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233. Richard Kuhn und Albert Wassermann:
Uber die Abhingigkeit der katalatischen und oxydatischen Wirkungen
des Eisens von seinem Adsorptionszustand.
Aus d. Laborat. fiir allgem. analyt. Chemie d. Eidgen. Techn. Hochschule Ziirich.
(Eingegangen am 2. Juni 1928.

I. Im adsorbierten Zustand ist die Wirksamkeit von Enzymen viel-
fach gleich grofl wie in waBriger Losung (Beispiel: Hefe-Saccharase- Ton-
erdel)), in anderen Fillen (Beispiel: Pankreas-Lipase-Tristearin?)) geht die
Adsorption mit dem Verlust der Aktivitit Hand in Hand. Da aus inaktiven
Adsorbaten unter geeigneten Bedingungen das Enzym in wirksamem Zu-
stande zuriickgewonnen werden kann Beispiel: Zerlegung von Saccharase-
Blei-Adsorbaten bzw. -Fillungen mit Dinatriumphosphat®) folgt, dall die
Inaktivierung durch Adsorption nicht auf Zerstérung des Enzvms be-
rithen kann, sondern durch eine besondere Bindungsweise bedingt sein muf.
Es wurde die Ansicht vertreten?), da8 neben anderen Umstdnden die rduim-
liche Ausrichtung der Enzym- Teilchen in den Adsocptions-Schichten die
angefithrten Erscheinungen bedinge.

Auch fiir die Aktivierung von Enzymen durch Adsorption liegen
Anhaltspunkte vor. R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und
F. Memmen?®) fithren die ILipase-Aktivierung durch Calcium-Oleat oder
durch Calcium-Oleat-Albumin zuriick auf die Erzeugung von Kolloidteilchen,
die zugleich auf Enzym und Substrat adsorbierend wirken: Komplexe und
gekoppelte Adsorbate,

In dieser Abhandlung wird gezeigt, dafi die Wasserstoffperoxyd-
Zersetzung durch Himin in ganz dhnlicher Weise vom Adsorptions-
zustande des Himins abhingt. Man hat es in der Hand, je nach der
Wahl des Adsorptionsmittels die Wirksamkeit zu steigern, sie unveriandert
zu lassen oder zu vernichten. Ferner wird gezeigt, dall die I'dhigkeit
des Hiamins, molekularen Sauerstoff zu iibertragen, ebenfalls
von seinem Adsorptionszustande abhidngt.

Bemerkenswert dabei ist, dafl im allgemeinen Oxydase- und Katalase-
Wirkung durch Uberfiihrung des Himins in ein bestimmtes Adsorbat keines-
wegs gleichsinnige Anderungen erfahren. Fs kommt vor, daB durch das-
selbe Adsorbens die Wasserstoffperoxyd - Zersetzung stark aktiviert, die
Sauerstoff-Ubertragung aber gehemmt wird.

Endlich werden die katalytischen Wirkungen des FEisens im
adsorbierten und ,eingebetteten” Zustande mit denjenigen von
Ferrichlorid in L&sung verglichen.

II. Wird Hamin an Tierkohle adsorbiert, so findet eine starke Ak-
tivierung der Katalase-Wirkung statt. Sie erreicht, unter den im Ver-
suchsteil beschriebenen Bedingungen, iber 200%,. An Faser-Tonerde

I R, Willstdtter und R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 116, 53 [1921].

5y R, Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen, Ztschr. physiol.
Chem. 125, 93 1922/23].

3 R, Willstatter J. Graserund R. Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 123, 1 [1922].

4 H. R. Kruyt und C. F. van Duyn, Rec. Trav chim. Pays-Bas 40, 249 [1921I ;
R. Kuhn, Naturwiss. 11, 732 l1923]. 5) Ztschr. physiol. Chem. 125, 93 [1922/23].
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ist unter denselben Bedingungen das Himin, wenn man von den ersten
Reaktionsstadien absieht, sehr stark gehemmt. Adsorbiert man an
Metazinnsdure, so verlduft die H,0,-Katalyse genau so wie im
Kontrollversuch ohne Adsorbens. Damit sind alle drei Moglich-
keiten verwirklicht.

III. Lein6l kann nach M. E. Robinson?®) in Gegenwart von H#mo-
globin und von Hamin Sauerstoff aufnehmen. Wiederholt man die Ver-
suche mit einem Hdmin-Kohle-Adsorbat, so findet man die Wirkung
des Hamins bedeutend geschwidcht. Das Tonerde-Adsorbat ist oxy-
datisch ebenfalls weniger wirksam als gelostes Hamin. Adsorbiert man
an Metazinnsdure, so bleibt die Oxydase-Wirkung des Himins praktisch
unverdndert.

Es gelingt also auch, die Sauerstoff-Ubertragung?) durch Adsorption
des Hamins wesentlich zu verdndern. Von den Adsorptionsmitteln wirken
jedoch — an Katalase- und an Oxydase-Wirkung gemessen — nur Faser-
Tonerde und Metazinnsiure gleichsinnig. Der Wasserstoffperoxyd-Akti-
vierung steht die Hemmung der Sauerstoff-Ubertragung durch Kohle ent-

gegen.

Adsorbens H,0,-Zersetzung O,-Ubertragung
Kohle Aktivierung Hemmung
FPaser-Tonerde Hemmung Hemmung
Metazinnsiure Kein Einflu8 Kein Einflufl

IV. In keinem Falle war wihrend der Reaktion eine Ablésung des
Himins von den Adsorbenzien festzustellen. Dennoch scheinen die ange-
fithrten Beobachtungen mit der ZEluierbarkeit der einzelnen Adsorbate
irgendwie zusammenzuhingen, denn das Zinnsdure-Adsorbat, das in den
katalytischen Wirkungen mit freiem Himin so nahe iibereinstimmt, ist
iiberaus leicht (z. B. durch 2,59, Pyridin) eluierbar, wahrend Kohle- und
Tonerde-Adsorbat unter denselben Bedingungen keinen Farbstoff abgeben.
Von der Tonerde 148t sich immerhin das Hamin durch Sekundirphosphat
noch in Iosung bringen. Eine Zetlegung der Kohle-Adsorbate, in denen die
katalytischen Wirkungen am stdrksten verdndert sind, ist uns noch auf
keine Weise gelungen.

V. Die Beobachtungen gelten zunichst nur fiir die im Versuchs-Teil
angegebenen Bedingungen und sollen unter Abidnderung der Temperatur,
der Aciditit und der Konzentrations-Verhiltnisse erginzt werden. Auch
beabsichtigen wir, die Zahl der Adsorptionsmittel und der komplexen Metall-
verbindungen als Katalysatoren zu erhéhen, und auch die Peroxydase-
Eigenschaften mit in den Kreis der Untersuchung zu ziehen. In theoretischer
Hinsicht bleibt vor allem zu priifen, wie weit die Affinitdten des Himins,
gemessen an der Dissoziationskonstanten der Hydroperoxyd-Verbindung?),
sich bei der Bildung der Adsorbate verschieben, und wie weit die spezifischen
Umsatzgeschwindigkeiten der Reaktions-Zwischenprodukte dabei Ande-
rungen erfahren.

