
99. Inhibitoren der Katalase und Tyrosinase 
von Emil Baui*. 
(la. IV. 39.) 

Die Antikatalyse beansprueht in der Cheinie vielleicht eben- 
soviel Raum wie die Katalyse. Insbesondere bedarf der Orgmisinus 
zur Regelung des Stoffwechsels gleicherwcise der Hemmungen wie 
der Antriebe. Gerade die Tatigkeit der Fermente muss nach Bedarf 
auch gestoppt werden konnen. Besoiiders auffallige Rlockierungen ge- 
wisser Fermentationen sind langst bemerkt und als deren Vergiftung 
mgesehen worden. Wir wollen zeigen, class antikatalytische Wir- 
kungen allgemein von Redoxmitteln auf Fermente ausgeubt merden 
kcinnen. Unter Redoxmitteln sind Stoffe zu verstehen, die leicht 
in eine hohere oder niedere Oxydationsstufe ubergehen konnen und 
daher ein mehr oder weniger gut sich einstellendes Redoxpotential 
haben. I n  den Arbeiten von J .  Deutschl), H .  Preis2), M .  Obrecht3) 
sind viele Redoxmittel, die sehr verschiedenen Stoffklassen angehoren, 
suf ihr ubereinstimmendes Verhalten als lnhibitoren der Verkupung 
und der Oxydation von Cystein, Ascorbinsaure, Adrenalin gepruft wor- 
den. Es schien geboten, den dort befolgten Gang der Untersuchung 
zu ubertragen auf passend auszuwahlende Fermentationen. Wir wahl- 
ten die Berlegung des Hydroperoxyds durch Katalase und (lie Oxy- 
dation von Tyrosin mit Sauerstoff dureh Tyrosinase. Ziel der Unter- 
suchung ist der Vergleich der Starke der antikatalytischen Wirkungen 
je nach Reaktion und Inhibitor. Als Mass der Wirkung dient dessen 
Halbwert-Konzentration, namlich diejenige, welche die Anfangs- 
geschwindigkeit auf die Halfte herabsetzt. Sie ist gleich l ib ,  wenn 
der Konzentrationsga'ng der Hemmung dem Deserisibilisierungs- 

1 
= 0 3 1 T p p )  

Gesetz von Buur-Ouellet gehorcht, wo v die gehemmte R. G. in 
Prozenten der ungehemmten und (D) die Konzentratioii des Inhi- 
bitors = Antikatalyten == Desensibilisators bedeutet. Wegen des Sin- 
nes der Hemmungsforinel vergleiche die vorgenannten I iteratur- 
stellen und das Buch von K .  Weber, Inhibit~rwirkungen~). 

l )  J .  Deutseh, Uber Inhihitorcn bei der Verkupung, Diss. Zurich, E.T.H. Nr. 756 

z ,  H. Prezs, Uber Oxydatlonshemmung van Cystein und $scorbinsaure, Diss., 

3, X. Obrecht, Uber die Oxydation des Adrenalms. Diss. Zurich, E.T.H. (1939). 

4 )  Stuttyart, ?hike, 1938. 

(1933). - E. Baur, Z. physikal. Ch. [B] 22, 231 (1933). 

Zurich, E.T.H. (1936). - E. Baur und H. Prezs, Z. physikal. Ch. [B] 32, 65 (1936). 

- 15. Uazir und ,TI. Obrecl i t ,  Z. physikal. Ch. [B] 41, 167 (1938). 
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1. K a t a l a s e .  
Dass die katalatische Hydroperoxyd-Zersetzung verschiedentlkh 

dureh Zustitze schon in kleinster Menge gehemmt werden kann, 
ist mehrfach bemerkt worden. G. &enter1) nennt als Verzogerer ron  
massiger Wirkung (auf Blutkatalase) die Halogenionen und n'asser- 
stoffion, als Verzogerer von starker Wirkung Schwefelwasserstoff, bod, 
Quecksilber(I1)-chlorid, Kaliumcyanid. Letzteres sol1 die Geschwin- 
digkeit auf die Hdf te  herabsetzen in der Konzentration von 
Mol/L. G. M .  Bchwab2) p r ~ f t e  quantitativ die Hemmung durch Hydro- 
chinon und Resorcin (auf Pferdeleber-Katalase) und fand Halbierung 
der Geschwindigkeit durch diese Inhibitoren bei etwa 4 x 11201/L. 

