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Die alkoholische Mutterlauge lieferte beim Einengen etwas Pyron und 
weiterhin ein zahes, gelbes 01, das vielleicht ein Umsetzungsprodukt der 
Mono-oxymethylen-verbindung enthielt. Dal3 das rohe Natriumsalz ein 
Gemisch von Bis- und Mono-oxymethylen-verbindung war, ergab eine Analyse 
des daraus hergestellten Kupf ersalzes. Sie lie13 darauf schlieaen, da13 beide 
etwa zu gleichen Teilen darin vorhanden waren. 

Mono-oxymethylen-dibenzylketon 
entsteht dagegen vorwiegend, wenn man wie bei der Herstellung des Pyrons 
verfahrt, jedoch bei der Kondensation je I Mol. der Komponenten verwendet. 
Das Natriumsalz liefert dann beim Fallen rnit Saure eine gelbliche, zahe 
Masse, aus der sich beim Anreiben rnit Alkohol etwas Pyron abscheidet. 
Die Mutterlauge gab eine starke Rotfarbung rnit Eisenchlorid und hinterliel3 
beim Verdunsten ein zahes, gelbes 01, das der Hauptsache nach aus Mono- 
oxymethylen-verbindung bestand. 

1 .4-Diphenyl-5(3)-benzyl-pyrazol  (I11 oder IV).  
Erwarmt man dieses 01 rnit der gleichen Menge Pheny l -hydraz in  

in 50-proz. Essigsaure etwa I Stde. auf dem Wasserbade, so fiillt das Pyrazol 
aus. Es bildet aus Alkohol weiche, zu Biischeln vereinigte Nadeln vom 
Schmp. 128~. 

742 mm). 
0.0560 g Sbst.: 0.1745 g CO,, 0.0293 g H,O. - 0.1183 g Sbst.: 9 .3  ccm N ('go, 

C,,H,,N,. Ber. C 85.15, H 5.81, N 9.03. Gef. C 84.99, H 5.86, ?; 8.97. 

D i a t h y l k e t o n  und  Ameisensaure-a thyles te r  
wurden im Verhaltnis I : z gemischt unter Eiskiihlung zu einer Suspension 
von 2 Mol. Natriumathylat in der Io-fachen Menge absol. Ather zugetropft 
und dann bei Zimmer-Temperatur stehen gelassen. Es entstand voriibergehend 
eine dicke, klebrige Masse, die bald feste, brocklige Form annahm. Das Salz 
wurde rasch abgesaugt, da es hygroskopisch war, und sofort rnit Ather ge- 
waschen. Beim Losen in wenig Wasser und Zusetzen von verd. Salzsaure 
unter Eiskiihlung fie1 zunachst ein 01 aus, das aber bald zu einer Krystall- 
masse erstarrte. Diese erwies sich als identisch rnit der bekannten Mono- 
ox y in e t h y 1 en  - v e r b i n d u n g d e s D i a t h y 1 k e t o ii s '). 

162. HeinricE Wieland und Hermann Sutter:  
Einiges uber Oxydasen und Peroxydasen. (Ober den Mechanismus 

der Oxydationsvorgange, XIII.) 
LAus d. Chem. Laborat. d. Bayr. Akademie d. Wissenschaften zu Miinchen.] 

(Eingegangen am 4. April 1928.) 
1. 

In  der XI. Abhandlung auf dem oben gekennzeichneten Gebiet hat  
der eine von uns gemeinsam mit F. G. F ischer l )  iiber ein aus P i lzen  iso- 

I) B. 59, 1181 [1926]. 
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liertes Praparat berichtet, das die Autoxydation von Hydroch inon  unter 
Bildung der aquivalenten Menge Hydrope roxyd :  

beschleunigte, das thermostabil und gegen Blausaure wenig empfindlich war. 
Das Stoffgemenge, dem somit der Charakter eines Enzyms fehlte, erinnerte 
an Gemische von  Sa lzen  organischer  S a u r e n ,  wie sie E u l e r  und Bol in  
aus hoheren Pflanzen abgetrennt haben. 

