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Quantitative Bestimmung yon Partialoxonen. 

Von 
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(Eingegangen am 28. Ju[i 1931.) 

Fiig~ man zu pflanzliehen Ausziigen (Regtieh, Spargel, Kartoffel), 
die Naph~holperoxydasen, aber nicht - -  Oxydasen - - e n t h a l t e n ,  Amido- 
s/~ure, Formaldehyd und Eisenchlorid in Mengen, die mit  alkalisehen 
Naphtholl6sungen keinen Farbstoff bilden, so t r i t t  eine kr/iftige Oxydase- 
reaktion in Form einer dunkelvioletten F/~rbung ein. Der Pflanzenauszug 
enthiil~ somit einen Tell der Naphthol-Oxydase. Bezeichne~ man diesen 
Tell als p, so gil~ die Gleichung: 

p @ NH~COOI-I -~ COH -~ Fe(a ) = Oxydase = p -~ 131 -~ i)2 ~- ]33 

Es kann dann p sein gleich 1% oder 1o2 oder Pa oder einer Misehung 
dieser Faktoren, vielleieh~ auch ein Stoff, der nichts mi~ den andern drei 
Faktoren zu tun  hat. I)a I% P'~ loa bekanng sind, 1/igg sich ihr Einflul~ auf 
das oxydative System mengenmggig bestimmen. 

Nachweis des Einflusses yon Aminosiiuren au] das System (Versuch 1). 

Es wurden folgende Mengen angese~z~. 
a-Naphthol (0,5g in 100,0 l~ Kalflauge durch Koehen gel6st) . . .0 ,75 ccm 

0,5 ccm 
0,1 ccm 
0,01 ecm 

Glykokoll6sung i : 100--i : 2000 . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 ccm 
Formoll6sung (20/o) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 ccm 
Eisenchloridl6sung 1:100, friseh bereitet . . . . . . . . . . . . . .  0,1 cem 
Es kormte nachgewiesen werden die Aminoessigs~ure durch die Naphtholfarbreaktion 

bei 0,75 Naphthol : nieht, 
0,5 Nalohthol his 1:150 
0,I Naphthol bis 1:1500 
0,01 Naphthol nieht, da aueh ohne Glykokoll eine 

(rote) Farbreaktion eintrat. 
Es kann der Naehweis yon Amidos/~uren dutch das oxydative System 

nicht dutch weitere Verdiinnnng der Naphtholl6sung versch/~rft werden, 
weil 4ann das Eisen, nieht mehr ausgefloek~, katalygiseh wirksam 
bleibt. 
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Ein/lu[3 der Aldehydlconzentration. 

Vergleiche zeigten, dal~ man den Aldehyd um so starker Verdiinnen 
karm, je konzentrierter das Glykokotl genommen wird. Das zum/%chweis 
yon Formol in Milch friiher aufgestellte System gab auch mit w~flrigen 
AldehydlSsungen die gleichen Ergebnisse 
~NaphthollSsung . . . . . . . . . . .  0,75 ecru 
Ges~ttigte GlykokollOsung . . . . . . .  1,00 ccm 
AldehydlOsung . . . . . . . . . . . .  0,5 ccm (fallende Verdiinnungen) 
Eisenchlorid 1:100 . . . . . . . . .  0,3 ccm 

In diesem System gab Aldehyd in einem Verhiiltnis yon 1:32000 
noch eine Farbreaktion. 

Einflufl der Konzentration der EisenlSsung. 

Meist erscheint die Farbreaktion um so kr~ftiger, je grSl]er die Eisen- 
mengeist. Dasgilt aber n%h~, wenn die Aldehydmenge sinkt, im Gegenteil 
win'de die Reaktion deu~licher mi~ geringeren Eisenmengen und auch da 
positiv, wo gr513ere Eisenmengen keine Reak~ion gaben. Abet diese 
Verdfinnung der EisenlSsung hat ebenfalls eine Grenze, well bei st~rkerem 
Glykokollgehalt geringe Menge Eisen aueh ohne Aldehydzusatz die zur 
Oxydation notwendige Dispersiti~t erhalten. 