%) Biochem. Jouru. 18, 225 [1924].
7) Versuche, mitHimin Sauerstoffaufl,eucinund Fructosezuiibertragen,
sind negativ verlaufen und im Versuchsteil beschtieben.
8) H. v. Euler und K. Josephson, A. 456, rrr [1927].
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXI. 101
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Beim zahlenmifBigen Vergleich der Iirgebnisse ist zu beriicksichtigen,
daB in den Katalase-Versuchen das Hamin durch Hydroperoxyd angegriffen
wird?®). Es liegen Anhaltspunkte dafiir vor, dall diese Schddigung in den
einzelnen Adsorbaten verschieden ist. p,-Anderungen in den Phasen-Grenz-
flichen konnten teilweise am Zustandekommen der gefundenen Effekte
beteiligt seinl?).

Der zeitliche Verlauf der H,0,-Katalysen 146t deutlich zwei verschiedene
Reaktionsphasen erkennen. In den ersten Augenblicken beobachtet man
in der Regel einen ReaktionsstoB!!) («x-Aktivitdt nach J. B. First und
F.S. Watson!?)), der im allgemeinen nicht weiter berticksichtigt wurde.
Er findet sich in den Versuchen mit Himin-Adsorbaten, sowie ihn J. B.
First und F. 8. Watson bei der HyO,-Zersetzung durch Kohlen geschildert
haben. Unsere Angaben beziehen sich alle auf die nach 12 Min. einsetzende,
langsamer und stetig verlaufende H,0,-Katalyse (B-Aktivitit).

In Anbetracht der angefithrten Umstinde erscheint es verfritht, den
Versuch einer Theorie der katalytischen Wirkungen des Hamins in seinen
Adsorbaten zu wagen. Vielleicht wird es nach Beibringung weiteren experi-
mentellen Materials moglich werden, Beziehungen zum riumlichen Bau der
Adsorptionsschichten aufzudecken. Der nach kurzer Zeit zu beobachtende
Verlust der Katalase-Wirkung im Tonerde-Adsorbat legt den Gedanken
nzhe, daBl im Hamoglobin, das bekanntlich H,O, nicht zersetzt?), die pro-
sthetische Gruppe, durch Bindung an basische Gruppen des Globins, in dhn-
licher Art verdndert wird. Als Oxydase stimmt Himin-Tonerde mit freiem
Héamin der GroBenordnung rach iiberein (Substrat: Leindl), was dazu palt,
daBl nach M. E. Robinson!) sich auch Himoglobin und Hamin bei der
Leindl-Oxydation dhnlich verhalten.

VI. O. Warburg und W. Brefeld fiihren in ihrer Arbeit ,,Uber die
Aktivierung stickstoffhaltiger Kohlen durch FEisen*1%) deren Fahigkeit,
molekularen Sauerstoff auf adsorbierte Amino-siuren zu iibertragen, zuriick
auf Eisen, das ini die Oberfliche der Kohle ,,eingebettet’ ist.’6) Wird Eisen-

% R. Kuhn und L. Brann, B. 39, 2370, u. zw. 2379 [1920].

10y Zum gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse von der hydrolytischen Adsorptionr
vergl. z. B. J. M. Kolthoff, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 46, 549 [1927]. Ferner L. Mi-
chaelis und P. Rona, Biochem. Ztschr. 97, 57 [1921], E.J. Miller und F. E. Bartell,
Journ. Amer. chem. Soc. 45, 1106 1923}, J. R. Parks und P. G. Bartlett, Journ.
Amer. chem. Soc. 49, 1698 [1927]. ,,Uber die Adsorption von Komplexsalzen* vergl.
N. Schilow und B. Nekrassow, Ztschr. physikal. Chem. 118, 79 [1925]; vergl. auch
L. de Bronchére, Bull. Acad. Roy. Belg. 13, 827 [1927)].

1) H. Wieland und W. Franke, , Uber den Mechanismus der Oxydationsvor-
gidnge®, A. 457, 1, u. zw. 8. 5 [1927].

12y ,,Catalytic Decomposition of Hydrogen-Peroxide by Blood Charcoal’, Transact.
Farad. Soc. 19, 601 [1923/24]. Dortselbst weitere Literatur iiber den Einflufl der Kohlen
auf die H,0,-Zersetzung.

13) G. Senter, Ztschr. physikal. Chem. 44, 257 [1903]; R. Willstdtter und
A. Madinaveitia (Promotions-Arbeit von A. Madinaveitia), Ziirich 1912.

14 1.

15) Biochem. Ztschr. 145, 461 [1924], vergl. auch Biochem. Ztschr. 119, 134 [1921],
Ztschr. Elektrochem. 70 [1922], Biochem. Ztschr. 136 266 [1923].

16) vergl. auch E. K. Rideal und W. M. Wright, Journ. cheni. Soc. London 127,
1347 [1925), 128, 1819, 3182 [1926].
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chlorid an Kohle adsorbiert, so ist nach einem Versuch O. Warburgs mit
Cystin die Sauerstoff-Ubertragung auffallenderweise geringer als darch die
Kohle allein??).

Auch fiir die HyO,-Katalyse ist es entscheidend, ob man das Eisen (z. B.
durch Verglihen von Zucker-Eisensalz) in die Kohle ,einbettet’, oder ob
man das Eisen auns der I,osung eines Fisensalzes adsorbiert. Im ersten Falle
findet nach J. B. First und F. S. Watson, eine gewisse Beschleunigung
der H,0,-Zersetzung statt, im zweiten Falle aber keine Hemmung, wie man
nach den Ergebnissen der Cystin-Oxydation hitte erwarten kénnen. Wir
haben im Gegenteil gefunden, dafl das Eisen-Kohle-Adsorbat Hydroperoxyd
stitrmisch zersetzt. Seine Aktivitdt iibertrifft, auf gleiche Eisenmengen be-
zogen, die der eisenhaltigen Kohlen von J. B. First und F.S. Watson
um GroBenordnungen.

In der folgenden Gegeniiberstellung wird die H,0,-Katalyse der beiden Eisen-
Kohle-Systeme verglichen mit derjenigen der Kohle ohne Zusatz von Eisen. Bei der
0,-Ubertragung bezieht sich die Hemmung durch Adsorption (0. Warburg) auf Kohle,
die an sich wirksam war und bereits ,,eingebettetcs’” Eisen enthielt.

Zustand des Eisens H,0,-Zersetzung 0,-Ubertragung
Adsorption Enorme Aktivierung Hemmung
,,Einbettung* Aktivierung Aktivierung

Weiter oben wurde bereits gezeigt, da Hamin an Kohle als Katalase
aktiviert, als Oxydase aber gehemmt wird.

Adsorbiert man Fisenchlorid an Faser-Tonerde, so erlischt die Katalase-
Wirkung18). An Metazinnsdure beobachtet man starke Hemmung.

VII. Ob die Hydroperoxyd-Katalyse durch Eisensalze eine Figenschaft
der I'erro- oder der Terri-Ionen darstellt, ist in der Literatur schon vielfach
erorteit worden!®). I. van Bohnson und A. C. Robertson?’) kommen
auf Grund einer Kritik fritherer Versuche und eigener Beobachtungen zu
dem Ergebnis, dall Ferrosalz mit Hydroperoxyd nicht koexistenzfihig sei?l).
Wir glauben nun zeigen zu kénnen, daB trotzdem unter geeigneten Be-
dingungen, namlich an Kohle, die Ferrostufe neben H,0O, bestehen kann,
und sind geneigt die von uns beobachete Aktivierung der H,0,-Katalyse
durch Eisen(III)-chlorid nach Adsorption an Kohle auf eine an der Phasen-
Grenzflache sich vollziehende Reduktion zu Ferrosalz zuriickzufiihren.

