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10. A. E a c h  und D. Michl in :  Enzymatische Urnwandlung des 
Xanthins und Hypoxanthins in Harnsaure ohne Mitwirkung fremder 

Wassersto f f-Acceptoren. 
[Aus d. Biochem. Institut d. Kommissariats fur Volks-Gesundheit in Moskau.] 

(Eingegangen a m  12 .  Xovember 1926.) 

Von A. Bachl )  ist festgestellt worden, dafi die bekannte Fah igke i t  
l i e r i scher  Gewebe,  Fa rbs to f f e  zu  Leukobasen  und N i t r a t e  z u  
Ni t r i t en  zu reduzieren ,  auf der Zusainmenwirkung eines  Enzyins  
und  eines  Koenzyms  beruht, die getrennt keine reduzierende U'irkung 
ausiiben. Ersteres ist mit den1 von Schard ingerz)  in roher Milch ent- 
deckten Enzym, welches Methylenblau und Nitrate in Gegenwart von 
Aldehyden reduziert, identisch. Das Koenzym, welches den Organ-Geweben 
durch kochendes Wasser entzogen werden kann und ein Gemisch von Protein- 
Abbauprodukten darstellt, ersetzt Aldehyde bei der Schard inger -  Reaktion 
und wird seinerseits bei der Wirkung des Organ-Enzyms durch Aldehyde 
ersetzt. 

E. J .  Morgan,  C. P. S t e w a r t  und P. G. Hopkins3) bestatigten 
Bachs  Befund und erweiterten ihn durch die wichtige Beobachtung, daB 
die Reduktion des Methylenblaus unter dein Einflusse des S c h a r ding e r - 
Enzyms auch dann erfolgt, wenn H y p o x a n t h i n  und X a n t h i n  an Stelle 
der Aldchyde angewandt werden. Die Basen werden dabei zu H a r n s a u r e  
, ,anaerob" oxydiert. Dieselben Porscher fanden weiter, da13 bei der Oxydation 
der Basen nicht nur Methylenblau, sondern auch freier S au er s t of f als 
Wasserstoff-Acceptor fungieren kann, dafi also das Schardinger-Enzym 
sich auch als direkte Oxydase verhalt. Dabei ergab sich, da13 der Sauerstoff- 
Verbrauch (im B a r  c r  o f t schein Mikro-respirometer gemessen) der fur die 
Oxydation der Basen erforderlichen Sauerstoff -Menge entsprach. Von 
Dixon und Thurlow4),  die das Gebiet weiter bearbeiten, wird nunmehr 
das S c h a  r d inge r -Enzym als X a n t  h in-  Ox y d ase angesprochen. 

DaB das in roher Milch anwesende Enzym bei der Einwirkung auf Salicyl- 
aldehyd mehr Salicylsaure in Gegenwart von Sauei-stoff als bei Sauerstoff- 
Abschlull, liefert, wurde von H. Wieland5)  festgestellt und fur die Unter- 
stiitzung seiner Ansichteii iiber das Wesen der Oxydations -Vorgange aus- 
gewertet. E a c h  und iVikolajew6) zeigten aber vor kurzem, dafi das nach 
Sba r sky  und Michlin7) i so l ie r te  und  gere in ig te  Milch-Enzym gerade 
das entgegengesetzte Verhalten aufweist : es ergibt mehr  Salicylsaure in 
Abwesenhei t  von Sauerstoff, als bei Sauerstoff-Zutritt. Das isolierte 
Schardinger-Enzym behalt also seine Fahigkeit, die Cannizzarosche 
Umlagerung zweier Aldehyd-Molekiile auf Kosten des Wassers auszuliisen, 
nicht aber inolekularen Sauerstoff auf Aldehyde zu iibertragen. 

Mit Riicksicht auf diese Ergebnisse war es von Interesse zu erniitteln, 
ob das gereinigte Milch-Enzym imstande ist, auch die Pur in -Basen  
o h n e  Mi twirkung f remder  Wassers toff-Acceptoren i n  H a r n s a u r e  

l )  Biochem. Ztschr. 31, 443 [ I ~ I I ~ ,  38, 154 [1912]. 