UntersuchV man nun, weleher Faktor  im Rettichsaf~ wirksam ist, 
so kommt der Gehalt an Aminosi~ure in Betrach~, da man im System an 
Stelle yon GlykokoU den t~ettichextrakt nehmen kann (P=Pl)- 

Da der Ex~rakt mit 0,5 ccm NalohthollSsung angesetzt eine rot- 
violette mit 0,1 Naphtholl5sung eine schws Farbreaktion gibe, 
entsprich~ er in seiner Wirkung einer GlykokollSsung yon etwa 1:150. 

Nimmt man in dem Versuch 1 an Stelle des G]ykokoll verschiedene 
Aminosiiuren, so erhi~lt man ftir Pl andere Werte, so is~ Leucin in seiner 
Wirkung nur ein Drittel so stark wie Glykokol]. (Einflu6 des molekularen 
Baues auf die Wirkung der NH~-Gruppe). In verschiedenen Pflanzen- 
ausziigen schwankt~ der Weft ffir p, in einem Spargelextrakt mu6te die 
doppelte Menge des Glykokoll-Formolgemisches zugesetzt werden, um 
die gleiche Farbreaktion zu erzielen wie mit dem Rettichsaft. 

Dagegen war in einem Eiter, der ebenfMls nur Naphthol-Peroxydase- 
Reaktion gab, 10 3mal so groB wie im Rettichsaft. In dem System 

Eiter . . . . . . . . . . . . . . . .  0,5 
NaphthollSsung 0,5~ in 1% Kalflauge . 0,5 
Aldehyd- Glyk0koll 
Eisenchloridl6sung 1 : 100 . . . . . .  0,1 

gab bei unverdiinnten Ei ter  Zusatz yon 0,03 des Aldehyd-Glykokoll- 
gemisches eine starke fas~ schwarze l~eaktion; auch Formolzusatz (0,1) 
ohne Glykokoll gab eine langsamer eintretende Reaktion. Verschiedene 
Eiter verhalten sieh verschieden. 
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In  Formolgefrierschnitten erhi~lt man auch ohne Eisen und Amino- 
s~ttre positive ~aphtholoxydasereakt ion der Ei~erzellen. Das Eisen der 
Zelle wird demnach im abgesonderten Eider irgendwie beei~lui~t. 

Die Vermutnng, dab der Gehalt an Aminos~ure die ~aphtholoxydase-  
reaktion ermSglicht, wird dm'eh folgende Reaktionen weiter best~tigt. 

Verdfinnt man den Rettichsaft  in einem Verh~ltnis yon 1 Tell Salt 
zu 10 Teflen Wasser und setzt das oxydative System mit 0,1 Naphthol 
an, so zeig~ tier 10fach verdfinnte Ext rak t  noch eine Farbreaktion, 
verh~lt sieh also wie der Glykokollextrakt in der Verd/innung yon 1 : 1500. 

Gibt man zu 5,0 ccm des unverdtinnten Rettichsaftes 1,6 ccm der 
2~ Glykokoll5sung und setzt nunmehr das System mit  0,5 Naphthol 
an, so entspricht die Farbreaktion etwa der einer 1 ~ GlykokollSsung. 

Endlich hemmt  der Zusatz yon 0,5 ccm Ret~ichsaft die Pepsinsalz- 
s~ureverdauung in derselben Weise wie eine zum drit ten Tefl verdiinnte 
2~ GlykokollSsung. 

Die GrSBe p ist nicht immer gleich einer Aminos~ure zu setzen, 
sic ist zun~chst nut ein Dispersit~tsfaktor. Das geht anch aus der Unter- 
suchung yon Harnen hervor. Es warden 30 Harne in drei verschiedenen 
Systemen ~untersucht 

Naphthol . . . . . . . .  0,5 ccm 
I-Iarn . . . . . . . . . .  0,5 ccm 
I. Formol (20/0) . . . . .  0,1 ccm 

Eisenchlorid l~ . . . .  0,1 ccm 
II. Formol-Glykokollgemisch 0,1 ccm 

Eisen . . . . . . . . .  0,1 ccm 
auSerdem Harn 1:2 ,  1:3,  1 : 5  verdiinnt. 

III .  Naphthol 0,1, Formol 0,5, Ham 0,5, Eisen 0,1. 

Reaktion I war 17 real -~ l~eak~ion I I  1 : 1 28real + ,  1 : 2 4real, 
1 : 3 2 real, 1 : 5 1 real ~-, Reaktion I I I  war auff~lligerweise grade dann ~-, 
wenn die anderen Reaktionen negativ ausfielen. 