Schiittelt man nidmlich eine Ldsung von Ferrichlorid mit Kohle, so daB
nicht alles Eisen absorbiert wird, so gibt die Losung nach Abzentrifugieren
des Adsorbats mit Ierricyankalium deutliche Berliner Blau-Reaktion.

17y Biochem. Ztschr. 119, 134 [1921], u. zw. S. 166.

18) vergl. dazu den Befund vonL.vanBohnson, Journ. physical. Chem. 25, 19 [1921],
daB auch Eisenhydroxyd verhiltnismaBig schwach katalytisch wirksam ist.

1% 7. Brode, Ztschr. physikal. Chem. 87, 257 [1901], F. R6hmann und T. Shma-
mine, Biochem. Ztschr. 42, 235 [1912], M. Madelung, Ztschr. physiol. Chem. 71, 204
[1gr1}, G. Pellini und O. Meneghini, Ztschr. anorgan. Chem. 62, 203 [1909], H. W.
Fischer und E. Brieger, Ztschr. physikal. Chem. 78, 582 [1912], St.Bertalan,
Ztschr. physikal. Chem. 95, 328 [1920], L. Karczag, Biochem. Ztschr. 119, 16[1921].
Fiir peroxydatische Reaktionen haben H. Wieland und W. Franke, A. 487, 1 [1927],
besonders scharf die Uberlegenheit der Ferro- vor den Ferriverbindungen hervorgehoben.

20) Journ. Amer. chem. Soc. 45, 2493 u. zw. 2499 [1923], dortselbst auch weitere
Literatur zu FuBnote 19.

21) In einer vor kurzem erschienenen Mitteilung haben jedoch W. Manchot und
L. Lehmann, A. 460, 179 [1927/28], u. zw. S. 188ff., den Nachweis gefithrt, daB kon-
zentriertes Hydroperoxyd sogar Ferri-Salz zu Ferrosalz reduzieren kann.

10t*
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Es gelang allerdings nicht, bei gleichzeitiger Gegenwart von Hydro-
peroxyd Ferro-Salz in Losung nachzuweisen. Bekanntlich??) entsteht nim-
lich aus Ferri-Salz und Ferri-Cyankalium bei Anwesenheit von H,0,, unter
den Bedingungen wunserer Versuche, Berliner Blau, da H,0, mit Ferri-
Cyankalium unter Bildung von Ferrocyanid reagiert. Wir halten es fiir
wahrscheinlich, daB bei Gegenwart von H,0, die Ferro-Stufe nur an der
Phasen-Grenze, nicht aber in I,dsung existiert. Vermutlich ist das adsorbierte
Ferro-Salz in seinem Energie-Inhalt, und daher auch in seiner katalytischen
Wirkung, vom Ferro-Ton in Liosung erheblich verschieden.

Schon N. Schilow und I.X.epin?) geben (ochne die Versuchsbe-
dingungen und die Art des Nachweises mitzuteilen) an, eine glatte Reduktion
von Ferrichlorid an Kohle erzielt zu haben. Diese Becobachtung erinnert
an die von D. Avery?) entdeckte Reduktion von Gold(III)-Chlorid zu
metallischem Gold und an die Reduktion von Sublimat zu Kalomel, von
Silbernitrat zu Silber und von Goldchlorid zu Gold, die erst vor kurzem
O. Ruff, F. Ebert und F.Luft?) bei der Adsorption an Kohle durch
Titration und Rontgen-Aufnahmen nachgewiesen haben.

In den Untersuchungen iiber die H,0,-Katalyse durch kolloidale Metalle
hat G. Bredig?) mit seinen Schiilern wichtige Anhaltspunkte dafiir ge-
wonnen, dafl Peroxyde bzw. Peroxyd-Hydrate als Reaktions-Zwischen-
produkte auftreten?®); im Falle der Quecksilber-Katalyse ist es G. Bredig
(und A. v. Antropoff)?) sogar gelungen, das Peroxyd HgO, zu isolieren.

Nachdem nun nach W.Manchot (und O. Wilhelms)?) ,,allgemein
Ferro-Verbindungen schneller peroxydiert werden als Ferri-Verbindungen
unter gleichen Bedingungen wird die starke Aktivierung der H,0,-Zer-
setzung durch Eisensalz an Kohle verstdndlich, und man darf wohl in unseren
Versuchen eine weitere Stiitze fiir die theoretischen Vorstellungen von
W. Manchot iiber Peroxyd-Bildung beim Eisen erblicken.

Wir sind damit beschiftigt, unter diesem Gesichtspunkt auch die Per-
oxydase-Eigenschaften der Eisen-Kohle-Systeme zu priifen.

VIII. Die Entdeckung von O. Warburg, daB das Adsorptions-Spek-
trum des Kohlenoxyd-Hamins sehr nahe mit demjenigen der Kohlenoxyd-
Verbindung des ,,Atmungsferments’ in Torula utilis iibereinstimmt?3),
verleiht den Untersuchungen iiber Hamin-Katalysen unerwartetes biolo-
gisches Interesse. Die bisher erforschten Sauerstoff-Ubertragungen durch
Hamin und dhnliche Blutfarbstoff-Derivate sind allerdings so gering, daB

) vergl. z. B. W. Manchot u. O. Wilhelms), A. 825, 105 [1902], u. zw. S. 121.

23) Zitiert nach N. Schilow und B. Nekrassow, Ztschr. physikal. Chem. 118 79
[1924], u. zw. S. 87 Diese Autoren haben auch Reduktion von Kobaltisalzen an
Kohle beobachtet. 24 Journ. Soc. chem. Ind. 27, 255 1908].

2) Ztschr. anorgan. Chem. 170, 49 1928

26) vergl. z. B. Biochem. Ztschr. 6, 283, u. zw. 312 ‘1907'; ferner L. Bredig und
R. Miiller v Berneck, Ztschr. physikal. Chem. 81, 258 [1900].

' vergl. dazu W.Manchot (u. O. Wilhelms), A. 325, 105 [1902;. Weitere
Literatur sielhie die zitierte Arbeit von W Manchot und L. Lehmann, u. zw. S. 179,
Fufinote. 28) Ztschr. Llektrochem. 12, 585 [1906].

2y A. 325, 1l.c., u. zw. S. 123; siehe auch W.Manchot und L. Lehmann, L c.

3 0. Warburg und E. Negelein, Biochem. Ztschr. 193, 339 1928}, u. zw. S. 343,
Fufinote ferner O. Warburg Ztschr. angew. Chem. 41, 265 1928 und Naturwiss.

16, 345 (1928].
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man das Himin nicht gerne als ,, Atmungsferment’ bezeichnen méchte.
Die vorliegende Abhandlung zeigt jedoch, wie stark durch besondere Bin-
dungsweise das Hiamin in seinen katalytischen Wirkungen modifiziert werden
kann, und so liegt die Vermutung nahe, dal auch in den Zellen die durch
das Absorptionsspektrum nachgewiesene FEisenkomplexverbindung, an
welcher sich die Atmung abspielt, einem bestimmten Adsorptionszustande
ihre Aktivitdt verdankt.

