
krystallisiert. In beiden Fallen wurde die gleiche Krystallisation 
beobachtet, unter dem Mikroskop waren die Krystalle der beiden 
Proben - liingliche Prismen mit scbrager Abschneidung - nicht 
von einander zu unterscheiden. 

Im iibrigen stimmten die Loslichkeitsverhiiltnisse und Eigenschaftrn 
unseres Inosits in allen Punkten vollkommen mit denen der Kontroll- 
substanz. Wir babeo scblieI3lich noch, um bei der Feststellung d r r  
Identitiit gar nichts zu verskumen, unser Praparat mit Essigsiurenn- 
bydrid und wenig Chlorzink acetyliert I). Der erbaltene H e x a a c e t y  I- 
in o s i t  wurde aus wen@ Alkohol umkrystallisiert. Wie bei eioeiii 
Vergleichspriiparat gewnnn man glanzende Schuppen vom scbarfen 
Schmp. 210-21 10.  Das Kontrollprkparat schmolz am gleichen Ther- 
mometer bei 211°, eine Miscbprobe bei 210-21 lo. 

Wir haben bei dem bier beschriebenen Versucb die Einzelaus- 
4etiter.1, die sich naturlich nicht auf die angegebenen 0.3 g beschrankrn, 
nicht festgestellt, baben aber, ohne die Mutterlauge vollig durch- 
zuarbeiten, schon mehr als 1 g Inosit erhalten, so daI3 wir die Syn- 
these des Iuosits im AnschluB an die schiine Arbeit von N i e t z k i  
und B e n  c ki s e  r als Praparat fur den Laboratoriumsunterricht eni- 
pfrhlen kiinnen. 

392. Heinrich Wieland: tfber den Meohanismus der 
Oxydationevorglnge (III). 

fAus dem Cheniischen Laborat. der Kgl. Akad. der Wissensch. zu MBnclieu.1 
(Eingegangen am 13. Jnni 1914.) 

In der letzten Abhandlungl) babe ich den Nachweis gefuhrt, daO 
typische biologische Oxydationen oboe Beteiligung von Sauerstoff vor 
sich gehen konnen. Die am langsten bekannte Oxydation, die duroh 
die  A l k o  h o l - O x y d a s e  der Essigekurebakterien erfolgende Uberfiih- 
rung von Alkohol in Essigsliure, wurde mit aller Scharfe als D e h y -  
d r i e r u n g s r e a k t i o n  erwiesen. Wiihrend man bisher fast allgemein 
die freilich unbewiesene Anschauung hatte, daI3 die im organiscben 
Leben vor sich gehenden Oxydationen unter katalytischer MitbilFe 
von sauerstoff-aktivierenden Fermenten (im Sinne der E n g l e r - B a c h -  
schen Peroxyd-Theorie) verlaufen, konnte ich fur eine Reihe von 
FZllen einwandfrei sicherstellen, daB die Ferrnentwirkung vielmebr in 
einer Aktivierung des Wasserstofls besteht, der dann gleich nascentem 
Wasserstoff an geeignete Wasserstoffacceptoren abgegeben wird. Der  

1) Nach Maquenne ,  a. a. 0. 9 B. 46, 3327 [1913]. 
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biologisch wichtigste Wasserstoffacceptor ist naturgemZI3 der Sauer- 
stoff. Ihm fiillt nach meiner Auflassung die Rolle zu, den durch d ie  
dehydrierenden Fermente aktiv geniachteu Wasserstoff der zu ver- 
brennendeu Stoffe in der exothermen Reaktion der Wasserbildung 
wegzuschaffeu. 

Von besonderer Bedeutung fiir die experimentelle Durcbfuhrung 
dieser Theorie war das Studium der A l d e h y d - O x y d a t i o n ,  bei der 
scbeinbar aktiver Sauerstoff in das Molekiil hineiogeht. 

Es lie13 sich nachweisen, dal3 die Umwandlung der Aldehyde in 
CarbonsHuren fast allgeniein ihren Weg uber die A l d e h y d -  h y d r a t e  
uimmt; sie sind es, die durch Wegnahme von Wasserstolf zu den 
Sauren debydriert werden. Fur das VerstHndnis vieler Vorgiinge - 
ioh erinnere nur an die alkoholische GLruog, an die Atmung der 
Pflanzen und an den Abbau der Aminosliuren im Organismus - ist 
diese Erkenntniv schon jetzt wertvoll geworden. Wir kommen also 
mit ihr, um aiif das oben angezogene Beispiel der Ess igs i iure-Cr  % r u n g  
zuruckzugreifen, zii folgendem Ausdruck fur den Mecbanismus dieser 
Bio-Oxydation. 

H,FH --f 

CHn . C‘OH CHa.C€I:O + Hi (mit Sauerstoff: HzO), 

H 

‘OH 
CHa .C/OH -+ CHa.C<gH + H? (heziv. H30). 

Von der experimentellen Bearbeitung der Oayd:itionsrerktioneD 
Toni Standpunkt der Dehydrierungstheorie aus  haben sicb dann nnch 
l*Gnblicke ergeben in  Gebiete, die scbeinbar abaeits lagen. Es war 
yon vornberein zii vermuten, dx13 die r e d u z i e r e n d e n  F e r m e n t e ,  
die fast allerorts als eine besondere Gruppe biologiscber Katnlysatoren 
beze iche t  werden, mit den Dehydrasen identisch seien. Denn fa& 
man das Substrat, die zu dehydrierende Substsnz, ins Auge, so wirkt 
die Dehydrase als O x y d a s e ,  betrachtet man aber die Veriinderung 
cies Wasserstoffacceptors, so bat man den EIfekt einer R e d u  k t i o n .  
Dies wird ohne weiteres klar, wenn wir an Stelle von Sauerstoff, der  
das Reduktionsprodukt Wasser ergibt, z. B. Chinon als Wasserstoff- 
acceptor in den Gang einer Dehydrierungsreaktion einfugen. Dann 
wird die Alkohol-Oxydase der Essigsaurebakterien alsbald aucb gleich- 
zeitig zur Reduktase; denn sie vermag Cbioon i n  IIydrocbinon, Rle- 
thglenblau in die Leukoverbindung umziiwandeln. Eiuen besonderen 
Fall eiuer derartigen Reduktionswirkung bildet, wie ich scbon in der  
letzten Abhandlung vermutet babe, die nacb Art der C a n n i z z a r o -  
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schen Reaktion enzymatisch beschleunigte Disproportionierunp ron  
Aldehyd zu Carbonsaure und Alkohol: 

/H H H 
R.C-OH 0 : C . R  -+ R.C<rgH + H 0 . C . R .  

'OH H 
Die vorliegende Abhandlung befal3t sich eingehender rnit den en- 

zgmatisch beschleunigten Umsetzungen der Aldehyde, im besonderen 
des S a l i c y l a l d e h y d s .  Vor Besprechung der Resultate sei ein 
kurzer Uberblick iiber die wichtigsten bisher vorliegenden Unter- 
suchungen gegeben. 

Schmiedeberg ' )  hat xuerst gefunden, dall die iiberlebende Niere im- 
itande ist, Salicylaldehyd zu Salicylsiure zu oxydieren , sein Schiiler 
J a c q  uetl) hat spiter diese Beobachtung erweitert und gezeigt, dal3 auch 
wiiBrige Ansziige VOD Organen, wie Leber, Niere, Lunge dam befihigt sind. 
bls Trigerin dieser baechleunigenden Wirkung sah man eine spezifische Oxy- 
dases), die Alde5ydnse  oder auch S s l i c y l a s e ,  wie das Ferment genannt 
wurde, an. P a r n a s 4 )  und gleichzeitig mit ihni B a t t e l l i  und Stern5)  
habcn spiitcr in ausgezeichneten Arbeiten festgestellt, daB die crwahnten Or- 
ganc ein Ferment enthalten, das den Effekt der Can~iizzaroscben Reaktion 
an Aldehyden hervorbringt. P a r n a s  schreibt diese interasante und bis da- 
hin neuartige, biologische Wirkung einem besonderen Ferment, der A1 de-  
h p d m u t a s e  zu, wiihrend B a t t e l l i  und S t e r n  sie mit der Schmiede-  
bergschen Oxydase identifizieren. Sie sind der Meinung, daB die in den 
friiheren Versuchen gefundene Salicylsiure kein P r o d u k t  d e r  Ox)-da- 
t ion., sondern der Disproportionierung sei, daB also neben SalicFIslure die 
aquivalenta Menge Sa l igen  in  entstanden sei. Sie identifizieren daher die 
Aldehydase mit der Sldehydmutase und sprechen ihr den Charakter einer 
Oxydase ab. Schon vorher war von Abelous  in Gemeinschaft mit mehreren 
Mitarbeitrrn6) in den nhl ichen tierischen Organen ein Ferment angetroffen 
wordeo, das die Fibigkeit besitzt, die Oxydation von Aldehyden dnrch Ni- 
trate und Chlorate kstalytisch zu besclleunigen. Hierbei findet also gleich- 
zeitig Oxydation und Reduktion statt, und daher wird das Ferment a l s  Oxy- 
do-Reduktase bezeichoet. 

A ndere Beziehnngen zwischen diesen versohiedenen Fermentwirkungen 
wurden hisher nicht angenommen, nur Bac  h') vermutet, da13 die Reduktions- 

*) A.  Pth. 14, 288 [1881]. 
s, Dabei muB hervorgelioben werden, dnB schon S c h m i e d e b e r g  die 

Wirkung des Fermentes n i c h t  i n  e i n e r  A k t i v i e r n n g  d e s  Sauers tof fes  
aah, bondern in einer, damals freilich nicht niher prizisierbaren Verhderung 
tles Substrats. Die Schwierigkeit, mit der P h o s p h o r  in den Organen rer-  
brannt wird, war besonders f i r  diese Auffassung bestimmend. 

5) Bio. Z. 29, 130 [1910]. 

ebenda 29, 386 [1891]. 

3 Bio..Z. 28, 374 [1910]. 
6) C. r. 136, 1573 [1903]; 137, 885 [l904]; 188, 382 [1904]. 
I )  Bio. Z. 31, 445 [1911]; siehe auch A. Bach,  Oxydationsprozesse in der 

lebenden Subatanz, in O y p e u h e i m e r s  Handbuch der Biochemie, Ergan- 
zungsband 1918, S. 165. 



wirkung der Aldehyde gegenhber Methylenblau zur Mutnsereaktion in Beziehung 
stebe, da  er in Leberbrei auch jene Wirkung vorgefunden hat. Die Oxyda- 
tion VOII Aldehyden jedoch sol1 in  den vereinzelten Flllen, wo man sic beob- 
achtet hat, nach B a t t e l l i  und S t e r n  durch ein richtiges sauerstolf-aktivir- 
rendes Ferment, die Alkohol- bexw. Aldehyd-Oxydase, vermittelt werdcn'). 
Sie war zum erstenmal in den zitierten Untersuchungen von Schmiede-  
b e r g  beobacbtet worden ; dort wurde auch neben dar Salicylaldehyd-Oxyda- 
tion die des Benzylalkohols zur Benzoeslure festgestellt. 

