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krystallisiert. Io beiden Fillen wurde die gleiche Krystallisation
beobachtet, unter dem Mikroskop waren die Krystalle der beiden
Proben — lingliche Prismen mit schriger Abscbneidung — nicht
von einander zu unterscheiden.

Im iibrigen stimmten die Loslichkeitsverhiltnisse und Eigenschaften
unseres I[nosits in allen Punkten vollkommen mit denen der Kontroll-
substanz. Wir haben schlieBlich noch, um bei der Feststellung der
Identitit gar nichts zu versiumen, unser Priparat mit Essigsdurean-
bydrid und wenig Chlorzink acetyliert!). Der erhaltene Hexaacetyl-
inosit wurde aus wenig Alkohol umkrystallisiert. Wie bei einem
Vergleichspriparat gewano man glinzende Schuppen vom scharfen
Schmp. 210—211°. Das Kontrollpriparat schmolz am gleichen Ther-
mometer bei 211° eine Mischprobe bei 210—211°,

Wir haben bei dem hier beschriebenen Versuch die Einzelaus-
beuten, die sich patiirlich nicht auf die angegebenen 0.3 g beschrinken,
nicht festgestellt, baben aber, obne die Mutterlauge véllig durch-
zuarbeiten, schon mehr als 1 g Inosit erhalten, so daB wir die Syn-
these des Iunosits im Anschlufl an die schéne Arbeit von Nietzki
und Benckiser als Priparat fiir den Laboratoriumsunterricht em-
pfeblen kdnnen.

202. Heinrich Wieland: Uber den Mechanismus der
Oxydationsvorgénge (III).
{Aus dem Chemischen Laborat. der Kgl. Akad. der Wissensch. zu Miinchen.]
(Eingegangen am 13. Juni 1914))

In der letzten Abhandlung?) babe ich den Nachweis gefiihrt, dal
typische biologische Oxydationen ohne Beteiligung von Sauerstoft vor
sich geben kbunen. Die am lingsten bekannte Oxydation, die durch
die Alkohol-Oxydase der Essigsiurebakterien erfolgende Uberfiin-
rung von Alkohol in Essigsiure, wurde mit aller Schirfe als Dehy-
drierungsreaktion erwiesen. Wihrend man bisher fast allgemein
die freilich unbewiesene Anschauung hatte, dal die im organischen
Leben vor sich gehenden Oxydationen unter katalytischer Mithilfe
von sauerstoff-aktivierenden Fermenten (im Sinne der Engler-Bach-
schen Peroxyd-Theorie) verlaufen, konnte ich fiir eine Reihe von
Fillen einwandfrei sicherstellen, daB die Fermentwirkung vielmehr in
einer Aktivierung des Wasserstoffs besteht, der dann gleich nascentem
Wasserstoff an geeignete Wasserstoffacceptoren abgegeben wird. Der

1) Nach Maquenne, a.a. O. %) B. 46, 3327 {1913].
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biologisch wichtigste Wasserstoifacceptor ist naturgemal der Sauer-
stoff. Ihm fdllt nach meiner Auifassung die Roile zu, den durch die
dehydrierenden Fermente aktiv gemachten Wasserstoff der zu ver-
brennenden Stoffe in der exothermen Reaktion der Wasserbildung
wegzuschaffen.

Von besonderer Bedeutung fiir die experimentelle Durchiibrung
dieser Theorie war das Studium der Aldehyd-Oxydation, bei der
scheinbar aktiver Sauerstoff in das Molekiil hineingeht.

Es lieB sich nachweisen, dall die Umwandlung der Aldehyde in
Carbonsiuren fast allgemein ihren Weg iiber die Aldehyd-hydrate
nimmt; sie sind es, die durch Wegnahme von Wasserstoff zu den
Sauren dehydriert werden. Fiir das Verstindnis vieler Vorginge —
ich erinnere nur an die alkoholische Garung, ar die Atmung der
Pilanzen und an den Abbau der Aminosduren im Organismus — ist
diese Erkenntnis schon jetzt wertvoll geworden. Wir kommen also
mit ibr, um auf das oben angezogene Beispiel der Essigséiure-Giarung
zuriickzugreifen, zu folgendem Ausdruck fir den Mechanismus dieser
Bio-Oxydation.

CH. %<%H —» CH;.CH:0 + H, (mit Sauerstofi: H;0),
~H '
CH:.CH:0 + H;0 —> CH,.COH;
~OH
H 0
CH; .CZ-OH —» CH;.CZ 5+ He (bezw. H,0).
OH

Voo der experimentellen Bearbeitung der Oxydationsreaktionen
vom Standpunkt der Dehydrierungstheorie aus haben sich dann noch
Linblicke ergeben in Gebiete, die scheinbar abseits lagen. Es war
von vornberein zu vermuten, dafl die reduzierenden Fermente,
die fast allerorts als eine besondere Gruppe biologischer Katalysatoren
bezeichnet werden, mit den Dehydrasen identisch seien. Denn falt
man das Substrat, die zu debydrierende Substanz, ins Auge, so wirkt
die Dehydrase als Oxydase, betrachtet man aber die Veriinderung
des Wagsserstoffacceptors, so hat man den Effekt einer Reduktion.
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 einfiigen. Dann
wird die Alkohol-Oxydase der Essigsiurebakterien alsbald auch gleich-
zeitig zur Reduktase; demn sie vérmag Chioon in Hydrochinon, Me-
thylenblau in die Leukoverbindung umzuwandels. Einen besonderen
Fall einer derartigen Reduktionswirkung bildet, wie ich schon in der
letzten Abhandlung vermutet habe, die nach Art der Cannizzaro-
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schen Reaktion enzymatisch beschleunigte Disproportionierung von
Aldehyd zu Carbonsiure und Alkohol:

_H H o H
R.C—OH 0:C.R — R.C<gy + HO.C.R.
~OH H

Die vorliegende Abhandlung befalt sich eingehender mit den en-
zymatisch beschleunigten Umsetzungen der Aldehyde, im besonderen
des Salicylaldehyds. Vor Besprechung der Resultate sei ein
kurzer Uberblick tber die wichtigsten bisher vorliegenden Unter-
suchungen gegeben.

Schmiedeberg?) hat zuerst gefunden, daB die iiberlebende Niere im-
stande ist, Salicylaldehyd zu Salicylsaure zu oxydieren, sein Schiler
Jacquet¥) hat spater diese Beobachtung erweitert und gezeigt, daB auch
wiaBrige Auszige von Organen, wie Leber, Niere, Lunge dazu befshigt sind.
Als Trigerin dieser beschleunigenden Wirkung sah man eine spezifische Oxy-
dase3), die Aldekydase oder auch Salicylase, wie das Ferment genannt
wuarde, an. Parnas?) und gleichzeitig mit ihm Battelli und Stern?)
haben spiiter in ausgezeichneten Arbeiten festgestellt, daB die crwihnten Or-
gane ein Ferment enthalten, das den Effekt der Cannizzaroschen Reaktion
an Aldehyden hervorbringt. Parnas schreibt diese interessante und bis da-
hin neuartige, biologische Wirkung einem besonderen Ferment, der Alde-
hydmutase zu, wihrend Battelli und Stern sie mit der Schmiede-
bergschen Oxydase identifizieren. Sie sind der Meinung, daB die in den
friheren Versuchen gefundene Salicylsiure kein Produkt der Oxyda-
tion, sondern der Disproportionierung sei, daB also neben Salicvlsiure die
iquivalents Menge Saligenin entstanden sei. Sie identifizieren daher die
Aldehydase mit der Aldehydmutase und sprechen ihr den Charakter einer
Oxydase ab. Schon vorher war von Abelous in Gemeinschaft mit mehreren
Mitarbeitern) in den namlichen tierischen Organen ein Ferment angetrofien
worden, das die Fihigkeit besitzt, die Oxydation von Aldehyden durch Ni-
trate und Chlorate katalytisch zu beschleunigen, Hierbei findet also gleich-
zeitig Oxydation und Reduktion statt, und daher wird das Ferment als Oxy-
do-Reduktase bezeichuet.

Andere Beziehungen zwischen diesen verschiedenen Fermentwirkungen
wurden bisher nicht angenommen, nur Bach?) vermutet, daB die Reduktions-

1) A. Pth. 14, 288 [1881]. %) ebenda 29, 386 [1891].

3) Dabei mufl hervorgehoben werden, daB schon Schmiedeberg die
Wirkung des Fermentes nicht in einer Aktivierung des Sauerstofies
sah, sondern in einer, damals freilich nicht niaher prizisierbaren Verinderung
des Substrats, Die Schwierigkeit, mit der Phosphor in den Organen ver-
brannt wird, war besonders fiir diese Auffassung bestimmend.

4) Bio., Z. 28, 274 [1910]. 5) Bio. Z. 29, 130 [1910].

6 C. r. 186, 1573 {1908); 187, 885 [1904]; 138, 382 [1904].

) Bio. Z. 81, 445 [1911]; siehe auch A. Bach, Oxydationsprozesse in der
lebenden Substanz, in Oppenhelmela Handbuch der Biochemie, Ergin-
zungsband 1918, S. 165.



2088

wirkung der Aldehyde gegeniiber Methylenblan zur Mutasereaktion in Beziehung
steke, da er in Leberbrei auch jene Wirkung vorgefunden hat. Die Oxyda-
tion von Aldehyden jedoch soli in den vereinzelten Fillen, wo man sic beob-
achtet hat, nach Battelli und Stern durch ein richtiges sauerstoff-aktivie-
rendes Ferment, die Alkohol- bezw. Aldehyd-Oxydase, vermittelt werden?).
Sie war zum erstenmal in den zitierten Untersuchungen von Schmiede-
berg beobachtet worden; dort wurde auch neben der Salicylaldehyd-Oxyda-
tion die des Benzylalkohols zur Benzoesdure festgestellt.

