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KARL-OSKAR MOSEBACH und WILHELM DIRSCHERL 

DIE WIRKUNGSWEISE EINIGER EFFEKTOREN 
DER D-AMINOSAUREOXYDASE, 111) 

Das Verhalten der Katalase 

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Bonn 
(Eingegangen am 31. Januar 1957) 

Herrn Professor 8. He l fe r ich  zum 70. Geburtstag gewidmet 

Kristallisierte Rinderleberkatalase vermag gleich vielen Aminosauren und ver- 
wandten Effektoren die D-Aminosaureoxydasevor Inaktivierungen durch Schwer- 
metallionen, nascierendem Hydroperoxyd, Warme usw. zu schiitzen, doch k6n- 
nen diese Effekte nicht als einfache Protektorwirkungen aufgefant werden. Die 
Anfangsgeschwindigkeit wird durch die genannten Stoffe nicht nur aufrecht er- 
halten, sondern zum Teil erheblich gesteigert, insbesondere bei gleichzeitiger 
Zugabe von Katalase und r-Aminosaure. Die Kinetik dieser Effekte ahnelt der 
cyclischen Oxydation, die D. KEILIN und E. F. HARTREE~) bei der Xanthinoxydase 

fanden. Bei der Histaminase wurde kein derartiger Effekt beobachtet. 

Bei der zuerst von S. EDLBACHER und 0. W1ss3) studierten Einwirkung von Amino- 
sauren und anderen Effektoren auf die D-Aminosaureoxydasereaktion treten Akti- 
vierungen und Hemmungen auf, deren Kinetik in der 1. Mitteilungl) naher unter- 
sucht worden ist. Dabei war besonders auffallend die Streckung der Zit-Umsatzkurve 
und die Tatsache, daB schon die Anfangsgeschwindigkeit durch derartige Effektoren 
erheblich beeinfluRt werden kann. Bei dem Versuch, diese Effektoren als Protektoren 
gegeniiber Schwermetallionen, oxydativen Schadigungen, thermischen Inaktivierun- 
gen usw. aufzufassen, stoBt man auf Widerspriiche, auf die zum Teil in der I. Mittei- 
lung eingegangen wurde. Abgesehen von der Tatsache, daB nicht nur Aktivierungen, 
sondern auch Hemmungen auftreten, mu0 man zumindest annehmen, daB diese Effek- 
toren vor verschiedenen Schadigungen gleichzeitig schiitzen konnen. Aber selbst, wenn 
man ihnen eine solch mannigfaltige Wirkung zuerkennt, sprechen andere Befunde 
gegen eine Auffassung dieser Effekte als einfacher Protektorwirkungen. AufschluS- 
reich ist ein Vergleich verschiedenartiger Effektoren, von denen die einen (Histidin und 
andere Aminosauren, Athylendiamintetraacetat) als Protektoren gegenuber schadi- 
genden Schwermetallionen, die anderen (Katalase, Peroxydase) als Protektoren ge- 
geniiber oxydativen Schadigungen angesehen werden. Man kann mit Vertretern bei- 
der Gruppen in vitro praktisch lineare Zeit-Umsatzkurven erhalten, wahrend sie 
ohne Zusatze meist mehr oder weniger gekrummt verlaufen (Abbild. 1. Kurve I-+ 11; 
Abbild. 2. Kurve I -+ I1 bzw. 1 -+ 111). 

Ware Katalase beispielsweise nur Protektor gegeniiber nascierendem Hydroperoxyd, 
durfte keine lineare Umsatzkurve mit diesem Effektor erreicht werden, weil noch 

1) I. Mitteil.: W. DIRSCHERL und K.-0 .  MOSEBACH, Liebigs Ann. Chem. 604, 75 [1957]. 
2) Proc. Roy. SOC. [London], Ser. B 119, 141 [1936]. 
3) Helv. chim. Acta 28, 797, 1111 [1945]; 29. 162 (19461. 
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Schadigungen durch immer vorhandene Schwermetallionen usw. stattfinden. Um- 
gekehrt durfte man durch L-Aminosauren und hhylendiamintetraacetat keinen line- 
aren Kurvenverlauf bekommen, wenn diese Effektoren nicht gleichzeitig auch vor 
oxydativen Schadigungen schiitzten. 

