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

48. D e r  Vorstand ubertragt die Funktion eines s t e l l v e r t r e t e n -  
d e n  R e d a k t e u r s  der ,Berichtea dem bisherigen Hilfsarbeiter der 
Redaktion, Hrn. Prof. Dr. F. S a c h s .  

Auszug aus 52. Auf Antrag dea Hrn. W. N e r n s t  beschlieBt der 
Vorstand, da13 die b e s o n d e r e n  S i t z u n g e n ,  in welchen die zu- 
sammenfassenden Vortriige gehalten werden, zukiinftig schon um 
7 U h r  a b e n d s  beginnen sollen. 

Auszug aus 53. Der  G e n e r a l s e k r e t i i r  berichtet, daIj der fur 
die U m s a t z s t e u e r  (vergl. Ber. 43, 620 [1910]) im Jahre  1909 ge- 
zahlte Betrag von 5670 Mk. seitens der Stadt Berlin am 18. Marz 1910 
zuriickerstattet ist. 

Der  Vorsitzende: 
H. W i c h e l h a u s .  

Der Schriftfuhrer : 
F. M y l i u s .  

212. A. W. van der Haar: Untersuchungen iiber pflansen- 
Peroxydamn. 

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

Obwohl meine Untersuchungen fiber die An- oder Abwesenheit 
von Mangan in Peroxydasen noch nicht abgeschlossen sind, erscheint 
es mir n6tig, einen Teil derselben bier wiederzugeben, nachdem A. 
B a c h  und T s c h e r n i a k  im Jahre  1908l) einen Artikel mit dem 
Titel DZur Reinigung der Peroxydasea und vor kurzem A. B a c h a )  
einen Aufsatz iiber *Mangan- und eisenfreie Oxydasena veriiffentlicht 
haben. I n  der letzten Arbeit schlieBt B a c h  in derselben Weise auf 
vijllige M a n g a n - F r e i h e i t  d e r  O x y d a s e n ,  wie er es in der ersten 
bei den P e r o x y d a s e n  getan hatte. 

Bei der genauen Durchsicht beider Artikel fallt besonders ein 
sehr wichtiger Punkt  auf, da13 B a c h  nirgends Angaben iiber die phy- 
siologiecbe und allgemein chemische Reinheit seiner Osydasen macht 
und nirgends die Reaktionen und Methoden angibt, mit welchen er 
die Abwesenheit von Mangan in der Asche konstatiert hatte. 

I, Eline neue Methode der Peroxydaeen-Gewfnnung. 

1) Diese Bericht8 41, 2345 [1908]. 3, Diese Berichte 43, 364 [1910]. 
86* 



Die unten von mir mitgeteilte Reinigungsmethode geht weiter ah 
die B a c h sche, da  es mir gelang, alle koagulierbaren EiweiBstoffe zu 
entfernen (ein sehr wichtiger Punkt) ;  doch konnte ich die Hedera- 
Peroxydase nicht bis auf weniger als '/lo00 Milligramm vom Mangan 
befreien. Es kommt darauf a n ,  was man avollig manganfreiu nennt. 
W e  B a c h  dies adfafit, wird nirgends angegeben. Es geht mit dem 
Dv611ig manganfreia wie mit dern rvollig arsenikfreia. Ob ein Stoft fur 
arsenikfrei gehalten wird oder nicht, hangt ganz von der Methode, 
nach welcher man arbeitet, von der Reinheit und der Substanzmenge 
ab. Oft findet man einen Stoff arsenikfrei, in dem nach schar- 
feren hlethoden doch Arsenik nachzuweisen ist. Bei Stoffen wie Fer- 
rnenten, wo es noch garnicht moglich ist, den Grad der whernischen 
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 
B a c h  seine Peroxydasen und Oxydasen sowie seine Arbeitsmethode 
nicht n lher  beschreibt, ist dem )>v6llig manganfreia nicht der groDe 
Wert  beizulegen, wie es B a c h  tut. 