Unsere Messungen sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 niedergelegt. 
Tabelle 1 unterrichtet uber anorganische, Tabelle 2 itber organische 
Inhibitoren. Fig. 1 veranschaulicht am Beispiel des Kaliumcganids 
die Kurvenschar, aus der die Werte von w (beob.) in den Tabellen z u  
bilden sind. w (ber.) wird nach der Formel von Baur-OuelZet berechnet, 
wobei der Koeffizient p mit einem geeignet gewahlten o (beob.) ausge- 
wertet oder auch aus allen t7 (beob.) gemittelt erhalten w i d .  

4 -  
5 9  s 
h ,  

$L.- O,,, 

l) Z. physikal. Ch 51, 673 (1905). 
2, G. M .  Rcfizaab und Mitarbeiter, B. 66, 661 (1933). 
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nachgewaschen. Der dicke, kasige Sate von der Nutsche abgehoben und eunachst im 
luftleeren Kxsikkator iiber Sehwefelsaure angetrocknet. Hierauf die Masse zwischen 
den Fingern zerkriimelt und auf einem Blech iiber der Heizung getrocknet, in der Por- 
zellankugelmuhle gemahlen und d m  Feine abgesiebt. Hellbraunes, vollig haltbares Pulver. 

Ausf i ihrung . Sbgewogene Menge des Fermentpulvers wird unter dem Pistill 
mit nenig Wasser verrieben, dann verdiinut. Wasser doppelt destilliert zur Befrciung 
von Metallspuren (Kupfer). Fur jede Versuchsreihe mit gleichem Inhibitor werden aus 
dcrselben. frisch bereiteten Fermentlosung den Substraten gleiche Mengen zugesetzt. 
Verlauf bei Raumtemperatur, 20°. Thermostat war entbehrlich. Nach passenden Zeiten 
werden dern Versuchsansatz je 10 em3 entnommen, in verdiinnte Schwefelsaure aus- 
laufen gelassen (macht Bremsung der Reaktion) und mit 0,01-n. Permanganat titriert. 
Das Wirkungsoptimuni liegt bei pE = 7. Wo angezeigt, wird diese Neutralitiit durch 
Phosphatpuffer (mitO,067-n. Na,HPO,undO,OCi'l-n. KHJ'O,) festgehalten. In den Tabellen 
ist angegeben, wo gepuffert worden ist. 

I n  de,n Versuchen von Tabelle 1 haben wir inhibitorfrei etwa 
25% Umsatz in 5 Minuten, in denjenigen von Tabelle 2 denselben 
Umsatz in 2 Minuten (Einfluss des Puffers und hoherer H,O,-Kon- 
zentration). In  Tabelle 2 maeht sich bei den hoheren Inhibitor-Kon- 
zentrationen (ab lop4) ein Permanganat-Verbrauch durch den or- 
ganischen Inhibitor, manchmal vielleicht auch Zerstorung desselben 
wahrend des Ablaufs, storend bemerkbar. - Die inhibitorfreie Re- 
aktionskurve gehorcht dem Gesetz der ersten Ordnung. 

Bomerkungen .  n7ichtig ist, dass der Gang der Reaktions- 
brenisung durch Wasserstoffion derselbe ist, wie mit den anderen 
Antikatalyten. Wir schliessen daraus, dass die H.-Bremsung ur- 
sachlich ubereinkommt rnit der Wirkung der anderen Antikatalyte ; 
da,ss also Zirkularreaktion irorliege von der Form 

s (  @+ y2H2 = H. 
O + H *  = '/ZH2 

Das Zeichen 

sol1 den durch Elektronensprung angeregten Zustand der aktiven 
Rlolekeln vorstellen. Wenn in  den1 Buch von Kenneth C. Bailey, 
The retardation of chemical reactions1) auf Seite 383 von jener Zir- 
kularreaktion gesagt wird : 

,,To explain the stabilisation of hydrogen peroxide by sulphuric acid in the same 
uay would demand a high degree of ingenuity." 
so w5re zu antworten: es bedarf dazu gar keiner Kunst. Verborgene 
molekulare Wasserelektrolyse geht aus vielen Photolysen2) und am 
deutlichsten aus dem Becquerel-Effekt hervor, TVO sie direkt ge- 
messen m-ird 3). 
- __._ 

I )  London, Arnold,  1937. 
2, Vgl. die Arbeiten von A.  P e r r e t ,  Helv. 7 ,  910 (1924). - C. Seuzuezler,  Z .  wiss. 