,Die Zellatmung ist” nach O. Warburg3!) ,ein capillarchemischer
Vorgang der an den eisenhaltigen Oberflichen der festen Zellbestandteile
abliuft. Durch Adsorption an diesen Oberflichen werden die trigen orga-
nischen Verbindungen aus dem gleichen Grunde gegeniiber Sauerstoff
reaktionsfihig, wie die Amino-siuten an der Oberfliche der Blutkehle.*
Unsere Versuche deuten darauf hin, daff neben der Adsorption der Brenn-
stoffe im Sinne O. Warburgs der Adsorptionszustand der eisenhaltigen
Katalysatoren in der Zelle, fiir die Atmungsvorginge von Bedeutung sein
kann, 81#)

Beschreibung der Versuchc.
Methodik.

Die H,0,-Zersetzung und O,-Ubertragung wurde gasvolumetrisch ver-
folgt. Die ReaktionsgefifBe hattendie in Fig. I (8. 1559) abgebildete Form. Der
seitliche Ansatz wurde entweder mit Hydroperoxyd®?) oder mit dem Substrat
der Oxydase-Reaktion (z. B. Lein6l) beschickt, wihrend das Hauptgefil
das in Pufferlésung suspendierte Adsorbat enthielt. Die Versuche wurden
bei konstanter kiinstlicher Beleuchtung und konstanter Schiittelgeschwindig-
keit (130 Touren pro Min.) in der Schiittelmaschine nach W. Steinkopf
und H. Winternitz3) ausgefithrt. Die entwickelte bzw. adsorbierte O,-
‘Menge wurde in einer 50-ccm-Gasbiirette abgelesen. Durch den mit festem
Atzkali beschickten Kugelansatz war fiir die Absorption etwa entstehender
Kohlensiure gesorgt. Samtliche Versuche wurden bei Zimmer-Temperatur
ausgefiihrt, die wihrend der Dauer der Versuche auf -0.3° konstant war?34).
In den Katalase-Versuchen wurde, nach Abzentrifugieren des Absorbates,
das noch vorhandene Hydroperoxyd mit #/10-KMnO, titriert: man er-
hielt durchwegs die erwartete Ubereinstimmung mit den gasvolumetrischen
Bestimmungen. Die bei den Katalase-Versuchen in Betracht kommende
Loslichkeit des Sauerstoffs in dem mit Luft gesidttigten Wasser und die Ad-
sorption desselben durch die H&dmin-Adsorbate kann in der beobachteten
o-Aktivitit zur Geltung kommen. Bei den oxydatischen Katalysen stellt
sich nach Zugabe des Substrates das Adsorptions-Gleichgewicht nicht mo-
mentan ein. Die angefithrten Griinde bestimmten uns, die ersten 10 Min.
in denen die a-Aktivitdt vorherrscht (sie ist in der Regel schon nach 1—2

3y | Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz®, Berlin 1928,
S. 108; vergl. anch S. 125.

811) vergl. dazu auch O. Warburg, Naturwiss. 16, 345 [1928].

3%) | Chemisch reines Perhydrol”, E. Merck. ) Chem.-Ztg. 37, 40 [1913].

34) Bei den Oxydase-Versuchen fallen, wegen des kleineren Umsatzes, trotzdem die
Reaktionsgefdfle hier matiirlich kleiner sind, die durch Temperatur-Schwankungen be-
dingten Unsicherheiten mehr ins Gewicht. XEs wurde durch Xontrollversuche be-
obachtet, daf} die Temperatur-Schwankungen maximale Voluménderungen von 0.3 ccm
ansmachten.



1556 Kuhn, Wassermann: Abhdngigkeit der katalatischen Jahrg. 61

Min. abgeklungen) bei allen kinetischen Vergleichen aufler acht zu lassen.
Ein Vergleich der (-Aktivititen verlangt die vollstindige Kenntnis der
Zeit-Umsatzkurven, der Vergleich von Stunden-Werten wire unzureichend.
Bei den H,0,-Katalysen wurde neben dem Hamin-Adsorbat die Wirkung
des Adsorbens allein und des Hamins allein ermittelt. Eine Adsorption
von Hydroperoxyd an Kohle, Faser- Tonerde oder Metazinnsidure war analy-
tisch (Titration mit »/10-KMnO,) nicht nachzuweisen.

Bei den Oxydationen mit molekularem Sauerstoff wurden neben den
Wirkungen der Hdmin-Adsorbate einzeln bestimmt: 1. Hamin-{Substrat+
Puffer (ohne Adsorbens), 2. Adsorbens-+Substrat-+Puaffer (ohne Héirmin),
3. Hamin -} Adsorbens-Puffer (ohne Substrat).

Adsorptionsverhalten des Himins.

Angewandt wurden Himin-Losungen, die 1 mg Farbstoff in 1 cem
m[5-Na,HPO, (,,flir Enzym-Studien” nach S.P.L.S6rensen) enthielten.
Diese Losungen werden im Folgenden als ,,Phosphat-Héamin' bezeichnet.
Fiir die H,0,-Katalyse diente ein Priparat von «-Chlor-Himin aus Schweine-
blut nach M. Schalfejeff, das nach der Chinin-Methode umkrystallisiert
war, fiir die Oxydase-Versuche ein analog aus Rinderblut gewonnenes Pri-
parat. Fiir Adsorptionsversuche, nicht fiir katalytische Versuche, wurde
das zweite Himin auch in 2,5%, Pyridin gelost. Die Losung enthielt ebenfalls
pro ccm I mg Farbstoff. Wir bezeichnen sie im Folgenden als ,Py-
ridin Himin®,

Als Adsorptionsmittel dienten: 1. Carbo medicinalis puriss.
E. Merck, bekanntlich eine ausgezeichnet adsorbierende Kohle. Eine Stunde
mit Wasser geschiittelt, gibt sie weder Siure noch Lauge ab. 0.5 g, mit 2.5ccm
Phosphat- oder Pyridin-Hdmin geschiittelt, bewirken vollstindige Ent-
farbung. Fiigt man zu den 2.5 ccm Phosphat-Hamin noch 0.8 cem m. -
Phosphat zu, so findet ebenfalls quantitative Adsorption statt. Schiittelt
man 1 g des lufttrockenen Adsorbates mit 10 cem reinem Pyridin, so wird
keine Spur des Himins herausgelost. Verwendet man statt des Pyridins
10 ccm m/-sek.-Phosphat oder 0,5-n. NaOH, so erfolgt ebenso wenig Elution

Fiithrt man die Versuche statt mit Kohle-Phosphat-Himin, mit Kohle_
Pyridin-Hamin aus, so 148t sich ebenso wenig eine Herauslosung erzielen

Die Kohle nimmtl in Ubereinstimmung mit L. Michaelis und P. Rona?%,, sowie
in Ubereinstimmung mit O. Warburg?®, keine meBbare Menge Sauerstoff auf. Sie wurde
deshalb fiir alle oxydatischen Versuche direkt verwendet. Da sie aber o.01-n. Lésungen
von H,0, bereits mefbar zersetzt, wurde sie fiir die Katalase-Versuche nach der Methode
von E.J.Miller?’) gereinigt. Zu diesem Zweck wurde sie mit einem Gemisch von
1 TL 35-proz. FluBsiure (C. A. F Kahlbaum ,zur Analyse und 3 Tln. .5-proz.
Salzsdure unter stindiger Frneuerung des Sdure-Gemisches 3 Tage abgeraucht. Dann
wurde die Kohle mit heilem Wasser so lange gewaschen, bis im Filtrat kein Chlor-Ion
nachweisbar war, zunédchst iiber KOH im Vakuum bei gewdhnlicher Temperatur und
zuletzt bei 120° konstant getrocknet. Asche 4.49,, Feuchtigkeit 0.19,. Diese Kohle
war unter den unten beschriebenen Bedingungen ohne meBbare Wirkung auf o.02-n.
Loésungen von H,0,, 2-n. L6sungen wurden ein wenig zersetzt. Das Adsorptionsverhalten
gegen Hamin ist dhnlich dem der ungereinigten Kohle,