Der migliche Zusammenhang dieser verschiedenen Reaktionen
auf Grund der Dehydrasenfunktion eines Fermentes ist vorhin kurz
erortert worden. Durch die Erkenntnis, dafi Aldehyde in ihrer Hy-
dratform dehydrierbar sind, erschlieBt sich auch der Mechanismus der
Mutasereaktion dem Verstindois. Es liegt nahe, anzunehmen, dal} sie
dann eiotritt, wenn ein zweites Molekiil Aldehyd in seiner Anhydrid-
form den bei der Dehydrierung frei werdenden Wasserstoff aufnimmt,
als Wasserstoffacceptor fungiert:

_OH H
RC OH+RCO—>RC< + R.C.OH.
H OH ™ 'y

Dann kommt zu den bisher festgestellten oxydations- und re-
duktions-beschleunigenden AuBerungen der Dehydrase als dritte die
Mutasewirkung. Wie sich bei Gegenwart verschiedener Acceptorvn
das Endergebnis einer Dehydrierungsreaktion ausnimmt, ob wir die
Erscheinungen einer Oxydation, einer Reduktion oder einer Dis-
proportionierung erhalten, oder ob die Eudprodukte eine Mischung
des Effekts dieser Funktionen bilden werden, das hingt offenbar unter
Beriicksichtigung der Konzentrationsverhiltnisse von der relativen Ge-
schwindigkeit ab, mit welcher der aktivierte Wasserstoff von jedem der
anwesenden Acceptoren aufgenommen wird. Fiir diese Folgerungen aus
der Dehydrierungs-Theorie, daB nimlich entgegen allen herrschenden
Anpahmen Oxydase, Reduktase und Mutase ein und dasselbe
Ferment, eine Dehydrase, sind, kann ich durch die vorlie-
gende Untersuchung den Beweis am Beispiel einer typi-
schen Dehydrase, an dem vielfach bearbeiteten Schardin-
gerschen Epnzym der Milch, erbringen.

Das Dehydrase-Ferment der Milch,
Schardinger hat bekanntlich vor 12 Jahren die Wahrnehmung
gemacht?), daB Methylenblau in roher Kubmilch bei gelinder Warme
durch Aldehyde entfarbt wird, eine Reduktion, die fir sich aufer-
ordentlich langsam erfolgt. Nach dem Aufkochen verliert die Milch

) Bio. Z. 28, 145 [1910].
%) Z. & Unters. d. Nahr.- u. GenuBmittel 5, 22 [1902].
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ibre reduktionsbeschleunigende Wirkung, und man kann daber mit
dem sogen. »Methylenblau-Formaldehyd-Reagensc rohe und ge-
kochte Milch von einacder unterscheiden. Die anfinglichen Bedenken,
ob man es in diesem Ferment wirklich mit einem genuinen Produkt
der Milchdriisen und nicht vielmehr mit Bakterienwirkung zu tun habe,
wurden durch exakte Nachprufung mit absolut steriler Milch, nament-
lich von Trommsdorif!), beseitigt. Ich selbst habe mit vollkommen
aseptisch gewonnever Milch mich ebenfalls davon iiberzeugt, dal die
von mir studierten Fermentwirkungen wirklich aus dem Tierkérper
stammen, Von diesen Wirkungen war bisher nur die der Reduktion
bekannt, die aber — Versuche nach dieser Richtung sind nicht weiter
angestellt worden — selbstverstindlich begleitet sein mufite von dem
Ubergangs der dem entfirbten Farbstoff #quivalenten Aldehydmenge
in die Saure. Uber die Oxydase-Natur des Schardingerschen
Enzyms, iiber seine Fihigkeit also, mit Hilfe des molekularen Sauer-
stoffs Aldehyde dehydrierend zu oxyvdieren, habe ich in der letzten
Abhandlung eine kurze, auf nur einen Versuch gestiitzte Apngabe
gemacht. Dieser erste Befund ist jetzt durch viele Wiederholungen
jenes Versuchs lestdtigt worden. Was endlich die Mutasefunktion
des Milchferments anbelangt, so habe ich gezeigt, daB Salicylalde-
byd auch bei Luftausschluf in der Milch teilweise in Salicylsiure
iibergefiihrt wird. Der noch feblende Nachweis, dal} daneben die
entsprechende Menge Saligenin entstebt, wird jetzt bei der Fortfiih-
ruog der Untersuchung erbracht. Es ist also mit Sicherheit
dargetan, daBl in der Milch drei typische Aldehydreak-
tionen, die an sich fast unmeBbar langsam verlaufen, stark be-
schleunigt werden, namlich

1. die Reduktion chinoider Farbstoffe und auch von Ni-
traten?) und Nitro-benzol?),

2. die Oxydation der Aldebyde zu Siuren durch den molekularen
Sauerstoff und zwar naturgemifl in Féllen, wo sie an sich eine mini-
male Geschwindigkeit hat, und

3. die intermolekulare Zerteilung zweier Molekiile Aldehyd in
Siure und Alkohol (Cannizzarosche Reaktion)*).

1) Zentralbl. . Bakt. 49, 291 [1909]. ?) Bach, Bio. Z. 33, 282 [1911].

3) Icb habe bei Anwendung von Nitrobenzol als Acceptor in kleinen
Meugen Anilin erbalten.

%) Die wahre Cannizzarosche Reaktion (mit starkem Alkali) denke ich
mir so verlanfend, daB als erstes Reaktionsprodukt infolge verschobener Al-
dolkondensation der Ester gebildet wird:

H
R.C:0 +HC:(O)R —» R.C(H2.0.C:(O)R;

er wird dann weiter verseift.
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Nach den seitherigen Ergebnissen, die iiber die Natur der Dehy-
drierungs-Vorgiinge gewonnen sind, ist die Wahrscheinlichkeit, dafl
diese drei katalytischen Funktionen durch ein Ferment, durch die
Debhydrase, geleistet werden, eine sehr grofe.

Ein exakter und fest gegriindeter Beweis fiir diese Einheit war
dann zu erbringen, wenn gezeigt werden konnte, dafl die drei Reak-
tionen, die wir im Auge haben, nicht ohne Zusammenhang — wie
dies bei mehreren Fermenten der Fall sein miifite — neben einander
herlaufen, daf3 sie vielmehr in einem Abhéngigkeitsverhalt-
nis von einander stehen, das der quantitativen Untersuchung zu-
ginglich ist. Bei allen drei Reaktionen handelt es sich nach der hier
vertretenen Theorie um die Wegnahme von Wasserstoff durch ver-
schiedene "Acceptoren. Die Aufoahme des Wasserstoffs durch einen
Acceptor, deren Chemismus bestimmbar ist, muB eine Anderung er-
fahren, wenn sich gleichzeitig im Reaktionssystem ein zweiter Wasser-
stoffacceptor befindet.

Die Sachlage wird durch folgeuvde Erliuterung des einfachsten
und wichtigsten Falles ohne weiteres klar. Wenn wir eine Losung
von Salicylaldehyd in Mileh in reiner Stickstoffatmospbire der Wir-
kung des Fermentes iiberlassen, erbalten 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 Luit
oder Sauerstoff vor sich gehen, so entsteht mehr Salicylsiure. Wire
dieses Plus auf Rechnung einer neben der Mutase vorhandenen Oxy-
dase zu setzen, so miiflte neben mehr Salicylsdure die gleiche Menge
Saligenin wie im sauerstofflosen Parallelversuch erhalten werden.
Dies ist aber nicht der Fall. Vielmehr niramt das Saligenin mit dem
Ansteigen der Salicylsiureausbeute ab. Die Erklirung fiir diese Be-
obachtung kann nur die sein, daf sich an der Dehydrierungsreaktion,
die in Stickstoffatmosphiire nur mit einem zweiten Molekiil Salicyl-
aldehyd als Wasserstoffacceptor verlauft, gleichzeitig auch der Sauer-
stoft beteiligt und zwar gemifl der durch seine Hydrierungskonstante
und Konzentration bestimmten Reaktionsgeschwindigkeit. Durch diese
Beteiligung steigert der Sauerstoff den Umsatz der Dehydrierungs-
Reaktion; die Menge der gebildeten Siure erhobt sich; gleichzeitig
wird dabei der Mutasereaktion ein Teil der reagierenden, d. h. aktivierten
Aldehydhydrat-Molekiile entzogen: der Ertrag an Saligenin vermindert
sich. Die folgenden Versuche mégen dies erliutern. Vor ihrer

Wiedergabe mufl aber die Methodik der Untersuchung besprochen
werden,
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Die Methodik der Versuchsanordnung.

Die Schwierigkeiten, Salicylsiure, Salicylaldehyd und Saligenin aus der
Milch maéglichst quantitativ von einander abzutrennen, wurden nach sehr
vielen Versuchen in einem fir den vorliegenden Zweck ausreichenden Grad
@iberwunden. Da die Milch kein stabiles Versuchsmaterial darstellt, vielmehr
in ihrem Fermentgehalt, wenn auch innerhalb relativ kleiner Grenzen, wechselt,
s0 wurden alle zum direkten Vergleich dienenden Versuche jeweils im Laufe
des Vormittags mit der gleichen Milch angestellt. Als GefiBe dienten Rund-
kolben von 750 ccm Inhalt mit seitlich angeschmolzenem Gas-Einleitungsrohr;
an einem oben angeschmolzenen, rechtwinklig umgebogenen Rohr durch
Klammern gehalten, wurden sie in den Thermostaten eingehiingt. Den weiter
verbesserten Apparat, der zu den spiteren
Versuchen beniitzt wurde, veranschaulicht
die nebenstehende Skizze. Der kleine.
seitlich angebrachte Tropitrichter dient
dem Einbringen des Aldebyds oder andrer
Reagenzien in den evakuierten oder mit
einem bestimmten Gas gefiillten Kolben.

