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und setzt Kaliumpermanganat hinzu, so wird es dusserst leicht oxydirt,
eine Erscheinung, welche hier eine doppelte Bindung voraussetzen wiirde:

Selbstverstéindlich kénnen wir fiir das Normalphellandrennitrit
ev. auch eine Formel

CH (CHj)s

CH
H.C~~CH.O.NO |,
HC. _/CH.NO

C.CH; 3

ebenso eine entsprechende fiir das Pseudophellandrennitrit annehmen;
der obigen Reactionen wegen mdchte ich jedoch eher eine endstiindige
Anlagerung annehmen. Die Untersuchung hieriiber wird fortgesetzt,
ebenso die Trennung der Nitrite.

Zuosammenfassung.

Das Rohphellandren des Eucalyptustls besteht aus zwei Phellan-
drenen, aus dem Normal- und dem Pseudo-Phellandren mit den oben ange-
gebenen Constitutionen; beide enthalten je zwei doppelte Bindungen.
Auch hier zeigte es sich wieder, dass neben dem Normal-Terpen fast
stets als Begleiter die Pseundoform vorkommt. Beide Phellandrene
geben dasselbe Dihydro-Phellandren.

Bei der Aboxydation mit Kaliumpermanganat unter guter Kiih-
lung erhilt man quantitativ zwei a«-Oxysiiuren, welche, mit Bleisuper-
oxyd weiter oxydirt, active Isopropyl-bernsteinséure und a-Isopropyl-
glutarsdure liefern. '

Dem Normal- sowie dem Pseudo-Phellandren entspricht ein Nitrit.

313. A, Bach und R. Chodat: Untersuchungen iiber die Rolle
der Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle.
VI. Ueber Katalase!).
(Eingegangen am 15. Mai 1903; mitgeth. i. d. Sitzung v. Hrn. C. Neuberg.)

Zwischen der Peroxydase und der Katalase, welche in fast allen
Antheilen des Thier- und PfRanzen-Kdrpers gleichzeitig vorkommen,
besteht ein scheinbarer Antagonismus, indem Erstere Hydroperoxyd
activirt, wihrend Letztere dasselbe unter Entwickelung von inertem
Sauerstoff sehr rasch und vollig zersetzt. Lo6w?), welcher die Indivi-

1) Vergl. diese Berichte 35, 1275, 2465, 3943 [1902]; 36, 600, 606 {1903].
2) U, 8. Dept. of Agriculture, Rep. 68 {1901].
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dualitit der Katalase zuerst festgestellt hatte, glaubt im Hinblick auf
die ausserordentliche Thitigkeit dieses Enzyms dem Hydroperoxyd jede
weitere physiologische Bedeutung absprechen zu miissen. Diese An-
sicht erscheint uns aber nicht ganz berechtigt, da Loéw die gleich-
zeitige Einwirkung von Peroxydase und Katalase auf Hydroperoxyd
nicht ermittelte. Es ist also noch nicht bewiesen, dass die Katalase
die Verwerthung des Hydroperoxyds fiir Oxydationszwecke durch die
Vermittelung der Peroxydase verhindert. Man darf weiter nicht ausser
Acht lassen, dass bei der freiwilligen Oxydation von leicht oxydablen
Korpern nicht nur Hydroperoxyd, sondern auch substituirte Hydroper-
oxyde primir entstehen, welche durch die Peroxydase, ebenso wie Hydro-
peroxyd, activirt werden. Ob nun die Katalase auch diese Peroxyde
unter Entwickelung von molekularem Sauerstoff zersetzt, ist ebenfalls
noch nicht erforscht worden. Es erschien uns daher erforderlich, das
Verhalten der Katalase gegen substituirte Hydroperoxyde
einerseits, gegen Hydroperoxyd in Gegenwart von Peroxy-
dase andererseits auf experimentellem Wege festzustellen. Die von
uns ausgefiihrten Versuche scheinen weiteres Licht auf das ziemlich
verwickelte Problem der Oxydationsfermente zu werfen.

Die fiir diese Versuche angewandte Katalase wurde aus Reincul-
turen von Sterigmatocystis nigra in der Weise dargestellt, dass
die Pilzbdute mit Glas zu einem Brei zerstossen und mit eine Spur
Natronlauge enthaltendem Wasser verrieben wurden. Die klar filtrirte
Fliissigkeit wurde mit Alkohol gefillt und dann in tiblicher Weise ge-
reinigt. Wie in unserer I. Mittheilung angegeben wurde, vermochte
dieser Pilz iiber 1 pCt. Hydroperoxyd zu ertragen. Bei weiteren Ver-
suchen konnten wir durch methodische Ziichtung schone Culturen von
Sterigmatocystis nigra in Nihrflissigkeiten erzeugen, welche noch iiber
2 pCt. Hydroperoxyd enthielten. In Uebereinstimmung mit der von
LéwY) gemachten Annahme nach welcher die in der Zeiteinheit in
die Zellen der Pilze eindringende Hydroperoxydmenge durch die Kata-
lase zerstort wird, erwies sich Sterigmatocystis nigra sehr stark kata-
lasehaltig. Fiir gleiche Gewichtstheile Trockensubstanz vermag diesér
Pilz etwa viermal so viel Hydroperoxyd wie Penicillium glaucum zu
zersetzen.