35\ Biochem. Ztschr. 16, 489 ‘1909,.
36y, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz‘, 1 c., S. 122,
37y Journ. physical. Chem. 30, 1< 31 '19206).
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2. Aluminiumoxyd (Faser-Tonerde) ,fiir quantitat. Adsorptions-
Analyse nach H. Wislicenus3%) E. Merck. Schiittelt man 2 Stdn. mit viel
Wasser, so wird weder Siure noch Lauge an dasselbe abgegeben. TUnter
allen unten beschriebenen Versuchsbedingungen ist das Adsorbens ohne
melbare Wirkung auf H,0,. Bei der Adsorption des Himins ist es von
Wichtigkeit, ob der Farbstoff in Phosphat- oder Pyridin-Idsung verwendet
wird. 2.5 ccm Pyridin-Hamin werden durch 0.03 g Tonerde vollkommen
entfarbt. Wird das abzentrifugierte Adsorbat mit m, g-sek.-Phosphat ge-
schiittelt, so geht das Hamin fast vollstindig wieder in Losung. Schiittelt
man das Adsorbat mit 5 ccm Pyridin, so erfolgt dagegen keine FElution.
Viel schlechter als aus Pyridin wird der Farbstoff aus Phosphat-Losung ab-
sorbiert. 2.5 ccm Phosphat-Hamin+-0.8 cem m 4-sek.-Phosphat verlangen
zur vollstindigen Adsorption 0.6 g Tonerde®). Etwas besser wird aus weniger
alkalischer ILosung adsorbiert: 2.5 ccm Phosphat-Héamin 4 10 ccm m -
prim.-K-Phosphat werden durch 0.1 g Tonerde restlos aufgenommen. Das
Elutionsverhalten des Tonerde-Phosphat-Himins ist dem des oben be-
schriebenen Tonerde-Pyridin-Hdmins #@hnlich.

Wir haben auch noch die Adsorption von Pyridin-Hamin an B-Alu-
minium-Hydroxyd nach R. Willstdatter und H. Kraut*) untersucht und
gefunden, das es noch besser adsorbiert als die Faser-Tonerde.

3. Silica-Gel (Borsig): 2z ccm Phosphat-Hamin 4 o.4 g des Adsorbens + 3 cem
my;-prim.-K-Phosphat lassen keine mefbare Adsorption erkennen.

4. , Kieselsdure-Hydrat” (B. Siegfried, Zofingen): 2 ccm Pyridin-Himin
+ o.1 g des Adsorbens + 4 ccm m/f;-prim.-K-Phosphat werden nicht entfdrbt. 2 cem
Phosphat-Hamin + o0.4 g des Adsorbens 4 3 ccm my;-prim.-K-Phosphat lassen ebenfalls
keine Adsorption erkennen.

5. Zinnsdure (B. Siegfried, Zofingen): 0.2 g des Adsorbens 4+ 2 cem Phosphat-
Himin (oder Pyridin-Hdmin, 4+ 3 ccm myg-prim.-K-Phosphat hinterlassen nach dem
Abzentrifugieren eine stark gefirbte Ldsung.

6. Metazinnsiure (B.Siegfried, Zofingen): 0.2 g des Adsorbens
+ 2 cem  Pyridin-H&amin + 3 cem  m/;-prim.-K-Phosphat bewirken keine
bedeutende Adsorption des Farbstoffes. Dagegen werden 2 ccm Phosphat-
Himin durch 0.3 g des Adsorbens in 4 ccm m. -prim.-K-Phosphat voll-
standig entfdrbt. FEbenso fanden wir quantitative Adsorption, wenn 2.5 ccm
Phosphat-Hamin + 0.5 g des Adsorbens in 0.8 ccm m, -sek.-Phosphat ge-
schiittelt wurden. Wird das Phosphat-Haimin-Metazinnsdure-Adsorbat mit
2.5%, Pyridin 1 Min. geschiittelt, so tritt vollstindige Elution ein. Auch
wenn man 0.5 g des Adsorbates mit 10 ccm m/-sek.-Phosphat digeriert,
erfolgt betrichtliche Herauslosung. TUnter allen unten beschriebenen Be-
dingungen ist Metazinnsiure ohne merkbare Einwirkung auf H,0,.

Auf Grund dieser Beobachtungen haben wir alle folgenden katalytischen
Versuche mit Phosphat-Hamin ausgefiihrt und die folgenden Adsorbenzien
verwendet:

38} Kolloid-Ztschr. 8, 222 1910], Ztschr. chem. Ind. Kolloide 2, 11 [1908].

3%) In diesem Fall ist die liber dem abzentrifugierten Niederschlag stehende Fliissig-
keit nicht ganz farblos, sondern schwach hellgelb gefirbt; auch durch weitere Erhéhung
der Tonerde-Menge bleibt diese schwache Farbe bestehen.

10y vergl. z. B. R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2448 [1925],
u. zwar S, 2451 ff.
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1. Die beiden Kohlen, 2. die Faser-Tonerde, 3. die Metazinnsiure.

Hr. C. Seyffert hatte die Freundlichkeit, die Absorptionsbanden des.
Phosphat-Himin-Tonerde- bzw. Metazinnsiure-Adsorbates mit denen von
Phosphat-Hamin in Losung zu vergleichen. Zunichst wurde Phosphat-
Himin mit Wasser verdiinnt und ein Tropfen Hydrazin-Hydrat zugefiigt.

I...... 546 II...... 515 Qi

Verwendet man an Stelle des Phosphat-Hamins das Tonerde-Adsorbat
und fiigt einen Tropfen Hydrazin-Hydrat hinzu, so beobachtet man, so
wie beim Himin in LOsung, eine leichte Rotfarbung. Dafl keine Elution
stattfindet, beweist man durch Abzentrifugieren. Die iiberstehende Fliissig-
keit ist ganz farblos. Man mufite hier wegen ILicht-Zerstreuung der
Suspension mit groferer Spaltweite ablesen:

I...... 547 up II...... 316 pu

Ganz &ahnlich wurde das Metazinnsdure-Adsorbat untersucht, das etwas
schirfere Ablesungen gestattete:

I...... 546 up II...... 515 pi

Die Adsorptions-Eigenschaften und die Eluierbarkeit des Pyridin- und.
Phosphat-Himins sind aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich.

Adsorptionsverhalten.