.___- 

Abbild. 1. Elnflu. von LHistidin und Cdr-lonen auf die 
D- Aminosaureoxydase 

31'; m/15 Phosphatpuffer, pn 1.2; m/100 D-Alanin; 
I pg FAD*)-Barium; 100 pg Apoferment; Gesamtvolu- 
men 2 ccm; Messung des 02-Verbrauchs manometrisch 
(Luft). I. ohne Zusatz; 11. 3.1 mgL-Histidin; 111. 12 pg 
Cu(I1)-sulfat; IV. 3.1 mg L-Histidin + 12 pg Cu(II)-sulfat 

(nach Histidin zugegeben). 

I I 

10 20 30 
Min. - 

Abbild. 2. Einflup yon L-Alanin und Katalase auf die D-Aminosaureoxydase 
37"; m/15 Phosphatpuffer, PR 1.2; m/100 D-Alanin; 1.5 pg FAD-Barium; 150 pg Apofer- 
ment; Gesamtvolumen 2 ccm; Messung des 02-Verbrauchs manometrisch (Luft). I. ohne 
Zusatz; JI. 1.8 mg L-Alanin; 111. 10 pg Katalase.; IV. 1.8 mg L-Alanin + 10 pk! 

Katalase. Fur die Kurven I11 und IV (mit Katalase) gilt die Ordinate cmm 0. 

*) Hier und im folgenden: FAD= Flavinadenin-dinucleotid. 
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INAKTIVIERUNG DER D-AMINOSAUREOXYDASE DURCH SCHWERMETALLIONEN 

Wie die meisten Fermente wird auch die D-Aminosaureoxydase durch eine Reihe 
von Schwermetallionen gehemmt. CulI- und FelI-Ionen diirften praktisch hierbei die 
groI3te Bedeutung hahen. Die Tabelle enthalt die lnaktivierungen in % unter gleichen 
Bedingungen. 

EinyluJ voti Schwermerallionen arrf' die Akrivitat von D-Aminosaureoxydase 
37' : nr/l5-Phosphatpuffer, ~ I I  7.2; m/100 D-Alanin; lpg FAD-Barium; 1OOpg Apoferment; 
6pg Metallionen; Gesamtvolumen 2ccm; Messung des 02-Verbrauchs manometrisch (Luft); 

Werte nach 15 Min. 

Zusatz c m m 0 2  Effekt % Zusatz cmm 0 2  Effekt o/n 
- - 57.0 - 

cuso4 0 . -  100 A12 (so4)3 53.0 - 7  
ZnSOj 52.0 0 NiS04 50.0 - 12 
CdSOj 4.0 - 92 CoSO4 52.0 - 9  
HgCh 2.5 - 95 Fe (NH4)2  (SO& 42.0 - 26 
P b ( N O h  57.5 + 12 Fez (NH4h (SO4h 48.0 - 16 

. -_ ______.._ - . ~ ~- 

._ - . __ ~.. - - - -. __  ~ 

51.5 - 

Die Ergebnisse ahneln denen, die H. A. KREBS4) bei einer entsprechenden Unter- 
suchung mit Papain erhielt. Auffallend ist jedoch das Fehlen eines Zinkeffekts bei der 
D-Aminosaureoxydase. Krebs, der mit Carbonatpuffer arbeitete, beobachtete eine 
sehr starke Hemmung der Papainaktivitat durch Zinkionen, die er spezifisch durch 
Pyrophosphat, nicht jedoch durch Orthophosphat aufheben konnte. Das Fehlen eines 
Zinkeffekts bei unseren Versuchen Ia8t sich also nicht auf die Verwendung von Phos- 
phatpuffer an Stelle von Carbonatpuffer zuruckfuhren. Der kleine positive Effekt mit 
Bleinitrat ist reproduzierbar. Da er jedoch mit Bleiacetat nicht erhalten werden kann, 
IaBt sich die Aktivierung auf die Nitrationen zuruckfiihren. Setzt man voc den Schwer- 
metallionen Histidin zu, also einen ausgezeichneten Komplexbildner, unterbleiben die 
lnaktivierungen (Abbild. I), nicht aber, wenn man umgekehrt verfahrt. 

