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Unternebmung der Gesellschaft das finanzielle Ergebnis klar zum Aus-
druck kommt. Der Vorstand stimmt diesem Wunsche zu.

48. Der Vorstand iibertrigt die Funktion eines stellvertreten-
den Redakteurs der »Berichte« dem bisherigen Hilfsarbeiter der
Redaktion, Hrn. Prof. Dr. F. Sachs.

Auszug aus 52. Auf Antrag des Hrn. W. Nernst beschlieBt der
Vorstand, dal die besonderen Sitzungen, in welchen die zu-
sammenfassenden Vortrige gehalten werden, zukiinftig schon um
7 Uhr abends beginnen sollen.

Auszug aus 53. Der Generalsekretir berichtet, daB der fiir
die Umsatzsteuer (vergl. Ber. 48, 620 [1910]) im Jahre 1909 ge-
zahlte Betrag von 5670 Mk. seitens der Stadt Berlin am 18. Marz 1910
zuriickerstattet ist.

Der Vorsitzende: Der Schriftfithrer:
H. Wichelhaus. F. Mylius,

212, A. W. van der Haar: Untersuchungen tber Pflanzen-
Peroxydasen.
1. Hine neue Methode der Peroxydasen-Gewinnung.

(Eingeg. am 15. April 1910; mitget. in der Sitzung von Hrn. G. Lockemann.)

Obwohl meine Untersuchungen iiber die An- oder Abwesenheit
von Mangan in Peroxydasen noch nicht abgeschlossen sind, erscheint
es mir ndtig, einen Teil derselben hier wiederzugeben, nachdem A.
Bach und Tscherniak im Jahre 19081) einen Artikel mit dem
Titel »Zur Reinigung der Peroxydase« und vor kurzem A. Bach?)
einen Aufsatz iiber »Mangan- uad eisenfreie Oxydasen« verdifentlicht
haben. In der letzten Arbeit schliefit Bach in derselben Weise auf
vollige Mapgan-Freiheit der Oxydasen, wie er es in der ersten
bei den Peroxydasen getan hatte.

Bei der genauen Durchsicht beider Artikel fillt besonders ein
sehr wichtiger Punkt auf, da Bach nirgends Angaben iiber die phy-
siologische und allgemein chemische Reinheit seiner Oxydasen macht
und nirgends die Reaktionen und Methoden angibt, mit welchen er
die Abwesenhbeit von Mangan in der Asche konstatiert hatte.

1) Diese Berichte 41, 2345 [1908]. 3 Diese Berichte 43, 364 [1910].
86* :
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Die unten von mir mitgeteilte Reinigungsmethode geht weiter als
die Bachsche, da es mir gelang, alle koagulierbaren Eiweifistoffe zu
entfernen (ein sehr wichtiger Punkt); doch konnte ich die Hedera-
Peroxydase picht bis auf weniger als /000 Milligramm vom Mangan
befreien. Es kommt darauf an, was man »véllig manganfrei« nennt.
Wie Bach dies auffalt, wird nirgends angegeben. Es geht mit dem
»vollig manganfrei« wie mit dem »vollig arsenikirei¢. Ob ein Stoff fir
arsenikfrei gehalten wird oder nicht, hingt ganz von der Methode,
nach welcher man arbeitet, von der Reinheit und der Substanzmenge
ab. Oft findet man einen Stoff arsenikfrei, in dem nach schir-
feren Methoden doch Arsenik nachzuweisen ist. Bei Stoffen wie Fer-
menten, wo es noch garnicht moglich ist, den Grad der »chemischen
Reinheit« festzustellen, ist es eine Hauptbedingung, anzugeben: in so
und so viel Substanz von der angegebenen Reinheit fand ich nach fol-
gender Arbeitsmethode kein oder so und so viel Mangan. So lange
Bach seine Peroxydasen und Oxydasen sowie seine Arbeitsmethode
nicht niher beschreibt, ist dem »vllig manganfrei« nicht der grofle
Wert beizulegen, wie es Bach tut.

