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162. Gertrud Woker: Hin Beitrag zur Theorie der
Oxydationsfermente. Uber »Peroxydase«- und »Katalases-
Reaktionen des Formaldehyds und Acetaldehyds.
(Eingegangen am 2. Marz 1914.)

Vor kurzem habe ich {iber den inneren Zusammenhang der als
Peroxydase, Katalase und Reduktase bezeichneten Fermente die fol-
gende Auffassung') entwickelt:

1. Die drei verschiedenartigen >Fermentwirkungen«, die als Sauer-
stoff-Ubertragung in Gegenwart von Wasserstoffperoxyd (Bliuung von
Benzidin und Oxydation andrer Chromogene zum Farbstoff), als Zer-
legung von Wasserstoffperoxyd zu Wasser und Sauerstoff und als Re-
duktion von Farbstoff-Losungen (Methylenblau, Indigo-sulfonsiure) bei
pilanzlichen und tierischen Siften beobachtet werden, sind an ein und
denselben Triger, der identisch ist mit der Oxygenase von Chodat
und Bach, gebunden. Es wiirde sich mit andren Worten bei jenen
ungleichartigen Wirkungen nur um verschiedene Reaktionen der nim-
lichen Substanz bandeln, und zwar wird vorausgesetzt, dal diese
letztere den Charakter eines Aldehyds besitzt.

2. Bei der Einwirkung von Wasserstoffperoxyd auf des fraglichen
Aldehyd bildet sich zunichst in Ubereinstimmung mit der Auffassung
von Chodat und Bach ein Peroxyd von der Konstitution der se-
kundiren Peroxyde im Sisne Englers?:

H.O  0.0H
R.CH:0 +H.0 = R.CH.OH

3. Das unter allen Umstiinden Leim Zusammentreffen von Alde-

hyd und Wasserstoffperoxyd zuerst gebildete Peroxyd, R.HC(gi{OH

ist zweier verschiedener Umsetzungen fihig:

a) Es kann sich mit dem vorbandenen iiberschiissigen Wasserstofi-
peroxyd unter Sauerstoff-Entwicklung umsetzen (Katalase-Reaktion).

b) s kann Saverstoff auf eine oxydable Substanz iibertragen.
lst diese ein Chromogeu, so tritt Farbstofibildung aul (Peroxydase-
Reaktion).

¢) Ist gleichzeitig ein UberschuB von Wasserstoffperoxyd und ein
Chromogen zugegen, so finden im allgemeinen beide Reaktionen

Y Gertrud Woker, Zur Theorie der Oxydationsfermente, Z. I allg.
Physiologie 16, 840 [1914], sowic im Abschnitt iiber die Oxydationstermente in
dem demnichst heranskommenden spez. Teil von Woker, die Katalyse,
Abt. 2 (Bd. 3: Biologische Katalysatoren), Stuttgart 1914,

%) s. Oppenheimer, Die Fermente und ibre Wirkungen, Leipzig 1909/10.
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gleichzeitig statt. Wasserstolfperoxyd-Zerlegung und Bliuung von
Benzidin, Guajactinktur usw. konnen dann also neben einander beob-
achtet werden.

d) Der simultane Verlauf der beiden Reaktionen des niémlichen

Peroxyds (R. HC<8HOH) ist gleichbedeutend mit einer Konkurrenz

der Wasserstoffperoxyd-Zerlegung und der Sauerstoff-Uber-
tragung, denn beide Reaktionen verbrauchen das namliche Ausgangs-
material in irreversibler Umwandlung.