Der  miiglicbe Ziisammenhang dieser verschiedenen Reaktionen 
auf Grund der Dehydrasenfunktion e i n e s  Fermentes ist vorhin kurz 
erortert worden. Durch die Erkenntnis, dafi Aldehyde in ihrer Hy- 
dratform dehydrierbnr sind, erschlieot sich auch der Mechanismus der 
Mutasereaktion dem Verstandnis. Es liegt nahe, anzunehrnen, daB sie 
dann eintritt, wenn ein zweites Molekul Aldehyd i n  seiner Anhydrid- 
form den bei der Dehydrierung frei werdenden Wasserstoff aufnimnit, 
a h  Wasserstoffacceptor fungiert : 

,OH H 
R.C-OH + R.C:O --t R.C<gH + R.C.OH. 

'H H H 
Dann kommt z u  den bisher festgestellteo oxydations- und re- 

duktioas-beschleunigenden Auaerungen der Dehydrase als dritte die 
Mutasewirkung. Wie sich bei Gegenwart verschiedener Acceptoren 
dns Endergebnis einer Dehydrierungsreaktion ausnimrnt, ob wir die 
Erscheinungen einer O x y d a t i o n ,  einer R e d u k t i o n  oder einer D i s -  
p r o p o r t i o n i e r u n g  erhalten, oder o b  die Endprodukte eine Mischung 
des Effekts dieser Funktionen bilden werden, das hangt oftenbar unter 
Beriicksichtigung der KonzentrationsverhBltnisse von der relativen Ge- 
schwindigkeit ab, mit welcher der aktivierte Wasserstoff von jedem der 
anwesenden Acceptoren aufgenommeo wird. F u r  diese Folgerungen aus 
der  Dehydrierungs-Theorie, daB namlich entgegen allen herrschenden 
Annahmen O x y d a s e ,  R e d u k t a s e  u n d  M u t a s e  e i n  u n d  d a s s e l h e  
F e r m e n t ,  e i n e  D e h y d r a s e ,  s i n d ,  k a n n  i c h  d u r c h  d i e  v o r l i e -  
g e n d e  U n t e r s u c h u n g  d e n  B e w e i s  a m  B e i s p i e l  e i n e r  t y p i -  
s c h e n  D e h y d r a s e ,  a n  d e m  v i e l f a c h  b e a r b e i t e t e n  S c h a r d i n -  
g e r s c h e n  E n z y m  d e r  Mi lch ,  e r b r i n g e n .  

D a s  D e h y d r a s e - F e r m e n t  d e r  Milch.  
S c h a r d i n g e r  hat bekanntlich vor 12 Jahren die Wahrnehmung 

gemachta), da13 Methylenblau in roher Kuhmilch bei gelinder Wiirme 
durch Aldehyde entfHrbt wird, eine Reduktion, die fur sich auBer- 
ordentlich langsam erfolgt. Nach dem Aufkochen verliert' die Milch 

I) Bio. Z. 28, 145 [1910]. 
?) Z. E. Untera. d. N:\hr.- u. GenuDniittel 6, 22 [1902]. 
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ihre reduktionsbeschleunigende Wirkung, und man kann d a i e r  rnit 
dem sogen. )~Metby lenb lau-Formaldehyd-Reagensc  robe und ge- 
kochte Milch von einacder unterscheiden. Die anfanglichen Bedenken, 
ob man es in dieaem Ferment wirklich mit einem genuinen Produkt 
der Milchdriisen und nicbt vielmehr mit Bakterienwirkung zu tun habe, 
wurden durch exakte Nachpriifung rnit absolut steriler Milch, narnent- 
lich von T r o m m s d o r f f  I), beseitigt. lch selbst habe rnit vollkornmen 
aseptisch gewonnener Milch mich ebenfalls davon uberzeugt, da13 die  
von rnir studierten Fermentwirkungen wirklich aus dem Tierkorper 
stammen. Von diesen Wirkungen war biaber nur  die der Reduktion 
bekannt, die aber - Versuche nach dieser Richtung sind nicht weiter 
angestellt worden - selbstverstiindlich begleitet sein muate von dem 
PbTbergang. der dem entiarbten Farbstoff aquivalenten Aldehydmenge 
in die SBure. Uber die O x y d a s e - N a t u r  des S c h a r d i n g e r s c h e n  
Enzyms, uber seine Fiihigkeit also, mit Hilfe des molekularen Sauer- 
stoffs Aldehyde dehydrierend zu oxydieren, habe ich in der letzten 
Abhandlung eine kurze, auf nur  e i n  e n  Verauch gestiitzte Angabe 
gemacht. Dieser erste Befund ist jetzt durch viele Wiederholungen 
jenes Versucbs bestiitigt worden. Was endlich die M u t a s e f u n k t i o n  
des hlilcbferments anbelangt, so habe ich gezeigt, da13 S a l i c y l a l d e -  
h y d  aucb bei LuftausschluB in der Milch teilweise in Salicylsiiure 
ubergefuhrt wird. Der  noch fehlende Nachweia, da13 daneben die 
entsprechende Meiige S n l i g e n  i n  entsteht, wird jetzt bei der Fortfiih- 
rung der Untermchung erbracht. Es i s t  a l s o  m i t  S i c h e r h e i t  
d a r g e t a n ,  dnB i n  d e r  M i l c h  d r e i  t y p i s c h e  A l d e h y d r e a k -  
t i o n e n ,  die an sich fast unmeBbar langsarn verlaufen, s t a r k  b e -  
s c h  1 e u  n i g t  w e r d  e n , niirnlich 

1. d i e  R e d u l i t i o n  c h i n o i d e r  F a r b s t o f f e  u n d  a u c b  v o n  N i -  
t r a t e n 2 )  und K i t r o - b e n z o l S ) ,  

2. die Oxydstion der  Aldehyde zu Siiuren durch den molekulsreo 
Sauerstoft und zwar naturgemal3 in Fallen, wo sie an sich eine mini- 
male Geschwindigkeit hat, und 

3. die interrnolekulare Zerteilung zweier Molekule Aldehyd in 
S u r e  und Alkohol ( C a n n i z z a r o s c h e  Reaktion)'). 

I )  Zentrnlbl. 7. Eakt. 49, 291 [1909]. 2) B a c h ,  Bio. Z. 33, 282 [1911]. 
3) lch habe bei Anwenduog von Nitrobenzol nls Acceptor in  kleinen 

Mengen Ani l in  crhalten. 
4) Die wahre Cannizzarosche Renktion (mit stnrkem dlkali) denke ich 

mir so verlaufend, daD als erstcs Reaktionsprodukt infolge verschobener Al- 
dolkondensntion der Ester gebildct wird: 

H 
R.C:O +HC:(O)R --t R.C(H,).O.C:(O)R; 

cr wird d a m  weiter verseift. 



2090 

Nach den seitherigen Ergebnissen, die iiber die Natur der Dehy- 
drierungs-Vorginge gewonnen sind, ist die Wahrscheinlichkeit, dal3 
diese drei katalytischen Funktionen durch e i n  Ferment, durch die 
D e h y d r a s e ,  geleistet werden, eine sehr gro5e. 

Ein exakter und fest gegrundeter Beweis fur diese Einheit war 
dann z u  erbringen, wenn gezeigt werden konnte, daB die drei Keak- 
tionen, die wir im Auge haben, nicht ohne Zusanimenhang - wie 
dies bei mehreren Fermenten der Fall sein miiBte - neben einander 
herlaufen, d a B  s i e  v i e l m e h r  i n  e i n e m  A b h i i n g i g k e i t s v e r h a l t -  
n i s  v o n  e i n a n d e r  s t e h e n ,  das der quantitativen Untersuchung zu- 
ganglich ist. Bei allen drei Reaktionen handelt es sich nach der hier 
vertretenen Theorie um die Wegnahme von Wasserstoff durch ver- 
schiedene Acceptoren. Die Aufnahme des Wasserstoffs durch e i n e n  
Acceptor, deren Chemismus bestimmbar ist,  mu13 eine Anderung er- 
fahren, wenn sich gleichzeitig im Reaktionssystem ein zweiter Wasser- 
stoffacceptor befindet. 

Die Sachlage wird durch folgende Erliiuterung des einfachsten 
und wichtigsten Falles ohne weiteres klar. Weun wir eine Losung 
von Salicylaldehyd in Milch in reiner Stickstoffatmosphiire der Wir- 
kung des Fermentes uberlassen, erhalten wir eine bestimmte Menge 
von Salicylsaure und Saligenin; hier wirkt nur  der Aldehyd selbst 
als Dehydrogenisator. Lassen wir unter sonst genau gleichen Bedin- 
gungen die Reaktion mit der gleichen Milch in Gegeowart von LuEt 
oder Sauerstoff vor sich gehen, so entsteht mehr Salicylsaure. Ware 
dieses Plus rut Rechnnng einer neben der Mutase vorhandenen Oxy- 
dase zu setzen, so miidte neben mehr Salicylsaure die gleiche Menge 
Saiigenin wie im sauerstofflosen Parallelversuch erhalten werden. 
Dies ist aber nicht der Fall. Vielmehr nirnmt das Saligenin mit dem 
A nsteigen der  Salicylsaureausbeute ab. Die Erkliirung fur diese Be- 
obachtung kann nur  d i e  sein, daB sich an der Dehydrierungsreaktion, 
die in  Stickstoffatmosphiire nur mit einem zweiten Molekul Salicyl- 
aldehyd als Wasserstoffacceptor verliiuft, gleichzeitig auch der Sauer- 
stoff beteiligt und zwar gemaB der durch seine Hydrierungskonstante 
und Konzentration bestimmten Reaktionsgeschwindigkeit. Durch diese 
Beteiligung steigert der  Sauerstoff den Umsatz der Dehydrierungs- 
Reaktion ; die Menge der gebildeten Siiure erhoht sich j gleichzeitig 
wird dabei der Mutaseresktion ein Teil der reagierenden, d. h. aktivierten 
Aldehydbydrat-Molekule entzogen: der Ertrag an Saligenin vermindert 
sich. Die folgenden Versuche mogen dies erllutern. Vor ihrer 
Wiedergabe mu13 aber die Methodik der Untersuchung besprochen 
werden. 
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D i e  M e t h o d i k  d e r  V e r s u c h s a n o r d n u n g .  

Die Schwierigkeiten, Salicylslure, Salicylaldebyd und Saligenin aus der 
Milch m6glichst qnantitativ von einander abzntrennen, . wurden nach sehr 
vielen Versucben in einem f i r  den vorliegenden Zweck ausreichenden Grad 
iiberwunden. Da die Milch kein stabiles Versuchsmaterial daratellt, vielmehr 
in ihrem Fermentgehalt, wenn auch innerhalb relativ kleiner Grenzen, wechselt, 
s o  wurden alle zum direkten Vergleich dienenden Versuche jeweila im Laufe 
des Vormittags mit der gleichen Milch angestellt. Ah GefiiBe dienten Rund- 
kolben von 750 ccm Inhalt mit seitlich angeschmolzenem Gas-Einleitungarohr ; 
an einem oben angeschmolzenen, rechtwinklig umgebogenen Rohr durch 
Klammern gehalten, wurden sie in den Thermostaten eingehiingt. Den weiter 
verbesserten Apparat, der zn den spirteren 
Versuchen beniitzt wurde, veranschaulicht 
die nebenstehende Skizze. Der kleine. 
seitlich angebrachte Tropftrichter dient 
dem Einbringen des Aldehyda oder andrer 
Reagenzien in den evakuierten oder mit 
einem bestimmten Gas geftillten Kolben. 
Fiir die Versuche in Stickatoff (Mntatie- 
reaktion) wurde die Milch im Vakuuni 
bei 300 etwa 5 Minuten lang ausgekocht, 
dann ffillte man mit reinem, iiber Hydro- 
sulfit stehendem Stickstoff, evakuierte 
nochmals und lieB dann wiederuni 
Stickstoff (!in. Im iibrigen lie0 man die verwendeten Gase (Stickstoff, Luft, 
Sauerstoff) durch das seitlich angeschmolzene Rohr in sehr langsamem Strom 
durch die Milch hindurchgehen. Bei kinetischen Verauchen, von denen unten 
die Rede sein wird, wurden zum Zwecke der Entnahme von Milchproben die 
beiden Hiibne geschlossen, die Gaseuleitung wurde dann in  dae obere Rohr 
verlegt und dann die erforderliche Menge Milch aus dem Seitenrohr in ein 
MeBgelltB gedrtickt. 