Ich benutzte stets den Mennige-Salpetersaure-Versuch, nach wel- 
chem noch '/loo0 Milligramm Manganoxyd unter allen notwendigen 
VorsichtsmaBregeln (Chlor-Freiheit usw.) in  1 ccm Fliissigkeit nach- 
gewiesen werden kann. 

Die Reinigungsmethode, welche B a c  h (1. c.) gebrauchte, ist die 
fraktionierte Fallung mittels Alkohols, nachherige .Dialyse und Fallung 
mittels basischen Bleiacetsts. Ich habe u. a. bei Kartoffel-Peroxydase 
beobachtet, da13 nach dieser Reinigung ein grol3er Teil der koagulier- 
baren EiweiBstoffe noch nicht entfernt war. Da B a c h s  Reinigung 
nicht weiter geht a19 bis zur Anwendung von basischern Bleiacetat, 
mu13 in manchen Fallen seine Peroxydase mit fremden EiweiIjstoffen 
gemischt sein , weil diese durch Alkohol-Fraktionierung und Dialyse 
nicht von der Peroxydase geschieden werden konnen. 

In derselben Weise wie fur Peroxydasen erklart B a c h  in der  
zweiten Arbeit (1910) (1. c.) seine Pilz-Oxydase fur Nvollig manganfreia. 
Er findet in 0.907 g Lactarius-Orydase 8.01 O l O  Asche, in welcher kein 
Mangan nachgewiesen werden konnte. B a c h  gibt nichts uber die 
physiologische Reinheit der Peroxydasen a n ,  da Katalasen stets mit 
Oxydasen und in Pilzen mit Tyrosinase gemischt vorkommen und eine 
Trennung noch nicht m6glich ist. Dabei spricht B a c h  garnicht von 
der Ab- oder Anwesenheit der sehr oft a19 Begleitstoffe auftretenden 
anderen Fermente, wie Emulsin, Invertase, Amylase usw., ohne von 
den moglicherweise anwesenden EiweiBstoffen zu reden. Wir k6nnen 
also getrost die Frage stellen, wieviel von den 0.987 g Oxpdase ist nun 
wirklich Oxydase? 
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Aus meinen Untersuchungen wird sich ergeben, daB es sehr 
schwierig ist, eine Peroxydase avollig manganfreia zu erhalten, und es 
ist mir nicht gelungen, eine solche unter die Hande zu bekommen. Es 
ist ofters vorgekommen, dal3 ich Peroxydasen aus verschiedenen Pflanzen 
fur wollig manganfreia erklarte. Bei schilrferer Reinigung usw. konnte 
ich dann noch eine Spur Mangan, ev. nur ‘/1000 mg, finden. Es ist 
leicht moglich, und ich bin sehr genergt, dies anxunehmen, daI3 B a c h  
mit seiner Behauptung Recht hat, daI3 Mangan nicht zum Peroxydase- 
Nolekiil gehort, aber einigermaoen sichergestellt hat e r  es meines 
Erachtens keinenfails. 

Als Versuchsobjekt wahlte ich zunachst die Knollen von Solanum 
tuberosum, yon welchen ich zu jeder Zeit groBe Quantittlten bekommen 
konnte. Fur die Verarbeitung benutzte ich folgende Methode, die niir die 
Alkohol-Pallung mit der B a ch schen gemeinsam hat. 

Der Saft nus 25 kg Kartoffeln wurde durch Auspressen gewonnen. Durcli 
fraktionierte Alkohol-Filllung konnte ich schon eine gewisse Reinignng herbei- 
fiihren; es ist aber notwendig, den Alkohol-Gehalt lmgsam zu steigern. Wurde 
namlich dem Saft zunachst ein gleiches Volumen Alkohol von 96 O / o  beigemischt, 
so entstand ein dunkel gefarbter Niederschlag. Fiigte ich dann zu der Fliis- 
sigkeit wieder boviel starken Alkohol, daO der Gehalt * 6O0i0  betrug, SO 