Phot. 25, 88 (1928). - F.  Allisson, Helv. 12, 788 (1930). 
3, 13. Baztr, Formeln fur die sensib. Photolyse, Helv. 12, 793 (1929). 
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Da die Halbwert-Konzentrationen auf Tabelle 1 bei I 0-5 bis 
Mol/L. liegen, so handelt es sieh deutlich um solche Spuren- 

Effekte, welche in der Pharmakologie a18 ,,oligodynamische" Wir- 
kungen bezeichnet werden. Von den Halogenen wirken Bromion 
schwach (deutlich bei Chlorion noch schwacher, Jodion macht 
Koniplikation wegen der Jodion-Katalyse ; anch mimte dann gas- 
volumetrisch gemessen werden. - Von den Sehwermetall-Kationen 
fanden wir Co,., &In**, Cu.' schwach hemmend (deutlich erst bei 
10-3 his lop2) ;  FY.. (als Bisen(II1)-sillfat) zwar stark hemmend, 
jecloch kompliziert durch y,-Anderung wegen der Hydro1 yse des 
Ferrisslzes. Wird mit Phosphat gepnffert, so ist die Wirkung schwach, 
wohl wegen Schm-erliislichkeit des Phosphates. 

Vergleicht man die Rehwermet,all-Hemmungen des ka'talatisehen 
Hydroperoxgd-Zerfalles mit denen der Cystein-Oxydation nach 
Preisl), so sind sehr grosse Unterschiede zu beinerken. Manche Ka- 
tionen, die bei Preis stark wirken, erscheinen hier schwach ; immerhin 
sie wirken, wogegen die Cystein-Oxydation gegen organische In- 
hibitoren ganz unempfindlich war. Dies ist hier anders, wie l'abelle 2 
lehrt. Es mag damn erinnert werden, class die Cystein-Oxydation 
die Hemmung einer Kupfer-Katalyse ist, was hier nicht der Fall ist. 
Daher die Unterschiede. 

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten organischen Inhibitoren verteilen 
sich auf Phenole. Sulfhydryle, Schlafniittel und den Keto-Enol- 
Korper A4scorbi~isaure. Wie schon benierkt, sind wegen mmcherlei 
Stijrungsmoglichkeiten die Messungen weniger sicher als fur Ta- 
belle 1. Verona1 ( = Diiithyl-barbitursaure) ist wegen Unregelmassig- 
keit nicht in Tabelle 2 aufgenommen. Es henimt niit ahnlich 
wie Barbitursaure ( = Malonpl-barnstoff). - Die Halbwert-Konzen- 
trationen zeigen mit his 10-2 starke Hemmung, also ,,oligo- 
dynamische" Effekte. Phenole erreichen in ihrer Hemmungskraft 
die stkksten anorganischen Gifte: CK' ; Hg.. . Der Vergleich der 
anderen Inhibitoren mit deren Wirksamkeiten bei der Adrenalin- 
Oxydation nach Obrecht2) ergibt indiriduelle Unterschiede ; zum 
Teil starkere, zum Teil schwachere Inhibition; allein das Bild ist 
im ganzen durchaus iihnlich. 