Saure N a m e  sind zu neutralisieren. 
Normaler Harn  enth~lt somit einen Faktor  der Naphtholoxydase, 

tier, da Blur in diesem System fast keine Reak~ion gibt, wahrscheinlich 
aus der Niere s tammt.  Nimmt  man in Versuch I I  stat~ Harn  Trauben- 
zueker-, Mflehzucker-, MannitlSsnng (10% LSsnng) und unverdiinntes 
Glycerin, so gibt Tr~nbenzucker eine braunrote, Milehzueker eine 
sehw~ehere branne, Mannit eine gelbliche, Glycerin keine Fgrbung, 
Harnstoff und Harnsgure hat ten keinen EinflnlL 

Nimmt  man an Stelle des a-Naphthol  fl-Naphtholnatrinm (Microcidin 
Mere/s), 1/2~ ), das yon W. H. Schultze in die mikroskopische Technik 
eingefiihrt wnrde, so erhgl~ man mi~ dem System: Glykokoll, Aldehyd, 
Eisen ebenfalls eine violette Farbreaktion. Man kSnnte schliel]en, dab 
die eosinophilen Leukocytengrannla ebenfalls mit  Mieroeidin eine violette 
I~eaktion geben. Das  is~ nicht der Fall, sondern sie nehmen nut  einen 
gelblichen Ton an. 
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Dieses Verhal~en wird vers~s wenn man verschiedene Amino- 
sguren anf fl-Naphthol einwirken lggt. 

Formol 2 0/~ 0,5, Eisen 0,1 ~-Naphthol ~-Naphthol 

Amin'os~tre 1% 0,5 0,5 ] 0,1 0,5 0,1 

Leucin ......... 

Tyrosia . . . . . . . .  
Ala~in . . . . . . . . .  
Asparagins~ure . . . . .  

Itippursgure . . . . . .  
Glykokoll . . . . . .  

gelb i dunkelblau- 
(Eisenoxyd) violett 
blauviolett braunlieh 

lfla ]ila 
lila rosa 

gelb 
violet 

grau 
blauviolett 

grauviolett 

rotviolett 
rotviole~t 

farblos 
(sp~terblau. 
Sehimmer) 

grau 
violett 

blaBviolett- 
gelblich 

grfin 
b]augriin 
farblos 

farblos 
grfin 

Tats/~chlich gibt Leucin da mit a-Naph~hol eine starke Reak~ion, 
wo es mit fl-Naphthol nur schwaeh reagier~. Da die Granula Leucin 
en~halten (A. Neumann), widerspricht die Gewebsreaktion nieht der 
ktinstliehen Reaktion. 

W~hrend nun die Naphtholoxydasereaktion als Eisenreaktion ab- 
gesehen yon den besehriebenen Ausnabmen nut  in Verbindung des Eisens 
mi~ Aminos~ttren und Aldehyd eintritt, ist die Rolle der Aminos/~uren 
und des Aldehydes bei den anderen Oxonen nieht so leieht naehzuweisen. 

Eisen allein gib~ die Paraphenylendiamin-Oxydase: Peroxydase- 
Benzidinperoxydase, Naphtholperoxydase- und Indophenolreaktion. Es 
k6nnten demnaeh die Zellreaktionen lediglieh Eisenreaktionen ohne Mit- 
~5rkung anderer Fak~oren sein. Um die Bedeumng der beiden anderen 
Faktoren festzustellen, wurde das System 

Aldehyd (2%) (5,0) 
Glykokoll (2%) (5,0) 
Essigs/~ure (3o/0) (2,5) 
Eisenchlorid (1:1000) (1,0) 

aufgestellt mi~ den einzelnen nnd den gesamten t~aktoren. Fehlende 
Faktoren werden dm'eh Wasser ersetz~. Das Gemisch wurde unbehandelt, 
bei 55~ inak~iviert und gekoch~ mit gleiehen Teilen der verschiedenen 
Oxonreagenzien ~rermengt. 