Zur A u f a r b e i t u n g  der Heaktionsprodukte wurde nach Beendigung des 
Versuchs aus der noch heiBen Milch mit 4-n. Schwefelsirure (5 ccm auf 100 ccm 
Milch) das Casein ausgefltllt, dem man iiber Nacht Zeit 'zum Absitzen lieB. 
Dann wurde durch reines, vorher ausgekochtes Koliertuch, das durch ein 
Guniniiband festgebdten war, in ein Beccberglas filtriert; von dem noch 
scli wach getriibteu Filtrat wurde eine abgemessene Menge im Scheidetrichter 
mit Ather ausgeschiittelt, gewchnlich 150 ccm; v i e r m a l i p  Ausschiitteln er- 
wies sich als geniigend, wobei f ir  150 ccrn Filtrat nach einander 1'20, 100, 
80, 50 ccm Ather genommen wurden. Emulsionen lassen sich bei vorsich- 
tigem Scliiitteln fast vollstindig vermeiden. Die vereinigten At.herauaziige 
trocknet man  kurx iiber Natriumsnlfat und engt sie dann auf ca. 10 ccm ein. 
Dieser Rest wird quantitativ unter Nnchspiilen mit Ather in Stijpselflaschen 
yon 30 ccm Tnhalt gebracht, darin vorsichtig auf 5 ccm eingedampft (Siede- 
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steine!) und dann zur Entfernung des Salicv1;ildehyds mit 15 ccni I )  Bisulfit- 
losung 15 Stunden auf der Maschine geschilttelt. Besonderc Versuche zeigten, 
daB hierbei der S a l i c y l a l d e h y d  (0.2-0.4 g in 5 ccm dther) bis auF ver- 
schrrindend kleinc Mcngen voo 0.5 - 1.5 mg aus dom Ather herausgenommen 
wird. Aiif der andren Seite wird Salicylsiiiire aiich nicht in Spuren in der 
Bisulfitlosung als Salz gebunden. 

Die . i t h e r l i i s u n g ,  die die S a l i c y l s c u r e  und das S a l i g e n i n  ent- 
hilt,  trennt man jetzt in einem kleinen Tropftrichter ah. Dabei wird die Hi- 
mlfirlfisung noch zweimal mit 15 und 1 0  ccm frischen .ithers ansgeschiittet. 
Aus den vereinigtrn Atherausziigen ziebt nian danu durch wiederholtes Aus- 
schiittcln mit Natriumlharbonat, das man in wenig Wasser suspendiert und 
i n  4 Portionen zugibt, die S a l i c g l s & u r e  aus, die war igen  Ausziigc miissen 
zur vollstindigen Entfernung gel6sten Saligenina noch zweimal mit 10 und 
.5 ccm Frischen Athers behandelt werden; man fiigt ihn der HauptMsung zu. 

Die S a l i c y l s i u r e  wird durch vorsichtige Zugabe von 4-la. Schwefel- 
sjiure in Preihcit gesetzt und durch viermaliges Ausschiittelo mit je 6 ccni in 
Ather gebracht. Der mit Natriumsiilfat getrocknete Ather hinterliiat nach 
dcm Eindampfen in einem kleinen BecherglHschen die Salicplsiure in voll- 
kommen reinem Znstand. Wegen ihrer Fliichtigkeit dart nicht ganz zur  
Trockne eingedampft wertlen, man nimmt dnher den Rest des Athers im 
Vakunmexsiccator weg. Die quantitative Bestimmung kann dorch WapIIg 
oder dul-ch Titration crfolgen; die Siiure wird so rein gewonnen, daO man 
auf beiden Wegen zu densclben Werten gelangt. Der Bequemlichkeit wegen 
mnrdo meist mit sehr wenig p-Nitrophenol ale Indicator titriert, nachdeni man 
die krystallisiertc Siure vorlier in heiBem Wasaer gel6st hatte. 

Das S a l i g e n i n ,  d3s oben in der .TtherlGsung zuriickblitb, wird ihr mit 
5-prozentiger Natronlaoge entzogen, die man in kleinen Mengen zu je 4 ccni 
i n  vierlacher Wiederholung zur Ausschilttelung vermendet. Um diesc alka- 
liaclien Loeungen, dic durch die geringen Spuren zuriickgebliebenen Salicyl- 
aldehyds meist hellgrlb gclKrbt siud, ganz blank zu erhalten, werden sie mil 
10 ccrn frischon .qthers durcbgeschiittelt. Nach einigem Stehen kann man 
abtrennen; dem ,%ther wird nochmals mit wenig Natronlauge etwa zuriick- 
gebliebenes Saligenin entzogen, dann 'siiuert man die vtillig klare alkalische 
LBsung mit 4-n. Schwefelsaure e b e n  an. Eine durch ausgeschiedene Fett- 
sauren hervorgerufene geringe Triibung f o m t  sich nach halbtagigem Stehen 
der Losungen zu einem feinen Niederschlag, der durcb ein kleines, feinporiges, 
nicht angefeuchtetes Filterchen abkltriert wird (nicht nachwaschen). Das 
wasserklare Filtrat wird dann wie oben bei der Isolierung der SalicylsiLure 
4-ma1 ausgeithert; die mit Natriumsulfat getrockneten Auszigc dnmplt man 
in kleinen tariorten Becherglltsern von etwa 15 ccm Iohalt aut dcm Wasserbad 
vorsichtig cin und bringt das Saligenin nach 6-stiindigem Verweilen im 
Vokuum iiber .\tzkali nod Schwelelshre zur Wiigung. Bei genauer Ein- 
haltung der gegebenen Methode wird das Saligenin sofort in schijner Krystalli- 

1) Piir mchr als 0.4 g Aldehyd ist eine gr6Bei.e Menge Bisulfitl6sung 
notig. 
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sation rein gewonnen; es lost sich klar im Wasser und ist vollkommen Irei 
von Salicylsaure. 

Im Gang der Untersuchung stellte sich das  Bedurfnis heraus, 
auch dieses krystallisierte Saligenin scharf auf seine Reinheit zu 
priifen und in  nicht absolut reinen Prapnraten den Gehalt an Saligenin 
genau zu ermitteln. Hr. P. B o h m  hat auf meine Veranlassung ein 
VerFnhren ausgearbeitet, das sich aufs beste bewahrt hat. Man setzt 
das Rohsaligenin in ca. 0.4Olo w a h i g e r  L6SUng mit einem kleinen 
uberschul3 2-3/lo-n.-Brom~~~assers um, gibt nach 20 Sekunden einige 
Tropfen Jodkaliumlosung zu uod titriert mit "/lo-Thiosulfat auf Ent- 
fLrbung zuruck. Es ist bekannt'), da13 bei dieser Bromierung dee 
Saligenins neben einander D i b r o  m- s a l i g e n  i n  und T r i b r  om- p h e n  01 
entstehen. Es hat sich gezeigt, da8 der Brnmtiter des Saligenins 
unter den angegebenen Umstanden ein absolut konstanter ist, nnd daO 
stets 6.38 Aquivalente Brom verbraucht werden. 

B e l e g a n a l y s e n :  Prufung auf konstanten Bromverbranch. J e  5 ccm 
einer SaligeninlBsung vcrbrauchten 2.95, 8.90 und 2.92 ccm Bromwasser. 

J e  5 ccm einer 0.1012-prozentigen Losung wurden mit 5 ccm l/lo-n. Broin- 
maser versetzt; nach Ziigabe von einigen Tropfen gesiittigter Jodkaliumlosung 
wurde mit n/lo-Thiosulfat zuriicktitriert. Verbrauch 6.3, 6.15, 6.4 ccm, i m  
Mittcl 6.28. Es wurden daher 8.72 ccm "/lo-BromlBsung von 0.0200 g Sali- 
genin verbraucht. 1 ccm "/lo-Bromlosung entspricht 0.0023 g Saligenin. 

Nun ist es aber nicht maglich, die Salicylsaure und das Saligenin 
hei den hier zu besprechenden Versuchen vollstandig aus der Milch 
heraus zu holen. Wie bereits D o n y - H C n a u l t  und v a n  D u u r e n ' )  
und auch andre hutoren bemerken, bleibt bei Extraktionen aus 
Organsaften und dergl. immer vie1 Salicylshure zuruck, und  ich babe 
in rnehreren Kontrollversuchcu, bei denen die i n  Betracht kommenden 
Mengen einige Stundeu in Milch auf 60° erwarmt und dann wieder 
herausgearbeitet wurden, stets uur die in  allen Verouchen fast kon- 
stante Menge von 60-65°/0 des Einsatzes zuriickerhalten. Da hier 
immer Parallelversuche diskutiert werden, fur deren ausgezeichnete 
Ubereinstimmung der unten stehende Belegversuch burgt, SO tut das  
Manko an SalicylsBure der Brauchbarkeit der Methode keinen Ab- 
bruch. 

Das S a l i p e n i n  wird zu rund 90010 zuruckerhalten und zwar 
auf Grund mehrerer blinder Ansiitze stets in  diesem gleichen Ver- 
hlltnis. So klarten sich die z u  Beginn der Untersuchuog lange un-  
verstiindlichen Ergebnisse auf, da13 niimlich bei den Versuchen in 

~ 

I )  A u w e r s  und Bii t tner ,  A.302 [1898]. 
1) Travaux de 1'Institnt Solvay  1907, 56; Bull. Acad. roy. de Belg. 

1907, 537. 
Berichte d. D Chem. GesellschafL Jahrg. XXXXVII. 136 



Stickstoff, bei denen Salicylsiiure und Saligenin im iquivalenten Ver- 
hgltnis (11 : 10) zu erwarten waren, immer 20-25Ol0 mehr Saligenin 
als Siiure gefiinden wurden. Rerucksichtigt man die obigen Aus-  
bringungskoeftizienten (65 o/o und 9 O 0 / o ) ,  SO kommt man zu stimmen- 
den Resultaten. 