Ich benutzte stets den Mennige-Salpetersdure-Versuch, nach wel-
chem noch 1000 Milligramm Manganoxyd unter allen notwendigen
VorsichtsmaBregeln (Chlor-Freiheit usw.) in 1 ccm Fliissigkeit nach-
gewiesen werden kann,

Die Reinigungsmethode, welche Bach (l. c.) gebrauchte, ist die
fraktionierte Fillung mittels Alkohols, nachherige Dialyse und Fillung
mittels basischen Bleiacetats. Ich habe u. a. bei Kartoffel-Peroxydase
beobachtet, dal nach dieser Reinigung ein groBer Teil der koagulier-
baren Eiweilstoffe noch nicht entfernt war. Da Bachs Reinigung
nicht weiter geht als bis zur Anwendung von basischem Bleiacetat,
mufl in manchen Fillen seine Peroxydase mit fremden EiweiBstoffen
gemischt sein, weil diese durch Alkohol-Fraktionierung und Dialyse
nicht von der Peroxydase geschieden werden kénnen.

In derselben Weise wie fiir Peroxydasen erklirt Bach in der
zweiten Arbeit (1910) (1. ¢.) seine Pilz-Oxydase fiir »v6llig manganfreic.
Er findet in 0.907 g Lactarius-Oxydase 8.01 °/, Asche, in welcher kein
Mangan npachgewiesen werden konnte. Bach gibt nichts iiber die
physiologische Reinheit der Peroxydasen an, da Katalasen stets mit
Oxydasen und in Pilzen mit Tyrosinase gemischt vorkommen und eine
Trenoung noch nicht mdglich ist. Dabei spricht Bach garnicht von
der Ab- oder Anwesenheit der sehr oft als Begleitstoffe auftretenden
anderen Fermente, wie Emulsin, Invertase, Amylase usw., ohne von
den méglicherweise anwesenden Eiweillstoffen zu reden. Wir kdnnen
also getrost die Frage stellen, wieviel von den 0.987 g Oxydase ist nun
wirklich Oxydase?
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Aus meinen Untersuchungen wird sich ergeben, dal es sehr
schwierig ist, eine Peroxydase »véllig manganfrei« zu erhalten, und es
ist mir unicht gelungen, eine solche unter die Hinde zu bekommeun. Es
ist 6fters vorgekommen, daf ich Peroxydasen aus verschiedenen Pflanzen
fiir »vollig manganfrei« erklirte. Bei scharferer Reinigung usw. konnte
ich dann noch eine Spur Mangan, ev. nur i mg, finden. Es ist
leicht mdglich, und ich bin sehr geneigt, dies anzunehmen, da Bach
mit seiner Behauptung Recht hat, dal Mangan nicht zum Peroxydase-
Molekiil gehort, aber einigermaflen sichergestellt hat er es meines
Erachtens keinenfalls.

Als Versuchsobjekt wihlte ich zunidchst die Knollen von Solanum
tuberosum, von welchen ich zu jeder Zeit groe Quantititen bekommen
konnte. Fiir die Verarbeitung benutzte ich folgende Methode, die nur die
Alkohol-Fillung mit der Bachschen gemeinsam hat.

