 7 Stunden aui-
genommene Sauerstoffmenge betrigt bei Olsiure + Enzym rund
350 mm? und bei Ricinolsdure + Enzym 300 mm3. Gegeniiber dem
autoxydativ aufgenommenen Sauerstoff tritt die Enzymwirksamkeit
bei der Ricinolsdure mehr hervor als bei der Olsiure. Dem zeitlichen
Verlauf des Sauerstoffverbrauchs nach ist in diesen Versuchen mit
den grossen Fettsduremengen die Sauerstoffaufnahme noch lingst
nicht abgeschlossen.

Tabelle Ia.
Je 1 ecm?® Fettsdure (etwa 800—900 mg) angewandt; 1 ¢em® Knzym; 0,04-m. Phos-
phatpuffer py = 6,5.

) © mm?® O, nach Stunden
Fettsiure Enzym - -~ - S

%o 1 3 T
Olsdure . . . . . . .. ..., — =~ 17 | 387 i 117 | 285
+ 150 85 | 186 | 347
Ricinolsgure . . . . . . . ... — | 2 6 ‘ 20 38
" +390J154‘239 301
Leinélsaure. . . . . . . . . . — 28 | 62 | 242 1011
. e + 507 | 771 ‘1656 2711

b) Sekundéiroxydation von Carotin in Gegenwart von
Olsidure. Olsiure-ithylester wird von Swmner und Douncel) unter
den von der ,,Carotinoxydase‘* (= Lipoxydase) oxydierbaren Sub-
straten aufgezihlt. Wir priiften das Verhalten von Olsiure im Test
der Carotinentfirbung:

Versuche. 1. 0,2 mg Carotin (in 1 ¢m3 Dioxan) + 0,5—5 cm3 0,1-m. Olsiure
»Kahlbauwm™ (in Aceton) + 90 cm® Wasser + 5 cm® 0,2-m. Phosphatputfer p 6,5 +
2 ¢cm?® Enzym. Nach 90 Minuten: Versuch mit 0,5 ¢m? 0,1-m. Olsaure fast ent-
iiéirbt, mit 1 cm® 0,1-m. Olsdure vollstandig entfarbt, mit 2 und 5 cm? O,l-}n.
Olsdure nur teilweise Engfétrbung. — In diesen Versuchen mit 2 und 5 e¢m? 0,1-m. Ol-
siure Ausscheidung von Olsauretropfchen.

2. 0,1 mg Carotin 4+ 1 ¢m?® 0,1-m. Olsdure, weitere Zusitze wie im vorhergehenden
Versuch. Entfarbung nach 30 Minuten.

3. 0,056 mg Carotin + 1 ecm?® 0,1-m. Olsédure, weitere Zusitze wie oben. Ent-
firbung in 11 Minuten.

4. Vergleichsweise sei ein Versuch mit Leinélsaure aufgefihrt. 1 mg Carotin
+ 0,5 cm® 0,1-m. Leinoiséure, weitere Zusitze wie in den vorhergehenden Versuchen.
Vollstandige Entfirbung nach 20 Minuten.

Es zeigt sich, dass in Gegenwart des Enzyms und von Olsiure
eine Oxydation von Carotin stattfindet. Olsiiure ist hierbei ganz
augenscheinlich weit weniger wirksam als Leindlsiure, aueh bei
Beriicksichtigung der Unterschiede in der Ungesittigtheit beider
Sauren. Entsprechende Versuche mit Ricinolsiiure wurden iriiher
mitgeteilt 2).

1) Enzymol. 7, 130 (1939). 2) Helv. 24, 646 (1941).
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¢) Einfluss von Carotin auf den Sauerstoffverbrauch.
Es ist denkbar, dass eine Aufnahme von Sauerstoff durch Olsiure in
grosserem Umfange sichtbar wird, wenn die gebildeten Anlagerungs-
verbindungen mit Carotin oder einem anderen Akzeptor sofort weiter
reagieren konnen. In der gewihlten Versuchsanordnung vermogen
die Entfiarbungsversuche hieriiber keine genauere Auskunft zu geben.
Deshalb wurde der Sauerstoffverbrauch von Olsidure ,,Kahlbaum‘
in Gegenwart von Carotin bestimmt (Tabelle 11). In dem Versuche
mit Enzym + Olsdure + Carotin (Versuch II) ist die Sauerstoffauf-
nahme um einen geringen Betrag hoher als in dem entsprechenden
Versuch I ohne Carotin. Die Bedeutung dieses an sich schon geringen
Unterschiedes fillt aber dahin, wenn man die betriichtliche Menge
Sauerstoff in Betracht zieht, die Carotin fiir sich — mit oder ohne
Enzym (Versuche III und V) — aufnimmt. In Gegenwart von
Olsdure ist die Autoxydation des Carotins allerdings auffallend ge-
hemmt (Versuch VI); es ldsst sich schwerlich sagen, wie weit das
auch im Versuch mit Enzym -+ Olsiure + Carotin der Fall ist. Auf
alle Fille hat Carotin keinen betrichtlichen Einfluss auf eine enzy-
matisch bewirkte Anlagerung von Sauerstoff an Olsiure.

Tabelle II.
Olsdure + Carotin.
Olsaure als Natriumsalz in Wasser, Carotin in Dioxan; 0,025-m. Phosphatputfer
Py = 6,5. — Den Versuchen ohne Carotin wurde die entsprechende Menge Dioxan
(0,25 cm3) zugesetzt. Beim Zukippen des Enzyms zu der dioxanhaltigen Versuchs-

lésung entstand ein Unterdruck entsprechend 17 mm? O,, der in den Versuchen I, II
und TIT in Abzug gebracht worden ist.

Enzym | Olsdure = Carotin | Op-Verbrauch nach Stunden

cm? mg i mg 1 1 9 I 4 l 6

1 1 5.6 } — 1 23 ‘ 23 ’ 25 | 28

. 11 1 56 | L0 . 29 | 29 [ 31 | 37
T 1 — | 10 83 [ 114 | 122 | 141
1A — 56 | — j | o

A% — — 10 68 | 87 105 | 121

VI — 56 . 1,0 | 0

Versuche iiber den Einfluss von Carotin auf die enzymatische
Oxydation der Leinolsidure werden weiter unten aufgefiihrt; dort soll
auch das Verhalten des Carotins selber besprochen werden.