Kohle Faser-Tonerde ’ Metazinnsiure
Phosphat-Hamin ............... + + + +
Pyridin-Hamin ................ + + + + —

FElutionsverhalten der Phosphat-(Pyridin-)H4imin-Adsorbate.

m/,-sek.-Phosphat

| .
2.5 % Pyridin E reines Pyridin

Kohle-Adsorbat .......... — | — ‘ —
Tonerde-Adsorbat ...... . — J— j -+
Metazinnsiure-Adsorbat. .. + + + 4+ i 4

SchlieBlich haben wir versucht, das Adsorptions-Gleichgewicht des.
Hamins durch oberflichen-aktive Stoffe 2zu verschieben. Wir ver-
wendeten kautlichen Amylalkchol und Urethan. 1. Metazinnsiure-
Phosphat-Hamin: 6.25 ccm Phosphat-Hamin + 2 ccm  m/-sek.-
Phosphat werden durch 1.7 g Metazinnsiure entfirbt. Fiigt man 0.5 ccm
Amylalkohol oder o.1 g Urethan zu, so 4dndert das nichts. Verwendet man
nur I g Metazinnsiure, so ist die Adsorption nicht vollstindig. Nach Ein-
stellung des Gleichgewichtes, wird die Farbe der iiber dem abzentrifugierten
Niederschlag stehenden Fliissigkeit verglichen mit einem Parallelversuch,
dem vorher 0.1 g Urethan bew. 0.5 ccmm Amylalkohol zugefiigt waren. Es
lieB sich kein Unterschied feststellen.

2. Bringt man je 0.01 g Tonerde mit 2.5 ccm Phosphat-Himin
ins Gleichgewicht, so ist die iiber dem Niederschlag stehende Fliissigkeit
gefarbt. Vergleich mit Parallelversuchen, denen wie oben 0.1 g Urethar
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oder 0.5 ccm Amylalkohol zugesetzt waren, lieen keine Verschiedenheiten
erkennen.

H,0,-Katalysen.
A, Himin.

Im Hauptgefil (Fig. 1) befanden sich jeweils 2.5 ccm Phosphat-Héimin
(in den Kontrollversuchen statt dessen 2.5 ccm mi/5y-sek.-Natriumphosphat)
-+ 10 cem m/g-prim. K-Phosphat 4-

150 ccm Wasser., In das Ansatz-
rohr kamen 10 ccm 0.33-n. Hydro-
peroxyd. Das Reaktionsgemisch
ist demnach 0.019-n. an H,0,, so
daBl bei vollstindiger Zersetzung
18.5 ccm Sauerstoff von 0% und
760 mm (== 20.5 ccm bei 14° und &5
718 mm) entstehen konnten. Das
Gesamt - Reaktionsvolumen betrug
172.5 ccm.  Zur Einstellung der
Adsorptions-Gleichgewichte wurde
{auch bei den Oxydase-Versuchen)
das Himin mit dem Adsorbens im
Hauptgefal 1., Stde. geschiittelt4?).

Als Beispiel fiir die Reproduzier-
barkeit der Messungen fithren wir die
beiden Versuche der Fig. 2 (8. 1561) an,
in denen das Himin an je o.5 g Tonerde Fig. 1.
adsorbiert war.

DaBl die Wirksamkeit von der Menge des angewandten Adsorptionsmittels nicht
merklich abhéingt, ist aus den Figuren 3 und 4 ersichtlich.

Entsprecheunde Versuche wurden mit Metazinnsidure-Adsorbaten ausgefiihrt,
wobei nach Ablauf von 65 Min, (t = 16%) das noch vorhandene H,O, titriert wurde.
Mit 0.38 g Metazinnsidure + 2.5 mg Himin betrug die H,0,-Abnahme 9.0 ccm nfyo-
KMnO,, mit o0.51 g Metazinnsiure und derselben Katalysatormenge 8.9 cm n/,-EMnQ,,
was einer Zersetzung von 80.8 % und 79.4 % entspricht.

In Fig. 5 vergleichen wir die H,0,-Katalyse durch Himin in Losung
mit derjenigen der Adsorbate an Kohle, Metazinnsdure und Faser-Tonerde.
Der Versuch mit gel6stem Himin ist ebenfalls unter Schiitteln (und sonst
gleichen Bedingungen) ausgefiihrt, da auch ohne Adsorbens die Aktivitat
des Hamins stark von der Geschwindigkeit des Schiittelns abhingt.

Durch Extrapolation der Anfangs-Geschwindigkeiten (Ursprungs-Tan-
genten unter Vernachlassigung der ersten 1o Min.) ergibt sich, dall 1 mg
Hamin (Fe = 8.5%,) in 60 Min. bei py ca. 5 (m. ;-prim.-K-Phosphat), bei
einer Schiittelgeschwindigkeit von 130 Touren pro Min. aus 69 ccm einer
0.019-n. H,O,-Losung folgende Sauerstoffmengen erzeugt:

In Losung: 3000 ccm (16° 722 mm). An Metazinnsdure: 3000 ccm (15° 722 mm).
An Kohle: 8 00 ccm (16° 725 mm). An Faser-Tonerde: starke Hemmung.

41 Schiittelt man die Tonerde-Adsorbate linger (z. B. 10 Stdn.), so andert das
nichts.
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Von einem kinetischen Vergleich mit dem Tonerde-Adsorbat wollen wir ab-
sehen. Wie aus Fig. 2, 4 und 5 ersichtlich ist, findet immerhin wihrend des
ersten Zeitintervalls merkliche H,O,-Zerstzung statt. Der spitere Stillstand
ist nicht auf vollstindige Zerstérung des Héamins zuriickzufithren, da auch
nach Einwirkung des H,0, Hiamin in unverindertem Zustand (Kontrolle
durch spektroskopischen Befund) durch sek.-Phosphat eluiert werden kann.

Im folgenden Versuch, Fig. 6, haben wir die Schidigung des Hamins
durch H,O, im Himin-Kohle-Adsorbat bestimmt (Vergleichsversuche mit den
anderen Adso -baten oder mit Himin in Ldsung haben wir nicht ausge-
fithrt). Zundchst wurde die H,0,-Zersetzung (Fig. 3) durch Hamin 4 0.5 g
Kohle wie gewdhnlich beobachtet (Kurve I) und nach 126 Min. (79,4 %%
Umsatz) nochmals die urspriinglich vorhandene H,0,-Menge zugesetzt, so
daB nunmehr das Reaktionsvolumen 185.5 cm betrigt und die Lésung 0.022-n
im Bezug auf H,O, ist (Kurve IT). Man findet, wieder an den Ursprungs-
Tangenten wie oben gemessen, die Aktivitit um etwa 309%, erniedrigt.

Bei hoherer Tempearatur (30°) und g:68zrer H,0,-Konzentration (0.11-n.)
bei einem Reaktionsvolumen von 45ccm und bei sonst gleichen Bedingungen
ist (Fig. 7) die Inaktivierung noch stirker.

In Fig. 7 (der entwickelte Sauerstoff wurde bei 15° und 723 mm auf-
gefangen) ist die relative Lage der horizontalen Kurven-Aste®?) zum Teil
durch die Verschiedenheit der «-Aktivititen bedingt. Jedoch kann daraus
kein Ma@ fiir dieselben abgeleitet werden, da, wie erdrtert, auch andere
Effekte in die Kinetik der ersten Minuten eingehen. Die geringste Schwichung
der B-Aktivitit erleidet das Hamin im Adsorbat an Kohle.

B. Eisen (I1I)-chlorid.

I. Im Hauptraum der Fig. 1 befanden sich o.05 g Kohle + 8 mg FeCl,,
6 H,0%) + 8mg H,S0, in 25 cem H,0.  Zugekippt wurden 35 cem
1.8-n. H,0,-Losung. Das Reaktionsvolumen betrug also 30 ccm und war
in bezug auf H,0, 0.30-n., entsprechend 49.8 ccm O, von o° und 760 mm,
in bezug auf Fe 9.9 10~%molar und in bezug auf H,SO, 0.005-n.