2) Ztschr. Unters. Nahr.. u. GenuTJxii. 6 ,  2 2  [1902]. 
3 )  Proceed. Royal SOC. 94, 109 [1922]. 

5) B. 46, 3327 [1g13]. 
7)  Riochem. Ztschr. 166, 486 [1925], 174, 116 [1926]. 

4, Biochem. Jourii. 18, 971 [I924]. 
6 ,  Biocheni. Ztschr. 169, 105 j1926I. 
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umzuwandeln ,  also eine der Dismutation der Aldehyde analoge Urn- 

lagerung der Basen zu bewirken. Wegen der gewissen Ahnlichkeit der HCO- 

und HCN-Gruppen, die bei der Oxydation in Ob.OH und OC.NH uber- 
gehen, war die Moglichkeit einer derartigen Umlagerung nicht ausgeschlossen. 
Wie aus Nachstehendein ersichtlich, hat sich diese Voraussetzung bestatigt. 

I 

I f  I I  

Beschreibung der Versuche. 
Das von uns angewandte, rollig wasser-18sliche Enzym-Praparat wurde iiach 

S b a r s k y  und Michl in  durch Fallen von Buttermilch mit Aceton, Entfetten, Extraktion 
der Fallung mit 0.005-n. Salzsaure, Adsorption an Kaolin und Zlution dargestellt. Seine 
Wirksamkeit, an der Reduktion von Nitrat zu Nitrit in Gegenwart von Acetaldehyd 
gemessen, betrug etwa das 260-fache der Wirksamkeit frischer Milch (auf Trocken- 
substanz bezogen). Fur sich allein iibte das Enzym-Praparat weder auf Methylenblau, 
noch auf Natriumnitrat die mindeste reduzierende Wirkung aus. Es war daher frei von 
irgendeineni Hydroxyl-Acceptor. 

I j mg Xanthin wurden in 10 ccm 0.1-n. Natronlauge gelost, mit 0 . 1 - 7 2 .  Mono- 
kaliumphosphat-Losung auf PH = 7.8 neutralisiert, wobei ein Teil der Purinbase ausfiel, 
mit eiiier Losung von 10 mg Enzym-Praparat in j cctn Wasser versetzt und init Wasser 
auf 30 ccm gebracht. Das Geniisch wurde in z Portionen zu je 15 ccm verteilt. Im Thermo- 
staten bei 60° wurde die eine mit einem reinen LuftStrom behandelt, die andere in'einer 
Atmosphare reinen Stickstoffs stehen gelassen. Nach Verlauf voxi 6 Stdn. wurde jede 
Portion init Wasser auf 90 ccrn verdiinnt, niit 5 ccm Natriumwolframat-Losung und 5 ccrn 
z/h-n. Schwefelsaure nach Folins) gefallt und filtriert ; i r n  Filtrat wurde die gebildete 
Harnsaure mit Silberlactat ausgeschieden und colorimetrisch bestixnmt. 

Gebildete Harnsaure: Im Luft-Strom I .5 nig, in Stickstoff-Atmosphare 1.52 mg. 
Ein durcli Erhitzen Zuni Kochen inaktiviertes Enzym-Praparat ergab keine Spur Harn- 
saure. 

Mehrere weitere Versuche wurden in ahnlicher Weise rnit X a n t h i n  
und H y p o x a n t h i n  ausgefuhrt. Das Ergebnis war, daB d ie  Anwesenhei t  
von  Sauers tof f  ke inen  Einf luB auf d ie  Umwandlung de r  Pur in -  
basen  i n  H a r n s a u r e  auszui iben schien. Indessen war noch die Moglich- 
keit nicht ausgeschlossen, daB der angewandte Stickstoff Spuren Sauerstoffs 
enthielt, die zur Oxydation der geringen Mengen der Purinbasen ausreichen 
konnten. Wir stellten daher Versuche mit grol3eren Ansatzen unter s t re  n g s t e in 
Sauerstoff-AbschluB an. 