Ks stellt sich die Frage, ob die an sich geringe Wirksamkeit der Olsaure und der
Ricinolsédure — sowoh! bei der Sauerstoffaufnahme als auch bei der Sekundéroxydation
des Carotins — nicht auf Beimengungen von hoher ungesittigten Verbindungen beruht.
Jodzahlbestimmungen, die besonders mit der Olsdure ,, Kahlbawm** wiederholt durchgefuhrt
wurden, ergaben hierfiir keine Anhaltspunkte; die ermittelten J.-Z. lagen zwischen 86,5
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und 89, also nicht iiber der fiir reine Olsdure berechneten J.-Z. von 90. Trotzdem soll
allein auf Grund der Jodzahlen das Vorhandensein geringer Verunreinigungen nicht
ganz ausgeschlossen werden. Ein den Sauerstoffwerten in Tabelle I vollstindig ent-
sprechender Gehalt der Olsiure an Linol- oder Linolensiure hitte jedoch in den J.-Z.
zum Ausdruck kommen miissen.

Diese Befunde iiber das Verhalten der einfach ungesittigten
Fettsiauren bei der enzymatischen Oxydation stehen in gewisser Uber-
einstimmung zu Ergebnissen von Warburg') sowie von Meyerhof?),
wonach die Oxydation von Olsiure und von einigen anderen einfach
ungesittigten Sduren durch Eisensalze!) oder Sulfhydrilverbin-
dungen?) nicht merklich katalysiert wird. Dass aber auch die ein-
fach ungesittigten Sduren der Oxydationskatalyse zugidnglich sind,
ist auf Grund ihrer Autoxydation zu erwarten und wurde besonders
fiir Olsdure in zahlreichen Untersuchungen mit verschiedenen Kataly-
satoren gezeigt?3). Ks handelt sich also nur um eine relative Bestindig-
keit der Athylenbindung in der Olsiduremolekel, die eine partielle
Oxydation, wie sie etwa in unseren Versuchen mit den lgslichen
Soja-Enzymen erzielt wurde, verstindlich erscheinen lassen kann.
Hingewiesen sei hierzu auch auf Untersuchungen von Franke und
Jerchel?), wonach die bei der Autoxydation von Olsdure und Ricinol-
siure stattfindenden, sich in der Beziehung zwischen Sauerstofi-
aufnahme, Peroxydwert und Jodzahl der Reaktionsprodukte aus-
driickenden Prozesse nicht so einfach zu formulierende Vorginge
darstellen wie bei der Autoxydation hoher ungesittigter Fettsiduren.

2. Mehrfach ungesittigte Fettsiduren.

a) Sauerstoffverbrauch. Im Gegensatz zu den unter-
suchten einfach ungesittigten Sduren wird die Oxydation der mehr-
fach ungesittigten Sduren von dem Enzym sehr wirksam kataly-
siert. Um die Gesamtmenge aufgenommenen Sauerstoffs zu be-
stimmen, wurden geringe Mengen Siuren (zwischen 0,05 und 1,4 mg)
verwendet. Die Oxydation verlduft dann in einigen Stunden prak-
tisch zu Ende (vgl. Fig. 1). Leinolsdure nahm pro Mol 1,25—1,35,
im Mittel 1,31 Mol O, auf (Tabelle III). Mit Linolensiure wurde
ein Sauerstoffverbranch entsprechend 1,63—1,72, im Durchschnitt
1,67 Mol O, gefunden (Tabelle IV).

1 0. Warbwg, Z. physiol. Ch. 92, 231 (1914).

%) 0. Meyerhof, Pfliiger’s Arch. ges. Physiol. 199, 531 (1923).

3) Vgl. R. Kuhn und K. Meyer, Z. physiol. Ch. (85, 193 (1929). — W. Frantke,
ebenda, 212, 234 (1932). — K. Tdufel und A. Seuss, Fettchem. Umschau 41, 107, 131
(1934); zit. n. C. 1934, II, 2768. — Beziiglieh der speziellen Versuchsbedingungen, unter

denen eine Oxydation der Olsaure erfolgt oder nicht erfolgt, sei auf die zitierten Arbeiten
verwiesen.

4) W. Franke und D. Jerchel, A. 533, 46 (1938). — Vgl. ferner iber die Bildung
von Oxydoverbindungen der Elaidinsgure: (. W. Fllis, Biochem. J. 30, 753 (1936).
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mm?
0
600" VI
Y/
400
200 v
—-{/
100 v
S0y A !
3 3 6 9 Stunden
Fig. 1.
1 ¢cm® Enzym, Fettsduren als Natriumsalze, 0.05-m. Phosphat py = 6,5.
I: 0,56 mg Leinolsidure IV: 0,556 mg Linolensdure
II: 1,4 mg . V: 1,39 mg .
II1: 5,6 mg , VI: 5,56 mg .
Tabelle III.
Leindlsdure.