Wie in den Himin-Katalase-Versuchen wurde auch hier vor dem Zu-
fiigen der H,0,-Losung 1., Stde. geschiittelt. Die Menge des adsorbierten
Eisens haben wir in diesem Versuch nicht bestimmt. Die beiden Kontroll-
versuche ohne Kohle und ohne Eisenchlorid (Fig. 8) wurden genau wie der
Hauptversuch ausgefithrt®4) tei T  16° und %12 mm.

II. Im nichsten Versuch (Fig. g, ro und 11) arbeiteten wir unter Be-
dingungen, in denen auch Eisenchlorid in Losung gut meBbar H,O, zersetzt,
und beobachteten die Wirkung eines Zusatzes von Kohle, Tonerde oder
Metazinnsaure. Im Haunptraum befanden sich 5 mg FeCl;, 6H,O + ro mg
H,S0, in 25 ccm Wasser. Zugekippt wurden wie vorher 5 cemt 1.8-n. HyO,.
Reaktionsvolumen und H,0, Konzentration sind also wie oben, dagegen
ist der Gehalt an Eisen 3.0 10-2 Mol, Liter, an Schwefelsiure ist das Reak-

42} Das Ergebnis wurde in Versuchen bei Zimmer-Temperatur durch Titration mit
KMnQ, bestdtigt.

43) Es wurde ein E. Mercksches analysenreines Priparat verwendet.

44) Setzt man zu dem Eisen-Kohle-Adsorbat unter sonst ganz gleichen Bedingungen
1 g Pyrogallol zu, so entwickeln sich zwar in der ersten Minute 1.5 ccm O,, die
weitere Sauerstoff-Entwicklung bleibt aber vollstindig aus. Gleichzeitig findet starke
Purpurogallin-Bildung statt.
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tionsvolumen 0.007-n. Setzt man 0,5 g Tonerde zu und schiittelt 1/, Stde.
vor Zugabe der H,O, Losung, so erhilt man Kurve I der Fig. 9. Schiittelt
man 2 Stdn. vor der Zugabe, so ergibt sich Kurve II. Hier ist also die
katalytische Wirkung des Eisenchlorids allein (siche Fig. 11) nahezu ganz
erloschen. Im Filtrate des Tonerde-Adsorbates 148t sich Eisen mit Rhodan-
ammonium nicht nachweisen. T = 16° 722 mm.

Verwendet man an Stelle der Tonerde 1 g Metazinnsiure (es wurde 1/,Stde.
vor Zugabe des H,0, geschiittelt), so erhilt man die Kurve I der Fig. 10.
Im Filtrat bestimmten wir das nicht adsorbierte Eisen colorimetrisch. Es
ergab sich eine Adsorption von 859%. Xurve II stellt die katalytische
Wirkung des FEisenchlorids ohne Adsorptions-Mittel dar. T = 16°,
722 mm.

Fiigt man als Adsorptionsmittel 0.2 g Tierkohle zu, so beobachtet man
wie im ersten Versuch starke Aktivierung der H,0O,-Katalyse. Obwohl nur
etwa 509, des Fisens adsorbiert sind (colorimetrisch bestimmt), war bereits
in 8 Min. das ganze H,0, zersetzt. Fiigt man abermals 5 ccm 1.8-n. HyO,
zu, so ist wiederum in etwa 8 Min. vollstindige Zersetzung eingetreten. Im
Leerversuch ohne Eisenchlorid entwickelt die XKohle in 137 Min. 5.3 ccm
Sauerstoff. In Fig. 11 vergleichen wir schlieBlich die katalytische Wirkung
des Eisenchlorids mit und ohne die genannten Adsorptionsmittel.

III. Im Hauptraum des GefiBes der Fig. I befinden sich 0.6 mg
FeCly, 6H,0 = 0.2 mg Fe und 0.08 mg H,SO, in 162.5 ccm Wasser. Zuge-
kippt werden 10 ccm 0.33-n. H,O,. Das Reaktionsvolumen betidgt also wie
in den Himin-Versuchen 172.5 ccm; die Losung ist 107%-n. an H,80, (py =5,
durch Phosphat-Puffer bei den Hamin-Versuchen) und in bezug auf H,O, und
Fe ebenfalls den Himin-Versuchen dquivalent. 10 ccm dieser Losung (auch wenn
an Stelle von H,0, Wasser zugesetzt wird) geben mit 5 ccm 1-proz. Rhodan-
ammonium-Losung keine Farbung. FEine Sauerstoff-Entwicklung ist nicht
zu beobachten. Fiigt man 0.5 g Kohle zu, so erhalten wir Kurve I der Fig. 12.
Die Kohle allein ohne Eisensalz entwickelt in 140 Min. 2.6 ccm Sauerstoff
(Kurve II). Wir haben den Versuch 2-mal ausgefithrt. Das erstemal wurde
vor Zugabe des H,O, 1/, Stde., das zweitemal 1 Stde. geschiittelt. Das erste-
mal war die Eisensalz-Losung frisch bereitet und fast farblos, das zweitemal
50 Stdn. alt und schwach gelb gefdrbt. FEs ergab sich eine innerhalb des
Mef3genanigkeit liegende Ubereinstimmung.

Die Erhohung der katalatischen Wirkung der Kohlen durch adsorbiertes
Eisen ist eine empfindlichere Eisen-Reaktion als die Bildung des Ferri-
thodanids. AuBerdem ist aus obigem Versuch ersichtlich, daf Xisen, an
Kohle adsorbiert, plétzlich eine Katalase von derselben GréBenordnung wie
das Himin wird.

Reduktion des Eisen(III)-chlorids durch Kohle.

Fiihrt man den eben unter I angefithrten Versuch so aus, dafl an Stelle
der 5 cem H,0, Wasser zugegeben wird, und zentrifugiert man nach 30 Min.
ab, so geben 5 ccm der klaren Ldsung mit 5 ccm I-proz. Ferri-cyankalium-
Losung deutliche Blaufirbung. Die beiden Kontrollversuche ochne Kohle
bzw. ohne Eisenchlorid geben nicht die Spur einer Firbung.
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Uberiragung von molekularem Sauerstoff %)
I. Substrat: Leindl.

Offizinelles Leins! wurde in Form einer z-proz. Suspension in m/-sek.-
Phosphat verwendet. Da sich die Suspensionen bei lingerem Stehen an
der Luft verindern, waren die verwendeten Suspensionen hdchstens 24 Stdn.
alt.

Bei allen Versuchen wurden 25 cem Hémin + 8 cem der Suspension
verwendet, so daB das Gesamtvolumen iiberall 33 ccm und die Losung in
Bezug auf Leingl o.5-proz. war. p betrug etwa 6.3,

Als Beispiel fiir die Reproduzierbarkeit unserer Versuche bringen wir zundchst in
Fig. 13 die O,-Ubertragung durch Himin in Lésung. Die Versuche wurden an ver-
schiedenen Tagen angestellt. Kurve IIT wurde mit den doppelten Mengen Leindl,
Himin usw. ausgefiihrt; dementsprechend wurden hier die aufgenommenen O,-Mengen
verdoppelt.

Auch die iibrigen Sauerstoff-Ubertragungen wurden mindestens 2-mal ausgefiihrt.
Es wurde ausnahmslos gute Ubereinstimmung erhalten.