2. P e r o u y d a s e .  
Peroxydasen haben auch katalatische Wirkung. Ein voii ims berei- 

tetes Ferment-Prapsrat aus weissen Ruben war jedoch uber zehnmal 
schwiicher als unsere Leber-Katalase. Dieser Umstaiid ks s t  eine 
IJntersuchung auf Inhibition nur fLir die stiirksten Inhibitoren zii. 
Bei der Titration tritt ein Eigenverbrauch von Permanganat durch 

l) Vgl. Tab. 7 ,  S. 81 in Z. physikal. Ch. [B] 32, 65 (1936). 
*) Vgl. Tab. 1, S. 171 in Z. physikal. Ch. [I31 41, 167 (1938). 
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das Ferment storencl hinzn. Bur Ermittlung tler relativen Geschwin- 
ciigkeiten durften daher nicht (lie Anfangsgeschwindigkeiten ver- 
wendet werden, sondern spatere im mchr gestreckten Teil der Re- 
aktionskurven, was deren rechnerische Verwertung unsicher maeht. 
Wir beschranken uns auf die Mitteilung, dass mit Kaliumcynnid, 
Silbernitrat, Quecksilber(I1)-cyanicl in Substraten, die mit Phosphat 
auf pH = 6 gepuffert waren, Halbwert-Konzentrationen zwischen 
2,s und 5,0 x beobachtet wurden, - um eine Grossenordnung 
niedriger, als mit Leber-Katalase, die ihrerseits zehnmal aktiver ist. 
Es scheint, dass das starkere Ferment entsprechend starkere In- 
hibitor-Konzentrationen rerlangt, um den prozentisch gleichen 
Effekt hervorzubringen ; eine Bemerkung, die vielleicht nicht un- 
wichtig ist. 

3. Tyros ins se .  
I n  vielen pflanzlichen und tierischen Geweben trifft man ein 

0x3-dationsferment an, unter dessen Einfluss Tyrosin ( = Oxyphenyl- 
slanin) durch den Sauerstoff der Luft uber Zwischenprodukte (Dopa) 
zu roten unrl schliesslich schwarzen Stoffen (Melanin) oxydiert wird. 

Insgesaint werden auf clem Wege Tyrosin 
+Melanin 5 / 2  0, verbrauchtl). Nach R. 
Chodat2) sind Kartoffelschalen ein brauch- S I  

* I  2 1  ,Q’ bares und bequemes Ausgangsmaterial zur 
Darstellung des Fermentes. Den Fort- 
schritt der Reaktion kann man entweder 
rolumetrisch verfolgen durch Messung der 

s Sauerstoff-Absorption nach Xchanf3) oder 
jodometrisch durch Messung der Abnahme 

Das Wirkungsoptimum liegt nach W. 8. 
30 60 90 K a p e ~  und TVormaZZ5) in der Nahe von 

pH = 7, was wir bestatigt gefunden haben. 
Fig. 2.  Es wird angegeben6), dass das Ferment 

gehemmt wird durch Blausaure, Schwefel- 
wasserstoff, Xatriumfluorid, Resorcin, aromatische Sauren usw. Diese 
und andere Hemmungen der Tyrosinase haben wir in Analogie zu der 
voraufgehenden Untersuchung der Katnlase quant)itativ bestimmt. 
Unsere Messungen sind in Tabelle 3 nieder gelegt. Fig. 2 veranschau- 
licht am Beispirl des Resorcins die Kurvenschar, aus der die Werte II 
(beob.) in der Tabelle zu bilden sind. 2, (her.) und Halbwert-Konzen- 
trationen wie oben. 

?,. 

f L51 .$?! ”;/ 

5 0.5 

! ~ O : & g  

4 
c. des Tgrosins nach H .  Hnehn und J .  Ster.n4). 

10-2 1 - Zert in Minuten 

Hemmung durch Resorcin. 

I )  Mi. 1,. D t ~ I t h e  und Rapt ,  Biocheni. J. 24, 239 (1930). 
2) Siehe Bbderhalden, Handb. d. biol. Arbeltsmeth. IV, I ,  319 (1925). 
3 )  Dermatol. Z. 72, 250 (1935); Archiv f. Dermatologie 176, 646 (1938). 
4 )  Oppenheamer-Yzncicssen, Fermente und ihre II irkungen, 3, 1364 (1939). 
5 )  Biochem. J .  17, 454 (1923). 
6 )  H .  v. Rider, Chemie der Enzyme 11, 3,169 (TT’. E’i.u17ke), ZIunchen, Bergmann, 1934. 
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B c r e i t u n g  v o n  K a r t o f f e l - T y r o s i n a s e .  5 kg Kartoffelschalen werden durch 
dcn Fleischwolf getrieben und der entstehendc Brei sofort in Tiichern ausgepresst. Wir 
erhielten 2 Liter braunen Saft, den wir sofort mit 6 Liter Alkohol versetzten. Es fallen 
hellbraune Flocken aus. Kach einstiindigem Stchen im Dunkcln wird dekantiert, der 
Ruckstand auf grosse Kutschen verteilt und kurz abgesaugt. Wichtig ist rasches Ar- 
beiten. Mit Alkohol einmal Waschen und den noch feuchten braunen Riickstand auf 
Tonteller im Vakuum-Exsikkator iiber Calciumchlorid im Dunkeln trocknen. Man erhalt 
20 g braunes Pulver ; vcrschlossen und vor Licht geschiitzt aufzubewahren. 