Wir wollten dieses, durch mehrfache Umfallungen aus dem Saft von 
Z a c t a r i u s  ve l le reus  gewonnene Salzgemenge an einem neuen Material 
von der Ernte des vorigen Jahres etwas naher analytisch untersuchen, hatten 
aber bei den vorgenom%enen Pallungsversuchen nicht den gewollten Erfolg, 
sei es, da13 die Bedingungen nicht mehr richtig getroffen wurden, sei es, da13 
das neue, in Oberbayern gewachsene Pilz-Material von anderer Zusammen- 
setzung war als das fruhere, im Schwarzwald geerntete. An Stelle des aut- 
oxydatisch wirksamen Salzgemisches haben wir diesmal das Oxydase?  
E n z y m ,  das zuerst A. Rach  und B. Sbarsky2)  gefunden haben, isoliert 
und nach weiterer Reinigung, die es von Katalase und Peroxydase vollig be- 
freite, genauer gepriift. 

Wir geben zuerst unsere D a r s t e l l u n g s m e t h o d e :  10 kg frisch gesammelter 
Pilze der Art Lactarius vellereus, die im September 1927 in der Nahe von Munchen 
(bei Kirchseeon) geerntet waren, wnrden nach oberflachlicher Reinigung durch eine 
Fleisch-Hackmaschine getrieben, der Pilzbrei wurde sofort in der B uchner-Presse 
bei 200 Atm. durch Trikotstoff gepreBt, zu dem triiben Saft (6 1) fugte man 1800 ccm 
M'eingeist und zentrifugierte nach I-stdg. Stehen von den1 entstandenen Niederschlag 
ab. Diese erste Pallung envies sich fur die Autoxydation von Hydrochinon, das wir fur  
unsere Messungen als Substrat benutzt haben, als so g u t  wie unwirksam. Es waren in 
mehreren Arbeitsgangen mit verschiedenem Material trocken 20-30 g. Zur klaren Losung 
werden nun meitere 13.2 1 96-proz. Alkohols hinzugegeben, das bedeutet die Herstellung 
einer Alkohol-Konzentration von 68 yo. Nach I-stdg. Stehen wird abermals zentrifugiert, 
den Niederschlag wascht man mit Alkohol und Ather und trocknet ihn dann sofort im 
Vakuum-Essiccator. Von diesem sehr wirksamen Praparat erhalt man etwa die gleiche 
Menge wie die Vorfallung. Eine weitere Steigerung der Alkohol-Konzentration bringt 
keine lohnende Steigerung der Ausbeute. Von der Fallung mit Magnesiumsulfat, die 
B a c h  anwendet und deren sich auch Lovenskio ld  (a. a. 0.) bei der ersten Material- 
Beschaffung bedient hatte, haben wir Abstand genommen. Das Praparat, das man so 
erhalt, stellt ein braunes Pulver dar, das in Wasser nicht vollstandig loslich ist. Sein 
Aschengehalt betragt nur 7 %  gegenuber 23% bei Bach. An Eisen enthalt das rohe 
Eszym-Praparat 0 1-0.2 yL (in der Asche ails 0.3 g Substanz colorimetrisch mit Am- 
monium-rhodanid bestimmt) . 

Eine weitere Reinigung geschah durch Dialyse:  0.75 g Roh-Enzym werden, 
in einer Fischblase in 150 ccrn Wasser gelost bzw. suspendiert, unter Toluol-Zusatz 
2 Tage lang gegen destilliertes Wasser, das haufig erneuert wird, dialysiert. Etwa 
0.4 g inaktiver Stoffe geht durch die Membran. In einem besonderen Versuch wurde 
die AuBenfliissigkeit im Vakuum bei 25O eingedampft und die Unwirksamkeit des Ruck- 
standes festgestellt. In der Losung innen bleiben 0.12 g ,  der ungeloste Rest ist ohne 
Wirkung. Die klare Losung wird bei 25O im Vakuum auf ungefiihr 10 ccm eingeengt, 
dann fallt man mit dem 4-fachen Volumen Alkohol das Enzym aus, das abzentrifugiert 
und wie oben getrocknet wird. Diese Reinigung bringt keinen Verlust an aktivem Stoff. 
Das so gewonnene Praparat, ein hellbraunes Pulver, ist in Wasser klar liislich. 