Die ganze Beweisfuhrung fur die hier aufgestellten Thesen beruht 
auf der U n v e r a n d e r l i c h k e i t  d e r  S a l i c y l s l u r e  u n d  d e s  S a l i -  
g e n i n s  gegenuber den anwesenden Stoffen; es waren daher abscilut 
einwandfreie Belege nach dieser Itichtung n8tig. Denn wenn z. B. 
Saligenin durch Sauerstoff fiir sich schon oder in der Milch orydiert 
oder dehydriert wiirde, so stiinde es um den Beweis von der Einheit 
von hlntase, Oxydase und Reduktase schlecht. In Wirklichlreit erfHhrt 
S a l i g e n i n  in der Milch keinerlei Verlnderung, das Gleiche gilt von 
der S a l i c y l s a u r e ,  wenigstens insofern als bei kontrollierenden 
Parallelversuchen in Stickstoff und i n  Sauerstoff genau die gleichen 
Mengen wieder isoliert werden. Ton mehreren Kontrollen, die an- 
gestellt wurden, gebe ich das Ergebnis eines Serienversuches wieder, 
der neben dem Beweis der absoluten Unveriinderlichkeit der beiden 
Substanzen gleichzeitig .ein gutes Bild davon gibt, mit welch bsfriedi- 
gender Ubereinstimrnung sie nach der beschriebenen JIethode aus der 
Milch isoliert werden konnen. Der Yersuch zeigt jeweih iu vier Be- 
stimmungen, daB die Salicylsaure sowohl aus Stickstoff- wie aus 
Sauerstoff-Milch zu 65 O / O ,  das Saligenin zu 90Oi0 zuruckerhalten 
werden. 

0.150 g Salicylsaure im 25-ccm-MeBkolhen in der Wirme gelost; von 
der warmen Liisung wurden ie 10 ccm herauspipetticrt zu je 400 ccm Milch, 
die in Stickstoff- und Saucrstoff-AtmosphLre im Thermostaten bei 6W' gehalten 
wurden. Ebenso wurde mit einer Liisung von 0.139 g Saligenin i n  15 ccm 
Wasser verfahren. Nach 2'/2 Stunden murden je  200 ccm entnommen: nach 
6 Stunden der Rest aiifgearbeitet. Es wuidcn isoliert (auf 2nO ccm Milch um- 
gerech n et) : 

nach 21/* Stunden nach 6 Stunden 
Salicylsaure Saligenin Salicylshre Saligenin 

ms dem Stickstoff-Versuch 0.0185 0.0244 0.0200 0.0230 
2 Sauerstoff- 2 0.0180 0.( e3.5 00180 0.W30 

Eingesetzt sind 0.030 g Salicylsiure und 0.0275 g Saligeoin. 
Die angegebenen Saligeninwerte sind die durch Titration rnit Broni 

errnittelten: sie sind also absolut genau. Es ist vielleicht nicht uber- 
flussig, hier auch die gewogenen Mengen wiederzugeben, da  die 
Diflerenz fiir die ganze Methode charakteristisch ist. 

So wurden fiir die beiden SaliReninbestimmungcn im Stickstoff 0.0127 g 
nnd 0.0142 g gewogen, 0.0127 g und 0.0122 g titriert; fiir die in Sauerstoff 
0.0127 g und 0.0156 g gewogen, 0.0121 g und 0.0138 g titriert. (Die Volumina 
der auhgeiitherten Milch waren nicht gleich.) 



S a l i c y l a l d e h y d  ist; was S c h m i e d e b e r g  schon feststellte, auch 
bei hijherer Temperatur fast vollkommen unempfindlich gegen Sauer- 
stoff. M e t b y l e n b l a u  in Milch wird weder durch S a l i g e n i n ,  noch 
durch S a l i c y l s a u r e  entfarbt, so daB man auch fiir das Studium der 
Reduktionswirkung auf sicherer Grundlage steht. 

Die mit Absicht in allen Einzelheiten beschriebene Methode ist 
umstandlich und verlangt bei den vergleichenden Versuchen, urn die 
es sich hier hnndelt, eine absolut gleichmiiDige Durchfiihrung. Ein 
einziger Fehler stiirzt den ganzen Versuch, was fiir die Durchfuhrung 
einer zusammenhHngenden Serie voo neun Ansiitzen mit 18 Be- 
stimmungen, wie sie weiter unten beschrieben werden, zuweilen recht 
fatal war. 

Bei allen experimentellen Angaben in der vorliegenden Abband- 
lung sind die Ausbeuten an Salicylsaure und Saligenin stets auf 
200 ccm Milch bezogen. Die 17ersuchstemperatur war uberall die 
optimale von G O O .  

Der SalicyIaldehyd wurde, was schlieBlich auch noch erwiihnt 
sei, uber die Bisulfitrerbindung gereinigt, im Vakuum scharf fraktio- 
niert und unter Stickstof€ eingeschmolzen aufbewahrt. 

Nachdem jetzt die Voraussetzungen fur die malytische Behand- 
lung des Gegenstands diskutiert und als brauchbar befunden sind, 
gebe ich einige Versuche, die dartun sollen: 

E r s t e n s ,  da13 bei Gegenwart von Luft oder Sauerstoff mehr 
Snlicylsiiure gebildet wird, als in Stickstoff allein, da13 also neben 
der Mutnsewirkung die einer Oxydase in der Milch besteht ( A )  und 
z w e i t e n s ,  da13 Mutase und Oxydase ein und dasselbe Ferment sind (B), 
vergl. dazu oben S.  2090. Die Versuchsnnordung war wie beschrieben. 
Die Konzentration des Aldehyds betrug 0.1 O/', die T e m p e r u t u r ,  
w i e  b e i  a l l e n  V e r s u c h e n ,  60'. 

Salicylsaure 
A. nach 60 Minuten nach 370 Minuten 

in Stickstoff . . . 0.013 0.021 
)) Luft . . . . . 0.017 0.033 
D Stickstoff . . . 0.012 0.019 
D Sauerstoff . . . 0.025 0 033 

nach 120 Minuten nach 360 Minuten 
B. Salicplsliure Saligenin Salicylshre Saligenin 

in Stickstoff . . . 0.015 0.020 0.023 0.025 

* Luft  . . . . . 0.025 0.017 0.032 0 020 
[0.037 0.0201 I0.048 0.0.22] 

B Snuerstoff . . . 0.030 0.014 0 033 0.012 

[0 023 0.0221 [0.035 0 0281 

. [0.045 00161 [0.050 0.0141 
136. 



Die eingeklammerten Zahlen sind die unter Aliwendung der Ausbringungs- 
koeffizienten berechneten Wertc; sie diirfton ungefahr den wirklichen Umsatz 
wiedergeben. Im iibrigen sind die i n  dieser Arbeit aufgefiihrten Daten u n -  
ko r r i  g ie  r t. 

Wir sehen also aus den1 Versuch A, daB bei Gegenwart v ~ n  Luft 
und namentlich von Sauerstoff die Ausbeute an Salicylsaure erheblich 
zunimrnt, aus B, daf3 gleichzeitig weniger Saligenin gebildet wird. 
Die Mutasewirkung des Ferments hat also durch den Zutritt des Luft- 
sauerstoffs eine deutliche Einscbrinkung erfahren. Dasselbe Bild tmt 
sich bei den rielen Wiederholungen dieser vergleicbenden Versuche, 
wofiir sich weiterhin viele Belege finden. 

Die z w e i t e  K o m b i n a t i o n ,  die zu studieren war, ist die der 
M u t a t i o n  und R e d u k t i o n .  Wenn hier . zwei verschiedenartige 
Fermente in Frage karnen, so muBte neben der eigentlichen S c h a r -  
d i n g e r s c h e n  Reaktion der Methylenblau-Entfarbung, bei der aus 
dem Salicylaldehyd Salicylsiiure entsteht, die Disproportionierung 
nebenher laufen, d. h. man muate gleichzeitig etwa die bei H i n  
Stickstoff gefundene Menge Saligenin erhalten. Die Konzentration 
des  Aldehyds war bei den Versuchen eine hierfur ausreichende, 
und daB Saligenin in der Milch gegeniiber Methylenblau ohne jede 
Einwirkung ist, wurde schon oben angegeben. Die Hydrierungsge- 
schwindigkeit yon hlethylenblau durch Salicylaldehyd in der Milch ist 
eine sehr groBe. So wurden bei einem Parallelversuch mit 300 ccm 
Milch und einem Gramm Salicylaldehyd mit "lao-Methylenblaul~sung ') 
unter Stickstoff 0.280 g Salicylsaure (bezogen auf 200 ccm Milch) er- 
halten, withrend Luft gleichzeitig nur 0.0869 g gah. Die Farbstoff- 
liisung lie13 man derart zullieBen, daB die Milch dauernd deutiich 
blau gefarbt war. Von den verwandten 145 ccm war ein Teil im 
UberschiiB dn, d. h. er wurde nicht mehr verbraucbt. Snligenin war 
bei diesem Versuch n u r  in geringen Spuren colorirnetrisch nachzu- 
weisen. Bei einein Parallelversuch mit geringerer Aldehydkonzentra- 
tion, 0.5 g auf 400 ccni Milch, der gleichzeitig nebenan i n  Sauerstoff 
ging, isolierte man nach 6 Stunden 0.125 g und 0.040 g Salicylsaure 
(neben 0.011 g Saligenin). 

Bei einem dritten Versuch wurde auch in der Methylenblau-Milch 
das Saligenin rein isoliert und quantitstiv bestimmt; es wurden dabei 
in  200 ccm Milch 0.238 g Salicylsaure und daneben 0.00s g krystal- 
lisiertes Saligenin erzeugt. 

Diese Versuche lehren, daB durch die auBerordentlich grode Ge- 
schwindigkeit, mit der das Methylenblau den durch dss  Ferment ak- 
tivierten Wasserstoff wegnirnmt, die Yutasereaktion viillig in den 

*) 12 g (vou Chlorzink heier) Farbstoff iru Liter. 
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Hintergrund gedrangt wird. Da13 hierfur nicht etwa eine Schadigung 
eines besonderen Mutasefermentes durch das  Methylenblau verant- 
wortlich gemacht werden kann, geht ails Folgendem hervor. 

300 ccm Milch, in die 1.7 g Salicylaldehyd hineingescbfittelt waren, wurden 
hei 60° unter Stickstoff mit 45 ccm "/3~-Farbstofflosung versetzt; nach etwa 
einer halben Stunde war die LBsung entfarbt; der Versuch ging noch 6 Stun- 
den unter Stickstoff weiter. Die Aufarbeitung crgab (wie immer fur 200 ccm 
Milch) 0.086 g Siiure und 0.02i g krystallisiertes, nicht v6llig reines Saligenin. 

hlan sieht daraus, dd3 nach dem Verbrauch des Methylenblaus das 
Ferment seiner disproportionierenden Funktion weiter nachgehen kann. 

Die Wiederholung des Versuches zum Zweck der genauen Sali- 
geniobestirnrnung ergab mit 1 g Salicylaldehyd auf 300 ccm Milch und 
mit 50 ccm n/30-Blaulosung unter sonst gleichen Bedinguogen 0.086 g 
Salicylsaure und 0.028 g Saligenin (krystallisiert gewogen und mit 
Brom titriert). 

Uber die normale Saligeninausbeute bei dieser Aldehydkonzen- 
tration vergl. unten S. 2105. 