In Reihe I 0,5 cm?, II—IV 1 cm?® Enzym; Leindlsiure als Natriumsalz in Wasser;
Phosphatpuffer py = 6,5. Werte nach 4—7 Stunden Versuchsdauer.

entspricht Mol O, fir
l‘;Zirlsl‘e- Leilllr('l'fl;séiure mm? O, Mol .Ozppro Mol 1Mol Liriolsé,ure

i i ., Leinolsaure {berechnet)
I } 0,56 59,7 1,33 1,18
} 1,40 140 i 1,25 1,11
o 0,56 60 1,34 1,19
1,40 146 1,31 1,15
or - 056 | 575 1,28 1,11
: 1,12 120 1,34 1,19
v | 1,40 151 1,35 1,20
| Mittel: | 1,31 1,16

Die verwendete Leindlsdure hatte die Jodzahl 197,5, enthielt
mithin neben dem Hauptbestandteil Linolsdure (J.-Z. 181,2) noch
hoher ungesittigte Verbindungen, wohl hauptsidchlich Linolensiure
(J.-Z. 273,8). Aus der gefundenen Jodzahl und unter der Annahme,
dass neben Linolsdure nur Linolensdure vorhanden ist, berechnet
sich fiir die Leindélsdure ein Gehalt von 82,49, Linolsdure und 17,6 9%,
Linolensdure. Da sich fiir Linolensdure unter Bericksichtigung der
Jodzahl ein Verbrauch von annihernd 2 Mol O, ergibt (s. unten),
lasst sich die auf die in der Leinolsdure vorhandene Menge Linolsdure
entfallende Sauerstoffaufnahme berechnen. Diese Berechnung ist
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fiir die verschiedenen Versuche in der letzten Spalte der Tabelle 111
durchgefiithrt. Es ergibt sich ein durchschnittlicher Verbrauch von
1,16 Mol O, fiir ein Mol Linolséiure. Der {iber ein Mol hinausgehende
Sauerstoffverbrauch entspricht etwa dem mit Olsiure gefundenen,
ist jedoch in Anbetracht des indirekten Vorgehens zu seiner Ermitt-
lung nicht sicher zu bewerten.

Bei der enzymatischen Oxydation nimmt 1 Mol Linolsiure,
CH, (CH,); CH=CHCH,CH=CH - (CH,),-COOH, also im wesent-
lichen 1 Mol O, auf3).

Tabelle IV.
Linolensiure.

I und IT 1 cm?, ITT und IV 2 em3 Enzym. Versuchsbedingungen wie in der vorigen
Tabelle.

i ‘ entspricht
Vers.- | mg | mm? Mol O, pro Mol
Reihe | Linolensiure | 0, .. angew.

‘ Linolensaure?)

I 0,556 to74,2 1,65
I 0,0556 | 7.5 1,67
0,138 1 19,3 ! 172

0,278 37,6 | 1,68

0,278 36,4 1,63

I11 1,39 184,2 ! 1,65
v 1,39 188,0 i 1,68

Mittel ; } 1,672)

Die Jodzahl der zur Verfiigung stehenden Linolensédure,
CH;-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),- COOH, fan-
den wir zu 240, also niedriger als zu erwarten ist (berechnete J.-Z.
= 273,8)%). Der ,,Reinheitsgrad* der verwendeten Siure betrug
somit 889, Setzen wir diesen summarisch in Anrechnung, so ergibt
der Mittelwert in Tabelle IV einen Verbrauch von 1,9 Mol O, pro
Mol Linolensiure. Hier ist die Voraussetzung gemacht, dass die drei
Doppelbindungen der Linolensdure fiir die enzymatische Oxydation
gleichwertig sind. Diese Voraussetzung trifft, wie der fiir Linolsiure
ermittelte Sauerstoffverbrauch erkennen lisst, wahrscheinlich nicht
zu. Ls ist die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass infolge einer

1) Jodzahl der angewandten Linolensdure: 240.

2) Daraus berechnet fiir 1 Mol reine Linolensiure (Jodzahl 273,8): 1,9 Mol O,.

8) Rona, Asmus und Steineck (Bioch. Z. 250, 149 (1932)) schliessen aus kinetischen
Messungen, dass bei der Autoxydation von Linolsdurc-methylester in Gegenwart von
Pyridin 2 Mol Sauerstoff pro Mol Ester aufgenommen werden. Franke und .Jerchel
(A. 533, 46 (1938)) gewinnen in ihren Untersuchungen Anhaltspunkte dafiir, dass bei
der Autoxydation der Linolsiure die Aufnahme der ersten O,-Molekel, bei der Linolen-
siure die der ersten beiden O,-Molekeln erheblich sehncller erfolgt als der spatere Sauer-
stoffverbrauch.

4) Als hochste Jodzahl fanden wir mit dem Verfahren nach . Hiibl 248.



— 1369 —

teilweisen Autoxydation der verwendeten Linolensidure diejenigen
Doppelbindungen bevorzugt abgesittigt sind, die auch 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 fir 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 hoher als 1,9 Mol O, pro
Mol Linolenséure.

Aus den Versuchen kann gefolgert werden, dass bei der enzy-
matischen Oxydation pro Mol Linolenséure etwa 2 Mole Sauerstoff
aufgenommen werden?).

Auch in den erwidhnten Versuchen von O. Warburg?) iiber die
Katalyse mit Kisensalzen wurden annidhernd 2 Mole Sauerstoff pro
Mol Linolensdure aufgenommen. Nehmen wir fiir die enzymatische
Oxydation eine peroxydische Anlagerung von Sauerstoff an die
Doppelbindungen an:

HC HE—0

| +0p —> | |

H|C H]C—O
80 bleibt sowohl in der Linolsiure- als auch in der Linolensduremolekel
eine Doppelbindung unberiihrt. Im Falle der Linolsiure lassen unsere
Ergebnisse vorliufig noch zu, dass an die zweite Doppelbindung eine
Sauerstoffanlagerung in dem geringen Umfange erfolgt, wie sie etwa
bei Olsiure beobachtet wurde. Unter den bisherigen Versuchsbe-
dingungen kommt es aber nicht zur Absittigung aller Doppelbin-
dungen der mehrfach ungesittigten Sduren, da sowohl in den Ver-
suchen mit den geeigneten Mengen Leindlsdure als auch Linolensiure
die enzymatisch katalysierte Sauerstoffaufnahme viel frither zum
Stillstand kommt. Ob in dieser Beziehung mit angereichertem
Enzym grossere Wirkungen zu erzielen sind, bleibt zu untersuchen.

b) Einfluss von Carotin auf die Leindlsdureoxy-
dation. In einigen Versuchen wurde gepriift, ob Carotin, das als
Akzeptor fir den an die ungesittigten Fettsduren angelagerten
Sauerstoff wirken kann, die enzymatische Oxydation der Leinolsidure
beeinflusst3). In diesen Versuchen zeigte sich meist eine geringe