Fir die Versuche in Stickatoff (Mutase-

reaktion) wurde die Milch im Vakuum

bei 30° etwa 5 Minuten lang ausgekocht,

dann fillte man mit reinem, iber Hydro-

sulfit stehendem Stickstoff, evakuierte

nochmals und lieB dann wiederum

Stickstoff cin. Im dbrigen lief man die verwendeten Gase (Stickstoff, Luft,
Sauerstoff) durch das seitlich angeschmolzene Rohr in sehr langsamem Strom
durch die Milch hindurchgehen. Bei kinetischen Versuchen, von denen unten
die Rede sein wird, wurden zumn Zwecke der Entnahme von Milchproben die
beiden Hahne geschlossen, die Gaszuleitung wurde dann in das obere Rohr
verlegt und dann die erforderliche Menge Milch aus dem Seitenrohr in ein
MeBgefaB gedriickt.

Zur Aufarbeitung der Reaktionsprodukte wurde nach Beendigung des
Versuchs aus der poch heiBen Milch mit 4-n. Schwefelsdure (5 ccm auf 100 cem
Milch) das Casein ausgefalit, dem man iiber Nacht Zeit zum Absitzen lieB.
Daon wurde durch reines, vorber ausgekochtes Koliertuch, das durch ein
Gummiband festgehalten war, in ein Becherglas filtriert; von dem noch
schwach getriibten Filtrat wurde eine abgemessene Menge im Scheidetrichter
mit Ather ausgeschiittelt, gewohnlich 150 cem; viermaliges Ausschiitteln er-
wies sich als geniigend, wobei fir 150 cem Filtrat nach einander 120, 100,
80, 50 ccm Ather genommen wurden. Emulsionen lassen sich bei vorsich-
tigem Schiitteln fast vollstindig vermeiden. Die vereinigten Atherauszige
trocknet man kurz aber Natriumsnlfat und engt sie dann auf ca. 10 ccm ein.
Dieser Rest wird quantitativ unter Nachspiillen mit Ather in Stdpselilaschen
von 30 cem Inhalt gebracht, darin vorsichtig auf 5 cemi eingedampit (Siede-
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steine!) und dann zur Entfernung des Salicylaldehyds mit 13 cem?') Bisulfit-
losung 15 Stunden auf der Maschine geschiittelt. Besondere Versuche zeigten,
daB hierbei der Salicylaldehyd (0.2-04 g in 5 ccm Ather) bis auf ver-
schwindend kleinc Mengen von 0.5 —1.5 mg aus dem Ather herausgenommen
wird. Auf der andren Seite wird Salicylsiure auch nicht in Spuren in der
Bisulfitlosung als Salz gebunden.

Die Atherlésung, die die Salicylsiure und das Saligenin ent-
hiilt, trennt man jetzt in cinem kleinen Tropftrichter ab. Dabei wird die Bi-
sulfitlosung noch zweimal mit 15 upd 10 cem frischen Athers ausgeschiittet.
Aus den vereinigten Atherausziigen zieht man dann durch wiederholtes Aus-
schitteln mit Natriumbicarbonat, das man in wenig Wasser suspendiert und
in 4 Portionen zugibt, die Salicylsdure aus, die wiflrigen Ausziige miissen
zur vollstindigen Entfernung gelosten Saligenins noch zweimal mit 10 und
5 cem Irischen Athers behandelt werden; man figt ihn der Hauptldsung zu.

Die Salicylséiure wird durch vorsichtige Zugabe von 4-n. Schwefel-
siure in Freiheit gesetzt und durch viermaliges Ausschiitteln mit je 6 cem in
Ather gebracht. Der mit Natriumsulfat getrocknete Ather hinterliit nach
dem Eindampfen in einem kleinen Becherglischen die Salicylsdure in voll-
kommen reinem Zustand. Wegen ihrer Fliichtigkeit darf nicht ganz zur
Trockne eingedampft werden, man nimmt daher den Rest des Athers im
Vakuumexsiccator weg. Die quantitative Bestimmung kann dorch Wigung
ader durch Titration erfolgen; die Saure wird so rein gewonnen, daf man
aul beiden Wegen zu densclben Werten gelangt. Der Bequemlichkeit wegen
warde meist mit sehr wenig p-Nitrophenol als Indicator titriert, nachdem man
die krystallisierte Siure vorher in heiBem Wasser geldst hatte.

Das Saligenin, das oben in der Atherlésung zurickblich, wird ihr mit
5-prozentiger Natronlauge entzogen, die man in kleinen Mengen zu je 4 ccm
in vierfacher Wiederholung zur Ausschiittelung verwendet. Um diese alka-
lischen Lésungen, die durch die geringen Spuren zuriickgebliebenen Salicyl-
aldehyds meist hellgelb gelirbt sind, ganz blank zu erbalten, werden sie mit
10 cem frischen Athers durchgeschittelt, Nach ejnigem Stehen kann man
abtrennen; dem Ather wird nochmals mit wenig Natronlauge etwa zuriick-
gebliebenes Saligenin entzogen, dann ‘siivert man die vollig klare alkalische
Losung mit 4-n. Schwefelsiure eben an. Eine durch ausgeschiedene Fett-
siuren hervorgerufene geringe Triibung formt sich mach halbtigigem Stehen
der Losungen zu einem feinen Niederschlag, der durch ein kleines, feinporiges,
nicht angefeuchtetes Filterchen abfiltriert wird (nicht nachwaschen). Das
wasserklare Filtrat wird dann wie oben bei der Isolierung der Salicylsiure
4-mal ausgeithert; die mit Natriumsulfat getrockneten Auszige dampft man
in kleinen tarierten Becherglasern von etwa 15 ccm lohalt auf dem Wasserbad
vorsichtig cin und bringt das Saligenin pach 6-stindigem Verweilen im
Vakuum @ber \tzkali und Schwefelsiure zur Wigung. Bei genauver Ein-
haltung der gegebenen Methode wird das Saligenin sofort in schiner Krystalli-

3y Fiir mehr als 04 g Aldehyd ist eine groBere Menge Bisulfitlosung
notig.
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sation rein gewonnen; es lost sich klar im Wasser und ist vollkommen frei
von Salicylsiure.

Im Gang der Untersuchung stellte sich das Bediirfnis heraus,
auch dieses krystallisierte Saligenin scharf auf seine Reinheit zu
priifen und in mnicht absolut reinen Priparaten den Gehalt an Saligenin
gepau zu ermitteln. Hr. P. B6bhm bat auf meine Veranlassung ein
Verfahren ausgearbeitet, das sich aufs beste bewahrt hat. Man setzt
das Rohsaligenin in ca. 0.4%, willriger Losung mit einem kleinen
UberschuB ?—%,0-n.-Bromwassers um, gibt nach 20 Sekunden einige
Troplen Jodkaliumldsung zu uod titriert mit “/1o-Thiosulfat auf Ent-
farbung zuriick. Es ist bekannt!), daB bei dieser Bromierung des
Saligenins neben einander Dibrom-saligenin und Tribrom-phenol
entstehen. Es hat sich gezeigt, daB der Bromtiter des Saligenins
unter den angegebenen Umstdnden ein absolut konstanter ist, und da@
stets 6.88 Aquivalente Brom verbraucht werden.

Beleganalysen: Prifung auf konstanten Bromverbrauch. Je 5 cem
einer Saligeninldsung verbrauchten 2.95, 2.90 und 2.92 ccm Bromwasser.

Je 5 cem einer 0.4012-prozentigen Losung wurden mit 5 ccm 3/10-n. Brom-
wasser versetzt; mach Zugabe von einigen Tropfen gesittigter Jodkaliumiésung
wurde mit %)ip-Thiosulfat zuriicktitriert. Verbrauch 6.3, 6.15, 6.4 com, im
Mittel 6.28. Es wurden daher 8.72 ccm "/1o-Bromlésung von 0.0200 g Sali-
genin verbraucht. 1 ccm "/j0-Bromlésung entspricht 0.0023 g Saligenin.

Nun ist es aber nicht méglich, die Salicylsdure und das Saligenin
bei den hier zu besprechenden Versuchen vollstindig aus der Milch
heraus zu holen. Wie bereits Dony-Hénault und van Duuren?)
uod auch andre Autoren bemerken, bleibt bei Extraktionen aus
Organsiften und dergl. immer viel Salicylsiture zuriick, und ich habe
in mehreren Kontrollversuchen, bei denen die in Betracht kommenden
Mengen einige Stundeu in Milch auf 60° erwirmt und dann wieder
herausgearbeitet wurden, stets nur die in allen Versuchen fast kon-
stante Menge von 60—65%, des Einsatzes zuriickerbalten. Da hier
immer Parallelversuche diskutiert werden, fiir deren ausgezeichnete
Ubereinstimmung der unten stehende Belegversuch biirgt, so tut das
Manko an Salicylsiure der Brauchbarkeit der Methode keinen Ab-
brach.

Das Saligenin wird zu rund 90%, zuriickerhalten und zwar
auf Grund mehrerer blinder Apsitze stets in diesem gleichen Ver-
baltnis. So klirten sich die zu Beginn der Untersuchung lange un-
verstindlichen Ergebnisse auf, dafl namlich bei den Versuchen in

1) Auwers und Biittner, A. 302 [1898).
7 Travaux de L'Institut Solvay 1907, 56; Bull. Acad. roy. de Belg.
1907, 537.
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Stickstoff, bei denen Salicylsiure und Saligenin im #quivalenten Ver-
baltnis (11:10) zu erwarten waren, immer 20—25%, mehr Saligenin
als Siure gefunden wurden. Beriicksichtigt man die obigen Aus-
bringungskoetfizienten (65°% und 90%,), so kommt man zu stimmea-
den Resultaten.