D i e  S c h a d i g u n g  d e s  D e h y d r a s e - F e r m e n t e s .  
Im  Vorstehenden ist dargetan worden, da13 die verschiedenen ka- 

talytischen Wirkungen gegenuber typischen Aldehydreaktionen, die 
der Milch eigen sind, auf e i n  dehydrierendes Ferment zurtickgeftihrt 
werden mussen. Es ist schon durch fruhere Arbeiten bekannt, daB 
das S c h a r d i n g e r s c h e  Enzym labil ist, dad  es  speziell durch Form- 
aldehyd und durch Methylenblau stark geschadigt und rasch' zerstort 
wird. Diese Tatsache audert sich ja  auch bei allen bisher angege- 
benen Versuchen, wo Mutasereaktion, Oxydation und Farbstoffreduk- 
tion einen verhliltnisrnBBig beschrankten Drnsatz erreichten und ziem- 
lich rasch zurn Aufhoren kamen. Fur  die Kinetik der Fermentwir- 
kung, die sich freilich nur i n  groben Zugen studiereo IieB, war es  
von Wichtigkeit, das Wesen dieser schadigenden Einflusse etwas 
naher kennen zu lernen. Namentlich ergab sich dabei die Moglich- 
keit, die E i n h e i t  d e s  F e r m e n t e s  weiter zu priifeo; denn eine 
Schiidigung, die sich zeitlich verfolgen lie13, m u a t e  d i e  d r e i  h i e r  
u n t e r s u c h t e n  W i r k u n g e n  i n  y u a n t i t a t i v  p l e i c h e r  W e i s e  
t r e f l e n .  F u r  v e r s c h i e d e n e  F e r m e n t e  war dies aber nicht zu er- 
warten. Ich werde zeigen, dalj die gemachten Beobacbtungen den 
Erwartungen entsprachen. 

Unter den Bedingungen, die hier fast durchweg z u r  Anwendung 
kamen (Temperatur 600, Aldehydkonzeutration: 0.5 g auf 500 ccm 
Milch), ist in  der Milch in Stickstoffatmosphare die Wirksamkeit des 
Fermentes nach 3-4 Stunden sehr merklich abgefallen. Aber noch 
nach 10 Stunden ist sie vermoge der sehr ernptindlichen Methylenblnu- 
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reaktion noch i n  geringem Mafie z u  konstatieren. In  Luft verlauft 
der Abfxll unter sonst gleichen Redingungen merklich rascber, uach 
6 Stunden ist das Ferment total vernichtet. Sauerstoft setzt dem Fer- 
ment schon nach 1,stundiger Einwirkung sehr stark z u ,  nach 2 Stun- 
den bat er :die Wirkungen cler Dehydrase aufgehoben. Durch i i b e r -  
s c h u s s i g e s  Metbylenblau endlicb wird die Permentwirkung scbou 
nnch 1 Stunde vollkommen zum Stillstand gebracht. - Der angege- 
bene Grad der Schiidigung stellt sich also bei gleichzeitiger Gegen- 
wart von Salicylaldehyd ein. 

Erhiibte Teniperatur Siir sich allein schadigt nur wenig, was die 
zwei uachstehenden Versuche zejgeu. 

1. Fiir d ie  Mutase-Kcakt ion.  
300 ccm Milch wurden unter Stickstoff 1 i O  blinutcn auf 60° gehaltcn; 

dam gab Inan 100 ccni U.5-proz. S: i l i cy la l~ lc l i~d l~~su~ i~  zu und lief: noch 1 l ( J  
Minuten bai tler gleichcn 'I'emperatur. Dabei wurden (auf 200 ccni Milch 
umgercchnet) 0.01.5 g Salicylsiiuic uud 0.01 I Saligenin isolicrt, also ni1:lit 
sehr vie1 weoiger wie in dcn Vcrsuclien n i t  rii,.lit vorher erwiirmter Milch 
(hierliei betriigt der Durchschnitt :iii gcbiltletcr Salicylstiuro 0.020 a). 

2 .  For d i e  O r y d a s e - K c a k t i o n .  
Eei dem gleichen Llnsatz wie cben murde nach 4l/&undiger Ermirmuiig 

uuter Stickstoff dieses Gas durch Sauerstoff ersetzt. nacli 3' .  2 Stunden R R W ~  

0.019 2 Siure unt l  0.005 g Saligenin auf 200 ccni Milch gebildet. 
Durch Erwarmen bei Gegen- 

wart von  Sxuerstolf leidet das Ferment erheblich starker. Gleich- 
zeirig xnit dern ersten der beideu soeben beschriebenen Versuche wurda 
die gleiche Milch ebenso h u g e  unter Sauerstoff erwarmt; bier lieferte 
der zugefiigte Aldehycl nnch 3*ia Stunden nur 0.006 g S h r e  tind 
0.003 g Saligcriin; bei dem Parallelversuch zu 2, ebenfalls ganz unter 
Sauerstolf, 0.004 g S&ure uud 0.002 g Saligeuin. 

Auch schon bei geringerer Sauerstuffkonzentration , in Luf t ,  id 
der schadigende EinfluB deutlich z u  erkennen. 

J e  300 ccm Milch wurdeii unter Stickstoff und unter Luft 4 Stunden 
lang auf 60" erwxrmt; daiin wurde nacli Zugnbe yon j c  1 g Salicylaldehytl 
noch 3'1'2 Stunden lang auf dcr gleichen Temperatur gehalten. 

Der Yersucli unter Stickstoff lieferte 0.021 g Salicplsiurc, der unter Loft 
0.017 g. Die diirchschniltliclien llengcn ohne Vorerwirmung sind 0.030 g 
und 0.040 g. 

Wir linden also die Angnben fruherer Autoren, nach denen Re- 
duktions- uud Mutase-Fermente durch Sauerstoff gescbadigt werden, 
arich bei der Milch-Dehydrase bestatigt. Vergl. dazu auch i m  folgenden 
Kapitel S. 2106. 

S c h i i d i g u n g  d u r c h  Sauerut .ofF.  
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Hier interessiert uns noch die qualitative Feststellung, da13 durch 
die Vorerwarmung der Milch in Sauerstoff bezw. Luft auch die Re- 
duktionswirkung gegenuber Methylenblau leidet. 

Es wurden,' wie oben, im Parallelversuche ie 300 ccm Milch unter 
Stickstoff und unter Luft 4lt2 Stunden lang bei 60° gehalten; die Llift 
in1 zweiteri Kolben wurde dann durch Stickstoff ersetzt, jeder Kolben 
erhielt 1 g Salicylaldehyd, und man lie13 hierauf in beide Kolben n/30- 
Methylenblaulosung tropfen. Es war sofort zu seheo, da13 bei Zugabe 
gleicher Mengen der Parbstoff in der Stickatoffmilch vie1 rascher ent- 
farbt wurde, als in der nrit Luft vorerwarmten. Nach 31/?-stundigrr 
Einwirkung, wobei itnmer fiir eioeu UberschuW an Methylenblau ge- 
snrgt war, wurden vom Inhalt beider Kolhen die iiblichen Mengeo 
nuf Salicylaaure verarbeitet. Es wurden erlialten 0.121 g (Stickstoff) 
und  0.084 g (Luft). 

D i e  q u a n t i t a t i v e  M e s s u n g  d e r  s c h i d i g e n d e n  E i n f l u s s e .  
n e r  zeitliche Verlauf der Salicyls~ure-Produktion unter Stickstoff 

iind uuter Sauerstoff gibt olfenbar an, in welchem MaBstab das Ferment 
bei der Miitase- und Oxydase-Reaktion geschadigt wird. Bestimmt man i n  
gewissen .ibstanden die i n  der Milch gebildete Salicylsiure, so kann niau 
dadurch mit einiger Genauigkeit ermitteln, in welcbem Umfang die Wir- 
kung des Fernientes nachlaBt bezw. nachgelassen hat. 1st die Saure- 
menge hei eioer Bestimmung die gleicbe geblieben, wie bei der vorher 
gehenden, so hat bei diesem Zeitpunkt dau Ferment aufgehijrt, wirkeam 
zu sein. Mit Hilfe einer geniigenden Anzahl solcher Einzelbestimmungen 
kann man daher fur die Mutase- und Oxydase-Reaktion, d. h. fur das 
Ferment in Stickstoff- und i n  Sailerstoff-AtmosphLre, seine Wirkungs- 
dauer und deu Terlauf seiner Inaktivierung festatellen. Aber auch die 
Keduktionswirkuug gegeduber Methylenblau mull, da sie ja durch d;ts 
gleiche Ferment verrnittelt wird, im gleichen Tempo nacblasseu und in] 
gleichen Zeitpunkt aufhijreu, wie die beiden andren Reaktionen. Dieses 
ist auch der F d .  Ehe wir die Methode, die zu dieser Feststelluug 
benutzt wurde, beschreiben, seien die 1-ersuche. die den Scbsdigungs- 
verlauf fur die beiden zuerst beeprochenen Reaktionen illustrieren, 
wiedergegeben. 

J e  500 ccm der gleichen Milch wurden niit je 100 ccm 0.5-proz. 
Aldehydlosung in Thermostaten bei 600 gehalten und zwar i n  Stick- 
stoff, Luft und Sauerstoffatmospbiire. Nach 1'12-2 Stunden wurden 
jedem Kolbeu 200 ccm entnommen und darin Saure und Saligenin be- 
stimmt. Nach der gleichen Zeit wurde eine zweite Probe entnommen, 
der Rest wurde nach 7-6 Stunden aufgearbeitet. 
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Bin Versuch, der  mit 18 Restimmungen in allen Phasen gliickte, 
gab folgendes Bild: 

Stickstoff . . 

Sauerstoff . . 
Lort . . . . 

Nach 90 Minuten I Nach 220 hiinuten I .Nach 500 Minuten 

0.017 1 0.020 0.024 0.03'2 0.026 0.031 
0.020 1 0.018 I 0.030 1 0.026 1 0.031 1 0.026 
0.033 1 0015 0040 0.016 0.038 0.015 

Das Ergebnis eines zweiten Tripelversuches enthalt die nacb 
stehende Tabelle : 

I Nach 120 Minuten Nach 370 Minuteii Nach 500 hi inut tn  
_ _ _  I ~ I _ _  

Salicyl- Saligenin Salicyl- 1 Saligenin Salicyl- I Sal. igenin I saure 1 I siiure j I s h r e  , 

Stickstoff . . 1 8::;; 
Luft . . . . 
Sauerstoff . . 0.030 

0.024 

Fiir die Saligeninwerte ist ZII bemerken, daB sie nicht durch Titration 
mit Brom kontrolliert sind : in der GrGBenordnung sind sie aber sicberlich 
zuverllssig. 

Die beiden Versuche lassen deutlich erkennen, wie sich die Wirk- 
samkeit des Ferments in den Sauerstoffversuchen sehr rasch erschopft, 
wie sie in Stickstoff langer anhalt und wie in Luft die Schnelligkeit 
der Abminderung etwa die Mitte zwischen den beiden unvermischten 
Gasen halt. 

Eine groBe Anzahl Ton Doppelversuchen (Stickstoff-Luft und  
Stickstoff-Sauerstoff) hat weiter dem Zweck gedient, den Verlauf 
der Reaktionen innerhalb andrer Zeitintervalle festzulegen. Es liegen 
im ganzen 36 Salicylsaurebestimmungen vor aus Versuchen, bei denen 
die Aldzhydkonzentration 0.1 O / o  betrug. Sie ergeben ohne allzu grof3e 
Abweichungen Stir die einzelnen Zeiten Mittdwerte, die die Salicyl- 
saurebildung durch die uachstehenden Kurven auszudrucken erlauben. 
Auf der Ordinate sind die Salicylsauremengen in Milligrammen, auf der  
Abszisse die Zeiten in Minuten angegeben. 