1) Bei der iblichen Darstellung und Reinigung der Linolenséure iiber die Hexa-
brom-stearinsdure werden Isomere erhalten (Erdmann und Bedford, B. 42, 1324 (1909)),
deren natiirliches Vorkommen ungewiss ist. Die Frage, ob die Konfiguration der ver-
schiedenen Linolensduren fiir 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 Leinolsaure s. W. Franke,
Z. physiol. Ch. 212, 234 (1932). — B. R. Monaghan und F. O. Schm:t{, J. Biol. Chem. 96,
387 (1932).
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Verzogerung der Leinolsdure-Oxydation in Gegenwart von Carotin,
um etwa 5—209%,. In der in Tabelle V aufgefiihrten Versuchsreihe
betrigt die Verzogerung iiber alle Messzeiten 6 9%, Gelegentlich war
dieser Einfluss des Carotins bei Reaktionsbeginn am deutlichsten,
um im weiteren Verlauf abzunehmen. Diese in Gegenwart von
Carotin schwach verzogerte enzymatische Leindlsdure-Oxydation
diirfte noch etwas grosser sein, als die Sauerstoffwerte des vollstan-
digen Ansatzes (Versuch III in Tabelle V) ohne weiteres erkennen
lagsen, da Carotin fiir sich — mit oder ohne Enzym (Versuche II
und V) — ansehnliche Mengen Sauerstoff aufnimmt. In den Ver-
suchen der Tabelle Va mit Linolensiure wird in Gegenwart von
Carotin etwas mehr (109;) Sauerstoff aufgenommen (vgl. Verss. 1,
IV und V). Dieser nur wenig erhéhte Sauerstoffverbrauch diirfte
aber einer Autoxydation des Carotins zuzuschreiben sein.

Tabelle V.
Leinodlsaure + Carotin.

Leinolsaure in NaOH gelost, mit HCl neutralisiert; 1,0 mg Carotin in 0,25 cm?
Dioxan; 0,04-m. Phosphat py = 6,5. -—— Der im Kontrollversuch ermittelte Unterdruck
(entsprechend 20 mm3 0,), der beim Zukippen des Enzyms zur Dioxan enthaltenden
Versuchslosung entsteht, wurde in den Versuchen I, IT und 11T in Abzug gebracht.

Enzym L?int')l- Carotin | mm? O, nach Stunden

a saure . . _ P
cm ' mg me | Vs l 3 6
T 1 14 — 359 ] 5E | 914
molo — 1,0 33 | 70 104
m 1 4| 10 338 | 707 1 860
v - 1 3| 3 12
v — — 10 17, 31 45
Vi — 410 6 | 16 32

Tabelle Va.
Linolensdure 4+ Carotin.

Linolensidure mit der berechneten Menge NaOH gelést; Carotin in Dioxan (1 em3
== 4 mg Carotin); 0,04-m. Phosphat pg = 6,5.

Enzym Linolen- | Carotln‘ mm? O, nach Stunden

. sdure i N
o mg me ) 7 S 7
I 1 2,78 o 214 | 344 350
11 1 - 0.4 T 22
IIT 1 1.0 ST 45
A | 278 | 04 | 240 | 373 391
Vo1 278 | 1,0 , 235 | 363 K
2 S — 278 | — | LT
VII | — — 04 1 L2
VIL b — 10 j 15
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In Gegenwart von Leinolsdure ist die Autoxydation des Carotins sichtlich geringer
(Versuch VI in Tabelle V); die gleiche Beobachtung wurde bei den Versuchen mit Ol-
saure gemacht (Versuch VI in Tabelle II). Ob hier eine spezifische Wirkung der ungesit-
tigten Fettsiauren oder lediglich eine unspezifische Milieubeeinflussung (2. B. eine ,,Emul-
gator‘-Wirkung der Fettsiuren) vorliegt, bleibe dahingestellt. Die in den vollstindigen
Versuchen mit Enzym -4 Leinolsdure + Carotin von letzterem allein infolge Autoxyda-
tion aufgenommene Sauerstoffmenge ist nicht genau anzugeben; sie ist wahrscheinlich
auch hier — wie die aufgefiithrten Zahlen erkennen lassen — viel geringer, als Carotin
allein bei Abwesenheit von Leinélsiure aufnimmt.

Carotin nimmt in manchen Versuechen in Gegenwart der Enzyinlosung etwas mehr
Sauerstoff auf als ohne Enzym (vgl. Tabellen II und V). Ob hier eine katalytische Wir-
kung wvorliegt, ist unsicher; wahrscheinlicher diirften die Bedingungen fiir die Autoxyda-
tion des Carotins infolge einer besseren Dispergierung desselben etwas giinstiger sein.

Die Feststellung, dass Carotin in dem System: Lipoxydase +
Leinolsdure bzw. Linolensiure keine in Betracht kommende Erhohung
des Sauerstoffverbrauchs!) bewirkt, gibt einen Hinweis auf den
Mechanismus der Sekundiroxydation des Carotins: I)ie ungesittigten
Fettsduren vermogen hdéchstens so viel Sauerstoff auf Carotin zu
iibertragen, wie sie bei der enzymatischen Oxydation in Abwesenheit
von Carotin aufnehmen; sie unterliegen bei diesem Vorgang offenbar
einer Veridnderung, vermutlich oxydativer Art, die eine wiederholte
Reaktion mit dem Enzym und Sauerstoff ausschliesst. Diese Fol-
gerung hat sich auch in den frither mitgeteilten Versuchen?) tiber die
Abhingigkeit der Carotin-Oxydation von der Menge ungesittigten
Fettes bzw. ungesittigter Fettsiuren ergeben.

¢) Uber den Reaktionsverlauf. Der zeitliche Verlauf der
enzymatischen Oxydation und seine Abhingigkeit von der Enzym-
und Substratmenge soll an einigen Beispielen gezeigt werden, deren
Ergebnisse in Tabelle VI und den Kurven der Figg. 1—4 wieder-
gegeben sind. In diesen Versuchen wurde die Fettsiure in wisseriger
Losung als Natriumsalz bzw. als Emulsion der Reaktionslosung
zugefiigt.