Der Saft aus 25 kg Kartoffeln wurde durch Auspressen gewonnen. Durch
fraktionierte Alkohol-Fillung konnte ich schon eine gewisse Reinigung herbei-
fithren; es ist aber notwendig, den Alkohol-Gehalt langsam zu steigern. Wurde
nimlich dem Saft zunichst ein gleiches Volumen Alkohol von 96 %/ beigemischt,
so entstand ein dunkel gefirbter Niederschlag. Figte ich dann zu der Flas-
sigkeit wieder soviel starken Alkohol, daB der Gehalt = 60 %, betrug, so
wurde der Niederschlag vermehrt. Die starke, dunkelgefarbte Fillung wurde
gesammelt. Nach dem Auswaschen gab sie keine Peroxydase-Reaktion, das
Filtrat dagegen stark. Ich empfand dieselben Vorteile von dieser Fraktio-
nierung wie Bach (L. ¢). Wurde nun die nur gelb gefirbte Flassigkeit mit
soviel Alkohol versetzt, daB ihr Gehalt 80 9/, betrug, so schlug
sich die unreine Peroxydase vollig als cin grau gefarbter Stoff nieder. Die
erhaltene Peroxydase wurde in chloroformhaltigem Wasser gelost; in dieser
Losung entstand nach einem Tage ein Niederschlag, der keine Peroxydase-
Reaktion gab und entfernt wurde. Nun wurde die Ldsung wihrend einer
Woche gegen 25 1 alle 24 Stunden erneuertes Wasser dialysiert.

Die Peroxydase war durch die Reinigung so widerstandsfahig goworden,
daB sie von sehr verdinater Essigsiure nicht verindert wurde. Nachdem
einige Tropfen verdinnter Essigsiure bis zu schwach saurer Reaktion zuge-
geben waren, entstand in einem Tage ein reichlicher Niederschlag, der, ab-
filtriert und ausgewaschen, keine Peroxydase enthielt. Das Filtrat, das nur
noch gelblich gefirbt war, gab eine starke Reaktion. Nun wurde weiter dia-
lysiert und das umgebende Wasser, alle 24 Stunden, und 12-mal erneuert;
die letzten 6 Male wurde destilliertes Wasser verwendet. Nach Reendigung
der Dialyse war die Peroxydase-Reaktion stark.

Tn dieser Losung entstand mit basischem Bleiacetat keine Tribung; die
Bach-Tscherniaksche Reinigungsmethode konante mich also nicht weiter
zum Ziele fihren.

Dennoch war ia der L&8sung viel koagulierbares
Eiweill zugegen.



Die Peroxydase war so resistent geworden, daB ich die EiweiB-
stoffe vorsichtig bei 90° koagulieren konnte, ohne dafl die Peroxydase
ibhre Wirkung verlor. .

Ich wiederholte die kurze Erwirmung so oft, als sich noch Ei-
weiBstolfe niederschlugen. Dann waren auch alle koagulierbaren Ei-
weillstoffe entfernt, denn. beim Kochen der Losung entstand nicht die
geringste Tribung. Kartoffel-Peroxydase wird also bei 80° nicht un-
wirksam, wie allgemein fiir Enzyme angegeben wird; sie wird nur un-
wirksam durch Mitreilen bei Fallungen.

Auch Mineralsiuren gegeniiber ist die reine Peroxydase nicht
mehr so empfindlich wie die unreine.

2 cem der Peroxydase-Lésung blieben noch nach Zugabe von
1 Tropfen 1/i-prozentiger Salzsiure aktiv, 3 ccm der Lésung, gemischt
mit 1 Tropfen 6-prozentiger Salzsiure wirkten noch gerade blauend
auf Guajac-Harz ein.

Die erhaltene Peroxydase gab, wenn auch schwach, noch EiweiG-
Reaktionen, u. a. Millons und die Xanthoprotein-Reaktion.

Jedenfalls gebdrt die Kartoifel-Peroxydase nicht zuden
koagulierbaren Eiweillstoffen.

Die iibrig gebliebenen 1.2 g Peroxydase gaben bei der Verbren-
nung 27 mg Asche = 2.2 9/,. Diese Asche wurde unter allen Vor-
sichtsmallregeln auf Mangan mit der Mennige-Salpetersiure-Reaktion
untersucht: /350 mg = 0.0003 °/o der Peroxydase oder 0.015 %, der
Asche.

Spiter will ich versuchen, ob dieser minimale Rest Mangan nicht
verkleinert werden oder sogar ganz entfernt werden kaunn, ohne daf3
die Peroxydase ihre Wirkung einbiifit.