I. 0.160 g H y p o x a n t h i n  wurden in einem j o  ccni fassendeii MeBkolben in 15 ccni 
0. I-%. Natronlauge gelost, niit der erforderlichen Menge Monokaliumphosphat-Losung 
auf p~ = 7,s gebracht und rnit 0,5 g Enzym-Praparat und Wasser bis zum Strich vermischt. 
Das Gemiscli wurde zu je z j c a n  auf z niit Zu- und Ableitungs-Rohren und Hahnen 
versehene Kolbchen rerteilt. Das zum Stickstoff-Versuch dienende Kolbchen wurde 
zunachst niit reinem, ausgekochtern Wasser aufgefiillt, das Wasser durch reinen Stickstoff 
verdrangt und nach Einfiihren der nut kleinen Mengen gepulverten Thymols versetzten 
Versuchsfliissigkeit dann zum Entfernen der letzten Spuren von Sauerstoff inehrnials 
evakuiert und mil Stickstoff gefiillt. Der Stickstoff aus der Bombe wmde durch eine 
auf 6000 erhitzte, niit frisch reduzierten KupferSpanen beschickte Porzellanrohre und 
dann durch z Waschflaschen init stark alkalischer, konz. Pyrogallol-Msung geleitet und 
in einem Glasbelialter iiber Phosphor in Stangen aufbewahrt. Als Sperrfliissigkeit diente 
reines, ausgekochtes Wasser. Beim Heraustreten aus dem Behalter passierte der auf diese 
Weise gereinigte Stickstoff noch eine unter sorgfaltigem Sauerstoff-AbschluW mit alkali- 

s) Journ. biol. Chem. 38, 459 [1919]. 
6" 
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schem Pyrogallol beschickte Waschflasche. Die schwach geIbe Farbung des Keagens 
blieb wlhi-end der Dauer der Versuche vollig nnverandert. Der angewandte Stickstoff 
war dahcr sauerstoff-frei. 

Das anf diese Weise mit der Versuchsfliissigkeit in einer Stickstoff-Atmosphare 
beschickte Kolbchen wurde bei geschlossenen HHhnen im Thermostaten 24 Stdn. bei 300 
stehen gelassen. Das zweite Kolbchen wurde direkt mit der Versuchsflussigkeit unter 
Thymol-Zusatz beschickt und gleichzeitig mit dem ersten im Thermostaten mit eineni 
Luft-Strom behandelt. Xach Verlauf von 24 Stdn. wurde der Inhalt jedes Kiilbchens, 
der ails einer klaren Fliissigkeit und eineni weiWcn Bodensatz bestand, quantitatio unter 
Auflosen des letzterelt in 0 . 1 - i ~  Natronlauge in einen MeWkolben gebracht mid die Harn- 
saure weiter nach Fol in  bestimmt. 

Gebildete Harnsaure: Im Luft-Stroiii 0.010 g, in Stickstoff 0.011 g. 
2 .  o.200 g H y p o k a n t h i n  wurden in 20 ccni 0.1-YL. Natronlauge gelost, mit Mono- 

kaliumphosphat-Losung auf p11 = 7.8 neutralisiert, mit 0.5 g Enzyin-Praparat und Thymol 
rersetzt, init Wasser auf 60 ccm gebracht und auf 2 Kolbchen, wie oben angegeben, 
verteilt. Dauer des Versuchs 6 Stdn., Temperatur 60°. 

Cebildete Harnsaure: 
Auf Grund dieser Versuche sind wir zu der SchluRfolgerung berechtigt, 