wurde der Niedersclilag vermehrt. Die starke, dunkelgefirbte Psllung wurde 
gesammelt. Nach dem Auswaschen gab sie keine Peroxydase-Reaktion, das 
Filtrat dagegen stark. Ich empfand dieselhen Vorteile von dieser Fraktio- 
nicrung !vie B a c h  (I. c.). Wurde nun die nur gelb gefarbte Pliissigkeit mit 
soviel Alkohol versetzt, daO ihr Gehalt 80 o/o betrug, SO schlug 
sich die unreine Peroxydase v6llig als cin grau gefirbter Stoff nieder. Die 
erhaltene Peroxydase murde in chloroformhaltigem Wasser gelost; in dieser 
Lbsung entatand nach einem Tnge eiu Niederschlag, der keine Peroxydase- 
Reaktion gab und entfernt wurde. Nun wurde die Lasung wahrend einer 
Woche gegen 25 1 alle 24 Stunden erneuertes Wasser dialysiert. 

Die Peroxydase war durch die binigung so widerstandsfihig goworden, 
daO sie von sehr verd8n;lter Essigsiure nicht verjndert wurde. Nachdcm 
einige Tropfen verdiinnter Essigsaure bis zu schwach 5aurer;Reaktion zuge- 
geben waren, entstand in einem Tage ein reichlicher Niederschlag, der, ab- 
Iiltriert und ausgewaschen, keine Peroxydasc enthielt. Das Filtrat, das nur 
noch gelblich gefnrbt war, gab eine starke Reaktion. Nun wurde weiter dia- 
lysiert und das umgebende Wasser: alle 24 Stunden, und 12-ma1 erneuert; 
die letzten 6 Male wurde destilliertes Wasser verwendet. Nach Eeendignng 
der Dialyse war dio Peroxydase-Reaktion stark. 

In dieser LBsung entstand mit basischem Bleiacetat keine Triibung; die 
Bsch-Tscherniaksche Reinigungsmethode konnte mich also nicht weiter 
zum Ziele fiihren. 

D e n n o c h  w a r  i n  d e r  L t l s u n g  v i e 1  k o a g u l i e r b a r e s  
E i w e i B  z u g e g e n .  
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Die Peroxydase war  so resistent geworden, d a b  icb die EiweiB- 
stoffe vorsichtig bei 90° koagulieren konnte, ohne daB die Peroxydase 
ihre Wirkung ver1or.t 

Ich wiederholte die kurze Erwarrnung so oft, als sich noch Ei- 
weiBstoffe niederschlugen. Dann waren auch alle koagulierbaren Ei- 
weiBstoffe entfernt, denn. beim Kochen der Losung entstand nicht die 
geringste Trubung. Kartoffel-Peroxydase wird also bei 80° nicht un- 
wirksarn, wie allgemein fur Enzyme angegeben wird; sie wird nur un-  
wirksam durch hIitreiBen bei Fallungen. 

Auch Mineralsauren gegenuber ist die reine Peroxydase nicht 
mehr so ernpfindlich wie die unreine. 

2 ccrn der Peroxydase-Losung blieben noch nach Zugabe von 
1 Tropfen '/r-prozentiger Salzsaure aktiv, 3 ccm der Losung, gemischt 
rnit 1 Tropfen 6-prozentiger Salzsaure wirkten noch gerade blluend 
auf Guajac-Harz ein. 

Die erhaltene Peroxydase gab, wenn auch schwach, noch EiweiO- 
Reaktionen, u. a. Mi l l o n s  und die Xanthoprotein-Reaktion. 

J e d e n f a l l s  g e h o r t  d i e  K a r t o f f e l - P e r o x y d a s e  n i c h t  z u  d e n  
k o a g u  1 i e  r b a r e  n E i w e i B s t o  E f e n. 

Die ubrig gebliebeneu 1.2 g Peroxydase gaben bei der Verbren- 
nung 27 rng Asche = 2.2 Ole. Diese Asche wurde unter allen Vor- 
sichtsrnaBregeln auf Mangan mit der Mennige-Salpetersiiure-Reaktion 
untersucht:  SO mg = 0.0003 O/O d e r  P e r o x y d a s e  oder 0.015 O/O d e r  
A s c h e .  