Da ich bis jetzt also noch nicht sicher nachweisen konnte,
ob die Spur Mangan fiir die oxydative Wirkung entbehrlich ist oder
nicht, hielt ich es fiir besser, Schritt fiir Schritt zu Werke zu geben
und zunichst zu versuchen, durch quantitative Versuche festzustellen,
daf die- oxydierende Kraft gar nicht parallel mit der Manganmenge
verlauft, was mir an der Hand meiner Reinigungsmethode auch gelang.

Aufs neue wurde aus 25 kg Kartoffeln die Peroxydase gewonnen,
und bei jedem Reinigungsfortschiritt wurde die Wirkung auf Pyro-
gallol quantitativ studiert; zu gleicher Zeit wurde eine Ascbenbestim-
mung gemacht und in der Asche wie oben das Mangan quantitativ
bestimmt.

Die Bestimmung der oxydierenden Wirkung geschah wie folgt:

25 cem der Peroxydase-Losung wurden wéhrend 24 Stdn, mit einer
Losung von 1 g Pyrogallol in 5 ccm Wasser und 10 ccrn einer neu-
tralen einprozentigen Wasserstoffsuperoxyd-ILosung gemischt, und gleich-



zeitig mit einem blinden Versuch (dieser gab stets nur Dunkelfir-
bung) beiseite gestellt. Die abgeschiedene Menge Purpurogallin
wurde auf tariertem Filter gesammelt, stets mit derselben Quantitit
Wasser gewaschen und bei 100° getrocknet. Zu gleicher Zeit wurden
10 cem der Peroxydase-Losung zur Trockne verdampit; ich konnte so
feststellen, wieviel Peroxydase in den verbrauchten 25 cem Losung
enthalten war. Der Trockenriickstand wurde eingedischert und in der
Asche der Mangan-Gehalt bestimmt,

Fir jedes Stadium der Reinigung konnte ich also den Zusammen-
hang zwischen oxydierender Kraft und Mangangehalt aufzeichnen, wie
aus Figur I ersichtlich ist.

Von A aus wurde auf der Abszisse die Menge Mn O (in 0.001 mg)
aufgetragen, welche in 1 g aschefreier Peroxydase bei Anfang der
Dialyse enthalten sein wiirde (4a" = 0.001 mg MnO). Auf diese Weise
wurde Punkt &' aufgefunden. Auf der
Ordinate in @ wurde dann die Quantitit 0’\
Purpurogallin aufgezeichnet, welche 1 g - R\
aschefreie Peroxydase beim Anfang der ![ \\\

Dialyse geben wiirde (¢ @' = 100 mg Pur- | |\
purogallin). So wurde Punkt A’ gefunden. {

‘Wibrend der Dialyse wurden jeden {

Tag die oben stehenden Bestimmungen ;
gemacht und auf diese Weise /¢ und die i :
Punkte B'C' ermittelt, bis bei Punkt I | \ \
!
!
!
]
L
-
|

die Quantitit MnO in den untersuchten
10 ccm Fliissigkeit unter Y1000 mg, oder
bis nabezu auf Null (Punkt 4) gesunken

war. Wenn also ein direkter Zusammen-

il
hang zwischen der oxydierenden Kraft D il 1:.
und dem Mangangehalt der Peroxydase AL,.—"' i
im Sinne der Bertrandschen Theorie ar ¢ ba

bestinde, wiirde die oxydierende Kraft Fig. L.

in D' (Mangan-Gehalt < 0.001 mg) nahezu

Null sein, und Punkt I’ wiirde mit A zusammenfallen. Die oxy-
dierende Kraft war aber in D am groften.