Aus diesem Ergenbis wiirde man in Unkenntnis des gesamten Erscheinungskom- 
plexes ausschlienlich auf eine Protektorwirkung gegenuber schadigenden Schwer- 
metallionen schliekn. 

Krebs stellte fest, da8 die Schwermetallionen locker am Ferment haften, ihre Kon- 
zentration im Fermentpraparat also proportional der verwendeten Fermentmenge sein 
mu8. Wenn der Grund der Aktivierung durch Histidin lediglich in einer Beseitigung 
storender Schwermetallionen Iage, ware nicht einzusehen, waruni bei zunehmender 
Fermentkonzentration diese Aktivierungen nicht nur verschwinden, sondern sogar in 
Hemmungen ubergehen kOnnenlJ), selbst wenn die Histidinkonzentration im gleichen 
Ma& ansteigt. 

INAKTIVIERUNG DURCH NASCIERENDES HYDROPEROXYD 

Bci Zugahr riniger pg kristallisierter Rinderleberkatalase kann man ebenfalls eine 
Streckung der Zeit-Umsatzkurve bis zur Linearitat beobachten (Abbild. 2, Kurve I 
+- 111). 

Hatte man nur Versuche mit Effektoren, die nascierendes Hydroperoxyd unschad- 
lich machen, durchgefuhrt, wurde man diesen Katalaseeffekt lediglich fur eine Pro- 
__- 

4) Biochem. Z. 220,289 [ 19301. 
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tektorwirkung gegenuber nascierendem Hydroperoxyd halten. Setzt man voraus, daB 
das Ferment gleichzeitig von Schwermetallionen und nascierendem Hydroperoxyd 
angegriffen wird, ist nicht einzusehen, wieso jeweils schon ein Protektortyp einen voll- 
kommenen Schutz gegenuber beiden Schadigungen ausiiben kann. Man beachte 
dabei, daR im einen Fall mit mg-Konzentrationen an Aminosauren, im anderen mit pg- 
Konzentrationen an Katalase gearbeitet wurde. Die Auffassung von EDLBACHEK und 
WISS~), daB der Histidingehalt der Katalase fur deren Aktivatoreneigenschaft ver- 
antwortlich sei, kann in diesem Umfange nicht stimmen. Erstens genugt eine der Ka- 
talasemenge entsprechende Histidinmenge nicht, urn auch nur annahernd die Wir- 
kung der Katalase zu erzielen, und zweitens gibt es einige bemerkenswerte kinetische 
Unterschiede zum Histidineffekt, wie in einem spateren Abschnitt gezeigt wird. EDL- 
BACHER und Wiss haben mit einem rohen Katalasepraparat gearbeitet, so daB ihre Ak- 
tivierungen nicht als reine Katalasewirkung angesehen werden konnen. 

__  -~ ____. 

GEMEINSAME EINWIRKUNG VON L-AMINOSAUREN UND KATALASE AUF 

DIE D-AMINOSAUREOXYDASE 

Im Hinblick auf diesen Sachverhalt ist die Frage interessant, wie sich eine gemein- 
same Einwirkung von L-Aminosauren und Katalase auswirkt. 