Die Fermentlosung wird folgendermassen hergestellt : 5 g Rohferment in Reib- 
schale mit 200 ems Wasser und 10 em3 Tolnol anreibcn und vier Stunden stehen lassen. 
Durch Nutsche filtrieren, wobei 3 g ungelost zuruckblieben. Die Fermentlosung ist fur 
eine Woche unverandert haltbar, wenn sie mit etwas Toluol im Eisschrank vor Licht 
geschutzt aufbewahrt wird. Zu den einzelnen Versuchen wird die notige Menge dem 
Vorrat entnommen. 

Ausf i ihrung . 
a) Volumetrisch. Thermostat von 20O. Liegende Schuttelgefasse von 120 em3 In- 

halt. Beschickung rnit 60 em3 Reaktionslosung. Schaukeltisch und Buretten mit Queck- 
silbersperre wie bei Preis und Obreeht beschrieben. Fullung rnit Sauerstoff. Kach In- 
gangsetzung der Schaukel wird zur 0,-Sattigung 10 Minuten gewartet. Absorption von 
diesem Zeitpunkt an gemessen. Die Oxydationsgeschwindigkeit ist von der Heftigkeit 
des Schiittelns abhangig; die Zahl der Schaukelungen wird auf etwa 60 je Minute einge- 
stellt. Ablesegenauigkeit 0,05 cm3. Da fur die Bestimmung des Effektes Absorptionen 
von 5,5-1,5 em3 zu verwenden sind, so betragt die mittlere Fehlergrenze etwa 5%. 
Beobachtungszeit 30-90 Minuten, wahrend welcher im inhibitorfreien Versuch etwa 
20% der theoretischen Menge Sauerstoff (5/2 Rlol 0,) absorbiert werden. Die Kurven 
sind in diesem Interval1 merklich linear, SO dass die graphische Auswertung der Anfangs- 
geschwindigkeit sicher zu bestimmen ist (vgl. Fig. 2). - Bereitung des Systems: 50 em3 
enthalten 25 mg 2-Tyrosin (Roche), 17,7 mg Na,HPO,.2 aq ,  8,5 mg KH,PO, (Pufferung 
auf pH = 7)  + 5 em3 der obigen Fermentlosung + 5 em3 Inhibitor-Losung. Versuche meist 
doppelt gefiihrt mit guter tfbereinstimmung. Kontrollen rnit Tyrosin allein und Tyro- 
sinase allein gehen innerhalb der Laufzeit keinen merklichen Effekt. Bei Inhibitoren, 
die selbst sauerstoffempfindlich sind, wird gegebenenfalls deren Verbrauch im Blind- 
versuch bestimmt und abgezogen. 

b) Jodometrisch. Thermostat von 20O. Reaktionslosung in Siebwaschflasche. 
Durchleiten von Sauerstoff, vorgangig rnit Toluol und Wasserdampf gesattigt. Phos- 
phat-Pufferung wie untcr a). Entnahme von Proben nach passenden Zeiten und Ana- 
lyse wie folgt: 

Man versetzt 20 cm3 Reaktionslosung rnit 0,5 em3 10-proz. Essigsaure, kocht zur 
Zerstorung von Ferment und Ausfallung der Eiweisse. Nach 10 Minuten wird filtriert, 
der Mclamin-Eiweiss-Niederschlag zur Auswaschung des Tyrosins dreimal mit heissem 
Wasser, dann mit 10 cm3 10-proz. Sodalosung gewaschen. Wicdcr aufgekocht und mit 
4 em3 10-proz. BaCl, versetzt. Niederschlag abfiltriert und ausgewaschen. Zusntz von 
10 em3 10-proz. Essigsaure und wieder aufgekocht. 1st die abgckiihlte Probe klar, so 
wird titriert; wenn nicht, nochmals filtriert. 