Die ganze Beweisfiibrung fiir die hier aufgestellten Thesen berubt
auf der Unveranderlichkeit der Salicylsiure und des Sali-
genips gegenitber den anwesenden Stoifen; es waren daber absolut
einwandireie Belege nach dieser Richtung nétig. Denn weon z. B.
Saligenin durch Sauerstoff fiir sich schon oder in der Milch oxydiert
oder dehydriert wiirde, so stiinde es um den Beweis von der Einheit
von Mutase, Oxydase und Reduktase schlecht. In Wirklichkeit erfihrt
Saligenin in der Milch keinerlei Verinderung, das Gleiche gilt von
der Salicylsdure, wenigstens insofern als bei kontrollierenden
Parallelversuchen in Stickstoff und in Sauerstoff genau die gleichen
Mengen wieder isoliert werden. Voo mehreren Kontrollen, die ao-
gestellt wurden, gebe ich das Ergebnis eines Serienversuches wieder,
der neben dem Beweis der absoluten Unverinderlichkeit der beiden
Substanzen gleichzeitig ein gutes Bild davon gibt, mit welch beiriedi-
gender Ubereinstimmung sie nach der beschriebeaea Methode aus der
Milch isoliert werden konnen. Der Versuch zeigt jeweils in vier Be-
stimmungen, daB die Salicylsiure sowobl aus Stickstoff- wie aus
Sauerstoft-Milch zu 65°%,, das Saligenin zu 90°, zuriickerhalten
werden.

0.150 g Salicylsiure im 25-cem-MeBkolben in der Wirme gelést; von
der warmen Losung wurden je 10 cem herauspipettiert zu je 400 cem Mileh,
die in Stickstoff- und Sauerstoff-Atmosphiire im Thermostaten bei 609 gehalten
wurden. Ebenso wurde mit einer Lisung von 0.139 g Saligesin in 25 cem
‘Wasser verfahren. Nach 2'/; Stunden wurden je 200 ccm entnommen; nach

6 Stunden der Rest aufgearbeitet. Es wurden isoliert (auf 200 cem Milch um-
gerechnet):

nach 2!/; Stunden pnach 6 Stunden
Salicylsiure Saligenin Salicylsdure Saligenin
aus dem Stickstoff-Versuch  0.0185 0.0244 0.0200 0.0230
» » Sauerstoff- » 0.0180 0.0235 00180 1.0230

Eingesetzt sind 0.030 g Salicylsaure und 0.0275 g Saligenin.

Die angegebenen Saligeninwerte sind die durch Titration mit Brom
ermittelten: sie sind also absolut genau. Es ist vielleicht nicht iiber-
flissig, hier auch die gewogenen Mengen wiederzugeben, da die
Differenz fiir die ganze Methode charakteristisch ist.

So wurden fir die beiden Saligeninbestimmungen im Stickstoff 0.0127 g
und 0.0142 g gewogen, 0.0127 g und 0.0122 g titriert; for die in Sauerstoff

0.0127 g und 0.0156 g gewogen, 0.0121 g und 0.0138 g titriert. (Die Volumina
der ausgeitherten Milch waren nicht gleich.)
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Salicylaldehyd ist; was Schmiedeberg schon feststellte, auch
bei hoherer Temperatur fast vollkommen unempfindlich gegen Sauer-
stoff. Methylenblau in Milech wird weder durch Saligenin, noch
durch Salicylsiure entfarbt, so da man auch fiir das Studium der
Reduktionswirkung auf sicherer Grundlage steht.

Die mit Absicht in allen Einzelheiten beschriebene Methode ist
umsténdlich und verlangt bei den vergleichenden Versuchen, um die
es sich hier handelt, eine absolut gleichmiBige Durchfiibrung. Ein
einziger Fehler stiirzt den ganzen Versuch, was fiir die Durchfiihrung
einer zusammenhiogenden Serie von neun Ansdtzen mit 18 Be-
stimmungen, wie sie weiter unten beschrieben werden, zuweilen recht
fatal war.

Bei allen experimentellen Angaben in der vorliegenden Abhand-
lung sind die Ausbeuten an Salicylsiure und Saligenin stets auf
200 cem Milch bezogen. Die Versuchstemperatur war iberall die
optimale von 60°,

Der Salicylaldehyd wurde, was schliefilich auch noch erwabnt
sei, iiber die Bisulfitverbindung gereinigt, im Vakuum scharf fraktio-
piert und unter Stickstoff eingeschmolzen aufbewahrt.

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

Erstens, daB bei Gegenwart von Luft oder Sauerstoff mehr
Salicylsiure gebildet wird, als in Stickstoff allein, daB also neben
der Mutasewirkung die einer Oxydase in der Milch besteht (A) und
zweitens, dall Mutase und Oxydase ein und dasselbe Ferment sind (B),
vergl. dazu oben S, 2090. Die Versuchsanordung war wie bescbrieben.
Die Konzentratiou des Aldehyds betrug 0.1%,, die Temperatur,
wie bei allen Versuchen, 60°.

Salicylsdure
A. nach 60 Minuten nach 270 Minuten
in Stickstoft . . . 0.013 0.021
» Luft . . . . . 0.017 0.033
» Stickstoff . . . 0.012 0.019
» Sauerstoff . ., . 0.025 0.033
nach 120 Minuten nach 360 Minuten
B. Salicylsgure Saligenin SalicylsBure Saligenin
in Stickstoff . . . 0.015 0.020 0.023 0.025
[0.023 0.022) [0.085 0028]
» Luft . . . . . 0.025 0.017 0.032 0.020
[0.087 0.020] [0.048 0.022)
» Sauerstoff . . . 0.030 0.014 0033 0.012
. [0.045 0016)] [0.050 0.014]

136*
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Die eingeklaminerten Zahlen sind die unter Adwendung der Ausbringungs-
koeffizienten berechneten Werte; sie dirften ungefibr den wirklichen Umsatz
wiedergeben. Im iibrigen sind die in dieser Arbeit anfgefiihrten Daten un-
korrigiert.

Wir sehen also aus dem Versuch A, daf} bei Gegenwart von Luft
und namentlich von Sauerstoff die Ausbeute an Salicylsiure erheblich
zunimmt, aus B, daB gleichzeitig weniger Saligenin gebildet wird.
Die Mutasewirkung des Ferments hat also durch den Zutritt des Luft-
sauerstoifs eine deutliche Linschrinkung erfahren. Dasselbe Bild bot
sich bei den vielen Wiederholungen dieser vergleichenden Versuche,
wofiir sich weiterhin viele Belege finden.

Die zweite Kombination, die zu studieren war, ist die der
Mutation und Reduktion. Wenn hier .zwei verschiedenartige
Fermente in Frage kémen, so muBte neben der eigentlichen Schar-
dingerschen Reaktion der Methylenblau-Entfirbung, bei der aus
dem Salicylaldehyd Salicylsiure entsteht, die Disproportionierung
nebenher laufen, d. h. man mubte gleichzeitig etwa die bei B in
Stickstoif gefundene Menge Saligenin erbalten. Die Konzentration
des Aldebyds war bei den Versuchen eine hierfiir ausreichende,
und daBl Saligenin in der Milch gegeniiber Methylenblau ohne jede
Einwirkung ist, wurde schon oben angegeben. Die Hydrierungsge-
schwindigkeit von Methylenblau durch Salicylaldehyd in der Milch ist
eine sehr grofle. So wurden bei einem Paralielversuch mit 300 cecm
Mileh und einem Gramm Salicylaldehyd mit “/s0-Methylenblauldsung?)
unter Stickstoff 0.280 g Salicylsiure (bezogen auf 200 ccm Milch) er-
halten, wihrend Luft gleichzeitig nur 0.0868 g gah. Die Farbstofi-
16sung lieB man derart zuflieBen, dal die Milch dauernd deutlich
blau gefarbt war. Von den verwandten 145 ccm war ein Teil im
Uberschu3 da, d. b. er wurde nicht mehr verbraucht. Saligenin war
bei diesem Versuch pur io geringen Spuren colorimetrisch nachzu-
weisen. Bei einem Parallelversuch mit geringerer Aldehydkonzentra-
tion, 0.5 g auf 400 ccm Milch, der gleichzeitig nebenan in Sauerstoft
ging, isolierte man nach 6 Stunden 0.125 g und 0.040 g Salicylsdure
(peben 0.011 g Saligenin).

Bei einem dritten Versuch wurde auch in der Methylenblau-Milch
das Saligenin rein isoliert und quantitativ bestimmt; es wurden dabei
in 200 ccm Milch 0.288 g Salicylsiure und daneben 0.008 g krystal-
lisiertes Saligenin erzeugt.

Diese Versuche lehren, dall durch die aullerordentlich grole Ge-
schwindigkeit, mit der das Methylenblau den durch das Ferment ak-
tivierten Wasserstoff wegnimmt, die Mutasereaktion vdllig in den

1) 12 g (von Chlorzink freier) Farbstoff im Liter.



Hintergrund gedringt wird. DaB hierfiir nicht etwa eine Schidigung
eines besonderen Mutasefermentes durch das Methylenblau verant-
wortlich gemacht werden kann, geht aus Folgesdem hervor.

300 cem Mileh, in die 1.7 g Salicylaldehyd hineingeschiittelt waren, wurden
hei 60° unter Stickstoff mit 45 ccm "/zo-Farbstofflésung versetzt; nach etwa
einer halben Stunde war die Losung entfirbt; der Versueh ging noch 6 Stun-
den unter Stickstoff weiter. Die Aufarbeitung ergab (wie immer fir 200 ccm
Milch) 0.086 g Saure und 0.027 g krystallisiertes, nicht vollig reines Saligenin.

Man sieht daraus, da8 nach dem Verbrauch des Methylenblaus das
Ferment seiver disproportionierenden Funktion weiter nachgehen kann.

Die Wiederholung des Versuches zum Zweck der genauen Sali-
geniobestimmung ergab mit 1 g Salicylaldehyd auf 300 cem Milch und
mit 50 ccm B/30-Blaulésung unter sonst gleichen Bedingungen 0.086 g
Salicylsiure und 0.028 g Saligenin (krystallisiert gewogen und mit
Brom titriert). '

Uber die normale Saligeninausbeute bei dieser Aldehydkonzen-
tration vergl. unten 8. 2105.

Die Schiidigung des Dehydrase-Fermentes.