Im folgenden Versuch (Abbild. 2, Kurven I bis IV) wurden Konzentrationen an 
L-Aminosaure (L-Alanin) und Katalase gewahlt, bei denen praktisch gleiche Umsatz- 
kurven mit jedem Effektor allein, und m a r  lineare im Unterschied zur Kurve ohne Zu- 
satze, erzielt wurden. Beide Effektoren mufiten also wahrend der Versuchszeit jeder 
fur sich einen geniigenden Schutz vor den verschiedenen Schadigungsarten ausgeiibt 
haben. Bei Einsatz beider Effektoren gemeinsam (Kurve IV) trat dazu noch eine be- 
trachtliche Aktivierung der Anfangsgeschwindigkeit auf. In Gegenwart von Katalase 
akfivierf die L-Aminosiure also stirker als ohne Katalase. In unserem Beispiel betrug 
die Aktivierung nach 10 Min. durch L-Alanin ohne Katalase + 25%,  L-Alanin mit 
Katalase + 40%. Entsprechende Ergebnisse erhalt man auch bei Kombination von 
Katalase mit L-Histidin. 

VERGLEICH DER KATALASEWIRKUNG BEI D-AMINOSAUREOXY DASE UND HISTAMINASE*) 
Da iiber die physiologische Bedeutung der Katalase, insbesondere ihre Rolle bei 

peroxydatischen Prozessen im Sinne von KEILM und HARTREE 2), bisher so wenig Klar- 
heit herrscht, haben wir das Verhalten der Katalase etwas eingehender studiert. Uns 
interessierte hierbei vor allem auch ihre Einwirkung auf andere oxydative Desami- 
nierungsreaktionen. Es stellte sich namlich beim Vergleich der D-Aminosaureoxydase 
mit der Histaminase heraus, daD gewisse Unterschiede in der Reaktionsfahigkeit des 
nascierenden Hydroperoxyds bei beiden Systemen bestehen. Die D-Aminosaureoxy- 
dase wird zum Unterschied von der Histaminase sehr stark beeinfluBt, teils gehemmt, 
teils aktiviert, durch Stoffe, die mit diesem nascierenden Hydroperoxyd energisch re- 
agieren und daher als Nachweisreagenzien in Frage kommen, wie Indigocarmin und 
Cer(II1)-hydroxyd. (Auf diese Zusammenhange wird in einer spateren Arbeit einge- 
gangen werden.) Auch bei der Einwirkung von 1 pg krist. Rinderleberkatalase auf die 

*) Der Inhalt dieses Abschnittes wurde von einem von uns (MOSEBACH) am 27.9. 1956 
auf der Tagung der Ges. f i r  Physiolog. Chemie in Hamburg vorgetragen. 
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beiden hochgereinigten, katalasefreien Fermente lieD sich ein charakteristischer Un- 
terschied erkennen. Bei der Histaminasereaktion wird der 02-Verbrauch zu Beginn 
der Reaktion exakt auf die Halfte herabgesetzt (Abbild. 3): in Abwesenheit von Ka- 

---__-___ ~~ 
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Abbild. 3. Abbau von Cadaverin-dihydrochlorid durch Hisraminase ohne und mir Karulase ( 1  pg) 
37"; m/30 Phosphatpuffer, p~ 7.2; 1 mg Cadaverin-dihydrochlorid; 585 pg Histaminase; 

Gesamtvolumen 3 ccm ; Messung des 02-Verbrauchs manometrisch (Luft). 
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Abbild. 4. Abbau von D-Abnm durch 
die D-Aminosaureoxydase ohne und mrr 

Katalase ( I  yg) 
37"; m/30 Pyrophosphatpuffer, prr 7.0; 
m/50~-Alanin;2pg FAD-Barium; 75yg 
Apoferment ; Gesamtvolumen 2 ccm; 
Messung des 02-Verbrauchs manome- 
trisch und der NH3-Entwicklung durch 

Mikrodiffusion (Luft). 