Die von uns dargestellte Katalase war physiologisch rein, d. h.
enthielt keine anderen Enzyme, und war frei von reducirenden Sub-
stanzen, was fiir Oxydationsversuche von grosser Wichtigkeit ist.

Um die Einwirkung der Katalase auf substituirte Hydroperoxyde
2u verfolgen, wihlten wir als Vertreter dieser Korperklasse das wohl-
definirte, dem Hydroperoxyd am nichsten stehende Aethylhydro-

1) Diese Berichte 35, 2487 [1902].



1758

peroxyd, C.H;.0.0B, welches von Baeyer und Villiger?!) vor
zwei Jahren zuerst dargestellt worden ist.

100 g Disthylsulfat warden mit 115 g 30-procentiger Hydroperoxydlosung,
175 ¢ Kaliumhydroxyd und 600 cem Wasser bis zum Verschwinden des Di-
athylsulfats geschiittelt, und das angesduerte Reactionsproduct aus dem Luft-
bade Gberdestillirt, Nach zweimaligem Ueberdestilliren unter vermindertem
Drucke ergab das erhaltene Product (265 g) bei der jodometrischen Bestim-
mung 2.47 pCt. Aethylhydroperoxyd. Mit dem Titanschwefelsiurereagens
gab es nicht die mindeste Gelbfarbung; es war also vdllig hydroperoxydfrei.
Es euthielt neben viel Alkohol eine Spur Essigsiure.

30 cem 2.47-procentige, genau neutralisirte Aethylhydroperoxyd-
losung wurden mit 0.01 g Katalase in einem Apparat, welcher das
Auffangen und Messen des entwickelten Sauerstoffs gestattete, versetzt.
Aus einer gleichen Menge Hydroperoxydlésung mit entsprechendem
Gehalt an activem Sauerstoff hitte die Katalase etwa 120 cem Sauer-
stoff binnen wenigen Minaten entwickeln miissen. Aus dem Aethyl-
hydroperoxyd wurde aber auch nach lingerem Stehenlassen unter hiu-
figem Umschiitteln keine einzige Gasblase erhalten. Der Versuch
wurde mit verschiedenen Katalasepriparaten wiederholt, aber stets
mit demselben Erfolg. Wir versetzten sogar 30 ccm Aethylhydroper-
oxyd!osung mit 2 g lufttrocknem Sterigmatocystis-Pulver, ein Quantum,
welches aus hinreichenden Hydroperoxydmengen literweise Sauer-
stoffl entwickeln wiirde. Aber auch hier fand keine Sauerstoffent-
wickelung statt.

Aus diesen Versuchen muss geschlossen werden, dass die Kata-
lase nieht im Stande ist, Aetbylhydroperoxyd unter Sauerstoffentwicke-
lung zu zersetzen. Was nun fiir das dem Hydroperoxyd am niichsten
stehende Aethylhydroperoxyd gilt, kann auf andere substituirte Hydro-
peroxyde, deren Radicale dem Wagserstoff- Atom vom functionellen
Standpunkte weniger dhnlich sind als die C; Hs-Gruppe, ohne Weiteres
iibertragen werden. In der That wird die Oxygenase, welche als
ein mouosubstituirtes Hydroperoxyd anzusehen ist?), durch die Kata-
lase nicht im Mindesten angegriffen. Wir iiberzeugten uns davon
durch quantitative Oxydationsversache.

Da die Oxygenase verhiltnissmissig langsam und uur dann Sauerstoff
aufpimmt, wenn sie denselben an eine oxydable Substanz abgeben kanm, so
lag bier fir die directe Constatirung einer eventuellen Sauerstoffentwickelung
unter dem Einflusse der Katalase keine Aussicht vor. Wir stellten daher ver-
gleichende Oxydationsversuche mit Gemengen von Oxygenase und Peroxydase
in Gegenwart und in Abwesenheit von Katalase an und bestimmten in jedem
Falle den absorbirten Sauerstoff. Als oxydable Substanz benutzten wir Pyro-
gallol. Die Versuche wurden in zwei Apparaten, wie in der I'V. Mittheilung®

) Diese Berichte 34, 738 [1901]. 2) Diese Berichte 35, 2465 [1902].
% Diese Berichte 86, 600 [1903].
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angegeben worden ist, gleichzeitig ausgefihrt. In die Behilter wurden jo 1 g
Pyrogallol und 30 cem einer Losung, welehe 0.01 g Lactarius-Oxygenase und
0.01 g Meerrettig-Peroxydase enthielt, gegeben.