Essigs/~ure w~trde zugesetzt, well ftir das Zustandekommen der Indo- 
phenolreaktion teils das Vorhandensein yon Eisen, teils yon sauren 
Verbindungen im Schrifttum angegeben is~. Aldehyd allein oxydier~ 
eine Phenylendiaminlhsung noeh in einer Verdiinnung yon etwa 1 : 1000, 
mit H~O~ bis 1 :1000  000. Bei st/~rkerer Verdiinnung des Aldehydes 
1 :30--100000 trit~ ers~ ]3raunfgrbung, dann Entf~rbung und nun 
sohnelle Braunf~rbung, yon der Oberfl/~che aus beginnend, ein. In 
gewissen MengemrerhM~nissen bei Gegenwar~ -con Eisen wird der redu- 
zierte braune Farbstoff nieh~ wieder gebildeL 
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A m i n o s / i u r e n  b e s c h l e u n i g e n  die  O x y d a ~ i o n  des  P h e n y l e n d i a m i n  n u r  

wen ig ,  S/~uren z. B .  E s s i g s / m r e  o d e r  s a u t e  L ipo ide ,  z. B.  L e c i t h i n  s t i i rke r ,  

b e s o n d e r s  be i  G e g e n w a r ~  -con HeOe. 

! 

Eisen ohne S~ure I Eisen mit Sfi,ure 
I 

] - - -  ~- ~ 1  V - -  V - - ]  Alde- 
xxr . . . . .  ] Aide- Amino- hyd I~rasse r Aide- IAmino-[ hsd 
. . . . . . .  hyd s~ure A m i n o , l "  hyd s~ture Amino- 

s~ure I s/~ure 

Paraphen ylendiamin- P eroxydase 
I. Paraphenylendiamin- 

15sung 
10,040,1 I-I~O2(3 ~ 

1 u n b e h a n d e l t . .  
2 inakt ivier t  550 
3 gekocht . . . .  

II. a-Naphtholalkalische 
L6sung 

4 u n b e h a n d e i t . .  
5 inaktivier~ 550 
6 gekocht . . . .  

I I I .  a-Naphthol  ~- H,O 2 
(i. 0,850/0 Kochsalz- 
]0sung 

7 u n b e h a n d e l t . .  
8 inakt ivier t  , . 
9 gekoeht . . . .  

IV. a - N a p h t h o l +  Dime- 
thylphenylendiamin  
0,5 : 200 gg (ohne 
Alkali) 

10 unbehandel t  . 
I1 inakt ivier t  . . 
I2 gekoeht . . . + 

+ 
+ 

M 

+ 

+ 

a- Na phthol-O x ydase 

I 
- I - 

a-Nafhthol- Peroxydase 

_ _ T I 2  ' 
- -  - -  T i 

[ 

labile Indophenol-Oxydase 

+ 

+ 

+ + 

+ 
+ 
+ 

-T 
+ + 

+ i 

V. B e n z i d i n + H ~ 0 ~  
13 unbehandel t  . 
14 inakt ivier t  . . 
15 gekoeh~ . . . 

alle Reakt ionen trtibe, 
sehwach graublau 

- [ -  + 

positive Reakt ion,  
leuchtendes Blau 

Benzidin- Peroxydase 
I 

- -  + 

:F + + 
r6~liehe, bl~uliehe, gelbliehe 

grtinliche Fa rb tbne  

A u s  d i e s e n  V e r s u c h e n  g e h t  h e r v o r :  

1. E i n e  v e r d i i n n t e  L 6 s u n g  y o n  E i s e n c h l o r i d  v e r i i e r t  i h r e  o x y d i e r e n d e  

W i r k u n g  g e g e n i i b e r  P a r a p h e n y l e n d i a m i n  s c h o n  be i  l g n g e r e m  S t e h e n  a n  
d e r  Lnfg  u n d  s c h n e l l e r  be i  55 ~ 
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2. Z usatz yon S~ure macht die EisenlSsung luft- und w~rmebes~ndig 
und ak~iviert die I~aphthol-Peroxydase. 

3. Zusatz yon Aminos~uren hebt die Sgurewirkung auf. 
4. Zusa~z yon Aldehy4 macht unter Umsti~nden kochbesti~ndig. 
5. Bei der Oxyda~ion yon Benzidinl5sung durch die verschiedenen 

Systeme entstehen verschiedene Farbs~offe. 
Vielleicht lassen sich hierdurch einige bakterielle Befunde erklgren. 

Die Paraphenylendiaminoxydase einiger Bak~erien wird bei 55 o zers~Srt. 
Ihre Oxydase verhgl~ sich demnach wie eine verdfinn~e Eisenl5sung oder 
wie das System Eisen-S~ure-Aminosgure. 