Die Menge des von Leinélsdure und Linolensidure aufgenom-
menen Sauerstoffs steigt erwartungsgemiss mit der Enzymmenge,
wenn auch unter den Versuchsbedingungen in der Regel keine strenge
Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Sauerstoffverbrauch
festzustellen ist.

In den Versuchen der Tabelle VI, sowie der Figg. 2 und 3,
wurden sehr geringe Mengen Enzym verwendet, um eine ,,Sattigung*
des Enzyms mit Substrat (s. die hierauf beziigliche Vorbemerkung
im methodischen Abschnitt) iiber eine moglichst lange Versuchszeit

1y Vgl. besonders die Versuche in Tabelle Va, in denen die Oxydation von Linolen-
giure bis zu ihrem Ende und dariiber hinaus verfolgt wurde. Wirde die Linolensiure
bei dem Vorgang der Sekundiroxydation unveridndert regeneriert werden, so sollte in
Gegenwart von Carotin die Sauerstoffaufnahme um ein Mehrfaches erhoht sein, was
nicht der Fall ist. i

2) Helv. 24, 465, 646 (1941).
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zu erreichen. Der Sauerstoffverbrauch ist in diesen Versuchen
relativ am grossten mit den mittleren Enzymmengen; die kleinsten,
noch gut messbaren Sauerstoffverbrauch liefernden Enzymmengen
(etwa 0,02 cm® Enzymlosung) ergeben meistens iiber die ganze
Versuchszeit auffallend niedrige Werte.

Tabelle VI.

O,-Aufnahme mit kleinen Enzymmengen.
Leinélsidure in NaOH gelost, mit HCI neutralisiert.

Enzvm I"ﬁ’inél' mm® 0, nach Minuten

" saure . _ L
em mg 10 | 30 | 60 . 180
0,02 28 o | | owm
0,02 56 11 ‘ 14 20 | a2
0,05 28 60 | 84 ' 107 | 186
0,10 28 | 104 | 163 201 | 312
0.15 i 28 i 106 | 180 | 228 360

|

In Fig. 1 und 4 kommt der Einfluss steigender Mengen Leindl-
sdure und Linolensidure auf die Reaktionsgeschwindigkeit zum Aus-
druck. In den Versuchen der Fig. 4 mit 0,25 ¢m? Enzym steigt die
in gleichen Zeiten aufgenommene Sauerstoffmenge — abgesehen
von dem nahezu gleich hohen Sauerstoffverbrauch in den ersten
10—20 Minuten — bis zu 70 mg Leindlsiure in 3,8 ¢m3? Versuchs-
losung stark an. Unter unseren Versuchsbedingungen ist die Reak-
tionsgeschwindigkeit erst bei verhaltnismissig hohen Substrat-
konzentrationen unabhiingig von der zugefiigten Menge Substrat,
wenigstens in den ersten Stunden. Das ist z. B. annidhernd der Fall
in den Versuchen I und Ia der Fig. 2 mit 28 bzw. 56 mg Leindlsdure
und 0,025 em? Enzym in 3,8 ¢m?® Versuchslosung, sowie in den Ver-
suchen VI und VII (Abb. 4) mit 0,05 em?3 Enzym und 56 bzw. 70 mg
Leindlsdure (vgl. ferner Tabelle VI). Manchmal findet sich mit
hoheren Substratmengen eine kleine Erniedrigung in der Sauerstoff-
aufnahme, die aber unter den Bedingungen der bis jetzt besprochenen
Versuche nur in den Anfangszeiten besteht (vgl. Fig. 2).

Die Sauerstoffaufnahme ist unmittelbar nach dem Zusammen-
fiigen von Enzym und Substrat, d. h. in den ersten Messzeiten von
5, 10 und 20 Minuten, am grossten. Im weiteren Reaktionsverlauf
treten zwischen bestimmten Versuchen bemerkenswerte Unterschiede
auf. In der Regel nimmt die aufgenommene Menge Sauerstoff mit
der Versuchsdauer fortschreitend ab, kenntlich an einer mehr oder
weniger deuflichen Abflachung der dieses Verhiltnis veranschau-
lichenden Kurven (vgl. Fig.1). Diese ,zweite Stufe‘ der Oxydation
zeigt in den Versuchen I—IV der Fig. 4 iiber liangere Zeit annihernd
linearen Verlauf. Da in diesen Versuchen mit 0,25—2 em3 Enzym
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keine Absattigung des Enzyms mit Substrat iiber die ganze Versuchs-
zeit gewihrleistet ist, muss die Reaktionsgeschwindigkeit durch die

mm?
o,
480 i
A
360 /
la
240 7
120
60
30
05 1 2 4 6 Stunden

Fig. 2.
Leinolsdure mit NaOH gelost, Losung mit HCl neutralisiert; in der Versuchsldsung
0,05-m. Phosphat py = 6,5.
I: 0,025 cm® Enzym -+ 28 mg Leindlsidure  II: 0,05 cm?® Enzym -+ 28 mg Leinolsiure

1a:0,025 cm® ,, 4+ 56 mg - III: 0,1 em® |, -+ 28 mg ',
mm’}
0
480
1%
/
1
3203
/4
1601
/
80 :
40 T
0.5 7 2 p] 3 ] 9 Stunden
Fig. 3.