daS das Schardinger-Enzym imstande ist, Xanthin und Hypoxanthin 
o h n e  Mi twirkung ande re r  Wassers toff-Acceptoren a l s  die  Pur in -  
basen  se lbs t  zu Harnsaure zu oxydieren. Diese auf Kosten des Wassers 
erfolgende Oxydation setzt die gleichzeitige Bildung von Reduktionsprodukten 
der angewandten Basen voraus. Wir versaumten daher nicht, nach der- 
artigen Reduktionsprodukten zu fahnden. Wegen der bekannten Labilitat 
der letzteren s, sind unsere Remiihungen bisher erfolglos geblieben. Die 
Versuche sollen rnit groReren Ansatzen vorgenommen werden. Schon jetzt 
aber ist es klar, da13 die von Hopk ins  und seinen Schiilern beobachtete 
und gemessene Sauerstoff-Absorption bei der Einwirkung des Milch-Enzyms 
auf Xanthin und Hypoxanthin n i c h t  i n  d i r e k t e r  Beziehung zu  de r  
Oxyda t ion  der  Basen  s t eh t .  Preier Sauerstoff ist fur die Umwandlung 
der Purinbasen und der Aldehyde unter dem EinfluW des Milch-Enzyrns 
1-611ig nutzlos oder sogar schadlich. 

\'or 17 Jahren hat BachlO) zuerst hervorgehoben, daW die von Schmiedeberg")  
in  der Leber aufgefnndene, als Oxydase angesehene S a 1 i cy  1 ase keine Oxydase ist, 
sondern ein Enzym, welches d i e  Cannizzarosche  U m l a g e r u n g  d e s  Sa l icy la lde-  
h y d s  beschleunigt. Er  wies darauf hin, da13 unter den Reaktionsprodukten neben Salicyl- 
saure das entsprechende Reduktionsprodukt, Sa l igenin ,  auffindbar sein miil3te. Diesem 
Fingerzeig folgend, haben B a t t e l l i  nnd Sternlz)  tatsgchlich die Bildung von Saligenin 
liei der Einwirkung von Leber-Gewebe auf Salicylaldehyd fcstgestellt, ein Befund, der 
yon Wieland5)  bestatigt worden ist. Xachdem die Salicylase der Gewebe sich als iden- 
tisch mit dem Schardinger-Enzym crwiesen hat, werden letzterem wiederuni oxy- 
datische Eigenschaften zugeschrieben. Durch obige Versuche ist dicser -%nsicht die ex- 
perimentelle Grundlage entzogen worden. 

Im Luft-Strom 0.024 g, in Stickstoff 0.026 g. 

Zum SchId3 noch einige Remerkungen iiber das Wesen und die Nomen- 
k 1 a t  ur d e r o x  y do  - re d u  zi e 1- end  e n Enzyme.  

Das S c h a r d i  n g e r - Enzym ist ohne j ede Wirkung auf molekularen 
Wasserstoff und tragt nur ak t iven ,  bei der Spaltung des Wassers ent- 
stehenden Wasserstoff auf geeignete Substrate uber. Es lie@ hier eine aus- 
gepragte Analogie mit der Peroxydase vor, die ebenfalls auf molekularen 

s} J .  T a f e l ,  13. 34, 1105 [ I ~ o I J .  
11) Arch. cxp. Pathol.Pharmako1. 14, 288 [1881]. 

lo) Biocliem. Ztrbl. 9, g [1909] (Sainmelreferat). 
12) Biochem. Ztschr. 29, 130 [191o]. 
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Sauerstoff ohne jede Wirkung ist und nur a k t i v e n ,  peroxydischen Sauerstoff 
iibertragt. In  Anbetracht dieser Analogie hat Bachl)  das Schard inger -  
Enzym mit den1 Namen Pe rhydr idase  belegt. Dieser Name hat wenig 
Beifall gefunden, wahrscheinlich weil f a13 b a r  e Perhydride nicht bekannt 
sind. In  der letzten Auflage seines wertvollen Handbuches hat Oppen-  
h e  i in e r 13) im Anschlul3 an die W i e 1 and  sche Dehydrierungs -Theorie die 
Bezeichnung Pe rhydr idasen  durch Dehydrasen  ersetzt und das Scha r -  
dinger-  Enzym als Aldehydrase  katalogisiert. Abgesehen davon, daB 
die allgemeine Giiltigkeit der W i e 1 a n d schen Theorie von verschiedenen 
Seiten (B a ch , W a r b u  rg , Mancho t , T r a u b  e, W i l l s t  a t t e r) bestritten 
wird, ist der Name Aldehydrase  an und fur sich nicht einwandfrei, da er 
die Funktion des Enzyms einseitig darstellt : das S cha rd  i n g e r - Enzym 
ist nicht nur eine Aldehyd- D e hy  d r  ase  , sondern auch eine Aldehyd- 
Hydrase.  In  theoretischer Hinsicht ist es nicht ohne Interesse hervor- 
zuheben, daB gerade vom Standpunkt der Wielandschen Theorie in ihrem 
extremsten Sinne das Wesen des hier in Betracht kommenden Phanomens 
vie1 besser durch die Bezeichnung Pe r  h y d r i d a s e als durch D e h y d r a se 
umschrieben wird. 