/ I u  i 

50 1W 
p g  NH, ~ I V  ccmin3OMn. - 

Abbild. 5. Abhangigkeit der Katalaseaktivierung 
der D-Aminosaureoxydasereaktion von der Uni- 
setzungsgeschwindigkeit. I. 37"; m/ 15 Phosphat- 
puffer, PH 8.3; m/25 D-Manin; 1 pg Katalase; 
0.3 bis 1 pg FAD-Barium; 77 bis 230 pg Apo- 
ferment; Gesamtvolumen 3 ccm; Messung der 
NH3-Entwicklung durch Mikrodiffusion (Luft). 
11. Diese Kurve stellt im Vergleich hierzu den 
EinfluD von mj40 L-Leucin auf die D-Amino- 

siiureoxydasereaktion dar  (Teilkurve). 
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talase wird 1 Mol. 0 2  zur Oxydation von 1 Mol. Substrat gebraucht, in Gegenwart von 
Katalase dagegen nur Mol. 0 2  fur den gleichen Umsatz. Diese okonomischere 
Ausnutzung des Sauerstoffs steht im Einklang mit der i)konomisierungstheorie von 
T. THUNBERG5). AuDerdem wird entsprechend der Protektortheorie von H. WLELAND~J) 
das Ferment wegen der Zersetzung des schadlichen Hydroperoxyds geschutzt, was 
den gradlinigen Verlauf der Umsatzkurve mit Katalase zur Folge hat. Anders liegen 
die Verhaltnisse bei der D-Aminosaureoxydase (Abbild. 4). Hier wird der OpVerbrauch 
durch Katalase nicht auf die Halfte, sondern urn einen geringeren Betrag herabge- 
setzt. Die mittlere Kurve stellt den 02-Verbrauch und die NH3-Entwicklung in Ab- 
wesenheit von Katalase dar. Diese beiden Kurven fallen zusammen, ein Beweis fur die 
Abwesenheit von Katalase. Bei Zusatz von 1 pg Katalase aber erfolgt mit grokr 
RegelmaDigkeit eine Aufspaltung in zwei Kurven. Die untere zeigt den Sauerstoff- 
verbrauch an. Sie muBte mit der gestrichelten Linie zusammenfallen, wenn der Sauer- 
stoffverbrauch im Sinne von THUNBERO auf die Halfte herabgesetzt worden ware. Die 
obere Kurve gibt die NH3-Entwicklung wieder. Man beobachtet also eine deutliche, 
reproduzierbare Aktivierung der Anfangsgeschwindigkeit durch Katalase. Die Kine- 
tik dieses Katalaseeffektes weicht in zwei Punkten von der Kinetik bei Verwendung 
von L-Aminosauren als Effektoren ah. 1. Die Aktivierungen nehmen mit zunehmender 
Umsetzungsgeschwindigkeit zu (Abbild. 5) ,  wahrend sie bei den anderen Effektoren 

_ _  1957 

Abbild. 6. Abhangigkeit der Katalaseaktivierung 
der D-Aminosaureoxydasereaktion von der Kata- 
lasekonzentration. 37"; m/15 Phosphatpuffer, p~ 
8.3; m/25 D-Alanin; I p g  FAD-Barium; l50pg 
Apoferment; Gesamtvolumen 2 ccm; Messung 

&+ s 
$ 5 

der NH3-Entwicklung durch Mikrodiffusion (Luft). -3 -2 - I  0 +l +z 

abnahmen3). 2. Die Aktivierungen beginnen und erreichen ihr Maximum im Unter- 
schied zu den Aminosaureeffekten in einem wesentlich engeren Konzentrationsbereich 
(Abbild. 6). Es sol1 noch betont werden, dal3 trotz vielseitiger Variation der Versuchs- 
bedingungen nie Hemmungen beobachtet wurden. 

Diese Beobachtungen, die bei kombiniertem Zusatz von L-Aminosaure und Kata- 
lase und bei Zusatz von Katalase allein bei der D-Aminosaureoxydase gemacht wur- 
den, sind nicht vereinbar mit der Annahme einer einfachen Protektorwirkung im 
Sinne WIELANDS. Bei einer einfachen Protektorwirkung gegenuber nascierendem Hy- 
droperoxyd mufiten anfangs gleiche Reaktionsgeschwindigkeiten mit und ohne Pro- 
tektor vorliegen, weil das schadigende Agens sich erst einmal entwickeln mu& Das 
kinetische Bild ahnelt vielmehr der cyclischen Oxydation, die KEILIN und HARTREE~) 
beobachteten, als sie Acetaldehyd mit Xanthinoxydase oxydierten und dabei k h y l -  
alkohol und Katalase zusetzten. Hierbei wurde das nascierende Hydroperoxyd durch 
die Katalase peroxydatisch auf den b;thylalkohol gelenkt. wobei weiterer Acetal- 