In jedem Versuch (mit Ausnahme V) die angegebenen, geringen Lnzymmengen, 14 mg
Leinolsidure (Na-Salz, mit HCI neutralisiert); 0,05-m. Phosphat Py = 6,5.
I: 0,008 em? Enzvm IV: 0,064 ¢m?® Enzym
II: 0,016 cm? - V: ohne .
III: 0,032 cm?
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jeweils vorhandenen Substratmengen in noch nicht genau angebbarem
Mass mitbestimmt werden. In anderen Versuchen erfolgt — mnach
dem Abklingen der auch hier vorhandenen grossen Anfangsgeschwin-
digkeit — umgekehrt ein Wiederanstieg der Reaktionsgeschwindig-
keit mit der Versuchszeit. Unter Umstidnden ist in diesen Versuchen
die Steilheit der Kurven am Ende der Versuchszeit annidhernd
ebenso gross wie am Anfang. Dieser auf die Entwicklung ,,autokata-
lytischer* Vorginge hinweisende Reaktionsverlauf wurde dann beob-
achtet, wenn sehr geringe Enzymmengen zur Anwendung gelangten
(vgl. Figg. 2, 3 sowie die Kurven V—VII in Fig. 4).

mm®

0,
i
i
500 Vi
7
174
Vv
200
100
S0
057 2 4 5 Stunden
Fig. 4.
Versuche I—IV —c—o— mit 0,25 cm?® Enzym; V-—VII —e—-s— mit 0,05 cm3 Enzym.
I: 28 mg Leinolsdure V: 28 mg Leindlsaure
II: 42 mg " VI: 56 mg -
IIT: 56 mg ” VIIL: 70 mg
IV: 70 mg v

~

Unter etwas anderen Bedingungen wurden die in Fig. 5 wieder-
gegebenen Versuche durchgefiihrt. Hier wurden statt wisseriger
Losungen 1 bzw. 2 ¢cm?® reine Leindlsdure zugesetzt und mit der ge-
pufferten Enzymlosung geschuttelt. Am Ende der Versuche schwamm
die Hauptmenge der zugefiigten Leindlsdure anf der Oberfliche der
Reaktionslosung; eine feinere und dauerhaftere Emulgierung liegt
also nicht vor. Die Kurven I und IT zeigen den Sauerstoffverbrauch
bei der Autoxydation der Leinolsiure. Bei dem grossen Uberschuss
an Leinodlsiure scheint es gerechtfertigt, auch in den entsprechenden
Versuchen mit Enzym + Leindlsdure eine Autoxydation dhnlichen
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Umfanges anzunehmen. Demzufolge wurden die Kurven IV—VIII
nach Abzug der aus den Kurven I und IT sich ergebenden Sauerstoff-
mengen erhalten. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist auch in diesen
Versuchen am Anfang am griossten. Nach dem dann folgenden
Abfall ist in den Versuchen mit 0,25 ¢m?® Enzym (Kurven II1 und
IV) — und weniger deutlich auch mit 0,5 em® Enzym (Kurven V
und VI) — ein Wiederanstieg der Reaktionsgeschwindigkeit zu er-
kennen. Man kann hierfiir die Annahmen machen, dass in dem spé-
teren Verlauf dieser Versuche entweder die Enzymwirksamkeit wieder
zunimmt, dass es zu einer Weiteroxydation von Spaltprodukten
kommt, oder — was wahrscheinlicher ist — dass es zur Entwicklung
sautokatalytischer*, vielleicht im Sinne von Ketftenreaktionen zu
deutender Vorginge kommt!). Die in einer vorhergehenden Mitteilung?)

3
2

7500

mm

1000

500

200
100 e
el
a5 71 2 4 Stunden
Fig. 5.

Leinélsaure in unverdiinnter Form zugesetzt. Wasserige Phase (Enzym und Phosphat-
putfer) = 2,8 cm® — Kurven III—VIII nach Abzug der von Leindlsdure allein (Kur-
ven I und IT) aufgenommenen Menge O,.

I: 1 cm3 Leinolsdure (obne Enzym) V:0,5 cm® Enzym—+ 1 cm? Leindlséure
II: 2 cm3 ' ’s v VI: 0,5 ecm3® ,, -+ 2cm?d '
II1: 0,25 em?® Enzym -~ 1 cm?® Leindlsdure  VII: 1,0 cm® ,, 4+ 1 cm?® v

IV:0,25¢ecm3 -+ 2 cm? v VIII: 1,0 cm® ,, 4+ 2cm? .

1) Das Auftreten von Kettenreaktionen wiirde bedingen, dass die Sauerstoff-
aufnahme nach der Einleitung der Reaktion durch die Lipoxydase weiterhin unabhangig
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 nicht sichtbar zum
Ausdruck kommt. Ob in den anderen Versuchen, in denen gich Kettenreaktionen zu ent-
wickeln scheinen, die Sauerstoffaufnahme quantitativ anders ist, wurde nicht gemessen.

2) Helv. 24, 465 (1941).
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untersuchte Wirkung von ,,Antioxydantien‘ auf die Sekundiroxy-
dation des Caroting wiirde sich in diesen lefzten Zusammenhang ein-
ordnen lassen. Hierzu sollen besondere Untersuchungen erfolgen.
Weiter zeigen die Xurven eine iiber die ganze Versuchszeit etwas
geringere enzymatische Leindlsdureoxydation mit der grosseren Menge
Leinélsaurel).

3. Der Einfluss von Wirme und Dialyse.

Die Wirmeempfindlichkeit einer bei pg etwa 6,5 gepufferten
Enzymlosung zeigen die Werte in Tabelle VII. Wihrend 15 Minuten
langes Erwidrmen bei 55—57°% die Aktivitit nur andeutungsweise
herabsetzt, inaktiviert eine Temperatur von 72—74% nahezu voll-
kommen. KEbenso wurde eine ungepufferte Enzymlosung nach
20 Minuten langem Erwirmen bei 72—74° inaktiviert.

