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17. Die Fermentwirkungen der Ascorbinsdure (Vitamin C)
von G. Woker und J. Antener,
(30. XII. 36.)

Da der Ascorbinsduregehalt der rohen Mileh u. a. auch durch
die Entfirbung von Methylenblau ermittelt wird, lag die Frage nahe,
ob Beziehungen zwischen der Entfirbung des Methylenblaus durch
Ascorbinsiure und der Entfarbung des Methylenblaus durch das
Schardinger’sche Milchenzym bestehen, welches bekanntlich auf die
nimliche Weise ermittelt wird. Mit anderen Worten: Ist fir die
Entfirbung des Methylenblaus die reduktive Komponente zweier
Redoxsysteme, eines bekannten, der Ascorbinsiure und eines un-
bekannten, des Schardinger’schen Milchenzyms, verantwortlich zu
machen, oder ist einzig die Ascorbinsidure Trigerin der Reduktions-
wirkung ? Die letztere Auffassung bedeutet dementsprechend die
Zuriickfihrung des Schardinger’schen Milchenzyms auf das in seiner
Konstitution als Ascorbinsdure erkannte Vitamin C. Ferment- und
Vitaminbegriff wiirden also hier zusammenfallen und wéren, der eine
wie der andere, an eine chemisch wohl definierte Substanz gebunden.

In ihrer urspriinglichen Ausfilhrung wird die Ermittlung des
Schardinger’schen Enzyms an formaldehydhaltiger Methylenblau-
16sung (b em?® gesiittigte alkoholische Methylenblauldsung, 190 em?
Wasser und 5 em?® Formalin 389,) vorgenommen. Sie ist als Er-
mittlung eines Eigenenzyms der rohen Milch zu betrachten.

Entsprechend den Untersuchungen von Sbarsky und Michlin!)
lisst sich der Formaldehyd durch Acetaldehyd, Salicylaldehyd,
Xanthin, Hypoxanthin und Eiweissabbauprodukte ersetzen, wo-
durch der urspriingliche Begriff des Schardinger’schen Enzyms eine
wesentliche Erweiterung erfihrt. Denn Fermente, wie sie unter an-
derem als ,,Essigsiurebakterien-oxydase*, als Salicylase, als Xan-
thinoxydase usf. beschrieben worden sind, lassen sich einfach dem
oxydativen Teileffekt dieses Oxydo-Reduktionsenzyms subsum-
mieren, durch dessen Vorhandensein dem System der Charakter
eines fermentativen Kreisprozesses aufgeprigt wird.

Liegt Methylenblaulésung allein vor, so erlangt die Milch die
Befahigung zu ihrer Reduktion, entsprechend der mit dem Alter
zunehmenden Bakterienentwicklung, da die Bakterienreduktase hier
als das den Kreisprozess schliessende Agens fungiert.

Da unser, allerdings erst als Vorversuch zu wertender Vergleich
des Verhaltens von roher und mit Ascorbinsiure versetzter, ge-

1y Sbarsky und Michiin, Bioch. Z. 155, 483 ff. (1923).
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kochter Milech gegeniiber der Formalin-Methylenblaulésung, wenig-
stens qualitativ keinen Unterschied erkennen liess, so hat es in der
Tat den Anschein, als sei die Ascorbinsiure, das Vitamin C, mit dem
Schardinger’schen Enzym der rohen Milch zu identifizieren. Immerhin
behalten wir uns vor, sowohl an der urspriinglichen Schardinger’schen
Formalin-Methylenblaulosung, wie an den analogen Systemen des
Methylenblau und anderen Acceptoren (z. B. Nitraten) mit Acetal-
dehyd, Salicylaldehyd, Xanthin und Hypoxanthin die Identitdts-
frage an Hand der Ergebnisse der quantitativen Verhiltnisse genau
zu priiffen. Unter diesem Vorbehalt mochten wir fir die fermentative
Oxydo-Reduktionsfunktion der Ascorbinsiure die folgende Formu-
lierung ins Auge fassen.
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Dehydro-ascorbinsiure + Formaldehydhydrat = Ascorbinsiure + Ameisensiure.

An Stelle eines der nach Gleichung 3 die Ascorbinsiure zuriick-
bildenden Hydrates, tritt bei der alternden Milch die Reduktions-
kraft der Bakterien. Wie sich der Wasserstoffdonator, der die De-
hydro-ascorbinsiure wieder in die reduzierende Ascorbinsiure zu-
riickverwandelt, in der mannigfachsten Weise variieren lasst, so
auch der Acceptor, demgegeniiber sich der Reduktionseffekt der
Ascorbinsiure betatigt.