e) Da bei gleichzeitigem Verlauf zweier um das namliche Aus-
gangsmaterial konkurrierender Reaktionen diejenige obsiegt, die die
raschere ist, so tritt mebr die Katalase- oder mehr die Peroxydase-
Wirkung in den Vordergrund, je nachdem die Wasserstoffperoxyd-
Zerlegung oder die Sauerstofi-Ubertragung in irgend einem Fall giin-
stigere Bedingungen fir ibren Verlauf vorfindet. Die in einem
pilanzlichen oder tierischenr Saft (oder daraus hergestellten Anteilen von
fermentativer Wirksamkeit) vorliegenden Bedingungen, d. h, im wesent-
lichen der Gehalt an aktivierenden oder hemmenden Begleitstoffen
der beiden Reaktionen, kénnen so beschaffen sein, daB sich das Ver-
hiltois, in dem die Geschwindigkeit der Katalase- und der Per-
oxydase-Reaktion zu einander stehen, ganz zugunsten der Katalase-
oder auch der Peroxydase-Reaktion verschiebt. Diese Grenzfille ent-
sprechen einer reinen Katalase- oder einer reinen Peroxydase-Wirkung.
Bei der Untersuchung eines solchen Saftes gewinot man, mit andren
Worten, den Eindruck, dafl nur Katalase oder nur Peroxydase vor-
handen sei.

4. Ist kein Wasserstoffperoxyd zugegen und der Luftsauerstoff sorg-
faltig abgesperrt, so kommt das Sauerstoff-Bediirinis des den vorigen
Reaktionen zugrunde liegenden Aldehyds dadurch zum Ausdruck, dafl
gleichzeitig anwesenden, disponiblen Sauerstoff enthaltenden Korpern
Sauerstoff entzogen wird. Ist der reduktionsfibige Kdrper ein Farb-
stoff, so tritt Reduktion zur Leukobase ein (Reduktase-Wirkung).

Wie steht es nun mit den Beweisen fiir die im Vorigen in knappen
Umrissen dargelegte Auffassung, die dem fast immer gemeinsamen
YVorkommen der erwihnten Enzyme ebensowohl wie dem z. B. von
Wolfgang Ostwald beobachteten Antagonismus von Peroxydase und
Katalase gerecht zu werden versucht?

Durch Versuche, welche Otto Begemann’) auf meine Ver-
anlassung hin unternommen hat, liel sich in Bezug auf die Identitit

1) Uber seine im Frihjahr 1912 begonnenen Versuche hat Hr. Bege-
mann, Z. f. allg. Physiologie 16, 350 [1914] kurz berichtct. Eingehendere
Augaben finden sich in seiner lnaug.-Dissert., eingereicht d. h. phil. Fakultit

d. Universitat Bern,
67°
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von »Katalase« und »Peroxydase« in Pfllanzensiiften Folgendes zeigen:

1. Bei der Erwirmung von wiiBrigen Pflanzenextrakten erliscbt

die Wirkung der »beiden Fermente« bei der ndmlichen Temperatur.

Bei 78° ist der »Katalase«- wie der »Peroxydase«-Effekt noch merklich,

bei 79° nur mehr sehr schwach nachweisbar, und bei 80° ist die

Fiabigkeit, Wasserstoffperoxyd zu zerlegen, ebenso vollstindig ver-
schwunden, wie die Fihigkeit, Benzidin zu bliduen.

2. Bei normalen, im Dunkeln und unter verschiedenfarbigem
Licbt gezogenen Maiskeimlingen waren »Peroxydase«- und »Katalases-
Gehalt fast immer parallel.

3. Durch Dialyse &nderte sich das gegenseitige Verhiltuis von
»Katalase« und »Peroxydase« nicht.

4. Bei Pilzsiften, den einzigen Materialien, bei denen keine Per-
oxydase-Reaktion nachweisbar war, verlief die Katalase-Wirkung so
stiirmisch, daB binnen weniger Minuten das mit dem Pilzextrakt und
Wasserstoffperoxyd beschickte GarungsrShrehen iiberschaumte, wihrend
unter den gleichen Bedingungen angesetzte Versuche mit Ausziigen
anderer Pflanzen nach zwel Stunden nur einige cem Sauerstoff ent-
wickelt batten. Es war dies diejenige Beobachtung, die nebst der
Feststellung, dafl die Peroxydase-Reaktion um so schwicher ausfillt,
je linger das Pflanzenextrakt vor Ausfilhrung des Versuches (Benzidin-
Reaktion) mit Wasserstofiperoxyd in Berithrung steht, mich auf
die vorhin erwiihnte Konkurrenzbypotbese der Katalase- und der
Peroxydase-Reaktion gefiibrt hatte.