Spater will ich versuchen, ob dieser rninirnale Rest Mangan nicht 
verkleinert werden oder sogar ganz entfernt werden kann,  ohne daB 
die Peroxydase ihre Wirkung einbiiBt. 

D a  ich bis jetzt also noch nicht sicher nachweisen konnte, 
ob die Spur Mangan fur die oxydative Wirkung entbehrlich ist oder 
nicht, hielt ich es fiir besser, Schritt fur Schritt zu Werke zu gehen 
und zunachst z u  versuchen, durch quantitative Versuche festzustellen, 
daI3 die oxydierende Kraft gar  nicht parallel mit der Manganmenge 
verliiuft, was mir an der Hand meiner Reinigungsrnethode auch gelang. 

Aufs neue wurde a u s  25 kg Kartoffeln die Peroxydase gewonnen, 
und bei jedeni Reinigungsfortschritt wurde die Wirkung auf Pyro- 
gallol quantitativ studiert; zu gleicher Zeit wurde eine Aschenbestim- 
mung gernacht und i n  der Asche wie oben das Mangan quantitativ 
bestirnmt. 

Die Bestimmuiig der oxydierenden Wirkung geschsh wie folgt: 
25 ccm der Peroxydase-T,osung wurden wahrend 24 Stdn. mit einer 

Liisung von 1 g Pyrogallol in 5 ccm Wasser und 10 ccm einer neu- 
tralen einprozentigen Wasserstoffsuperoiyd-Liisung gernischt, und gleich- 



zeitig mit einem blinden Versuch (dieser gab stets nur  Dunkelfiir- 
bung) beiseite gestellt. Die abgeschiedene Menge Purpurogallin 
wurde auf tariertem Filter gesammelt, stets mit derselben Quantitat 
Wasser gewaschen und hei 100° getroaknet. Zu gleicher Zeit wurden 
10 ccm der Peroxydase-Losung zu r  Trockne verdampft; ich ’konnte SO 

feststellen, wieviel Peroxydase in den verbrauchten 25 ccm Losung 
enthalten war. Der  Trockenruckstand wurde eingeiischert und in der  
Asche der Mangan-Gehalt bestimmt. 

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

Von A ails wurde auf der Abszisse die Menge M u 0  (in 0.001 mg) 
aofgetragen, welche in 1 g aschefreier Peroxydase bei Anfang der 
Dialyse enthalten sein wurde ( A  a’” = 0.001 mg Mn 0). Auf diese Weise 
wurde Punkt  a’ aufgefunden. Auf der 
Ordinate in  a’ wurde dann die Quantitat 
Purpurogallin aufgezeichnet, welche 1 g 
aschefreie Peroxydase beim Anfang der 
Dialyse geben wurde (d  u” = 100 mg Pur- 
purogallin). So wurde Punkt  A’ gefunden. 

Wiihrend der Dialyse wurden jeden 
Tag die oben stehenden Bestimmungen 
gernacht und auf diese Weise L’c‘ und die 
Punkte B’C’ ermittelt, bis bei Punkt  B’ 
die Quantitat MnO in den untersuchten 
10 ccm Flussigkeit unter 1 / ~ ~ ~ ~  mg, oder 
bis nahezu auf Null (Punkt A )  gesunken 
war. Wenn also ein direkter Zusammen- 
hang zwischen der oxydierenden Kraft 
und dem Mangangehalt der Peroxydase 
im Sinne der B e r t r a n d s c h e n  Theorie 
bestiinde, wiirde die oxydierende Kraft 
in D (Mangan-Gehalt < 0.001 mg) nahezu 
Null sein, und Punkt  D’ wiirde mit A 

Fig. I. 

zusammenfallen. Die oxy- 
dierende Kraft war aber in D am gro13ten. 