10
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Wir haben bisher, ausser dem Methylenblau, erst einen Acceptor,
den Schwefel, gepriift und konnten in der Tat durch zugesetzte
Bleiacetatlosung, sowie, bei anderen Proben, an in das Reagenzglas
eingehingten Bleiacetatpapierstreifen, eine allméihlich zunehmende
Braunfirbung und am Schwefelbodensatz einen Schwefelbleisaum
feststellen.

Eine der typischsten Hydrogenasewirkungen, die Schwefel-
wasserstoffbildung aus Schwefel, wird also ebenfalls von der Ascor-
binsdure erzielt. Auch hier diirften wiederum die quantitativen Ver-
hiltnisse entscheiden, ob wir berechtigt sind, die Ascorbinsiure
selbst als Hydrogenase oder lediglich als Modell der reduzierenden
fermentativen Prinzipien anzusprechen.

Wie die Ascorbinsiure primér zu reduktiven Wirkungen be-
fahigt ist, so konnte die autoxydativ, mit Luftsauerstoff, oder in
Berithrung mit Oxydationsmitteln, bis zu einem Gleichgewicht, aus
ihr gebildete Dehydro-ascorbinsiure ihrerseits zu direkten Oxyda-
tionsleistungen, auch ausserhalb des oxydo-reduktiven Kreisprozesses,
befihigt sein.

Ferner ist mit der Bildung sekunddrer Peroxyde durch An-
lagerung von Wasserstoffperoxyd an eine oder beide Carbonyl-
gruppen der Dehydro-ascorbinsdure und dementsprechend mit
Peroxydasewirkungen zu rechnen:
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Auch solche Wirkungen sind unter Bedingungen realisierbar,
bei denen die, die Oxydationsprodukte im Moment ihres Entstehens
angreifende Ascorbinsdure mehr oder weniger ausgeschaltet ist. So
lassen sich, sowohl aus autoxydierten als auch aus mit Methylenblau
versetzten Ascorbinsiureldsungen Kapillarisationsfelder auf Filtrier-
papier erzeugen, die, in ungleich weit vom Zentrum entfernte Zonen
zerschnitten, Gemische von V;-proz. Wasserstoffperoxyd mit Benzi-
din-hydrochlorid, mit p-Phenylendiamin-Trikresol, mit Leukomala-
chitgriin oder mit Pyrogallol in ganz verschiedener Weise zu beein-
flussen vermogen. Ebenso zeigt sich beim Ubergiessen der Kapil-
larisationsfelder mit Wasserstoffperoxyd und Benzidin oder mit ver-
(linnten p-Phenylendiamin-Trikresol-Gemischen neben einem in-
tensiv oxydativ gefirbten zentralen Feld und einer gefirbten Rand-
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zone, eine farblose, der Ascorbinsdure entsprechende Zone, genau so,
wie sie Griiss!) fiir Kapillarisationsfelder aus Pflanzenmaterial als
,Antioxydase‘‘-Zone beschrieben hat. Die Analogie in der Lokalisa-
tion der oxydativen und reduktiven Partien des Kapillarisations-
feldes lésst daran denken, dass das System Ascorbinsdure-Dehydro-
ascorbinséure auch bei jenen Versuchen Trager der oxydativen, wie
der reduktiven ,,Fermentwirkungen‘ ist.

In einfacher Weise liessen sich z. B. am Kapillarisationsfeld eines
Methylenblau-Ascorbinsiduregemisches die verschiedenen oxydativen
Fiahigkeiten der einzelnen Zonen in der Weise anschaulich machen,
dass ein Kreis von ca. sechs voneinander isolierten Benzidin-Wasser-
stoffperoxyd-Tropfen in einigem Abstand rings um den kapillari-
sierenden Methylenblau-Ascorbinsdure-Tropfen angelegt wurde. An
das zentrale, vom zuriickbleibenden Methylenblan eingenommene
Feld schlossen sich die Ascorbinsidure- und Dehydro-ascorbinsiure-
zonen an, und wo die letztere Zone mit den Benzidintropfen in Be-
rithrung kam, farbten sich diese auf der inneren, oxydativ auch beim
Purpurogallinversuch stirker wirksamen Seite, tief gelb, durch das
gebildete Holochinoid: '

e (o

wihrend die dussere Seite in der gewohnlichen Weise reagierte, d. h..
die blaue Farbe der Merichinoide ergab z. B. in der Formulierung
von Willstdtter und seiner Schule:

aN=(_ >=( >N

Ohne zu Hilfenahme der Kapillarisation ist es, auch an gut
antoxydierten Ascorbinsidurelosungen, weit schwieriger, Peroxydase-
wirkungen zu erhalten. So veranlasste zwar jeder in eine, mit we-
nigen Tropfen Trikresol und Wasserstoifperoxyd versetzte, sehr ver-
diinnte p-Phenylendiaminldsung einfallende Tropfen autoxydierter —
also grossenteils in Dehydro-ascorbinsidure iibergefiihrter — Ascor-
binsidurelosung im Moment des Einfallens Indophenolbildung. Die
violette Firbung verschwand aber fast momentan und kann leicht
iiberhaupt iibersehen werden. Héufig erhielten wir auch ginzlich
negative Resultate. Wir werden in folgenden Publikationen iiber die
Bedingungen, unter denen Peroxydasewirkungen der Dehydro-
ascorbinsiure zu beobachten sind und welche, im einzelnen berichten.

Die vorhin erwihnte Analogie im Verhalten der Kapillarisa-
tionsfelder des Ascorbinsdure-Dehydro-ascorbinsiure-Systems und des
Versuchsmaterials von Griiss bezog sich u. a. auf den Gerstenkeimling.

1y (iriiss, Biologie und Kapillaranalyse der Enzyme. Berlin (1912) Verlag Bornirdger.
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Hier war Griiss die Feststellung der Identitit des Trigers der ,,sekret-
diastatischen** und der peroxydatischen Wirkungen durch das Zu-
sammenfallen der auf Stirke wirksamen und der peroxydierenden
Zonen des Kapillarisationsfeldes gegliickt. U. a. aus diesem Grund
schien uns die Frage priifenswert, ob auch das Ascorbinsiure-De-
hydro-ascorbinsiuresystem zu diastatischen Wirkungen befiahigt sei.
Die theoretischen Voraussetzungen wiren, wie bei den Peroxydase-
wirkungen, im Vorhandensein der beiden Ketogruppen gegeben, die,
durch Addition von Wasser, in die unbestindige, Wasser auf geeignete
Substrate tbertragende Hydratform, tibergehen kénnten:
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CH(OH I
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y

Auch die Ascorbinséure selbst ist mdoglicherweise an ihrer Dop-
pelbindung zur Aufnahme wvon Wasser befihigt und damit evtl.
zur Ausiibung hydratisierender Wirkungen:
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Zur Prifung auf diastatische Fiahigkeiten des Ascorbinsiure-
Dehydro-ascorbinsdure-Systems dienten die gewohnlichen Kriterien:
Die auf die Anderung des Dispersititsgrades abstellende Anderung
der Farbenreaktion bei Zusatz von Jod und die Verzuckerung der
Stirke.

Von einer, durch Durchleiten von Luft wihrend mehrerer Stun-
den autoxydierten, konzentrierten Ascorbinsiureléosung wurde, in
iiblicher Weise, eine Verdiinnungsreihe 1, 1/,, /s, /gy Y16y Yas, Yeas
Y18y Yasey Y/s12 hergestellt und jede Verdinnung mit der gleichen
Menge einer 1-proz. Losung von loslicher Stirke versetzt. Als Kon-
trolle diente die mit der gleichen Menge Wasser statt Ascorbinsiure,
vermischte Stirkelosung. Wihrend die Kontrolle schon mit einem
Tropfen 0,0005-n. Jodlosung sofort mit reiner Blaufirbung reagierte,
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zeigte die grosste, in den Vorversuchen verwendete Verdiinnung der
Ausgangslosung -+ Stérke, nach dem Stehen iiber Mittag, nur eine
leicht gelbliche Firbung, die allmihlich, mit steigendem Jodzusatz
aus einer Mikrobiirette, in die violette Amylodextrinfirbung und erst
nach weiterem relativ sehr betrichtlichem Jodzusatz in die blaue
Jodstarkefirbung iiberging. Es handelt sich also um die typische
Farbenidnderung, wie sie diastatische Stirkespaltgemische mit Jod
zeigen, nicht bloss um eine Jodbindung, wie sie fiir ascorbinsiure-
haltige Losungen selbstverstandlich wiare. Die Frage ist nur, wie
weit ist die Dispersititsreaktion mit Jod fiir eine echte Spaltung
beweisend ?') Aber diese Frage gilt fiir die Wirkung der ,,Diastasen‘
genau so gut, wie fiir das Ascorbinsiure-Dehydro-ascorbinsiure-
system oder wie fiir das Formaldehydmodell der Diastasewirkung,
iiber welches vor Jahren H. Maggi auf Veranlassung der einen von
uns gearbeitet hat?2).