Im Vorstehenden ist dargetan worden, daf die verschiedenen ka-
talytischen Wirkungen gegeniiber typischen Aldehydreaktionen, die
der Milch eigen sind, anf ein dehydrierendes Ferment zuriickgefiihrt
werden miissen. Es ist schon durch friihere Arbeiten bekannt, daB
das Schardingersche Enzym labil ist, dal es speziell durch Form-
aldebyd und durch Methylenblau stark geschidigt und rasch’ zerstort
wird. Diese Tatsache duflert sich ja auch bei allen bisher angege-
benen Versuchen, wo Mutasereaktion, Oxydation und Farbstoffreduk-
tion einen verhiltnismiBig beschrinkten Umsatz erreichten und ziem-
lich rasch zum Authéren kamen. Fiir die Kioetik der Fermentwir-
kung, die sich freilich nur in groben Ziigen studieren lieB, war es
von Wichtigkeit, das Wesen dieser schidigenden Einflisse etwas
piher kennen zu lernen. Namentlich ergab sich dabei die Moglich-
keit, die Einheit des Fermentes weiter zu priifen; denn eine
Schiidigung, die sich zeitlich verfolgen lieB, mufBite die drei hier
untersuchten Wirkungen in quantitativ gleicher Weise
treffen. Fiir verschiedene Fermente war dies aber nicht zu er-
warten. Ich werde zeigen, daB die gemachten Beobacbtungen den
Erwartungen entsprachen.

Unter den Bedingungen, die hier fast durchweg zur Anwendung
kamen (Temperatur 60°, Aldehydkonzentration: 0.5 g auf 500 ccm
Milch), ist in der Milch in Stickstoffatmospbire die Wirksamkeit des
Fermentes nach 3—4 Stunden sehr merklich abgefallen. Aber noch
nach 10 Stunden ist sie vermdge der sehr empfindlichen Methylenblau-
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reaktion noch in geringem MaBle zu kosostatieren. In Luft verlduft
der Abfall unter sonst gleichen Bedingungen merklich rascher, nach
6 Stunden ist das Ferment total vernichtet. Sauerstoif setzt dem Fer-
ment schon nach 1-stiindiger Einwirkung sehr stark zu, nach 2 Stun-
den hat er alle Wirkungen der Dehydrase auigehoben. Durch iiber-
schiissiges Methylenblau endlich wird die Fermentwirkung schon
nach 1 Stunde vollkommen zum Stillstand gebracht. — Der angege-
bene Grad der Schiadigung stellt sich also bei gleichzeitiger Gegen-
wart von Salicylaldehyd ein.

Erhohte Temperatur fiir sich allein schidigt nur wenig, was die
zwel nachstehenden Versuche zeigen.

1. Iir die Mutase-Reaktion.

300 cem Mileh wurden unter Stickstoff 270 Minuten auf 60° gehalten:
dano gab man 100 cem 0.5-proz. Salicylaldehydlisung zu und lieli noch 210
Minuten bei der gleichen Temperatur. Dabei wurden (auf 200 cem Mileh
umgercchnet) 0.015 g Salicylsiwre uud 0.011 g Saligenin isoliert, also nicht
sehr viel weniger wie in den Versuchen mit nicht vorher erwirmter Milch
(hierbei betriigt der Durchschnitt an gebildeter Salicylsiure 0.020 g).

2, Fir dic Oxydase-Reaktion.

Bei dem gleichen Ansats wie eben wurde nach 4'/;-stindiger Erwiirmung
uuter Stickstoff dieses Gas durch Sauerstoff ersetzt, nach 3'; Stunden waren
0.019 ¢ Siure und (L008 g Saligenin auf 200 ccm Milch gebildet.

Schadigung dureh Saverstoff. Durch Erwirmen bei Gegen-
wart von Sauerstolf leidet das Ferment erheblich stirker. Gleich-
zeitig mit dem ersten der beideu soeben beschriebenen Versuche wurde
die gleiche Milch ebenso lange unter Sauerstoff erwarmt; hier lieferte
der zugefiigte Aldehyd nach 3%, Stunden nur 0.006 g Séure und
0.003 g Saligenin; bei dem Parallelversuch zu 2, ebenfalls ganz unter
Sauerstoff, 0.004 g Sdure und 0.002 g Saligenin.

Auch schon bei geringerer Sauerstoffkonzentration, in Luft, ist
der schidigende EinfluB deutlich zu erkennen.

Je 300 ccm Mileh wurden unter Stickstoff und unter Luft 4 Stunden
lang aul 60° erwirmt; dann wurde nach Zugabe von je 1 g Salicylaldehyd
noch 3'/; Stunden lang anf der gleichen Temperatur gehalten.

Der Versuch unter Stickstoff leferte 0,021 g Salicylsdure, der unter Luft
0.017 g.  Die durchschnittlichen Mengen ohne Vorerwiarmung sind 0.030 g
und 0.040 g.

Wir finden also die Angaben fritherer Autoren, pach denen Re-
duktions- und Mutase-Fermente durcli Sauerstoff geschidigt werden,
auch bei der Milch-Dehydrase bestatigt. Vergl. dazu auch im folgenden
Kapitel S. 2106.
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Hier interessiert uns noch die qualitative Feststellung, daB durch
die Vorerwarmung der Milech in Sauerstoff bezw. Luft auch die Re-
duktionswirkung gegeniiber Methylenblau leidet.

Es wurden,” wie oben, im Parallelversuche je 300 ccm Milch unter
Stickstoff und unter Luft 4/, Stunden lang bei 60° gebalten; die Luft
im zweiten Kolben wurde dann durch Stickstofi ersetzt, jeder Kolben
erhielt 1 g Salicylaldehyd, und man lieB bierauf in beide Kolben 2/3-
Methylenblaulésung tropfen. Es war sofort zu sehen, dafl bei Zugabe
gleicher Mengen der Farbstoff in der Stickstoffmilch viel rascher ent-
farbt wurde, als in der mit Luft vorerwérmten. Nach 3'/.-stiindiger
Einwirkung, wobei immer fiir einen Uberschu an Methylenblau ge-
sorgt war, wurden vom Inhalt beider Kolben die iiblichen Mengen
anf Salicylsiure verarbeitet. Es wurden erhalten 0.121 g (Stickstoff)
uod 0.084 g (Lutt).

Die quantitative Messung der schidigenden Einflisse.

Der zeitliche Verlauf der Salicylsiure-Produktion unter Stickstoff
und unter Sauerstoff gibt offenbar an, in welchem MaBstab das Ferment
bei der Mutase- und Oxydase-Reaktion geschidigt wird. Bestimmt man in
gewissen Abstinden die in der Milch gebildete Salicylsiure, so kann man
dadurch mit einiger Genauigkeit ermitteln, in welchem Umfang die Wir-
kung des Fermentes nachlat bezw. nachgelassen hat. Ist die Siure-
menge bei eiver Bestimmung die gleiche geblieben, wie bei der vorher
gehenden, so hat bei diesem Zeitpunkt das Ferment aufgehdrt, wirksam
zu sein. Mit Hilfe einer geniigenden Anzahl solcher Einzelbestimmungen
kann man daber fiir die Mutase- und Oxydase-Reaktion, d. h. fiir das
Ferment in Stickstoff- und in Sauerstoff-Atmosphare, seine Wirkungs-
dauer und den Verlauf seiner Inaktivierung feststellen. Aber auch die
Reduktionswirkung gegediiber Methylenblan mul}, da sie ja durch dus
gleiche Ferment vermittelt wird, im gleichen Tempo nachlassen und im
gleichen Zeitpunkt authbren, wie die beiden andren Reaktionen. Dieses
ist auch der Fall. Ehe wir die Methode, die zu dieser Feststellung
benutzt wurde, beschreiben, seien die Versuche, die den Schadigungs-
verlauf fiir die beiden zuerst besprochenen Reaktionen illustrieren,
wiedergegeben.

Je 500 cem der gleichen Mileh wurden mit je 100 cem 0.3-proz.
Aldehydlosung in Thermostaten bei 60° gehalten und zwar jo Stick-
stoff, Luft und Sauerstoifatmosphare. Nach 1}/>—2 Stunden wurden
jedem Kolben 200 ccm entnommen und darin Séure und Saligenin be-
stimmt. Nach der gleichen Zeit wurde eine zweite Probe entnommen,
der Rest wurde pach 7—38 Stunden aufgearbeitet.
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Ein Versuch, der mit 18 Bestimmungen in allen Phasen gliickte,
gab folgendes Bild:

Nach 90 Minuten { Nach 220 Minuten | -Nach 500 Minuten

:

Salicyl- | g ; licyl- .| Salic l -
:a:xcr}; ‘ Saligenin S:a:ﬁ-{a ]Sahgenm ;:"}; ! | Saligenin
Stickstolf . .| 0017 | 0020 | 0024 | 0032 | 002 | 0031

Sauerstoff . .| 0.033 0015 0040 0.016 0.038 0.015

|
!

Laft . . . .| 0020 | 0018 0.030 0.026 0.031 0.026
i

Das Ergebois eines zweiten Tripelversuches enthilt die nach
stehende Tabelle:

Nach 120 Minunten | Nach 270 Minuten | Nach 500 Minutcn

Sa]icyl Salicyl Salxcyl .

siure |Saligenin | "ot ‘Sa.hgenm A ‘»Sallgenm
Stickstoff . .| 0.016 0.020 - - 0.021 0.024
Laft . . . . 0,023  0.018 0030 | 0.020 0.030 0.021
Saverstoff . .| 0030 ' 0014 | 0030 | 0012 | 0030 | 0010

Fir die Saligeninwerte ist zu bemerken, daB sie nicht durch Titration
mit Brom kontrolliert sind:; in der GroBenordnung sind sie aber sicherlich
zuverlissig.

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

Eine groBe Anzahl von Doppelversuchen (Stickstoff-Luft und
Stickstoff-Sauerstoff) hat weiter dem Zweck gedient, den Verlauf
der Reaktionen innerhalb andrer Zeitintervalle festzulegen. Es Liegeo
im ganzen 36 Salicylsiurebestimmungen vor aus Versuchen, bei denen
die Aldebydkonzentration 0.19, betrug. Sie ergeben ohpe allzu grofie
Abweichungen fiir die einzelnen Zeiten Mittelwerte, die die Salicyl-
sdurebildung durch die nachstehenden Kurven auszudriicken erlauben.
Auf der Ordinate sind die Salicylsduremengen in Milligrammen, auf der
Abszisse die Zeiten in Minuten angegeben.