Nach . W i e 1 a n d  bewirkt das S cha r  ding e r - Enzym eine Auflockerung, 
eine Ak t iv i e rung  des Wasserstoffs der Substrat-Molekiile. Natiirlich ist 
damit nicht gemeint, daB das Enzym aktiven Wasserstoff da schafft, wo 
kein aktiver Wasserstoff vorhanden ist, - das ware mit der klassischen 
Definition der Katalyse unvereinbar. Das Enzym kann nur die Erreichung 
des Gleichgewichts-Zustandes zwischen einem Korper, der lockeren, aktiven 
Wasserstoff enthalt, und einem anderen, der als Wasserstoff-Acceptor 
fungieren kann, beschleunigen. Nun ist ein Korper, welcher lockeren, aktiven 
Wasserstoff, also mehr  Wassers toff  a ls  e r  f e s t  b inden  k a n n ,  enthalt, 
n i ch t s  anderes  a l s  e in  P e r h y d r i d ,  in ahnlicher Weise, wie ein Korper, 
welcher lockeren, aktiven Sauerstoff enthalt, als Pe roxyd  bezeichnet wird. 
Den modernen Anschauungen gemao, beteiligen sich an einer cheinischen 
Reaktion nicht sarntliche anwesende Molekule, sondern nur a k t  ive,  an- 
ge r eg t e , in vorliegendem Falle nur ,,per h y d r i  dis  c h  ' anger  eg t e , Molekule. 
Nur mit diesen Perhydriden reagiert das Enzym; es stort, indem es ihnen den 
aktiven Wasserstoff entzieht und auf geeignete Substrate iibertragt, das Gleich- 
gewicht zwischen aktiven und nicht aktiven Molekulen und bedingt das Fort- 
schreiten der Reaktion. Das Enzym verhalt sich hier als eine ech te  Perhy-  
dridase. Gegen diese Bezeichnung hat Oppenheimer14) eingewendet, daW 
die Perhydridase selbst ein Perhydrid ist. Das ist richtig, aber nur insofern, als 
das Enzym zum Perhydrid wird, wenn es perhydr i schen  Wasserstoff 
aufn i inmt  in ahnlicher Weise, wie die Peroxydase zum Peroxyd wird, 
wenn sie peroxydischen Sauerstoff aufnimmt. An und fur sich ist die Per- 
hydridase ebensowenig ein Perhydrid, wie die Peroxydase ein Peroxyd. Die 
Analogie zwischen beiden Enzymen ist auch hier eine vollstandige. 

Obige Erwagungen behalten ihre Gultigkeit ganz unabhangig davon, 
ob man der enzymatischen Wasserstoff-Ubertragung die priinare Wasser- 
Spaltung nach der von uns vertretenen Traubeschen Theorie oder die 
Wasser-Anlagerung und nachtragliche Dehydrierung der Substrat-Hydrate 
nach W i e 1 a n d  zugrunde legt. Eigentlich ist schon j e d e W ass  e r - An - 