Die Fig. I und die weiter zu beschreibenden Diagramme deuten auch
gar nichts anderes an, haben also keinen absoluten, sondern nur rela-
tiven Wert,

Fig. II illustriert nun den ganzen Reinigungsprozel; 4', B, C', D/

entspricht denselben Punkten wie in Fig. I (¢, ¥, usw. = 2 Dialy-
siertage.)
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Bei D' geht das Diagramm II weiter, wo Diagramm I aufhért.
Bei Punkt IV findet eine EiweiB-Prazipitation statt. Bei L' wird Essig-
siure zugegeben. Bei Punkt M’ findet die Koagulation aller koagu-
lierbaren Eiweifistoffe statt, und nach Erwirmung wurde Punkt N’ er-
halten. Punkt A’ ist also der Anfangspunkt bei unreiner Peroxydase,
Punkt N’ entspricht dem gereinigten Ferment. Aus dem Verlauf der
Linien A'N' und A'7» ersehen wir, dafl das Reinigungsverfahren
praktisch gute Resultate gibt, und daB} kein direkter Zusammenhang
zwischen oxydierender Wirkung und Mangangehalt besteht,
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Analoge Resultate erhielt ich mit der Peroxydase aus den Blittern
von Hedera helix. Hier gelang es mir, mit basischem Bleiacetat nach
Bach und Tscherniak eine Reinigung herbeizufiihren. Die Methode
hat hier gute Dienste geleistet.

Auch die Hedera-Peroxydase gehort nicht zu den koa-
gulierbaren Eiweifistoffen.
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Aus Fig. III ist alles ersichtlich. Man vergleichke wieder
den Verlau! von A'N' und A'7n. (4a" = 100 mg MnO und
An' = 4 Dialysiertage.) Bei Punkt ¥’ fingt die Dialyse mit Essig-
siure an, bei Punkt M’ die Reinigung mittels basischen Bleiacetats.

Utrecht (Holland).

213. A. W. van der Haar: Untersuchungen tiiber Pflanzen-
Peroxydasen.
II. Die Hedera-Peroxydase, ein Glucoproteid.

(Eingeg. am 15. April 1910; mitget. in der Sitzung von Hrn. G. Lockemannu.)

Bei einer frischen Aufarbeitung nach der in der voranstehenden
Mitteilung beschriebenen Methode wurde die Peroxydase aus 21 kg
frischen Blittern von ledera helix erhalten. )

Im Anfang der Dialyse der Roh-Peroxydase lieBen 25 ccm der
erhaltenen 800 cem Fliissigkeit 827.5 mg Peroxydase zuriick, mit
einem Aschengehalt von 37.9 /. 827.5 mg Peroxydase == 515 mg
aschefreie Substanz gaben nach der in der vorigen Mitteilung angege-
benen Methode 202 mg Purpurogallin, also 100 mg gaben 39 mg.
Nach Entfernung des koagulierbaren Eiweifles wurde wihrend 7 Tagen
dialysiert. Der Aschegehalt sank dabei auf 6.66 °/.

Die Peroxydase-Losung wurde mittels basischen Bleiacetats gerei-
nigt und das fast farblose Filtrat lange in flieBendem Wasser
dialysiert. Die Lésung hatte daon folgende Eigenschaften:

1. Die daraus abgeschiedene Peroxydase hatte einen Aschen-
gehalt von fast 2 ¢/,

2. 100 mg derselben gaben 107 mg Purpurogallin.

3. Beim Kochen der Losung entstand keine Triibung.

4. Beim Sittigen der Lésung mit Ammoniumsulfat entstand auch
in der Wirme keine Triibung.

5. Von den ibrigen Enzymen waren Amylase, proteolytische
Fermente, Reduktase und Emulsin nicht anwesend,

6. In der Losung war viel Peroxydase anwesend, neben wenig
Katalase und sehr wenig Invertase (zweifelhalft).

7. Mit Sublimat entstand keine Triibung.

8. Mit Essigsaure und Ferrocyankalium eine schwache Triibung.

9. Millons und die Xanthoprotein-Reaktion fielen positiv aus,
ebenso die Biuret-Reaktion (blauviolett).

10. Die reine Peroxydase-Ldsung ist Sduren gegeniiber weniger
emptindlich als die unreine: 5 cem der Lésung mit 1 Tropten 3-pro-