Die mit dem Ascorbinsidure-Dehydro-ascorbinsiure-System ver-
setzte Stiarkelosung zeigt auch schon ohne Jodzusatz eine typische,
mit der Anderung des Dispersititsgrades einhergehende Anderung:
Die durch feinste, suspendierte Stirkepartikel getriibte Stirke-
1¢sung erscheint nach einigem Stehen, in Beriihrung mit der autoxy-
dierten Ascorbinsidureldsung, vollig klar.

Bei der Priifung auf Verzuckerung der Stirke war von vorn-
herein mit der intensiven Eigenreduktionswirkung der Ascorbinsiure
zu rechnen. Dieselbe war, unter unseren Versuchsbedingungen
(tropfenweiser Zusatz zu 5 em? einer 10-fachen Verdinnung gleicher
Mengen Fehling’scher Losung I und II) eben nachweisbar bis zur
Verdiinnung /5, unserer Stammlgsung. Die mit der 1-proz. Stirke-
16sung versetzte Ascorbinsdureverdiinnungsreihe ergab, nach dem
Stehen iiber Mittag, eine wesentlich stirkere Reaktion als die Kon-
trolle noch bei der Verdiinnung: !/,,5. Der Unterschied ist nicht
gerade gross, — was in Anbetracht der geringen Versuchsdauer auch
kaum zu erwarten war, — aber doch deutlich vorhanden. Eine
Saurespaltung der Starke durch Ascorbinsiure in dieser Verdiinnung
und bei Zimmertemperatur ist schwerlich anzunehmen. So hoffen
wir bald iiber eingehende quantitative Versuche berichten zu konnen,
die die diastatischen Wirkungen des Ascorbinsdure-Dehydro-ascorbin-
siure-Systems sicherstellen. Da wir bei unseren orientierenden Ver-
suchen iiber die fermentativen Qualititen dieses Redoxsystems auch

1) Was die Jodreaktion fiir die Stirkespaltung bedeutet, bedeutet die Biuretreaktion
fir den Eiweissabbau, wobei eine schwache Kupferlésung bekanntlich als Kriterium fiir
die Anderung des Dispersititsgrades dient. Dementsprechend erhielten wir, nach Zu-
satz von 2 cm® 2-n. Natronlauge zu 2 cm3 eines hilftigen Gemisches autoxydierter As-
corbinsiure und 1-proz. Albuminlésung nach 2 Tagen mit 12 Tropfen Pavy’scher Kupfer-
salzlésung (Pavy I) Peptonfirbung bis zur 3. Verdiinnung (!/,), Versuchsbedingungen,

unter denen die Siurekonzentration eine Stérungsquelle sein kann.
%) H. Maggi, Fermentforschung 1919; G. Woker, B. 49, 2311 (1916).
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andere als die hier beschriebenen Wirkungen — hydrolysierende,
katalatische, desaminierende und decarboxylierende — in den Kreis
unserer Betrachtungen gezogen haben, so bitten wir um freundliche
Reservierung dieses Arbeitsgebietes.

Laboratorium fir physikalisch-chem. Biologie der
Universitit Bern.

18. Die elektrochemische Oxydation der Benzolhomologen VII.

Pseudocumol (1, 2,4-Trimethyl-benzol) ')
von Fr. Fiehter und Guido Sehetty?).
(29. XI. 36.)

1. FEinleitung.

Aus Pseudocumol (1,2, 4-Trimethyl-benzol) I erhieiten H. D. Law
und . M. Perkin®) durch elektrochemische Oxydation ein Gemisch
von Dimethyl-benzaldehyden, das sie nicht zu tremnen und zu
identifizieren vermochten. Fine genaue Untersuchung hat nun
gezeigt, dass hier, wie in den bisher von uns gepriiften Fillen, eine
grosse Mannigfaltigkeit der verschiedensten Stoffe durch Seiten-
kettenoxydation und durch Kernhydroxylierung entsteht, die wir
iibersichtlich an die Spitze stellen:
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CH, H,
—_—>
\ COOH COOH
11, CH, v. CH, oH A
P> 9 —> (o0,
CH, CH, CH, \/
§
CH, CH, WCH“ vil. COOH VIIL COOH
| > _— \
1. CH, 1. ¢HO . V1. COOH ICH -COOH
HCOOH
\ lCO
* om 1 I
CH, , CH, CH,
__+ __+
w. 6y, X X X )
HO CH, 0

: sogenanntes Harz
1) VI. Mitteilung, Helv. {8, 831 (1935).

%) Auszug aus der Diss. Guido Schetty, Basel 1937.
%) Faraday Lecture, Faraday 1, 31 (1904); vgl. Soc. 81, 236 (1907).