Zur Titration wird die Probe mit 10 em3 KBr0,-Losung versetzt. Gchalt: 1,0365 g 
KBr03/Liter (I 01113 = 1,69 mg Tyrosin); dazu 2 om3 50-proz. KBr-Losung und 7,5 cm3 
20-proz. HC1. 20 Minuten verschlossen stehen lassen. Hierauf 2 em3 10-proz. KJ-Losung 
zugeben und mit 0,02-n. Thiosulfat titrieren. 2 Mol KBrO, = 3 No1 Tyrosin. 

Jodvcrbrauch im Kontrollversuch, Tyrosinase ohne Tyrosin, ist unmerklich in 
vier Stunden. In  dieser Zeit verschwindet im Vollversuch ohne Inhibitor ctwa die Hal& 
des Tyrosins. Gesetz der ersten Ordnung ist erfiillt. Restimmung der Anfangsgeschwin- 
digkeit 21 (beob.) wie unter a). 
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B emerkungen .  Eisen(I1)-sulfat wirkt in hochster Verdun- 
nung (1 O F )  etwas hemniend, mehr (1 0-  3, wirkt deutlich besehleuni 
Rend, iihnlich wie es Pwis fur die Cystein-Oxydation gefunden hatte. 

Keine Wirkung fanden wir mit Natriumpyrophosphat nnd mit 
Arsensaure. Desgleichen war Salicylsaure wirkungslos. Diese Be- 
funde stehen mit Angaben in der Literatur in etwelchem Wider- 
spruch. Auch Barbitursaure und Ascorbinsaure wirken nicht, im 
Gegensatz zur Leherkatalase, vgl. Tabelle 2. 

Im  Ubrigen ergibt sich vielfach Ubereinstimmung in der Arb 
und in der Starke der Hemmungseffekte auf die Katalase und die 
Tyrosinase. Unter den anorganischen Antikatalyten belegt Cyanion 
den ersten Platz. Unter den organischen zeichnen sich die Phenole 
aim, bei der Tyrosinasc noch ein wenig iihertroffen vom Cystin. Im 
ganzen ist zu sagen, dass die Desensibilisieruiigs-Formel von Baur- 
OueZZet gerade bei den starken Antikatalyten, wo es sich um Spuren- 
Effekte handelt, brauchbar ist und zum Teil so vollkommen erfullt, 
als es die Messgenauigkeit erlaubt. Bei den schwaeheren Antikata- 
lyten, wo deren Konzentration sehon in die Grossenordnnng der 
Subst,rat-Konzentration hineinragt, scheinen die Voraussetzungen, 
die in der Ableitung der Formel stecken, nicht mehr rein erfullt zu 
sein. 

Bestatigt mird, dass die Inhibitor-Funktion dieselbe ist fur Anti- 
katalyte, die den verschiedensten Stoffklassen angehoren, und die- 
selbe bleibt fiir verschiedene Substrate und Fermente. 

Zilrich, Phgsik.-chem. Laboratorium 
der Eidg. Techn. Hochschule. April 1939. 

100. Inhibitoren der Gujakblauung 
van Emil Baur. 

(12. IV. 39.) 

Vor Jaliresfrist machte ich in tlieser Zeitschriftl) einige uber- 
prnfentle Angaben iiher die Hemmung cler durch Peroxydasen in 
Gang zii setzcnden Elauung wassrig-alkoholischer Gujakharzlosung 
niit Hydroperoxyd. Es war mit einstufigcm Kolorimeter und Ver- 
gleiclisfsrben gemessen worden, 7vas hier nicht genau ist, und es 
wurcle hinzugefugt, dass die Mcssungen zur Besntwortung quanti- 
trbtivcr Fragen nach besserer Methode wiederholt und erweitert werden 
sollten. Unter Anmndung des dreistufigen Universalkolorimnters von 
Leitz-Wetzlar ist diese Arbeit von Herrn E.  B~.irnizsclzweile~ in meinem 

*) Helv. 21, 441 (1935). 