Man sieht ohne weiteres, da13 die Reaktion nicht gernal3 dem 
Massen wirkiingsgesetz vor sich geht, nach dern die Salicylsauremengen 
jeweils der Aldehydkonzentration - die sich nur wenig verandert - 
proportional sein sollten. Zuni mindesten ist eine Annaherung an 
diese Beziehung iiur in der  -1nfangszeit vorhanden. Die Kurve I 
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wird von 220 Minuten an merklich flacber, behalt aber einen, wenn 
auch geringen Anstieg bei. 11 verflacht sich von 180 an und geht 
uach 240 Minuten fast vollkommen in die Horizontale iiber, ein Ver- 
lauf, der bei 111 schon nach 110 Minuten eintritt. 

0.2 g Salicylaldehyd i n  SO0 ccm Milch bei 60°. 
YO 

35 

3@ 

2.5 .s 

p 75 
8 20 

t 70 
5 

l? - 2eir 

Wir haben gesehen, da13 der anormale Gang der Kurren (lurch 
die besprochenen Ferrnentschkdigungen bedingt ist, die oben im ein- 
zelnen experimentell behandelt worden sind. Bemerkenswert ist die 
heftige Wirkung des Sauerstoffs. Trotz ihr ist jedoch hier die Saure- 
produktion durch dieses &fta im ganzen Resktionsgang die groflte: 

P i e  S c h L d i g u n g  d e r  D e h y d r a s e  g e g e n u b e r  d e r  
M e t h y 1 e n b 1 au - R e  d u k t i  o n.  

Wenn die hier behandelten Rexktionen durch ein und dasselbe 
Ferment der Milch beschleunigt werden, so mul3 mit der Abnabme 
der Aktivitat gegenuber der Salicylsaureprodulrtion, wie sie eben 
bebandelt wurde, die der Methylenblao-Entfarbung im gleichen Schritt 
gehen. I n  dem Mafie, als unter der Wirkung des Ferments in der 
Milch weniger Salicylsaure entsteht, mu13 aucb ibre Entfarbungskraft 
nbnehmen, und in den Zeitpunkten der r6lligen PassivitBt, die vorhin 
bestimmt wurden, darf Methylenblau iiberhaupt nicht mehr entfarbt 
werden. Urn einen MaBstab fur die Quantitat der Keduktionswirkung 
zu erhalten, hat es sich als praktisch erwiesen, eine bestimmte Norm 
einzufuhren. Ich messe das Reduktionsvermogen i n  der Weise, dafl 
ich 20 ccm Milch, in der 0.020 g Salicylaldebyd gelost siud (0.2 g in 
200 ccm Milch eiogeschuttelt), mit 10 ccm n/joo-Methylenllau-Losung 
versetze und danu in Stickstoflatmosphare 5 Minuten lang im Ther- 

' 



mostaten auf 60° erhitzc. Dann wird sofort mit  e iner  auf Methyleu- 
blnu eingestellten Natriurnhydrosulfit- Losung de r  nicht reduzidrte Farb- 
stoff zuriicktitriert.  Durch  eine einfnche Umrechnuog ergibt sich d ie  
Fnrbstoffmenge, d ie  eiu Liter Milch unter den  arigegebenen Verhalt-  
uisseu redi.izieren kann ;  ich driicke sie i n  ccrn n/l,,-Losung aus  und 
bezeichiie diese Zahl a1s DJle tL  y l e n b l a u - Z a h l c c .  E ine  Milch, d i r  
beispielsweise uach der  P robe  8 ccni n/aoo-Farbbtoff-Liisung reduziert, 

8 x 50 
ha t  tlemnach d i e  Methylenblau-Zahl 7 . = 133. 3 

Die IIydrusullitlosung euthiilt ca. 0 6 g wasserfreies Natriurnhydrosulfit 
pro Liter. M:in lost 0.4 g des Salzes linter StickstofF in 30 ccrn 55-prozontiger 
Natroolauge und bringt die Liisung in cine der Biirette oben vorgeschaltete 
tuhiilierte Saugflasche, die cinen halben Liter Wasser entliiilt. Die Losung 
wird (lurch Stickstoff iu dic Oiiicllc gedriickt und bleibt standig unter 
schwachem Stick>tofftlruck. 13ei jcder Nach!tillung inti0 dcr Titer ueu be- 
stimint werden. Man lallt das Hydrosullil in die suF e t m  600 vorerwirmtc 
nlelliylenblau-l,nsung bis zur Entfsrbung eiolaufcn unter stLndigern Durch- 
leiten voii Stickstoff; das Titerverhaltnis gegcniiber " /~00- ,2iet l iylcnhlau-L~sun~ 
ist bci dieser Cercitungswcise nieist etwa gleich 1. 

h l i t  dieser Methode 15Bt sich d ie  Anderung dcs Reduktionsver- 
miig,ens d e r  Milch leicht titrimetrisch bestimmen, und man kann ini 
G a u g e  von Versuchen, d ie  geuau  unter  den seither aogewandten Be-  
dingungen aogestellt sind, die Abnnhrne d e r  hlethylenblau-Zahl, d. b. 
deri Abfall d e r  Retluktionswirkung, mit  ausreichender Gennuigkeit  
feststelleu '). 

Die  oachstehenden Versuche geben d ie  gewounenen Kesultate wieder. 
Der crstc Versuch King gleichzeitig linter Stickstoff, Luft uiid Sauerstoff, 

beirn zweiten und dritten wurden nur die Wirkungen des Stickstoffs (d. h. 
des Aldehyds alliin) und des Snuerstofk einsnder gegenkbergestcilt. Die 
erste Vertikalreihe enthilt die Methyleublau-Zahlen der nicht ge.zchkdigten 
Milch. Bei Versuch I \pi iden erst reliitiv spLt die ersten Proben entnonimeu. 

Zeit in Minoten: I 0 1 20 ' 50 1 70 1 90 1 100 1 160 1 190 1 220 ~ 340 ' 460 

~ ~~~ . ~ . 

1) Bei den entuomruenen Proben wurde mit der AbnaLme des Reduk- 
tionsverniijgens gleichniiiBig such dns Quantum der zugesetzten Fsrbstoff- 
losiing vermiodert, so daB vor tler Titration noch 1-2 ccrn davon unver- 
braucht waren. 
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Die nachstehende 
werte den ungefjihren 
konzentration 0.1 und 

Kurve gibt unter Renutzung der Durchschnitts- 
Abfall der Methylenblau-Zahl bei der Aldehyd- 
der Temperatur 60° an. 

Beim Vergleich niit d e n  Verlauf der Mutase- und Oxydase-Re- 
aktjon, rler durch die Kurve auf S. 2101 veranschaolicht wird, fallt 
sofort der gleichgerichtete Gang in den einzeluen Gasen auf. Dort 
driickt, sich in der Schnelligkeit, mit der die Annaherung an die At)- 
szissen-Parallele erreicht wird, die Intensitat der Schadigung aus. 
Hier  haben wir, abgesehen von geringfiigigen Abweichungen, im Prin- 
zip fur die einzelnen Reaktionssysteme die gleichen Verhaltnisse beini 
Niedergang der Dehydrasewirkung im Dienste der Methylenblau- 
Reduktion. Diese Reaktion i s t  nei t  enipfindlicher und quantitativ vie1 
genauer  zu behaodelo als die beiden andren, im Umsatz weit hinter 
ihr stehenden Prozesse. Milch YOU der Methylenblau-Zahl 5 ist noch 
sehr  deutlich durch die Entfarbung des Blaus als aktiv zu erkennen, 
fur  die andren Dehydmse-Reaktionen lielert sie, da  ihr Wirkungswert 
jn auf weniger als ein Zwanzigstel des anfiinglichen gesunken ist, 
iunerhalb der Versuchszeit Salicylsaurernengen, die schon in den Be- 
zirk der Versuchsfehler hinein fallen. Duher kommt es, daB der 
spiitere Verlnuf der Abschwlchung sich in dieser zweiten Methode 
r ie l  feiner auspragt, als dies oben rnoglich war. 

B e t r a c h t u n g e n  u n d  V e r s u c h e  i i b e r  d i e  K i u e t i k  der  
D e h y d r as e- W i r k u n g. 

D e r E i n f 1 u B v o  n K on z e n  t r a t  i o n s H n d e r u n g e n 
Es ist im Vorstehenden gezeigt worden, daB die Kinetik der De-  

hydrasewirkung scheinbar mit dem Massenwirkungsgevetz nicht im 
Einklnng steht. Die Ursachen hierfiir liegen in der groden Instabilitat 
des  Ferments; die Umsatzkurve beschreibt gleichzeitig den Verlauf 
der  Fermentzerstiirung. Vergleichen wir n u n  den Gang der Mutase- 
und Oxydasereaktion bei Gegenwart v e r s c h i e d e n e r  Aldehydmengec, 
so mu13 offenbar das hlassenwirkunRsgesetz Gultigkeit haben, d. h. 
d ie  gebildete Saure sollte der Konzentration des Aldehyds direkt pro- 
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portional sein; bei Verdoppelung der Konzentration sollte doppelt so 
Tiel SHure entstehen wie bei einfacher usw. Dies wird aber nur  fiir 
relativ kleine Konzentrationen gelten, Ton einer gewissen Stufe an 
wird der sicherlich sehr geringeu Fermentmenge das  reagierende 
Substrat in so gro13em lherschu13 zur Verfiigung stehen, da13 seine 
Konzentration faktisch gleich uoendlich geworden ist. Von d s  ab 
wird eine Konzentrationsstejgerung ohne jeden Effekt aiif den Um- 
satz sein I). 

Versucht man sich eine 'Vorstellung von den reaktionskinetischen 
VerhOltnissen der hier behandelten Fermentreaktionen zu machen, so 
liegt etwa die folgende, die sich mit allen gemachten Beobachtungen 
deckt, am nachsten. 

1. Der  Aldehyd ist in der Liisung der Hauptmenge nach als 
echter Aldehyd, in einem geringen Betrag als Hydrat enthalten. Die 
beiden Fornien stehen im Gleicbgewicht zu einander. 

2. Das in der Milch verteilte Dehydraseferrnent verbindet sicb 
niit den1 Aldehydhydrat, dabei werden 2 Wasserstoffatome aktiviert. 
Diese Vereinigung von Ferment mit Substrat erfolgt niit groBer 
Gesch windigkeit, zuin mindesten sicher mit groIjerer als die nich- 
folgende Abgabe des Wasserstoffa. Ware es umgekehrt, so miifiten alle 
Wasserstoffacceptoren bei gleicher Konzentration in gleichen Zeiten 
gleiche Mengen Aldehyd dehydrieren, was in Wahrheit nicht d e r  
Fall ist. 