Man sieht ohne weiteres, dafl die Reaktion nicht gemiB dem
Massenwirkungsgesetz vor sich geht, nach dem die Salicylsduremengen
jeweils der Aldehydkounzentration — die sich nur wenig verindert —
proportional sein sollten. Zum mindesten ist eine Anniherung an
diese Beziehung nur in der Anfangszeit vorhanden. Die Kurvel
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wird von 220 Minuten an merklich flacher, behilt aber einen, wenn
auch geringen Anstieg bei. II verflacht sich von 180 an und geht
nach 240 Miouten fast vollkommen in die Horizontale dber, ein Ver-
lauf, der bei III schon nach 110 Minuten eintritt.

0.2 g Salicylaldehyd in 200 ccm Milch bei 60°.
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Wir haben geseben, daB} der anormale Gang der Kurven durch
die besprochenen Fermentschiidigungen bedingt ist, die oben im ein-
zelnen experimentell bebandelt worden sind. Bemerkenswert ist die
heftige Wirkung des Sauerstofis. Trotz ibr ist jedoch hier die Siure-
produktion durch dieses »Gift« im ganzen Reaktionsgang die gréfite.

Die Schidigung der Dehydrase gegeniiber der
Methylenblau-Reduktion.

‘Wenn die hier behandelten Reuaktionen durch ein und dasselbe
Ferment der Milch beschleunigt werden, so mufl mit der Abvahme
der Aktivitit gegeniiber der Salicylsiureproduktion, wie sie eben
behandelt wurde, die der Methylenblau-Entfirbung im gleichen Schritt
gebhen. In dem Male, als unter der Wirkung des Ferments in der
Milch weniger Salicylsiure entsteht, mufl auch ibre Entfdrbungskraft
abnehmen, und in den Zeitpunkten der volligen Passivitit, die vorhin
bestimmt wurden, darf Methylenblau iiberhaupt nicht mehbr entfirbt
werden. Um einen MaBstab fiir die Quantitit der Reduktionswirkung
zu erhalten, hat es sich als praktisch erwiesen, eine bestimmte Norm
einzufiihren. Ich messe das Reduktionsvermdgen in der Weise, daf
ich 20 cem Mileb, in der 0.020 g Salicylaldebyd gelést sind (0.2 g in
200 ccm Milch eingeschiittelt), mit 10 ccm T/300-Methylenblau-Losung
versetze und dann in Stickstoffatmosphire 5 Micuten lang im Ther-
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mostaten auf 60° erhitze. Dann wird sofort mit einer auf Methylen-
blau eingestellten Natriumhydrosulfit-Lésung der nicht reduzierte Farb-
stoff zuriicktitriert. Durch eine einfache Umrechnung ergibt sich die
Farbstoffmenge, die ein Liter Milch unter den angegebenen Verhilt-
vissen reduzieren kann; ich driicke sie in ecm P/y00-Lésung aus und
bezeichne diese Zabhl als »Methylenblau-Zahl«, Eine Milch, die
beispielsweise nach der Probe 8 ccm /zoo-Farbstofi-Losung reduziert,
hat demnach die Methylenblau-Zabl S%JQ= 133.

Die Hydrosulfitlésung enthilt ca. 0.6 g wasserfreies Natriumhydrosulfit
pro Liter. Man lést 0.4 g des Salzes unter Stickstoff in 20 cecm 55-prozentiger
Natronlauge und bringt die Losang in cibe der Biirette oben vorgeschaltete
tubulierte Saugflasche, die cinen halben Liter Wasser enthilt. Die Losung
wird durch Stickstolf in dic Biirelte gedrickt und bleibt stindig unter
schwachem Stickstoffdruck. Bei jeder Nachfiillung muB der Titer neu be-
stimmt werden. Man laBt das Hydrosullit in die aul etwa 60° vorerwirmte
Methylenblau-Lasung bis zur Entfirbung einlaufen unter stindigem Durch-
leiten von Stickstoff; das Titerverhiltnis gegeniiber "/3o-Methylenblau-Losung
ist bei dieser Bercitungsweise meist etwa gleich 1.

Mit dieser Methode IiBt sich die Anderung des Reduktionsver-
mogens der Milch leicht titrimetrisch bestimmen, und man kann im
Gange von Versuchen, die genau unter den seither angewandten Be-
dingungen apgestellt sind, die Abrahme der Methylenblau-Zabl, d. b.
den Abfall der Reduktionswirkung, mit ausreichender Genauigkeit
feststellen 1).

Die nachstehenden Versuche geben die gewonnenen Resultate wieder.

Der erste Versuch ging gleichzeitig nnter Stickstoff, Luft und Sauerstof!,
beim zweiten und dritten wurden nur die Wirkungen des Stickstoifs (d. h.
des Aldehyds allein) und des Sauerstoffs einander gegenubergestellt. Die
erste Vertikalreihe enthilt die Methylenblau-Zahlen der nicht geschidigten
Milch. Bei Versuch I wurden evst relativ spit die ersten Proben entnommen.

Zeit in Minuten:
0 |20 50| 70} 90 ]100]160]|190 220! 340 460
i } ‘

sN...123-w|——-—168 39|28, — 1141 9
Versuch 1) Luft .. [123] — — — | —148{26(14 — | 3. 0
to 128/ — | —|—I=]6 0l 0ol 0o
e 103100° €3 67 | 33 50\,:8!22117 12| —

» 0. 103;72\40”2\4 2‘030‘0 0
miN - 127‘119:100,881—!70;41§—|28;18 14

? 0 . 127 80] — ;183 — | 4 01 | | |

1) Bei den entnommenen Proben wurde mit der Abnahme des Reduk-
tionsvermogens gleichmilig auch das Quantum der zugesetzten Farbstoff-
losung vermindert, so dal vor der Titration noch 1-—2 cem davon unver-
braucht waren.



Die nachstehende Kurve gibt unter Benutzung der Durchschnitts-
werte den ungefibren Abfall der Methylenblau-Zahl bei der Aldehyd-
konzentration 0.1 und der Temperatur 60° an.
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Beim Vergleich mit dem Verlauf der Mutase- und Oxydase-Re-
aktion, der durch die Xurve auf S. 2101 veranschaulicht wird, fallt
sofort der gleichgerichtete Gang in den einzeluen Gasen auf. Dort
driickt sich in der Schnelligkeit, mit der die Anniherung ao die Ab-
szissen-Parallele erreicht wird, die Intensitit der Schidigung aus.
Hier haben wir, abgesehen von geringfiigigen Abweichungen, im Prin-
zip fir die einzelnen Reaktionssysteme die gleichen Verhaltnisse beim
Niedergang der Dehydrasewirkung im Dienste der Methylenblau-
Reduktion. Diese Reaktion ist weit empfindlicher und quantitativ viel
genauer zu behandeln als die beiden andren, im Umsatz weit hinter
ihr stehenden Prozesse. Milch von der Methylenblau-Zahl 5 ist noch
sehr deutlich durch die Entfarbung des Blaus als aktiv zu erkennen,
fir die andren Dehydrase-Reaktionen liefert sie, da ibr Wirkungswert
ia aul weviger als ein Zwanzigstel des anfinglichen gesunken ist,
innerhalb der Versuchszeit Salicylsiuremengen, die schon in den Be-
zirk der Versuchsfehler hinein fallen. Daher kommt es, daB der
spitere Verlauf der Abschwiichung sich in dieser zweiten Methode
viel feiner ausprigt, als dies oben méglick war.

Betrachtungen und Versuche iiber die Kinetik der
Dehydrase-Wirkung.

Der EinfluBl von Konzentrationsinderungen

Es ist im Vorstehenden gezeigt worden, dafl die Kinetik der De-
hydrasewirkung scheinbar mit dem Massenwirkungsgesetz nicht im
Einklang steht. Die Ursachen bierfiir liegen in der groBen Instabilitit
des Ferments; die Umsatzkurve beschreibt gleichzeitig den Verlauf
der Fermentzerstorung. Vergleichen wir nun den Gang der Mutase-
und Oxydasereaktion bei Gegenwart verschiedener Aldehydmenger,
so muf} offenbar das Massenwirkungsgesetz Giiltigkeit haben, d. h.
die gebildete Siure sollte der Konzentration des Aldehyds direkt pro-
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portional sein; bei Verdoppelung der Konzentration sollte doppelt so
viel Sdure entstehen wie bei einfacher usw. Dies wird aber nur fiir
relativ kleine Konbzentrationen gelten, von einer gewissen Stufe an
wird der sicherlich sehr geringeu Fermentmenge das reagierende
Substrat in so groBem UberschuBl zur Verfiigung stehen, daB seine
Konzentration faktisch gleich unendlich geworden ist. Von da ab
wird eine Konzentrationssteigerung ohne jeden Effekt auf dem Um-.
satz sein ).

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

1. Der Aldehyd ist in der Lésung der Hauptmenge nach als
echter Aldehyd, in einem geringen Betrag als Hydrat enthalten. Die
beiden Formen steben im Gleichgewicht zu einander.

2. Das in der Milch verteilte Dehydraseferment verbindet sich
mit dem Aldehydhydrat, dabei werden 2 Wasserstoffatome aktiviert.
Diese Vereinigung von Ferment mit Substrat erfolgt mit grofler
Geschwindigkeit, zum mindesten sicher mit groBerer als die nach-
folgende Abgabe des Wasserstoffs. Wire es umgekebhrt, so miiiten alle
Wasserstoffacceptoren bei gleicher Konzentration in gleichen Zeiten
gleiche Mengen Aldehyd debydrieren, was in Wahrheit nicht der
Fall 1st.