Tabelle VII.
Einfluss von Warme.
Je 10 cm® Enzymlésung in 0,02-m. Phosphatpuffer (py -= 6,5) wurden im Wasserbad

erwirmt. — Versuchslosungen: Die angegebenen Mengen Enzym, 1 em? 0,2-m. Phosphat
(pg=6,5), 1 ecm® 0,02-m. Linolensaure.

i ) em?® mm? O, nach Stunden
| Erwarmung E """ ) o "*'""7'"'”" -
i nzym v 2 i 4
I ‘ nicht erwarmt | 0,5 213 27 | 336
Ia } 1,0 277 376 420
II | 15 Min. 35—57° 0,5 182 252 | 827
Ha | L10 250 | 350 ¢ 405
05 20 Min. 72—74° | 0.5 3 14 28
Ia . | 10 4 16 20
IV | 20 Min. 85—S87% | 0.5 0 6 9
IVa ‘ 1,0 0 5 8

Durch eine linger dauernde Dialyse gegen destilliertes Wasser
wird die Enzymlésung deutlich geschwicht, z. B. in den Versuchen
der Fig. 6 unter Zugrundelegung der 90-Minuten-Werte um 32—35 %,.
In einer anderen Versuchsreihe, in der die Dialyse auf 65 Stunden
ausgedehnt wurde, betrug die- an der Sauerstoffaufnahme gemessene
Abnahme der Wirkung ebenfalls nicht tber 359%,. Eine vollige
Inaktivierung der Enzymlésung wurde also durch die einfache
Dialyse bei weitem nicht erreicht. Bei der Verfolgung der Carotin-
entfdrbung, die kaum geringere Unterschiede in der Enzymaktivitit
erkennen lisst, wurde in unseren fritheren Versuchen eine Schwichung

1) Diese Feststellung iiber den Einfluss der Substratmenge kommt nicht oder nur
in der Anfangsreaktion zum Ausdruck, wenn man die bei der Autoxydation der Leinsl-
sdure aufgenommene Sauerstoffmenge nicht in Abzug bringt.
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der Enzymlosung nach 16—24-stiindiger Dialyse nicht oder nur
andeutungsweise beobachtet.
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10 30 60 90 Minuten
Fig. 6.

Wirkung der Dialyse.
Ausgezogene Kurven: nicht dialysiertes Enzym; gestrichelte Kurven: 45 Stunden im
Cellophanschlauch bei Raumtemperatur gegen destilliertes Wasser dialysiertes Enzym.
— Die nicht dialysierte Enzymlésung wurde mit Wasser auf das Volumen der dialysierten
Enzymlosung gebracht.

I und Ta: 0,25 cm® Enzym + 5,76 mg Linolensiiure
II und Ila: 0,5 cm?® w4576 mg
IIT und IIIa: 1,0 cm?3 .+ 5,76 mg
Die Oxydation ungesittigter Fettsiuren kann von einer Reihe
anorganischer oder organischer Stoffe bekannter Struktur beschleu-
nigt werden. HEs erscheint deshalb von Bedeutung, dass die Wirk-
samkeit des verwendeten wisserigen Auszuges aus der Sojabohne an
einen thermolabilen Faktor gebunden ist, den wir demzufolge als
ein Enzym im engeren Sinne ansprechen kénnen. Der beobachtete
Aktivitatsverlust der Enzymlosung bei der Dialyse kann auf der
Entfernung eines dialysablen Bestandteiles des Enzyms (Wirkgruppe)
oder eines aktivierenden Stoffes beruhen; ebensosehr ist aber auch
eine Schidigung des Enzyms, z. B. infolge einer Denaturierung des
Enzymproteins, wihrend der lange ausgedehnten und bei Zimmer-
temperatur durchgefithrten Dialyse in Betracht zu ziehen. Positiv
zeigen die Dialyseversuche, dass kein leicht dialysabler Katalysator
vorliegt, da nur eine Schwichung, aber kein vollstdndiger Aktivitats-
verlust durch die Dialyse erreicht wurde.

4. Die Wirkung von Cyanid.

In vorhergehenden Versuchen'), in denen die Entfirbung von
Carotin beobachtet wurde, war keine regelmissige Hemmungs-

1) Helv. 24, 646 (1941).
87
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wirkung des Cyanids zu beobachten. In den meisten dieser Versuche
bewirkte Cyanid keine Hemmung. Entsprechende Versuche wurden
nun unter Messung des Sauerstoffverbrauchs gemacht. In Tabelle VIII

Tabelle VIIL
Einfluss von Blausédurec.
Im Hauptraum: 0,125-m. Leinélsdure, 0,05-m. Phosphat, HCN; im Seitengefiss:

Enzym.

Enzym | Phosphat HCN. mm? O, nach Stunden Hemll‘l)lung
I (Molari- ; ach
em3 Py tiit) o 1 ! 9 | 4 nac
2 ‘ l 1 k 4 Stdn.
T | 0025 | 53 — 17 [ 21 | 38 | 67
Ia | 0,025 5.3 0,02 | 16 i 23 | 32 | 50 25
o | 0,10 5,3 — 84 | 108 l143 | 204
a | 0,10 5.3 0,02 | 86 | 103 | 128 (177 14
ar | 0,10 6.5 — 1102 | 125 | 154 | 204
MIa | 0,10 6.5 002 | 96 | 111 ]124 | 155 25

ist eine Versuchsreihe mit Cyanid wiedergegeben. Die Versuche mit
(Cyanid zeigen einen geringeren Sauerstoffverbrauch als die ent-
sprechenden. Vergleichsversuche ohne Cyanid; jedoch betrigt diese
Abnahme maximal nur 25 9%, des Versuchs ohne Cyanid. Auch dann,
wenn das Enzym vor Zugabe der Leindlsdure etwa 45 Minuten bei
359 mit Cyanid inkubiert worden war, trat keine deutlichere Hem-
mungswirkung hervor. Die Anfangsgeschwindigkeit wurde in diesen
und den meisten anderen Versuchen durch Cyanid am wenigsten
beeinflusst. Ahnliches Ergebnis hatte folgender Versuch, in dem
1 em?® reine Leindlsdure, 0,5 cm® Enzym und 1 em?® 0,1-m. NaCN
(neutralisiert) in 3,83 em? bei py 6,0 gepufferter Reaktionslosung an-
gewandt wurden:

O,-Verbrauch nach:
40 Min. | 120 Min.
I
Leinélsdure . . . . . . . . .. L. 24 mm? ‘ 105 mm?
. +NaCN . . . . . ... 38 ., 1 147
+ Enzym . . . . . .. 402 ., A 8§32
. + . + NaCN 340 ., J 638

Unter Beriicksichtigung der von Leinélsdure ohne Enzym auf-
genommenen Sauerstoffmenge ergibt sich eine Hemmung von 22 bis
329,.