3. Bei den bisher beniitzten Aldehydkonzentrationen von 0.1 - 
0.15 O l 0  betriig die durch Dehydrierung bei der Mutase- und Orydase- 
reaktion umgesetzte Menge n u r  10-15 O/O der vorhandeneu Substanz. 
Man wird deshalb annehmen diirfen, dal3 bei dieser K-onzentration d a s  
Verhaltnis Aldehydhydrat zu Ferment schon ein sehr grones ist, 
sicherlich so gro13, da13 der aktivierte Aldehyd bei der gro13en Ge- 
schwindigkeit der Aktivierung den relativ tragen Acceptoren Aldehyd 
und SauerstofF immer in der gleichen Konzentration zur Verfiigung 
steht. Von einer weiteren Erhiihung der Aldehydkonzentration ist 
demnach kein gro13erer Umsatz zu erwarten, weuigetens nicht insofern, 
als er  sich sus  einer i n d e r u n g  der Geschwindigkeit der Reaktioo 
Ferment + Aldehydhydrnt ableiten kiinnte. 

4. E i n e  A n d e r u n g  d e r  I i o n z e n t r s z i o n  d e r  W a s s e r s t o f f -  
a c c e p t o r e n  mu13 d a g e g e n  d e n  U m s a t z  b e e i n f l u s s e n .  So sollteo 
bei gleicher Aldehydmenge unter 
schietlene Mengen Salicylaldehyd 

1) Vergl. dazu W. M. B a y l i s s ,  

- 

den 1910, S. 45. 

verschiedenern Sauerstoffdruck ver- 
dehydrierend oxydiert werden. Ich 

Das Wesen der Enzymmirkung. Dres- 
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~~ 

0.031 0.034 
0.037 0.043 

0.034 0.040 
0.044 0.054 

0.036 0.042 . 0.049 
0.07 1 

0.050 (meh 240 Min.) 
10.059 

babe  diesen Versuch vorlaufig noch nicht angestellt. Aber die A n -  
derung der Konzentration des Sdicylaldehyds selbst ist ja auch gleich- 
bedeutend mit der Konzentrationslinderung eines Wasserstoffacceptors, 
da bei der Mutasereaktion die echte Aldehydform den aktivierten 
Wasserstoff des Hydrats aufoimmt. War demnach nach 3 eine Er-  
bohung der Aldehydkonzentratiou fur das System Ferment + Alde- 
hydbydrat bedeutunglos, so war von ihr unter dem Gesichtspunkt, 
daB mit ihr  gleichzeitig die Konzentration des Wasserstoffacceptors 
sich erhoht, eine Steigerung des Aldehydumsatzes zu erwarten. 

Die Versuche haben den hier vorgetragenen Betrachtungen recht 
gegeben. U n t e r  S t i c k s t o f f  w i r d  b e i  e r h o h t e r  K o n z e n t r a t i o n  
des S a l i c y l a l d e h y d s  i n  d e r  M i l c h  e r h e b l i c h  m e h r  S a l i c y l -  
5 L u r e  g e b i l d e t .  Ausbeute und Aldehydkonzentration stehen dabei frei- 
lich nicht in direkter Proportion, weil auch die Schldigung des Fermentes 
rnit der Steigerung der Aldehydkonzentration wachst. Unter Sauerstoff 
ist eine weit geringere Beeinflussung zu konstatieren. Nach dem unter 
3 ausgefiihrten sollte sie fur die Beteiligung des Sauerstoffs beinahe gleich 
Xu11 sein. Es konnte auch durch Bestimmung der nebenherlaufenden 
Saligeninsusbeuten festgestellt werden, daB wie zu erwarten, die ge- 
steigerte Salicylsaureproduktion bei hoherer Aldehydkonzentration fast 
nur der  in starkerem MaDe dabei beteiligten Mutasereaktion zu verdan- 
k e n  ist (vergl. dazu die Saligeninausbeuten auf der folgenden Tabelle). 

Die Loslichkeit des Salicylaldehyds setzt fur die Temperatur ron 
60° den vergleichenden Konzentrationsversuchen bei einem Gehalt 
von etaa 0.6-0.7 O/O eine Grenze; ich habe die Versuche auf Milch- 
losungen von 0.1-0.75 O/O ausgedehnt. Es wurden in parallelen An- 
satzen Losungen (Milch) mit 0.125 solchen von 0.25 und 0.375 o/o 

Aldehydgehalt gegeuiihergestellt. 
_______ .______ 

Sticketoff Sauerstoff I -  _________.___. 

nach 135 Miu. 1 nach 400Min. nach 135 Min. 1 nach 400Min. I 
0.040 0.042 0.037 0.042 0.044 0.039 - - 0.012 - - O.UI0 

0.042 0 045 
0.012 0.013 

0.046 0.045 
0.023 0.024 

o.@ko (nach 90 h*in.)10.039 (nach?4(,Min.) 
0.015 l0.018 
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Die Kursen auf S. 2101 mit der Aldehydkonzentration 0.1 " i0  
sind bei der Diskussiou mit zu berucksichtigen. 

Man sieht sofort die starke Beeinflussung der Mutasereaktioo, 
die geringere der Oxydauereaktion. Bei Gegenwart von Sauerstoff 
scheint bei einer Aldehydkonzentration von 0.37 o/o ein Maximum zu 
existieren, mit 0.75 geht die Salicylausbeute wieder zuruck. Viel- 
leicht potenziert sich die Giftwirliung von Sauerstoff + Aldehyd bei 
SO hoher Aldehydkonzentration. lodes mochte ich mich auf diese 
Beobachtung nicht festlegen; es siod mit 0.75-prozentiger Milch o u r  
2 Versuche ausgefuhrt worden. Uherhaupt sol1 dieses zweite Kurven- 
bild nur einen ungefGhren Einblick in die Verhiiltnisse gewihren, 
f u r  eine exakte Durchfuhrung ware weit rnehr Versuchsmaterial notig 
als bisher erbracht werden konnte. 

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, daS bei gesteigerter 
Aldehydkonzentration die Salicylsaureproduktion in Milch unter Stick- 
stoff die unter Sauerstoff iiberfliigelt. Wir ersehen daraus, wie wichtig 
die Berucksichtigung der Substratkonzentration bei derartigeo Ferment- 
arbeiten ist. Denn hiitte man, wie dies bisher fast allgemein geschal,. 
die Beteiligung des Snuerstoffs durch den Vergleich der Saureausbente 
bei Gegenwart und i n  Abwesenbeit von Sauerstoff zu erkennen yer- 
sucht, so ware man bei der zufalligen Anwendung eioer geringen 
Aldehydkonzentration zu dem Eindruck einer beguustigenden Mitbe- 
teiligung, bei grofierer zu dem einer deutlichen Giftwirkung gelangt. 
Selbstverstandlich sind bei dieser Frage auch die Reaktionszeiten von 
allergrobter Wichtigkeit, was sich bier aus den Kurven direkt heraus- 
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lesen lafit: das Verhaltnis der Saureausbeuteo unter Saueretoff nnd 
unter Stickstoff nimmt mit der Versucbadauer staodig ab. 

Bei kioetischen Versuchen iiber die Reduktion von Nitrat zu 
Nitrit durch Milch und Acetaldehyd fmdet B a c h  I )  ebenfalle eioe 
Steigerung des Umsatzes rnit steigender Nitmtkonzentration. Andrer- 
seits beobachtet er auffiilligerweise nuch einen starken Einfluf i  der  
Konzentration des Aldehyds bei dieser auBerst trage verlaufenden 
Debydrierungsreak tion. 

D i e  A l d e h y d - K o n z e n t r a t i o n  b e i  d e r  M e t h y l e n b l a u - R e d u k t i o n .  
Der  G r a d  d e r  B e e i n f l u s s u n g  wird nach demoben Ausgefiibrten 

davon abhangen, in welchem T7ttrhlltriis die Geschwindigkeit der  
Wasserstoffaufnahme zu der Geschwindigkeit der Aldehydaktivierung 
durch das Ferment steht. Diese letztere Reaktion fiillt selbstver- 
standlich unter das Gesetz der Massenwirkung; erhohte Aldehydkon- 
zentration erhoht die Geschwindigkeit der Aktivierung. Aber solange 
infolge geringer Geschwindigkeit der Bedarf des Acceptors ein kleioer 
ist, kommt, wie auseinandergesetzt wurde, diese Konzentrationserhijhung 
im Umsatz nicht zuin Ausdruck. 

Beim S a u e r s t o f f  als Acceptor war wohl ein geringer EinFluB er- 
hohter Aldehydkonzentration wahrzunehmen. Beim M e t h y l e n b l a u  
tritt e r  mit aller Deutlichkeit herror  Hier findet unter den auge- 
wandten Bedingungen die Wasserstoffaufnabme mit etwa achtmal 
grijI3erer Geschwindigkeit statt als beim Sauerstoff, und es kann 
demgemaI3 nicht gleichgultig sein , wie rasch fur die Nachlieferurig 
des aktivierten Aldehpdhydrates gesorgt wird. 

Die Anderung der Aldehydkonzentration, die die Geschwindigkeit 
dieser BErsatzreaktionCc beeinflufit, wird daber auch die Geschwin- 
digkeit der Methylenblau-Reduktion beeinflussen. Dieser EinfluB m u 6  
sich verringern, wenn wir die Geschwiodigkeit der Eotfarbuogsreaktion 
ron vornberein aiiF ein niedriges Nivenu einstellen, d. h. wenn wir 
den Farbstoif in geringer Konzentration in die Reaktion eintiihren. 

Bei vergleichenden Versuchen, in denen die Zeit bestimmt wurde, 
i u  der die  jeweils gleiche, aber von  Persuch zu Versuch verminderte 
1Ienge Farbstoff durch Salicylaldehyd von einfacher und von doppelter 
Konzentration entfarbt wird, ergab sich das deutliche Ergebnis, daB 
das Verhaltnis der Entfarbungszeiten sich dem Wert 1 nalert. W i r  
kommen also auch bei der Metbylenblau-Reduktion zu einem Reaktions- 
system, das  gegeniiber Anderungen der Aldehydkonzentration innerhalb 
gewisser Grenzen indifferent ist. Es wird dabei das  Minimum d c s  

1) Bio. 2. 33, 255 119111. 
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Umsatzea erreicht, bei dem, unabhingig von der Aldehydkonzentration, 
von dem Ferment fur daueruden, gleichma8igen Nachschub der akti- 
vierten Aldehydmolekiile gesorgt werden kann. 

V e r s u c h e .  J e  20 ccm Milch wurden der Reihe nach rnit 
3, 2, 1, 0.5 ccni n/~~~-hlethylenblauliisung gemischt; daun gab man vor 
jedern Doppelversuch zu der e i n e n  Losung 5 ccm 0.5-prozentiger Sali- 
cylaldehydlosung, z u r  andren 2.5 ccm + 2.5 ccm Wasser. Die Kolb-  
chen wurden hierauf mit Stickstoff gefullt und gut zugestopft gleich- 
zeitig in den auf GOo geheizten Thermostaten gebracht. Die Zeit der 
EntFarbung wurde genau abgelesen; sie ist in der nacbstehenden Ta- 
belle in Sekunden angegeben. 

Methylenblau iu ccrn 

mit 5 ccrn Aldeliyd 

Verh$ltnis der Entfar- 
buogszeiteu (Mittel) 

_ _ _ _ - - ~ - _ _ _ .  
1 

1 1 0.5 I 
10 '1 3 1 2 1  

110 120 125 120 100 1(H) 
125 145 165 145 165' 120 

1.30 1 1.22 

Z u s a m  m e n  f ass  u n g. 
1. Es wird eine Methode angegeben, die bei vergleichenden 

Versuchen eine iibereinstimmende Isolierung von Salicylsaure uud 
Saligenin aus Milch moglich macht. Diese beiden Substanzen werden 
dadurch der quantitativen Behandlung zugiinglich. Saligenin k a n n  
durch Titration mit Brom scharf bestimmt werden. 