3. Bei den bisher beniitzten Aldehydkonzentrationen von 0.1 —
0.15 %/, betrug die durch Debydrierung bei der Mutase- und Oxydase-
reaktion umgesetzte Menge nur 10—15 °/, der vorhandeneu Substanz.
Man wird deshalb apnebmen diirfen, daB bei dieser Konzentration das
Verbiltnis Aldehydhydrat zu Ferment schon ein sebr grofles ist,
sicherlich so groB, dall der aktivierte Aldebyd bei der groBen Ge-
schwindigkeit der Aktivierung den relativ trigen Acceptoren Aldebhyd
und Sauerstoff immer in der gleichen Konzentration zur Verfigung
steht. Von einer weiteren Erhébung der Aldebydkonzentration ist
dempach kein groBerer Umsatz zu erwarten, wenigstens nicht insofern,
als er sich aus einer Anderung der Geschwindigkeit der Reaktion
Ferment + Aldehydhydrat ableiten kéonte.

4. Eine Anderung der Konzentrazion der Wasserstoff-
acceptoren mufl dagegen den Umsatz beeinflussen. So sollten
bei gleicher Aldebydmenge unter verschiedenem Sauerstoffdruck ver-
schiedene Mengen Salicylaldebyd dehydrierend oxydiert werden. Ich

1) Vergl. dazu W. M. Bayliss, Das Wesen der Enzymwirkung. Dres-
den 1910, S. 45.
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habe diesen Versuch vorliufig noch nicht angestelit. Aber die An-
derung der Konzentration des Salicylaldehyds selbst ist ja auch gleich-
bedeutend mit der Konzentrationsinderung eines Wasserstoffacceptors,
da bei der Mutasereaktion die echte Aldehydform den aktivierten
Wasserstoff des Hydrats aufnimmt. War demnach nach 3 eine Er-
bohung der Aldehydkonzentration fiir das System Ferment + Alde-
hydhydrat 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. Unter Stickstoff wird bei erhéhter Konzentration
des Salicylaldebhyds in der Milch erheblich mehr Salicyl-
siduregebildet. Ausbeute und Aldehydkonzentration stehen dabei frei-
lich nicht in direkter Proportion, weil auch die Schadigung des Fermentes
mit der Steigerung der Aldehydkonzentration wichst. Unter Sauerstoff
ist eine weit geringere Beeinflussung zu konstatieren. Nach dem unter
3 ausgefiihrten solite sie fiir die Beteiligung des Sauerstofis beinahe gleich
Null sein. Es konnte auch durch Bestimmung der nebenherlaufenden
Saligeninausbeuten festgestellt werden, dall wie zu erwarten, die ge-
steigerte Salicylsdureproduktion bei hoherer Aldehydkonzentration fast
nur der in stirkerem Malle dabei beteiligten Mutasereaktion zu verdan-
ken ist (vergl. dazu die Saligeninausbeuten auf der folgenden Tahelle).

Die Loslichkeit des Salicylaldehyds setzt fiir die Temperatur von
60° den vergleichenden Konzentrationsversuchen bei einem Gehalt
von etwa 0.6—0.7 %, eine Grenze; ich habe die Versuche auf Milch-
16sungen von 0.1—0.75 °/, ausgedehnt. Es wurden in parallelen An-
sitzen Losungen (Milch) mit 0.125 solchen von 0.25 und 0.375 %,
Aldehydgehalt gegeniibergestellt.

Stickstoft Sauerstoft
nach 135 Min. nach 400 Min. | nach 135 Min. nach 400 Min.
0.125 ° Szure [0.018 0.019 0.022] — 0.031 0.034[0.040 0.042 0.037{0.042 0.044 0.039
. /o Salig. — 0,024 0.024 0037 0.043] — — 0.012) — — 0010
025 Saure 0.034 0.040 0.042 0.045
. Salig. 0.044 0.054 0.012 0.013
0.37 Saure {0.033 0.036|0.042 . 0.049 0.046 0.045
: Salig. _— 0.048|0.058 0.071 0.023 0.024
075 Saure [0.040 (nach 90 Min.)i0.050 (uach 240 Min.)}0.040 (nach 90 Min.)I0.039 (nach 240 Min.)
. Salig. [0.050 0.059 0.015 10.018

Einen rascheren Einblick in die vorliegenden Verhiltnisse gewihrt
die nachstehende Kurventafel.
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Die Kurven auf S.2101 mit der Aldehydkonzentration 0.1,
sind bei der Diskussion mit zu bericksichtigen.

Man sieht sofort die starke Beeinflussung der Mutasereaktion,
die geringere der Oxydasereaktion. Bei Gegenwart von Sauerstoff
scheint bei einer Aldehydkonzentration von 0.37 %/, ein Maximum zu
existieren, mit Q.75 %, geht die Salicylausbeute wieder zuriick. Viel-
leicht potenziert sich die Giftwirkung von Sauerstoff + Aldehyd bei
so hoher Aldehydkonzentration. Indes mochte ich mich auf diese
Beobachtung nicht festlegen; es sind mit 0.75-prozentiger Milch wur
2 Versuche ausgefihrt worden. Uberhaupt soll dieses zweite Kurven-
bild nur einen ungefihren Einblick in die Verhilltnisse gewiibren,
{ir eive exakte Durchfiihrung wire weit mehr Versuchsmaterial notig
als bisher erbracht werden konnte.

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dafi bei gesteigerter
Aldehydkonzentration die Salicylsdureproduktion in Milch unter Stick-
stolf die unter Sauerstoff tiberfliigelt. Wir ersehen daraus, wie wichtig
die Beriicksichtigung der Substratkonzentration bei derartigen Ferment-
arbeiten ist. Denn hiitte man, wie dies bisher fast allgemein geschah,
die Beteiligung des Sauerstoffs durch den Vergleich der Stureausbeute
bei Gegenwart und in Abwesenheit von Sauerstolf zu erkeopen ver-
sucht, so wire man bei der zufilligen Anwendung einer geringen
Aldebydkonzentration zu dem Eindruck einer begiinstigenden Mitbe-
teiligung, bei groflerer zu dem einer deutlichen Giftwirkung gelangt.
Selbstverstindlich sind bei dieser Frage auch die Reaktionszeiten von
allergrofiter Wichtigkeit, was sich hier aus den Kurven direkt heraus-
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lesen 1aBt: das Verhiltnis der Sidureausbeuten unter Sauerstoff und
unter Stickstolf nimmt mit der Versuchsdauer stindig ab.

Bei kinetischen Versuches iiber die Reduktion von Nitrat zu
Nitrit durch Milch und Acetaldebyd findet Bach!') ebenfalls eine
Steigerung des Umsatzes mit steigender Nitratkonzentration. Andrer-
seits beobachtet er aulfilligerweise auch einen starken Eioflufl der
Koonzentration des Aldehyds bei dieser duBerst trige verlaufenden
Dehydrierungsreaktion.

Die Aldehyd-Konzentration beiderMethylenblau-Reduktion.

Der Grad der Beeinflussung wird nach dem oben Ausgefiibrten
davon abhingen, io welchem Verbiltnis die Geschwindigkeit der
Wasserstoffaufnabme zu der Geschwindigkeit der Aldehydaktivierung
durch das Ferment steht. Diese letztere Reaktion fillt selbstver-
standlich upter das Gesetz der Massenwirkung; erhohte Aldebhydkon-
zentration erhdht die Geschwindigkeit der Aktivierung. Aber solange
infolge geringer Geschwindigkeit der Bedarf des Acceptors ein kleiner
ist, kommt, wie auseinandergesetzt wurde, diese Konzentrationserh6hung
im Umsatz nicht zum Ausdruck.

Beim Sauerstoff als Acceptor war wohl ein geringer EinfluB er-
hohter Aldebydkonzentration wabrzuoehmeo. Beim Methylenblau
tritt er mit aller Deutlichkeit hervor. Hier findet unter den awvge-
wandten Bedingungen die Wasserstoffaufnahme mit etwa achtmal
groBerer Geschwindigkeit statt als beim Sauerstoff, und es kann
demgem&B nicht gleichgiiltig sein, wie rasch fir die Nacblieferuug
des aktivierten Aldehydhydrates gesorgt wird.

Die Anderung der Aldebydkonzentration, die die Geschwindigkeit
dieser »Ersatzreaktion« beeinfluflt, wird daber auch die Geschwin-
digkeit der Methylenblau-Reduktion beeinflussen. Dieser Einflu muf}
sich verringern, wenn wir die Geschwindigkeit der Eotfarbungsreaktion
von vornberein auf ein piedriges Niveau einstellen, d. h. wenn wir
den Farbstoff in geringer Konzeotration in die Reaktion einfiithren.

Bei vergleichenden Versuchen, in denen die Zeit bestimmt wurde,
iu der die jeweils gleiche, aber von Versuch zu Versuch verminderte
Menge Farbstoff durch Salicylaldebyd von einfacher und von doppelter
Konzentration entfirbt wird, ergab sich das deutliche Ergebnis, dal
das Verhiltnis der Entfirbupgszeiten sich dem Wert 1 nahert. Wir
kommean also auch bei der Methyleoblau-Reduktion zu einem Reaktions-
system, das gegeniiber Anderungen der Aldebydkonzentration innerbalb
gewisser Grenzen indifferent ist. Es wird dabei das Minimum des

1) Bio. Z. 88, 285 [1911)].
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Umsatzes erreicht, bel dem, unabhingig von der Aldehydkonzentration,
von dem Ferment fir dauernden, gleichmifligen Nachschub der akti-
vierten Aldehydmolekiile gesorgt werden kann.

Versuche. Je 20 cem  Milch wurden der Reihe nach mit
3, 2, 1, 0.5 ccm "/300-Methylenblauldsung gemischt; daun gab man vor
jedem Doppelversuch zu der einen Losung 5 cem 0.5-prozentiger Sali-
cylaldehydlosung, zur andren 2.5 ccm + 2.5 cem Wasser. Die Kolb-
chen wurden bierauf mit Stickstoff geftllt und gut zugestopit gleich-
zeitig in den auf 60° geheizten Thermostaten gebracht. Die Zeit der
Entfarbung wurde genau abgelesen; sie ist in der nachstebenden Ta-
belle in Sekunden angegeben.