Weitere Beweise fiir die Identitit von Katalase und Peroxydase,
sowie fiir den Zusammenbang dieser Fermente mit der Reduktase zu
sammeln, habe ich, gemeinsam mit Julius Briesenmeister unter-
nommen. Da die Annahme einer Identitit eng mit der Vorstellung
zusammenhiingt, dal} das »fermentative« Grundprinzip der drei in Frage
kommenden Wirkungen Aldehyd-Natur besitzt, so wurde zunichst ver-
sucht, ob Aldehyde, auBer ilrer bekannten reduzierenden Funktion
(*Reduktase«-Wirkung), auch »Katalase«- und »Peroxydase« Funktionen
iibernehmen kdnnen. Dies ist nun tatsichlich der Fall. Gleich der
erste, nach dieser Ricbtung hin gepriifte Aldehyd, der Formaldehyd,
erwies sich als ein prichtiges Modell fiir »Katalasex und »Peroxy-
dase«). Mit Wasserstoffperoxvd und Benzidin' (je 1 Tropfen) auf

1} Die Reduktionswirkungen des Formauldehyds: die Silberspiegel-Bildung,
die Reduktion von Farbstoff-Losungen (Indigo-sulfonsaure, Methylenblan usw.)
«ind allbekannt. lu der Kalte vermag der Aldehyd, das Methylenblau nur in
Gegenwart von sauerstoff-anzichenden Katalysatoren (vergl. auler Wieland
im Folgenden auch Sabatier, la Catalyse, Paris [1918]), so dem Platin,
und Jewn natitrlichen Redukiasen zu reduzieren, s. die ausgezeichoelen Arbeiten
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Filtrierpapier zusammengebracht, sowie beim Uberschichten eines
Guajactinktur-Terpentioil-Gemisches mit Formaldehyd im Reagensglas,
wurde eine schone Blaufirbung erbalten, deren Intensitit und zeit-
licher Eintritt von der Formaldebyd-Konzentration abhéngig ist.
Werden nach der von O. Begemann und mir ausgearbeiteten Be-
stimmungsmethode der Peroxydasen in Pflanzenséften und im Blut
zundcbst 0.05 ccm der Formaldehyd-Verdiinnusg aut Filtrierpapier,
sodann hierzu 1 Tropfen alkoholischer Benzidinlosung (4-prozentig),
und dann 1 Tropfen 3-prozentiges Wasserstoffperoxyd (aus Perbydrol)
getropft, so tritt bei einer Verdiinnung der kiuflichen 38-prozent.
Formaldehyd-Losung auf das 400-fache nack ca. 55 Sekunden') eine
Blaufarbung ein, bei 200-facher Verdiinnung nach ca. 27 Sekunden,
bei 100-facher Verdiinnung npach ca. 15 Sekunden u. s. £ Bei
sebr starker Konzentration kanu die Oxydationswirkung so intensiv
werden, da sofortige Weiteroxydation des Beozidinblaus stattfindet.
Mit der Abkiirzung des zeitlichen Eintritts nimmt zugleich die Inten-
sitit der Blaufirbung mit steigender Konzentration zu, geradeso wie
bei den -entsprechenden Versucher mit npatirlicher sPeroxydases,
weshalb sich Formaldehyd-Losungen als Testlosungen bei der quanti-
tativen Feststellung des »Peroxydase-Wirkungsgrades« verwenden lassen.
Der Peroxydase dhnlich verhalt sich die Formaldehyd-Losung aber auch
bei Priifung auf Katalase, Wurde der Aldehyd mit Wasserstoffperoxyd
in einem Garungsrbhrchen sich selbst withrend einiger Tage iber-
lassen, so war nach dieser Zeit fast der ganze lingere Schenkel mit
Gas gefiillt, wihrend die Kontrolle mit Wasserstoffperoxyd allein nur
eine einzige Gasblase wiihrend dieser Zeit entwickelt hatte.