Aus Fig. 14 ist ersichtlich, daB die Sauerstoff-Ubertragung durch Himin
in Losung und durch das Metazinnsdure-Adsorbat keinen die Me[Bfehler
iiberschreitenden Unterschied aufweist.

Als Kontrollversuche wurden gleichzeitig 25 ccm Hiamin 4 5 g Metazinn-
saure -+ 8 ccm m/-sek.-Phosphat und 25 ccm m/sp-sek.-Phosphat -+ 5 g Meta-
zinnsdure -+ 8 ccm  Leindl-Suspension geschiittelt. In beiden Versuchen
haben wir keinen Sauerstoff-Verbrauch feststellen konnen.
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Fig. 14. Fig. 15.

In Fig. 15 sehen wir, dafl Himin an Faser-Tonerde Sauerstoff wesent-
lich langsamer auf Leindl iibertrigt als ohne Adsorbens.  Als Kontroll-
versuche wurden wie oben Himin -+ Tonerde ohne Substrat und Tonerde 4
Substrat ohne Hamin geschiittelt, und auch hier wurde kein Sauerstoff auf-
genommen.

45) Der verwendete Saunerstoff stammte aus einer Bombe und war durch Lésungen
von KMnO,, Barythydrat, Schwefelsdure und Sublimat gereinigt.
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Fig. 16 zeigt die Sauerstoff-Ubertragung durch das Himin-Kohle-Ad-
sorbat. Wie an Tomnerde, tritt auch hier wesentliche Schwichung gegen-
iiber dem Versuch ohne Adsorbens ein. Die beiden Kontrollversuche wurden
wie bei Zinnsiure und Tonerde ausgefithrt, und ergaben auch hier keine
iiber die MeBfehler gehende Sauerstoff-Aufnahme.
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Fig. 16. Fig. 17.

In Fig. 17 vergleichen wir die Ubertragung von Sauerstoff auf Leindl
durch Hamin in Losung und durch die Adsorbate an Tonerde, Metazinn-
sidure und Kohle.

Der folgende kinetische Vergleich4®) wird dhnlich wie bei den Katalase-
Versuchen durchgefithrt, indem wir die Geraden, unter Vernachlissigung
der ersten 5—8 Min., auf die Zeit =0 extrapolieren:

1 mg Himin (8.59% Fe) iibertrdgt in 120 Min. auf 0.32 ccm einer o.5-proz.
Leinsl-Suspension in m/,-sek.-Phosphat (py etwa = 6.3) bei einer Schiittelgeschwindigkeit
von 130 Touren pro Minute folgende Mengen Sauerstoff:

In Losung: 210 ccm (16° 722 mm)j. An 0.24 g Tonerde: 120 cem (16°, 723 nim,.
An o.z g Metazinnsiure: 210 ccm (16°, 720 1nm).  An o.2 g Kohle: 8o cem (179, 720 mm).

II. Substrat: Leucin.

Rac. Leucin wurde in Form einer 0.6-proz. wilrigen Losung verwendet.
25 cem dieser Lisung wurden zu 15 cem Hamin und 5 cem m/,-sek.-Phosphat
gefitgt. Das Reaktionsvolumen betrug 45 ccm und war in bezug auf Leucin
0.3-proz.

Wird diese Iosung bei 16° geschiittelt, so kénnen wir innerhalb 185 Min.
keine Sauerstoff-Aufnahme feststellen. Fiigen wir 3 g Metazinnsiure oder
4 g Tonerde zu, so erfolgt innerhalb 100 Min. ebenfalls keine O,-Ubertragung.
Es wurden Kontrollversuche ausgefithrt, in denen statt des Hamins 15 ccm
m[so-sek.-Phosphat verwendet wurden, auch hier wurde kein O,-Verbrauch
beobachtet.

Fiigt man zu einer Ldsung von 25 cem Leucin 4 15 cem m/se-sek.-
Phosphat 4 5 cem  m/,-sek.-Phosphat 5 g Kohle, so beobachten wir in
Ubereinstimmung mit O. Warburg?®) Sauerstoff-Aufnahme. Tiigen wir

46) Die Substrat-Adsorption, die anders als bei den Katalase-Versuchen, hier sicher
eine Rolle spielt, wurde nicht bestimmt.
¢y z. B. 0. Warburg und E. Negelein, Biochem. Ztschr. 113, 257 [1921].
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an Stelle des m/gz-sek.-Phosphates 15 cem Hiamin zu, so finden wir mit
unserer Methode keine Anderung in der O,-Ubertragung.

III. Substrat: Fructose?s).

10 ccm einer 10-proz. Losung Kahlbaumscher , Livulose’ wurden zu
einer iibersittigten I,Osung von 10 ccm m/y-sek.-Phosphat zugefiigt und dann
mit 2.5 ccmn m/yy-sek.-Phosphat geschiittelt. Sauerstoff-Aufnahme: 0.9 ccm
in 100 Min. Tiigte man 0.5 g Metazinnsidure, 0.5 g Kohle oder 0.6 g Ton-
erde zu, so konnten wir keine Anderung gegen den ILeerversuch feststellen.
‘Gibt man an Stelle des m/;y-sek.-Phosphates 2.5 ccm Hémin zu, so verlduft
die Oxydation unverindert. Auch die Adsorption des Himins an die oben
genannten Adsorbenzien dndert den Verlauf der Reaktion nicht49).

IV. Substrat: Dioxy-aceton??).

Die von I'. Wind5") entdeckte Oxydation des Dioxy-acetons in Phos-
phat-Iosung durch molekularen Sauerstoff wird nach unseren Beobachtungen
durch Phosphat-Hiamin weder in m/;- noch in m/;;-Na,HPO, melbar be-
schleunigt.

1 g Dioxy-aceton (Oxantin-Hochst) wurde in 10 com Wasser geldst und mit r2.5 com
Phosphat-Hédmin geschiittelt. Der O,-Verbrauch war derselbe wie im Kontrollversuch
ohne Himin. Dasselbe fanden wir in Versuchen mit der ro-fachen Phosphat-Menge
Zusatz von 2.5 g Tierkohle dnderte daran nichts.

Das Tonerde-Himin-Adsorbat fanden wir in konz. Phosphat-Lisung
ebenfalls wirkungslos. Das Adsorbat an Metazinnsiure erniedrigte dagegen
die Reaktionsgeschwindigkeit bedeutend. Xs handelt sich dabei um einen
EinfluBl der Metazinnsidure allein:

1 g Dioxy-aceton + yo cem Hy,O 4+ ¥ g Dioxy-aceton + 10 cem H,0 +

12.5 cem m/;-sek.-Phosphat; 12.5 ccm m/;-sek.-Phosphat + 2.5 g
Zeit 19,5%, 726 mm Metazinnsiure; 19.5% 726 mm
‘100 Min. 6.5 G.4 com O, 0.3 0.5 ccm O,
200 Min. 13.8 13.0 cem O, 0.5 0.9 ccm O,

48y vergl. O. Warburg und M. Yubusoe, Biochem. Ztschr. 146, 380 [1924]; ferner
O. Meyerhoff und K. Mutsuoka, Biochem. Ztschr. 150, 1 [1924].

19) Selbst bei Anwendung der r1o-fachen Hiamin-Menge war keine Reaktions-
beschleunigung feststcllbar. Dasselbe fanden wir bei Ersatz der Fructose durch Trauben-
.zucker.

50) Zusatz bei der Korrektur am 28. Juni.

51 Biochem. Ztschr. 159, 58 [1925].
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