109/,11g Katufosd - 

5)  Skand. Arch. Physiol (D) 35, 163 [1918]; Naturwissenschaften 10,417 "9221. 
6 )  Ergebn. Physiol., biol. Chem. exp. Pharmakol. 20,477 [1922]. 
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dehyd und damit eine Erhohung der Substratkonzentration auftrat. Auch diese Er- 
hohung der Substratkonzentration hatte eine bedeutende Aktivierung der Anfangs- 
geschwindigkeit zur Folge. In Analogie hierzu nehmen wir an, da8 bei unseren Ver- 
suchen das nascierende Hydroperoxyd durch die Katalase peroxydatisch auf freie und 
proteingebundene Aminosauren ubertragen wird, wobei diese zwar nicht abgebaut, 
wohl aber fur den fermentativen Abbau in noch unbekannter Weise aktiviert werden. 
Die Streckung der Umsatzkurve durch die behandelten Effektoren, auch die Katalase, 
kann als Folge nicht nur eines Ferrnentschutzes sondern auch einer kornbinierten 
Substrat- und Ferrnentaktivierung angesehen werden, indern mit zunehmender Effek- 
torenkonzentration ein zunehrnender Bruchteil des Substrats der Fermentreaktion zu- 
ganglich gemacht wird. Dies wurde friiherl) ausfuhrlich dargestellt. Wir vermuten, da8 
das nascierende Hydroperoxyd durch die Katalase zu einer allgemeinen Erhohung der 
Reaktionsfahigkeit des Systems ausgenutzt wird. Man darfalso im Hydroperoxyd nicht 
einfach ein Zellgift sehen, sondern mu8 annehmen, wie in spiiteren Versuchen noch 
weiter gezeigt werden wird, daR es bei Gegenwart geeigneter Synergisten eine hervor- 
ragende Rolle als Aktivator bei physiologisch-chemischen Prozessen spielt. Die Be- 
funde, dab  bei unseren Versuchen nicht nur das kombinierte System Katalase-r- 
Aminosaure, sondern auch die Katalase allein zu Aktivierungen befahigt ist, ergan- 
Zen sich. Die Katalase verrnag anscheinend nicht nur rnit zugesetzten Aminosaure- 
effektoren, sondern auch schon mit den vorhandenen freien und gebundenen Amino- 
siiuren (Substrat, Ferment) zusammenzuwirken. Fur die Beantwortung der Frage, was 
man sich unter aktivierten Aminosauren vorzustellen hat, gibt es Anhaltspunkte. Bei 
der Einwirkung von y-Strahlen auf wahige  Losungen von Aminosauren, bei der die 
gemeinsarnen Radikale von Wasser und Wasserstoffperoxyd entstehen, sicher also 
auch das, was man unter nascierendem Wasserstoffperoxyd versteht, treten wahr- 
scheinlich Aminosaureradikale7) auf, die in der Lage sind, rnit anderen Stoffen ener- 
gisch weiter zu reagieren. Auf den Nachweis, die Entwicklung und Reaktionsfahig- 
keit des nascierenden Hydroperoxyds in den behandelten Systemen werden wir in der 
nachsten Mitteilung ausfuhrlich eingehen. 