In den Bebilter A wurde noch 0.01 g Katalase eingetragen, withrend Be-
hilter B keinen Zusatz erhielt. Binnen 48 Stunden wurden folgende Sauer-
stoffmengen absorbirt:

Absorbirter Sauerstoff

A B
(mit Katalase) (ohne Katalase)
Nach 5 Stunden 6.2 ecm 6.2 eccm
» 10 » 9.4 » 9.3 »
» 24 » 148 » 148 »
» 438 » 186 » 18.7 »

Die Anwesenheit von Katalase iibt also auf die Oxydationsleistung
der Oxygenase keinen hemmenden Einfluss aus.

Anders diirften sich die Verhiltnisse bei Gemengen von Peroxy-
dase und Hydroperoxyd gestalten, da Letzteres durch die Katalase
ungemein rasch unter Entwickelung von inertem Sauerstoff zersetzt
wird. Wir fanden aber, dass auch hier die Katalase auf die Oxy-
dationsleistung des Systems Peroxydase-Hydroperoxyd ohne Einwir-
kung ist.

Die Versuche wurden, wie in der 1V. Mittheilung beschrieben, auf colo-
rimetrischem Wege mit Guajactinctur, Pyrogallol und Anilin ausgefithrt. Es
ergab sich dabei, dass zwischen den mit Katalase versetzten und katalase-
freien Proben kein Firbungsunterschied wahrnehmbar war. Za bemerken ist,
dass fiir diese Versuche méglichst reine Katalase angewandt werden muss,
da die Anwesenheit von reducirenden Substanzen auf die Firbungsreactionen
stérend wirkt.

Die Thatsache, dass die durch Gemenge von Peroxydase und
Oxygenase bezw. Hydroperoxyd hervorgerufenen Oxydationsprocesse
durch die Katalase nicht gestort werden, war anscheinend am ein-
fachsten durch die von uns in der I. Mittheilung gemachte vorliufige
Annahme erklidrbar, nach welcher die Katalase unter dem vereinigten
Einflugsse der Peroxydase und des Hydroperoxyds vernichtet werden
soll.  Genaue Versuche ergaben aber, dass dies keineswegs der
Fall iat.

20 cem einer 0.05-procentigen Katalaselésung wurden mit 0.01 g Oxygenase
und 0.01 g Peroxydase versetzt und iber Nacht stehen gelassen. Am folgenden
Morgen wurden dem Gemisch 5 cem 8-procentiger Hydroperoxydlosung zuge-
geben, der entweichende Sauerstoff aufgefangen und gemessen. Binnen
3 Minuten wurden 36.8 ccm Sauerstoff entwickelt. Ein Controllversuch mit
20 cem derselben Katalaselosung und 5 cem Hydroperoxydlosung ergab 37.2
cem Sauerstoff.
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20 cem Katalaselosung wurden mit 0.01 g Peroxydase und 5 cem 3-pre-
centiger Hydroperoxydlssung versetzt.

Entwickelt binnen 3 Minuten . . 37.1 cem Sauerstoff,
Coutrollversuch (ohne Peroxydase): 37.4 » »

Aus simmtlichen, oben angegebenen Versuchen geht mit voller
Klarheit hervor, dass die Peroxydase und die Katalase gleichzeitig
vorkommen und fungiren kénnen, ohne dass sie sich bei der Aus-
ibung ihrer specifischen Functionen gegenseitig stéren. Auaf substi-
tuirte Hydroperoxyde, welche durch die Peroxydase activirt werden, ist
die Katalage iiberhaupt ohne Einwirkung. Was das Hydroperoxyd
betrifft, so wird bei der gleichzeitigen Einwirkung von Per-
oxydase und Katalase nur derjenige Antheil des Peroxyds
durch Letztere unter Sauerstoffentwickelung zersetzt, wel-
cher durch Erstere fiir Oxydationszwecke nicht in An-
spruch genommen wird. Andererseits wird Katalase durch Ge-
menge von Peroxydase und Hydroperoxyd nicht mehlr
geschéddigt als durch Hydroperoxyd allein. Unsere oben er-
wilnte, vorlinfige Annahme, die indessen uns zur Kenntniss der rich-
tigen Sachlage fiihrte, ist daher hinfillig.