Da Aldehyd ein Gegenfaktor yon Aminos~ure is~, war zu Grwarten, 
dab AldGhydzusatz die Oxydase gegen Erwgrmung schfitzte. Hierftir 
spricht der folgGnde Versuch. 

Schwemm~ m a n  Vibrio Metschniko// abmi~  einer AldehydlSsung 
(1:2000) und inak~iviert, so bleibt die Paraphenylendiaminoxydase, 
wenn auch abgeschwgch~, erhalten. Bei VGrschiedenGn sporenhaltigen 
Keimen ist die Peroxydase wgrmebestiindig. (AldGhyd ?). Die Wirkung 
der Aldehydgruppe kann wig der folgende Versuch zeig~ auch Gin hemmen- 
der sein. Sarcina lutea bilde~ in den ersten Tagen der Kultur keine 
P- Oxone abet bei 55 Grad werden durch einen aut oly~ischen Vorgang Oxone 
abgespalten. Diese Abspaltung unterblieb, wenn die Kultur mi~ der 
1/2~ A]dehyd15sung abgeschwemmt war. 

Helen, der Benzidinperoxydasereak~ion unterworfen, zeigen die ver- 
schiedensten Farben an ihren Granula. 

Die sichelfSrmigen Gonidien yon Fusarium aquaeductuum geben eine 
schnell eintreten4e sehr starke P-Peroxydasereaktion, die braune l~arbe 
wir4 bald reduziert. Die Keime verhalten sieh, als ob Aldehyd und Eisen 
zugegen wgre. 

An dem Ausfall der Paraphenylendiamin-Peroxydasenreaktion und 
en~sprechender l~eaktion kSnnen somit 5 Faktoren beteiligt sein: 

H202 + Fe + COH + NH2COOIt + H 
Ein wGiterer wichtiger Faktor ist die Anwesenhei~ yon Phenolen. 

So kann die P-Reak~ion in einem inaktivierten System wieder positiv 
ausfallen bei Gegenwar~ z.B. yon Brenzeateehin. 

Da alle Faktoren in Zellen vorkommen kbnnen, sind sie wenn sie 
vorhanden sind, auch an den oxydativen Systemen betefligt. 

Die Vielheit der Faktoren un4 die Empfindliehkeit des Faktoren- 
gemisehes maehen es verst~ndlieh, da~ man nur selten vSllig einheitliche 
Ergebnisse erhs wenn man die Versuche zu verschiedenen Zeiten mit 
verschiedenen LSsungen ansetzt. 

Da einige Oxone nachwGisbar an der Entstehung yon Strukturen 
(Granula und mitochrondrien~hnliche Bildungen) beteiligt sind und da 
ihre l~aktoren naehweisbar in lytisehe Vorg~nge eingreifen, h~ng~ dig 
Strukturbildung ab neben anderen yon folgenden Faktoren: 
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1. Von der H-Konzentration; 
2. von dem G~halt an Aminos/~uren; 
3. an A14ehyden; 
4. an Eisen usw. ; 
5. an Phenolen bzw. Chromogenen. 
Es paBt zu dieser Anschauung, wenn als Ursache fiir 4ie pernizi6se 

An~mie yon den amerikanischen Forschern Dakin, West un4 Herve 
der Mangel yon zwei Oxyaminos~uren bei der Blutk6rperchensynthese 
angesehen wird. En~wickhmgs- und stammesgeschich~lich sin4 bei der 
Bfld~mg der roten Blutk6rperchen alle Faktoren der oxydativen Systeme 
zeitweise vorhanden, somJt greifen atteh Aminos~uren irgendwie in den 
Vorgang der Bildung roter Blutk6rperchen ein. 

Von den Verdauungsfermenten sind es die amyloly~isehen, die nieht 
selten mit a-Nal0htholoxydasen zusammen auftreten. Ein amylolytisches 
System, das Kleister zur Aufhellung 4urch Aufl6sung der St/~rkek6rner 
bringt, ist Eisenehlorid tin4 H20 ,. Hierbei trit~ Form~ldehyd auf .  Das 
System wird dttrch Zusatz yon Aminos~ttren, yon Essigs~ure, s$~rker 
dutch Aldehy4 gehemm~, demnaeh dureh Faktoren, die aueh an der 
Naphtholoxydasereaktion beteiligt sin& 