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

Fig. 11 illustriert nun den ganzen ReinigungsprozeB; A’, B’, C’, D’ 
entspricht denselben Punkten wie in  Fig. I (u’,b’, usw. = 2 Dialy- 
siertage.) 
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Bei D’ geht das Diagramm I1 weiter, wo Diagramm I aufhort. 
Bei Punkt D’ findet eine Eiweil3-Prazipitation statt. Bei L’ wird Essig- 
sriure zugegeben. Bei Punkt 2M‘ findet die Koagulation aller koagu- 
lierbaren EiweiIJstoffe statt, und nach Erwarmung wurde Punkt 2v’ 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’n’ ersehen wir, dafi das Reinigungsverfahren 
praktisch gute Resultate gibt, und daB kein direkter Zusammenhang 
zwischen oxydierender Wirkung und Mangangehalt besteht. 

Fig. 11. 

Pig. 111. 

Analoge Resultate erhielt ich mit der Peroxydase ails den Blattern 
von Hedera helix. Hier gelang es mir, mit basischem Bleiacetat nach 
E a c h  uiid T s c h e r n i a k  eiue Eeinigung herbeizufuhren. Die Methode 
hat hier gute Dienste geleistet. 

A u c h  d i e  H e d e r a - P e r o x y d s s e  g e h o r t  n i c h t  zii den  k o a -  
g u l i e r b a r e n  EiweiBstof fen .  



Aus Fig. I11 ist alles ersichtlich. Man vergleiche wieder 
den Verlauf von A ‘ N ’  und A ’ d .  ( A  d’ = l / ~ o o o  mg MnO und 
An’ = 4 Dialysiertage.) Bei Punkt  .P’ fangt die Dialyse mit Essig- 
saure an, bei Punlit X ’  die Reinigung mittels basischen Bleiacetats. 

U t r e c h t (IIolland). 

213. A. W. van der Haar: Untereuchungen iiber Pfianzen- 
Peroxy damn. 

II. Die Hedera-Peroxydaee, ein Glucoproteid. 
(Eingeg. am 15. April 1910; mitget. in der Sitzung von Hrn. G. Lockemann.) 

Bei einer frischen Aufarbeitung nach der in der voranstehenden 
Mitteilung beschriebenen Methode wurde die Peroxydase aus 21 k g  
friechen Blattern von Hedera helix erhalten. 

Im Anfang der Diaiyse der Roh-Peroxydase lieBen 25 ccm der 
erhaltenen 800 ccrn Flussigkeit 827.5 mg Peroxydase zuriick, mit 
einem Ascheogehalt yon 37.9 Ole. 1327.5 mg Peroxydase = 515 mg 
aschefreie Substanz gaben nach der in  der vorigen Mitteilung tlngege- 
benen Methode 202 mg Purpurogallin, also 100 mg gaben 39 mg. 
Nach Entfernung des koagulierbaren EiweiSes wurde wahrend 7 Tagen 
dialysiert. 

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

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

2. 100 mg derselben gaben 107 mg Purpurogallin. 
3. Reim Kochen der Losung entstand keine Triibung. 
4. Beim Sattigen der Losung mit ArnmoniumsuIfat entstand auch 

5. Von den iibrigen Enzymen waren Amylase, proteolytiscbe 

6. In der Losung war vie1 Peroxydase anwesend, neben wenig 

7. Mit Sublimat entstand keine Triibung. 
8. hlit Essigsiiure und Ferrocyankalium eine schwache Trubung. 
9. M i l l o  u s  und die Xanthoprotein-Reaktion fielen positiv aus, 

ebenso die Biuret-Reaktion (blauviolett). 
10. Die reine Peroxydase-LGsung ist Siiuren gegenuber weniger 

empfindlich als die unreine: 5 ccm der Losung mit 1 Tropfen 3-pro- 

Der  Aschegehalt sank dabei auf 6.66 o/o. 

in der Warme keine Triibung. 

Fermente, Reduktase und Emulsin n i c h  t anwesend. 

Katalase und sehr wenig Invertase (zweifelhaft). 