Zum Schlusse mochten wir noch Einiges iiber die vermeintliche
Identitdt der Katalase mit den reducirenden Fermenten oder Reduc-
tasen mittheilen. Pozzi-Escot!), welcher sich mit diesen Fer-
menten beschiftigte, behauptet, dass die Fihigkeit, Hydroperoxyd
unter Sauerstoffentwickelung zu zersetzen, der »Reductase« und nicht
einem besonderen Fermente zukommt. Er wiederholte die L 6w’schen
Versuche iiber die Tabakkatalase uud fand, dass dieselbe nicht nur
Hydroperoxyd zu zersetzen, sondern auch Schwefel zu Schwefelwasser-
stoff zu reduciren im Stande war. Reductasepriparate sollen die
Eigenschaft, Hydroperoxyd zu zersetzen, in noch hoherem Grade als
die Lw’sche Katalase besitzen.

Da bekauntlich wasserstoffzufiilhrende Agentien den activen Sauer-
stoff des Hydroperoxyds sofort unter Wasserbildung in Anspruch
nehmen, so ist uns a priori unbegreiflich, wie eine Reductase, welche
nach Pozzi-Escot stets Wasserstoff in statu nascendi abgiebt, Hydro-
peroxyd unter Sauerstoffentwickelung zersetzen kann. Directe
Versuche ergaben in der That, dass unsere reinere Katalase vollig
reductasefrei war.

0.02 g Katalase wurden mit 10 ccm Wasser, 0.5 g Schwefelblumen und
1 cem Toluol in einem verschlossenen Kolben, in dessen Innerem ein mit Blei-
acetatlbsung getrinktes Filtrirpapier aufgehingt war, sich selbst tberlassen.
Nach 48 Stunden war das Papier auch nicht spurenweise geschwirzt. Die

) Bull. de la soc. chim., Paris (3] 27, 280 [1902].
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vom Schwefel abfiltrirte Losung zersetzte Hydroperoxyd ziemlich stark. Das
active Princip war also durch den Toluolzusatz nicht geschadigt.

Eines der kriftigsten Katalasepriparate, welches wir unter den
Hiénden hatten, war durch Extraction von zerriebenen, frischen Meer-
schweinchenlebern mit 40-procentigem Alkohol dargestellt. Ks zer-
setzte 5-procentige Hydroperoxydldsung fast explosionsartig. Aber
auch dieses Prdparat gab nach lidngerer Einwirkung auf Schwefel
unter Toluolzusatz keine Spur von Schwefelwasserstoff,

Es kann also keinem Zweifel unterliegen, dass es Katalasepripa-
rate giebt, welche frei von reducirenden Enzymen sind. Die Katalase
ist daher mit der Reductase nicht identisch.

Genf. Pfanzenchemisches Laboratorium des Botanischen Instituts.

314. Fr. Plzak: Ueber Cyclamin.
fAus dem chem. Institute der k. k. bohm. Universitit in Prag.}
(Eingeg. am 16. Mai 1903; mitgetheilt in der Sitzung von Hrn. C. Neuberg.)

Cyclamin, das Glykosid der Cyclamenknollen, wurde schon vor
lingerer Zeit von de Luca!), Saladin?), Klinger, Buchner und
Herberger?®), Martius¢), Mutschler®) und in der letzten Zeit von
B. Raymanp %) stadirt. Weil aber dessen chemischer Charakter nur
theilweise aufgeklirt wurde, habe ich es einem griindlichen Studium
unterworfen. Das dazu nothwendige Material wurde mir durch die
besondere Gefilligkeit des Hrn. Prof. Dr. B. Rayman zur Verfiigung
gestellt.

Behufs Isolirung des Cyclamins nach der Martins’schen Vor-
schrift wurden die bei gewéhnlicher Temperatur getrockneten Knollen
mit 70-proc. Alkohol extrahirt und der alkoholische Extract im Va-
cuum zur Syrupdicke abgedampft; durch Losung desselben in absolutem
Alkohol wurde das noch nicht ndher untersuchte Polysaccharid Cy-
clamosin (auch Cyclamose genannt) abgeschieden. Nach aber-
maligem FEindampfen der filtrirten, alkoholischen Ld&sung blieb eine
dicke Masse zuriick, aus welcher sich nach einigen Tagen Cyclamin
grosstentheils kornig ausschied. Hierauf wurde es abgepresst und
durch Auflésen in heissem Alkohol gereinigt; es lost sich in heissem

1y Compt. rend. 44, 723, %) Journal de chimie médicale 6, 417.

5) Repert. f. Pharm. 87, 36. 4) Neues Repert. f. Pharm. 8, 388.

5 Ann. d. Chem. 185, 214.

8, Bulletin international de I’ Académie des Sciences de Bohéme 1896,
Chem. Centralblatt 1897, I, 230.