Methylenblau in cem I 109 3 ‘\ 2 ; 1 0.5

mitd cem Aldehydg 240 ‘255}290 335210 225110 120 125 120‘ 100 100
» 2.5 » » 370 375415 455270 315 145 165 145 165 120 125

Verhiiltnis der Entfir- :
bungszeiten (Mittel) 15 1 139 ! 1.35 ‘ 1.30 l 122

Zusammenfassung.

1. Es wird eine Methode angegeben, die bei vergleichenden
Versuchen eine iibereinstimmende Isolierung von Salicylsiure ucd
Saligenin aus Milch mdglich macht. Diese beiden Substanzen werden
dadurch der quantitativen Behandlung zugénglich. Saligenin kann
durch Titration mit Brom scharf bestimmt werden.

2. Mit Hilfe dieser Methoden wird bewiesen, dal drei Aldehyd-
reaktionen, die in ungekochter Milch beschleunigt werden, ndmlich die
Disproportionierung zu Siure und Alkohol (Mutase-), die Oxydation
durch molekularen Sauerstoff (Oxydase-) und die Oxydation durch
Methylenblau (Reduktasereaktion), das gleiche Ferment, die Dehydrase,
zum Katalysator haben.

3. Der Verlauf dieser drei Reaktionen wird kinetisch studiert;
dabei spielen die Fermentschiidigungen eine groBe Rolle. Sie gehen
hauptsichlich vom Aldehyd, vom Sauerstoff und vom Methylenblau aus.

4. Es zeigt sich eine vollkommene Ubereinstimmung bei der pro-
gressiven Inaktivierung des Fermeots gegeniiber allen drei studierten
Funktionen. Das Sinken des Entiarbungsvermogens nimmt den gleichen
Weg wie die Abnahme der Aktivitit in der Mutase und Oxydase-
funktion.

1y Hier wurde eine (.8-proz. Aldebydiésung verwendet und zwar 10 uud
5 cem auf 20 ccm Milch,
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5. Erhohuog der Aldehydkonzentration steigert den Umsatz unter
Stickstoff erheblich, unter Sauerstoff viel weniger. Es wird gezeigt,
daB diese Steigerung der Saureausbeute nur auf die gesteigerte Kon-
zentration des Aldehyds in seinem Amt als Wasserstoffacceptor zu-
riickzufiibren ist. Dagegen wird die viel rascher verlaufende Hy-
drierung von Metbylenblau innerhalb gewisser Grenzen durch die
Konzeuatration des Aldehyds beeinfluft.

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

Aphang: Erwiderung an die HHro. Bach und Bredig.

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

Hr.-Bach imputiert mir die Auffassung, als ob ich alle Oxy-
dationsvorginge, an denen der molekulare Sauerstoff beteiligt ist, fiir
Dehydrierungen balte. Dies ist irrig. Ich habe ja vielmehr in meiner
vorletzten Arbeit ausdriicklich angegeben, dal die direkte Autoxydation
der Aldehyde auch auf dem Weg der Anlagerung von molekularem
Sauerstoff erfolgen kann?). Uberhaupt stehe ich fiir die Autoxydation
ungesattigter Systeme, soweit sie bei WasserausschluB vor sich geht,
durchaus auf dem Boden der Engler-Bachschen Theorie. Damit
entfallt fur mich die Notwendigkeit, auf diejenigen Einwinde des Hrn.
Bach, die diesem MiBverstindnis entspringen, weiter einzugehen.

Einen besonderen Mangel meiner Dehydrierungstheorie sieht Hr.
Bach in dem Umstand, da sie »der Theorie der elektrolytischen Dis-
soziation und mifunter den modernen Anschauungen iiber das Wesen
der chemischen Reaktionen keine Rechnung trage¢, weil sie nimlich
die Zersetzung des Wassers durch Zipk und pamentlich durch die
Alkalimetalle nicht verstindlich mache. Uber diese Reaktionen, die
mit den von mir studierten Dehydrierungsvorgéngen gar nichts zu tun
haben, habe ich mich noch mit keinem Wort geduBert. Es erscheint
mir auch fir den Wert oder Unwert meiner Vorstellungen, deren
Anwendung ich vorerst nur auf die von mir experimentell bearbeiteten
Gebiete begrenzt habe, ganz belanglos, ob jene Zersetzungen pach
dem von Hrn. Bach bevorzugten Schema verlaufen, oder ob sie vielleicht

1) B. 46, 3864 [1913). % Ebenda 47, 546 [1914]. 3) B. 43, 2606 [1912].
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. XXXXVII. 137
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dadurch zustande kommen, daB aus dem Hydrat eines Metallatoms
Wasserstoff abgespalten wird.

Was Hr. Bach iiber die Oxydation des Wasserstoifes in statu
nascendi (Punkt 3) vorbringt, ist eine Auffassung vom Mechanismus
der Wasserbildung aus den Elementen, die ein vollkommenes MiBver-
stehen meiner Ableitungen verrit. Ich komme doch gerade aus dem
Umstand, daB sich das Sauerstofimolekiil durch aktiven Wasserstoff
iiber Hydroperoxyd zu Wasser bydrieren 1iBt:

0:04+2H — H.0.0.H+2H — 2H;0
zu der Parallelstellung des Sauerstolfs mit andren Wasserstoffaccep-
toren.

In der vorletzten Abhandlung iiber das vorliegende Thema habe
ich nachgewiesen, daBl Kohlenoxyd durch Palladiumschwarz bei
Gegenwart von Wasser in Koblendioxyd und Wasserstoff umgewandelt
wird; dabei wurde gleichzeitig das Auftreten von Ameisensiure
festgestellt. Meine Formulierung dieser Reaktion:

0:C+ H0 —> 0:6<9H —> 0:C:0+ 2H

ersetzt Bach durch die Theorie, das Kohlenoxyd nehme Hydroxyl-
ionen auf, wihrend der Wasserstoft des Wassers vom Metall gebunden
werde; die nachgewiesene Ameisensiure betrachtet er als durch Re-
duktion aus Kohlendioxyd entstanden. Ich halte diese Erklirung fiir
wenig einleuchtend, schon deshalb, weil bei der geringen Kohlensiure-
Konzentration der Versuchslosung eine auch geringfigige Hydrierung
von Kohlendioxyd kaum eintreten wird.

Die zwei weiteren unter 6 und 7 gemachten Einwinde erledigen
sich wenigstens im Prinzip 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

uud unwahrscheinlichen Oxyperhydrid, E>O<§, operiert wird?),

iiberiliissig geworden.

Der Artikel des Hrn. Bredig enthilt keine Einwinde, die sich
gegen das Gegenstindliche meiner Abhandlungen richten. Der Autor
macht mir vielmehr den Vorwurf, daBl ich in meinen Publikationen
dber den Mechanismus der Oxydationsvorginge seine Arbeiten iiber
anorganische Fermente zu wenig beriicksichtigt habe. Es ist wenig
ersprieBlich, iiber derartige Prioritits- und Beriicksichtigungsfragen zu
rechten, und ich micbte am liebsten, so wie es auch Hr. Bredig
am Schlusse seiner Ausfiibrungen tut, dem Urteile der Fachgenossen

") Oppenheimers Handbuch, wie oben zit.,, S. 163.
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es iiberlassen, ob ich wirklich so schwere Unterlassungssiinden gegen-
iber Hrn. Bredig begangen habe. Aber die Ausfiihrlichkeit der
Bredigschen Reklamation zwingt mich doch zu eiver kurzen Abwelr.
Hr. Bredig ist nicht damit zufrieden, dafl ich bei Besprechung der
Schardingerschen Methylenblau-Reaktion die von ihm gemeinsam mit
Sommer ausgefiihrte apaloge Reaktion mit Hilfe von Metallsolen als
sersten Kinzelfall« anfiihre. Es handelt sich, soweit die von mir ein-
gehend studierte Aldehydreaktion in Frage steht, in der genannten
Arbeit tatsichlich nur um das Beispiel des Formaldebhyds, also um
einen Einzelfall, und Hr. Bredig wird mir doch einrdumen, daB erst
die Erkenntnis von der Dehydrierbarkeit der Aldehydhydrate jenem
Reduktionsvorgang das Gepriige einer chemisch verstindlichen und
allgemeinen Reaktion gegeben hat. Ich sehe auch nicht ein, warum
ich die erwihnte Arbeit des Hrn, Bredig in meiner niichstfolgenden
Abbandlung wieder hiitte zitieren sollen (wie Hr, Bredig wiinscht),
nachdem sie in der Serie der zusammengehérigen Mitteilungen ihren
Platz gefunden hatte, und spiter keinerlei Anlafl mebr bestand, auf
sie zuriickzugreifen.

Dafl ich die im Bredigschen Laboratorium ausgefiihrte Arbeit
von Denham?') iiber das Wasserstofigleichgewicht von Titanisalzen
mit Platin als Katalysator in meiner ersten Mitteilung »Hydrierung und
Debydrierung«?) nicht zitiert habe, ist ein Versehen. Ich gebe gerne
zu, daf} io dieser Arbeit ein wichtiger und namentlich nach der quan-
titativen Seite hin wertvoller Beitrag zu dem Kapitel von den rever-
siblen Hydrierungsreaktionen schon vor Beginn meiner eigenen Unter-
suchungen geliefert war.

208. Heinrich Wieland und Moritz Offenbécher:
Diphenylstickstoffoxyd, ein neues organisches Radikal mit
vierwertigem Stickstoff.

[Aus dem Chem. Laborator. der Kgl. Akad. der Wissensch. zu Miinchen.]
(Eingegangen am 13. Juni 1914.)

Die weitere Beschaftigung mit dem vor zwei Jahren entdeckten
Diphenyl-hydroxylamin®) hat die Synthese einer schon lange
angestrebten Verbindung vermittelt. Wir haben Diphenyl-hydroxyl-
amin darch Wegnahme von Wasserstoff von der Hydroxylgruppe in

1) Ph. Ch. 72, 641 [1910). 1) B. 43, 484 [1912].
%) B. 45, 494 [1912].
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