Wie weit dieses gleichsinnige Verhalten von Formaldehyd und
den natiirlichen »Peroxydasen« und »Katalasen« gegeniiber Chromo-
genen bezw. einem Wasserstoffperoxyd-UberschuB bei der seuchen-
polizeilichen Kontrolle der Milch (wo bekanntlich die »Ferment-
Prifung« von groBer Bedeutung ist) wegen des hiiufigen Zusatzes von
Formaldebyd als Konservierungsmittel in Betracht gezogen werden
von Bredig und scinen Mitarbeitern, Bredig und Sommer, Ph. Ch. 70,
31 [1909]). Platinwirkung als Analogon der Schardingerschen Reaktion.
Bredig, B. 47, 546 [1914)], sowie die schénen Untersachungen von Wieland,
cbenda 45, 484, 679, 2606 [1912]; 46, 3327 [1913], welch letzterer, wenu-
gleich von anderen Voraussetzangen ausgehend, cbenfalls zu der Vorstellung
gelangt ist, daB Oxydase und Reduktase das niimliche Prinzip sind. S. ferner
hierzu Hoppe-Seylers Arbeiten und die kitrzlich im Chem. Zentralbl. refe-
rierten von Oberstadt. Vergl. dagegen Bach, B. 46, 3864 [1913].

) Benzidin allein gibt mit-H.O; unter dicsen Bedingungen erst nach
2 Minuten cine schr allmihlich sich verstirkende Bliuung.
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mufl, bebalten wir uns vor, genau zu untersuchen®), ebenso wie die
eingehende Priifung des Verbaltens dieses und andrer Aldehyde?), von
denen sich der Acetaldehyd dem Formaldehyd in Bezug auf die
Peroxydase-Reaktion mit Benzidin®) und die schwankendere Katalase-
Reaktion ihnlich verhilt. Der Benzaldehyd gibt nur nach mehr-
maliger Fraktionierung in Gegenwart von Wassgerstoffperoxyd eine
schine Blaufirbung. Gestandeper Benzaldehyd gibt dagegen infolge
seines Gehalts an Peroxyden schon fiir sich allein eine Blauung des
Benzidins, er zeigt also in diesem Zustand die Reaktionen der
»Direkt-Oxydase«, die ohne die Gegenwart vor Wasserstoffperoxyd,
ozonisiertem Terpentindl usw. Sauerstoff-Ubertragung veranlasst. Zu-
satz von Wasserstoffperoxyd wirkt hier wobl infolge der raschen gegen-
seitigen Umsetzung der beiden Peroxyde, im Gegenteil zerstdrend.

Eine Katalase-Reaktion konnte beim Benzaldehyd picht nach-
gewiesen werden, weder in Gegenwart von Alkohol, der zur Ldsung
des Benzaldehyds zugesetzt wurde, noch bei Verwendung von Bepz-
aldehyd in Substanz. Vielmebr war der Benzaldehyd imstande, die
Sauerstoff-Entwicklung wochenlang vollstindig zu ubterdriicken. Er
lieBe sich also vielleicht als Wasserstoffperoxyd-Konservierungs-
mittel benutzen, . ,

Auch Traubenzucker warde der Peroxydase-Reaktion unter-
zogen, doch ohne Erfolg. Ebenso fand eine Blaufirbuug mit Benzidin
bei Oxy-aldehyden der aromatischen Reihe: Salicylaldebyd, Proto-
catachualdehyd, Vanillin, Orthovanillin, o-Nitro-vanillin, Veratrum-
aldehyd, sowie beim Methyl-vanillin und Piperonal nicht statt, oder
es wurde wenigstens diese Firbung durch die Bildung intensiver,
gelber bis orangeroter Farbstoffe verdeckt, die durch eine Reaktion
der betreffenden Aldehyde mit Benzidin allein ohne die Beteiligung
von Wasserstoffperoxyd, vermutlich durch das Eingreifen der Aldehyd-
gruppe in eine oder beide Aminogruppen des Benzidins zustande-
kommen. Die Weiterverfolgung der Bildungsbedingungen und der
Eigenschaiten dieser Farbstoffe, die soweit sie zwei freie Hydroxyle
in o-Stellung besitzen, auller dem direkten Beizenziehungsvermdgen
auf Baumwolle, das den Benzidin-Farbstoffen zukommt, auf Metall-
oxydbeizen ziebep, ist inzwischen schon mit meinem Einverstindnis
von andrer Seite in Angriff genommen worden.