2. Mit Hilfe dieser Methoden wird bewiesen, da13 drei Aldehyd- 
reaktionen, die in IIUgekfJCbter Milch beschleunigt werden, namlich die 
Disproportionierung zu Saure und Alkohol (Mutase-), die Oxydation 
durch molekularen Sauerstofl (Oxydase-) rind die Oxydstion durch 
Methylenblau (Reduktasereaktion), das gleiche Ferment, die Dehydrase, 
zum Katalysator haben. 

3. Der  Verlauf dieser drei Reaktionen wird kinetisch studiert; 
dabei spielen die Fernientschadigungen eine groBe Rolle. Sie gehen 
hauptsachlich vorn Aldehyd, vorn Sauerstotf und vom Methylenblau auq. 

4. Es zeigt sich eine vollkommene Ubereinstimmung bei der pro- 
gressiven Iuaktivierung des Ferments gegenuber allen drei studierten 
Funktionen. Das Sinken des Entfirbungsvermiigens nimmt den gleichzn 
Weg wie die Ahnabme der Aktivitat in der Mutsse und Oxydase- 
funktion. 
~ _ _  

1) Hicr wurde eine (G-lwoz. Aldebydl6suog verwendet und  zwar !O uutl 
5 ccrn auf 20 ccm Milch. 
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5. Erhiihung der Aldehydkonzentration steigert den Umnatz unter 
Stickstoff erheblich, unter Snuerstoff viel weniger. Es wird gezeigt, 
daB diese Steigerung der Sfureausbeute nur auf die gesteigerte Kon- 
zentration des Aldehyds in seinem Amt als Wasserstolfacceptor zu- 
ruckzufiihren ist. Dagegen wird die viel rascher verlaufende Hy- 
drierung von Methylenblau innerhalb gewisser Grenzen durch die 
Konzentration des Aldehyds beeinfluat. 

Meinen Privatassistenten, Hrn. Dr. F. J. Wei l ,  der sich im ver- 
gangenen Wintersemester mit hervorragendem Geschick und groater 
Hingebung an dieser Untersuchung beteiligt hat, und Frl. Dr. P. Sachs ,  
die mich seit Beginn dieses Semesters mit ihrer ausgezeichneten Mit- 
hilfe unterstutzt, danke ich fiir ihre Beteiligung aufs beste. 

A n h a n g :  E r w i d e r u n g  a n  d i e  HHrn .  Bach  u n d  Bredig .  

Gegen meine letzte Abhandlung haben zwei Facbgenossen, die 
HHrn. Bach’) und Bredig’) in besonderen Artikeln unter dem von 
mir gewfhlten Titel Stellung genommen, und ich benutze die Gelegen- 
heit dieser Veroffentlichung, um darauf zu antworten. 

Hr. Bach  imputiert mir die Auffassung, a h  ob ich alle Oxy- 
dationsvorgange, an  denen der molekulare Sauerstoff beteiligt ist, fur 
Dehyd,riepngen halte. Dies ist irrig. Ich habe ja vielmehr in meiner 
vorletzten Arbeit ausdriicklich angegeben, daS die direkte Autoxydation 
der Aldehyde auch auf dem Weg der Anlagerung von molekularem 
Sauerstoff erfolgen kann 3. oberhaupt stehe ich fiir die Autoxydation 
ungesiittigter Systeme, soweit sie bei WasserausschluS vor sich geht, 
durchaus auf dem Boden der Engler-Bachschen Theorie. Darnit 
entfiillt fur mich die Notwendigkeit, auf diejenigen Einwiinde des Hrn. 
B ach  , die diesem Miherstiindnis entspringeo, weiter einzugehen. 

Einen besonderen Mange1 meiner Dehydrierungstheorie sieht Hr. 
B a c h  in dem Umstand, daB sie Bder Theorie der elelitrolytisohen Dis- 
soziation und mitunter den modernen Anschauungen uber daa Wesen 
der chemischen Reaktionen keine Rechnuog tragea, weil sie niimlich 
die Zersetzuog des Wsesers durch Zink und namentlich durch die 
AlkalimetaUe nicht verstjindlich mache. Ober diese Reaktionen, die 
mit den von mir studierten Dehydrierungsvorgiingen gar nichts zu tun 
haben, habe ich mich noch mit keinem Wort geiiuSert. Es erscheint 
mir auch fur den Wert oder Unwert meiner Vorstellungen, deren 
Anwendung ich vorerst nur auf die von mir experimentell bearbeiteten 
Gebiete begrenzt habe, gane belanglos, ob jene Zereetznngen nach 
dem von Hrn. B a c  h bevorzugten Schema verlaufen, oder ob sie vielleicht 

1) B. 46, 3864 [1913]. 3 Ebenda 47,546 [1914]. 8) B. 45,2606 [191P]. 
Berlehte 6 D. Cbem. 0-a J.hr(l. xxQ(VII. 137 
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dadurch zustande kommen, daB aus dem Hydrat eines Metallatoms 
Wasserstoff abgespalten wird. 

Was Hr. B a c h  iiber die Orydation des Wasserstoffes in statu 
nascendi (Punkt 3) rorbringt, ist eine Auffassung vorn Mechanismus 
der Wasserbildung aus den Elementen, die ein vollkomnienes hlibver- 
stehen meiner Ableitungen verriit. Ich komme doch gerade aus dem 
Umstand, ?a13 sich das  Sauerstoffmolekiil durch nktiven Wasserstoff 
iiber Hydroperoxyd zu Wasser hFdrieren IiiDt: 

zu der Parallelstellung des Sauerstoffs mit andren Wasserstoffaccep- 
toren. 

In der vorletzten Abhandlung iiber das vorliegende Thema habe 
ich nacbgewiesen , d a b  Koblenoxyd durch Pallndiumschwarz bei 
Gegenwart von Wasser in Koblendiosyd und WasserstoFf umgewandelt 
wird; dabei wurde gleichzeitig das Auftreten von A m e i s e n s a u r e  
festgestellt. 

O : C + H 1 0  -+ O:C<gH -* 0 : C : 0 + 2 H  

ersetzt B a c  h durch die Theorie, das Kohlenoxyd nehme Hydroryl- 
ionen auf, wahrend der Wasserstoff des Wassers vom Metall gebunden 
werde; die nachgewiesene Ameisensiiure betracbtet er als durch Re- 
duktion aus Kohlendioxyd entstanden. Ich hnlte diese Erkliirung fur 
wenig einleuchtend, schon deshalb, weil bei der geringen KohlensLure- 
Konzentration der Versuchslosung eine auch geringfiigige Hydrierung 
von Kohlendioxyd kaum eintreten wird. 

Die zwei weiteren unter 6 und 7 gemachten Einwande erledigen 
sich wenigstens im Priuzip durch den Inbalt der vorstehenden Mit- 
teilung. Durch sie ist, wie ich glaube, auch die Bachsche  Hypo- 
these von einer Perhydridase, bei der mit einem durchaus spekulativen 

urid unwahrscheinlichen Oryperhydrid, E > O < E ,  operiert wird'), 

iiberfliissig geworden. 
Der Artikel des Hrn. B r e d i g  enthiilt keine Einwande, die sicli 

gegen das  Gegenstiindliche meiner Abhandlungen richten. D e r  Autor 
macht mir vielmehr den Vorwurf, daB ich i u  meinen Publikationen 
iiber den Mechanismus der Oxydationsvorgange seine Arbeiten iiber 
anorganische Fermente zu wenig beriicksichtigt babe. Es ist wenig 
erspriefllich, uber derartige Prioritiite- und BerucksichtiRungsfr~en zu 
rechten, und ich mijchte am liebsten, so wie es auch Hr. B r e d i g  
a m  Schlusse seiner Ausfiibrungen tut, dem Urteile der Fachgenossen 

0 : 0 + 2 H  -+ I I . O . O . H + 2 H  -* 2 H a 0  

Meine Formulierung dieser Reaktion : 

I )  Oppeobein icrs  Handbuch, wie oben zit., S. 165. 
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es  uberlassen, ob ich wirklich so schwere Unterlassungssiinden gegen- 
uber Hrn. B r e d i g  begangen habe. Aber die Ausfuhrlichkeit der 
B redigschen Reklamation zwingt mich doch zu einer kurzen Abwehr. 
IIr. B r e d i g  ist nicht damit zufrieden, daB ich bei Besprechung der 
S c h a r d i n g e r s c h e n  Methylenblau-Reaktion die von ihm gemeinsam nlit 
8 o m  m e r ausgeluhrte analoge Reaktion mit Hilfe von Metallsolen als 
*ersten ~Gnzelfalla anfuhre. Es handelt sich, soweit die yon mir ein- 
gehend studierte Aldebydreaktion in Frage steht, in der genannten 
Arbeit tatsachlich nur um das Beispiel des Formaldebyds, also urn 
einen Einzelfall, und Hr. B r e d i g  wird niir doch einrliumen, daB erst 
die Erkenntnis von der Dehydrierbnrkeit der Aldehydbydrate jenem 
Reduktionsrorgang das Geprige einer chemisch verstiindlichen und 
allgemeinen Reaktion gegeben hat. Ich sehe auch nicht ein, warum 
ich die erwlihnte Arbeit des Hrn. B r e d i g  in meiner niichstfolgenden 
ribhandlung wieder hiitte zitieren sollen (wie Hr.  B r e d i g  wunscht), 
nachdem sie in der Serie der zusammengehorigen Mitteilungen ihren 
Platz gefunden hatte, und spiiter keinerlei AnlaB mehr bestand, auf 
sie zuriickzugreifen. 

DaB ich die im Bredigschen  Laboratorium ausgefuhrte Arbeit 
von D e n  h a m  ’) uber das  Wasserstoflgleichgewicht von Titanisalzen 
mit Platin als Katalysator in  meiner ersten Mitteilung BHydrierung und 
Dehydrierunga ’) nicht zitiert habe, ist ein Versehen. Ich gebe gerne 
zu, dal3 i n  dieser Arbeit ein wichtiger und namentlich nach der quan- 
titativen Seite hin wertvoller Beitrag zu dern Kapitel von den rever- 
siblen Hydrierungsreaktionen schon vor Beginn meiner eigenen Unter- 
suchungen geliefert war. 

298. Heinrioh Wieland und Yoritz Offenbacher: 
Diphenylsticketoffoxyd, ein neuee organischee Radikal mit 

vierwertigem Stickstoff. 
[Aus dein Chem. Laborator. der Kgl. Aknd. dcr Wissensch. zu Miinchen.] 

(Eingegangen am 13. J u n i  1914.) 

Die weitere Beschaftigung mit dern vor zwei Jahreo entdeckten 
D i p  b e n  y 1 - h y d r o  x y 1 a m i  n 9 hat die Synthese einer scbon lange 
angeatrebten Verbindung vermittelt. Wir haben Dipbenyl-hydroxyl- 
amin dnrch Wegnahme von Wasserstoff von der Hydroxglgruppe in 

I )  Ph. Ch. 72, 641 [1910]. 
*) B. 45, 494 [1912]. 

l )  B. 45, 484 19121. 
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