13) Die Fermente und ihre TVirkungen, Leipzig 1926. 14) 1. c., S. 1305. 
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l agerung eo ips0 e ine  Wasser-Spal tung.  Denn das Wasser-Molekiil wird 
nicht als solches, sondern - entsprechend den entgegengesetzten Affinitaten 
der Eleniente eines Korpers oder eines Systems von Korpern - als H-Atom 
und OH-Gruppe addiert. Die primare Wasser-Spaltung ist daher in allen 
Fallen die erste Phase der Oxydo-Reduktion. Was die weiteren Phasen 
anbelangt, so ist bei dem gegenwartigen Stand unserer Kenntnisse eine 
endgiiltige Entscheidung noch nicht moglich. Fur die sauerstoff-lose Oxy- 
dation des Kohlenmonoxyds zu Kohlendioxyd in Gegenwart von Palladium 
z. B. postuliert Wie land  zunachst Wasser-Anlagerung (also primare Wasser- 
Spaltung am Kohlenstoff-Atom) unter Bildung von Ameisensaure und dann 
Entziehen beider angelagerten Wasserstoff-Atome durch das Palladium. 
Wir halten es fur wahrscheinlicher, da13 aus aktiven Wasser-Molekiilen die 
Wasserstoff-Atome vom Palladium, die Hydroxyle vom Kohlenmonoxyd 
direkt aufgenommen werden, I n  erster Annaherung erscheint stets der 
kiirzere und einfachere Weg als der richtige. 

11. H. G a l l  und H. M e n g d e h l :  
Ober die Anlagerung von Nitrosylchlorid an Metallsalze. 

[Aus d. ilnorgan. Laborat. d. 'l'echn. Hochschule Miinchen.] 
(Eingegangen am 19. Xovember 192h.I 

Schon seit langerer Zeit ist die Reaktion von Stickoxyd mit Eisen- und 
Kupfersalzen bekannt. W. Mancho t l) verdanken wir ausfiihrliche Studien 
iiber Darstellung und Eigenschaften der hierbei auftretenden Verbindungen. 
Im Verlauf einer Arbeit iiber das lrerhalten des Ni t rosy lch lor ids  gegeniiber 
Metal lsalzen haben wir eine neue Bildungsweise derartiger NO-Verbin- 
dungen aufgefunden. 

Dars te l lung  von  MnCl,, NO. 
Die erste Stickoxyd-Verbindung des Mangans wurde vor kurzem von 

W. Manchot  und H.  Schmid2)  in Form des K3nInCy,, NO beschrieben. 
Eine den Verbindungen FeSO,, NO und CuCl,, NO analoge ManganStick- 
oxyd-Verbindung war bis jetzt nicht bekannt. 1,ieRen wir sorgfaltig bei 260° 
entwassertes MnC1, mit NOC1, das nach Rus t3)  dargestellt und durch Frak- 
tionieren gereinigt war, bei -1o0 reagieren, so war zunachst keinerlei Ein- 
wirkung zu erkennen. iiberliefien wir aber das System in1 zugeschmolzenen 
Rohr einige Zeit sich selbst und dunsteten bei -1o0 das iiberschiissige NOCl 
durch sehr vorsichtiges Evakuieren ab, so erhielten wir einen ockerfarbenen 
Riickstand. Die Substanz reagiert heftig mit Wasser oder verdiinnten Sauren 
unter Entwicklung von Stickoxyden, wobei die Losung die Farbe des MnC1, 
annimmt . 

Zur Ausfiihrung der Analyse  wurde in eineri Rundlrolbeii nach Dmchleiten von 
scharf getrocknetem CO, eine beliebige Rlenge der Substanz eingeworfen und durch einen 
Tropftrichter ausgekochtes Wasser zugegeben. Das entwickelte Gas wurde srhlieWlich 

l) Ti-. M a n c h o t ,  A. 360, 368 [1906:, 372, 153 119101; B. 47, 1601, I G I ~  [1914]; 
Ztschr. anorgan. Ztschr. angew. Chem. 23, 2113 [1910], 24, 13 [ I ~ I I ] ,  25, I h j j  [1912!; 

Chem. 140, LL, 37 [1924]. 
2) T.V. Manchot  und H. Scliniid, B. 59, 2360 l1926:. 
*) R u s t ,  Anleiturzg zur Darst. anorgan. Prapp. [1903.:. 