1) Die Isolierung des in natiirlichen Siften die erwéhnten Fermentreaktionen
erzengenden Prinzips auf Grand seiner Aldehyd-Eigenschaften (Bisulfit-Reaktion)
ist von ups ebenfalls in Angriff genommen worden.

*) Von Ketonen wurde nur Aceton gepriift. Ls zeigte keine Peroxydase-
Renktion, jedoch eine geringligige Gasentwicklung mit HaO:.

) Mit Guajac-Terpentini! wurde dagegen keine Blaufirbung erhalten.
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Nicht unmdglich wire es, da durch Ersatz des Benzidins durch
ein Chromogen, das zu einer Reaktion mit aromatischen Aldehyden
allein nicht beféhigt ist, auch in diesen Fillen die beim Formaldehyd
und Acetaldehyd gefundene »Peroxydase-Reaktion« erzeugt werden
konnte. Doch verlief beim Vanillin ein mit dem Guajactinktur-
Terpentindl-Gemisch angestellter Versuch negativ, wihrend das nim-
liche Gemisch durch Formaldehyd intensiv gebldut?) wurde.

Bern, lnstitut tir physikalisch-chemische Biologie der Universitiit.

168. F. W. Semmler und K. B. Spornitz:
Zur Kenntnis der Bestandteile &therischer Ole.
(Notiz Uiber das Sesquiterpen A-Gurjunen.)

* (Eingegangen am 9. Mirz 1914.)

Deussen und Philipp®) fanden im Gurjuobalsamél zwei Ses-
quiterpene, das a-Gurjunen und das 8-Gurjunen. Von letzterem
geben sie an, daB sein Siedepunkt bei ca. 122.5—123.5° (bei 12 mm
Druck) liegt, und daB es schwach rechts dreht.

Es ist uns nun gelungen, diesen Kohlenwasserstoff 8-Gurjunen zu
isolieren und seine tricyclische Natur, die auch Deussen und Philipp
vermuteten, nachzuweisen.

Wir benutzten hierzu das verschiedene Verbalten von - und
B-Gurjunen gegen Kaliumpermanganat. Wihrend ersteres sich leicht
von Permanganat in willriger Acetonldsung oxydieren liBt, wird
letzteres nur schwer angegriffen.

Die niedrig siedenden Anteile aus den Oxydationsprodukten mit
Permanganat in Acetonldsung wurden von uns zur Entfernung der
sauerstoff-haltigen Produkte tiber Natrium destilliert. Zur voll-
stindigeren Trenuung dieser niedrig siedenden Sesquiterpene oxydierten
wir wiederholt unter Eiskiihlung mit einem Atom Sauerstoff auf Per-
manganat pro Molekiil CisHsy in willriger Losung und gelangten
schlieflich zum S-Gurjunen; es hatte die physikalischen Konstanten:
Sdp;. 113.5—114°, ap==-+ 19°% dyo = 0.9329, 2, = 1.50526 %),

) Erst nach lingerer Zeit wird das Guajacblau enthaltende Reaktions-
gemisch durch die Weiteroxydation des Farbstoffes entfarbt.

7 A. 374, 105.

3) In Gemeinschalt mit Hrn. cand, chem. Jakubowicz fand ich, dal
das S-Gurjunen noch stirker nach rechts dreht, wie aus einer im nichsten
Heft erscheinenden Publikation ersichtlich ist; im iibrigen bleiben die Daten
dieselben, Semmler.