Fragt man, warum auch Arninosauren ohne Katalasezusatz vor nascierendem Hy- 
droperoxyd schutzen (Erzielung h e a r e r  Umsatzkurven) und daruber hinaus die An- 
fangsgeschwindigkeit aktivieren konnen, so kann man zunichst einmal auf die Ar- 
beiten von H. MIX, W. TITTELBACH-HELMRICH und W. LANGENBECK~) hinweisen, aus 
denen hervorgeht, da8  Komplexe aus Aminosauren und Schwermetallen (insbeson- 
dere Cu und Fe) Katalasewirkung besitzen. Man mu13 damit rechnen, da8 auch in 
gereinigten Ferrnentpraparaten genugend Schwermetallionen vorhanden sind, urn mi t 
zugesetzten oder auch vorhandenen Aminosauren derartige ,,Pseudokatalasen" zu 
bilden. Die Frage, warum urngekehrt Katalase auch vor anderen Schadigungen schiit- 
Zen kann, IaDt sich nicht so leicht beantworten, doch sprechen alle unwre Versuche 
dafur, da8  die verschiedenen Schadigungsarten, ihre Uberwindung durch geeignete 
Effektoren oder, allgemeiner gesagt, die meisten hier behandelten Aktivierungen und 
Hemmungen einem umfassenderen Reaktionsschema angehoren. 

- . - . .~ ___ - _ .  

7) G .  STEIN, J .  Chim. physique52, 638 [1955]. 
8) Chern. Ber. 89, 69 [19561. 
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Mefhodik 
Fermenrprapurare: Das Apoferment der D-Aminoslureoxydase wurde nach E. NEGELEIN 

und H.BROMELP) bereitet. Wir begnugten uns mit dem funften Schritt. da der sechste keine 
wesentliche Aktivitatssteigerung herbeifuhrt und ein instabiles Produkt ergibt. AuDerdem 
verwendeten wir an Stelle der schwer zuganglichen Hammelnieren Schweinenieren, die iiber- 
dies zu einer gr6Deren Ausbeute fuhren. Der Proteingehalt wurde mit Hilfe der Biuretmetho- 
dele) bestimmt. Das gereinigte Praparat besitzt lediglich bei 280my ein Maximum, der Ex- 
tinktionskoeffizient betragt etwa 1.5.l.g-1.cm-1. Das Bariumsalz des Flavinadenindinucleo- 
tids (als Coferment der D-Aminosaureoxydase) wurde nach 0. WARBURG und W.  CHRISTIAN^^) 
hergestellt. Fur Konzentrationsbestimmungen wurde das Maximum bei 450my mit einem 
Extinktionskoeffizienten von I .  13. I0-7qcm/Mol (oxydierte Form) eingestellt. Ein Teil des 
Coferments erwies sich entsprechend den Angaben von NEGELEIN und B R ~ M E L  im optischen 
Test unwirksam. Wahrscheinlich tritt bei der Aufarbeitung der Hefe eine weitere Esterbindung 
zwischen dem Ribitylalkohol und der angrenzenden Pliosphatgruppe auf, die zur Inaktivie- 
rung fihrtl2). 

Gereinigte Histarninase, ebenfalls aus Schweinenierenrinde, erhielten wir gemaD R. KAPEL- 
LER-ADLERI3) mit Hilfe fraktionierter Ammoniumsulfatfallungen und Adsorption an Cat- 
ciumphosphatgel. Kristallisierte Rinderleberkatalase wurde uns freundlicherweise von der 
Firma C. F. BOEHRINGER & SOHNE, Mannheim, zur Verfugung gestellt. 

Versuchsansart: Die Messung des 02-Verbrauchs erfolgte manometrisch nach 0. WARBURG. 
Im Einsatz befanden sich bei Versuchen mit D-Aminosaureoxydase 0.05 ccm 20-proz. Kalilauge 
(Filterpapier), um das bei der Zersetzung der Brenztraubensaure entstehende C02 zu binden. 
Da der 02-Verbrauch der oxydativen Desaminierungsreaktionen vom Katalasegehalt der 
Praparate abhangt, wurden zur Kontrolle und zum Vergleich NH3-Bestimmungen nach 
E. J .  CONWAY und E. O'MALLEY 14) durchgefiihrt. Mit dieser Methode lassen sich bei Ver- 
wendung von m/500 HCI noch yg-Differenzen gut erfassen, wenn nur 1 ccm des Borsaure- 
lndikatorgemischs vorgelegt und eine absolute NH3-Konzentration von 5Oyg nicht ilber- 
schritten wird. 
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