Die Cyanidwirkung auf die enzymatische Leindlsdureoxydation
ist also — besonders in Anbetracht der hohen Cyanidkonzentration
in den angefithrten Versuchen — nur gering. Hierbei bleibt noch
offen, ob es sich dabei iiberhaupt um eine spezifische Wirkung des
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Cyan-ions auf das Enzym handelt; es besteht u. a. auch die Moglich-
keit, dass Cyanid, dhnlich wie andere ,,Inhibitoren‘, in den Reak-
tionsverlauf eingreift. In ihrer — wenigstens relativen — Cyanid-
Unempfindlichkeit unterscheidet sich die Lipoxydase offenbar von
den bekannten typischen Oxydasen, die infolge ihres Schwermetall-
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 Cyan-ions wird in manchen Fillen nicht
von der Natur des Enzyms bzw. eines in gleicher Weise wirksamen
Stoffs bestimmt, sondern kann von dem zu oxydierenden Substrat
abhingen. Zum Beispiel wird die durch Hamin katalysierte Oxy-
dation ungesiittigter Fette und ungesittigter Fettsduren durch
Blausdure nicht gehemmt?)?), wohl aber die Haminkatalyse mit
zahlreichen anderen Substraten?). Die Oxydation von Leindl mit
Glutathion als Katalysator ist praktisch Cyanid-unempfindlich4).
Hier sind auch neuere Befunde von besonderem Interesse, die H.
Theorell®) tiber das Verhalten von zwei verschiedenen, Protohimin
enthaltenden Peroxydasen in Meerrettich und Riibe erhoben hat:
Peroxydase 1

»,oxydiert aerob Dioxymaleinsiure direkt, II erst nach Zusatz von Hydrochinon,
HCN, m/100000, hemmt in diesem Test mit I fast vollstindig, mit IT 4- Hydrochinon
gar nicht. Dieser Umstand wird wohl frither schwer verstandliche, partielle Hemmungs-
erscheinungen aufklaren.

Unsere Versuche mit Natriumcyanid sollen spiter durch Heran-
ziehung anderer Schwermetallgifte®), insbesondere des mit 2-wer-
tigem Kisen reagierenden Kohlenoxyds, erginzt werden.

Zusammenfassung.

Es wird die durch die ,,Lipoxydase** bewirkte Sauerstoffauf-
nahme ungesittigter Fettsiuren untersucht. Zur Verwendung ge-
langten wisserige Ausziige aus der entfetteten Sojabohne.

Die Anlagerung von Sauerstoff an die einfach ungesittigten
Fettsduren (Olsdure und Ricinolsdure) wird von dem Enzym

1) M. E. Robinson, Biochem. J. 18, 255 (1924).

2) R. Kuhn und K. Meyer, Z. physiol. Ch. 185, 193 (1929).

3y H. A. Krebs, Bioch. Z. 204, 322 (1929).

4) F. (. Hopkins, Biochem. J. 19, 787 (1925).

5) Ark. Kem., Min. Geol. 14 B, Nr. 20 (1941).

) Die mit dem ,lipoxydatischen System® erfolgende Sekundiroxydation 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 Fettsiauren-Oxydation wurde noch nicht
untersucht.
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nur in geringem Umfange katalysiert. Diese Siuren sind auch bei
der Sekundiroxydation des Carotins verhiltnismissig wenig wirksam.

Die mehrfach ungesittigten Fettsduren nehmen in Anwesen-
heit des Enzyms grossere Mengen Sauerstoff auf. Unter Beriick-
sichtigung der Jodzahlen der verwendeten Priparate ergibt sich,
dass die enzymatische Oxydation der zweifach ungesittigten Linol-
sdure im wesentlichen zur Anlagerung von 1 Mol O,, und die der
dreifach ungesittigten Linolenséure zur Anlagerung von 2 Molen
O, pro Mol Siure fiihrt.

Der enzymatisch bewirkte Saunerstoffverbrauch der ungesittigten
Fettsduren ist in Gegenwart von Carotin nicht wesentlich erhéht.

Die Sauerstoffaufnahme erfolgt mit grosser Anfangsgeschwin-
digkeit, um nach den ersten Messzeiten von etwa 5—30 Minuten
abzunehmen. In bestimmten Versuchen lisst der Reaktionsverlauf
die Annahme zu, dass es zur Entwicklung ,,autokatalytischer‘, wahr-
scheinlich als Kettenreaktionen zu deutender Vorginge kommen
kann.

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

Natriumeyanid, in Konzentrationen bis zu 0,025-n1. in der
Versuchslosung, vermag unter den Versuchsbedingungen die Enzym-
wirkung héchstens um ein Drittel herabzusetzen.

Basel, Augenklinik der Universitiit.

152. Die Uberfiilhrung von Scillaren A in Epi-allo-lithoeholsiure
(33-0xy-allo-cholanséure).
(17. Mitteilung iiber Herzglykoside?!)
von Arthur Stoll und Jany Renz.
(30. X. 41.)

Durch katalytische Hydrierung von Anhydro-scillaridin A ist
Allo-cholansiure gewonnen worden?). Secillaridin A, das Aglykon
des wichtigsten Meerzwiebelglykosids, Scillaren A, wurde so ohne
Verlust eines Kohlenstoffatoms in eine Grundsubstanz der Gallen-
sduren iibergefiihrt ; das Kohlenstoffskelett des Scillarens A und seiner
Derivate ist durch diese Umsetzung sichergestellt. In der auf dieser
Grundlage abgeleiteten Strukturformel von Scillaren A blieb die
Lage des Zuckers und einer dazu benachbarten Doppelbindung

1) 16. Mitt. ,.Enzymologia‘ 7, 362 (1939).
%) A. Stoll, A. Hofmann und A. Helfenstern, Helv. 18, 644 (1935).