Die Bes t immung  der  Wi rksamke i t  wurde in der gleichen Apparatur 
vorgenommen, wie sie von Wie land  und P i sche r  (a. a. 0.) beschrieben ist. 

2, Biochem. Ztschr. 34, 474 [ I ~ I I ] .  

C6H4 (OH), f 0 2  --z C6H402 f H2°2 
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5 ccm mi,-Hydrochinon-Losung + 5 ccm Wasser + 5 ccm mi,-Phosphat-Puffer 
(pH = 7) wurden mit abgewogenen Mengen Znzym unter Beachtung gleicher Schiittel- 
geschwindigkeit und konstanter Temperatur - gewohnlich bei zoo - jeweils 10 Min. 
unter Sauerstoff geschiittelt. Die Menge des aufgenommenen Sauerstoffs diente als 
Ma13 der Wirksamkeit. Bei geniigender Sauerstoff-Aufnahme kam C h i n  h y d r o  n schon 
krystallisiert zur Abscheidung. 

Die nachstehende Tabelle belehrt iiber die mit der Reinigung zunehmende Wirk- 
samkeit. 

Praparat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I. Pilzbrei 2 .  PreBsaft 3.  Roh- 4. durch Dia- 
I g  I ccrn Enzym lysegereinigt 

0.05 g 0.003 g 
0,-Aufnahme in ccm nach 10 Min. . 0.64 0.77 4.9 1.1 

Von z zu 3 ist eine Verstarkung der Enzymwirkung rim das 130-fache, 
ron  3 zu 4 eine weitere um rund das 4-fache erreicht. I g des dialysierten 
Yraparates ist rund 630-mal wirksamer als I g Pilzbrei. Dabei wird im Durch- 
schnitt nicht vie1 mehr als von der gesamten Fermentsubstanz, die in1 
PreBsaft enthalten ist, isoliert. Der hauptsachliche Verlust trifft schon die 
vorhergehende Operation und wird bedingt durch das im PreBriickstand 
festgehaltene Material. 

I g davon enthielt (Mittel von 2 Versuchen) eine Enzymtnenge, die in 
10 Min. 0.84 ccm 0, auf unsere Hydrochinon-Losung iibertrug. Da der 
Riickstand 40 yo des Pilzbreis ausmatht, bleiben rund 44 % des Gesamt- 
Enzyms in den ausgepreaten Ruckstanden. 

Als man I kg PreBriickstand mit I 1 Wasser 6 Stdn. unter Zusatz von 
Toluol schiittelte und erneut abpreBte, ging ungefahr die Halfte des vorher 
zuriickgehaltenen Ferments in Losung. 

I ccrn der LBsuug iibertrug in 10 Min . . . . . 0.42 ccm 0, 
I g des 2.  Ruckstandes iibertrag in 10 Min. . . 0.46 ,, 0,. 

Der groBe Alkohol-Bedarf, der zur Fallung der wirksamen Substanz 
erforderlich ware, lohnt die praparative Aufarbeitung der PreBriickstande 
nicht. Der iibrige Verlust bei der Gewinnung unserer Praparate wird durch 
die Unvollstandigkeit der alkoholischen Fallung bedingt. 

Das verarbeitete Material war sehr verschieden in seiner Wirksamkeit. 
Aus den 18 1 PreBsaft, die auf Grund unseres MeBverfahrens zu einer 0,- 
fjbertragung von 13900 ccm fahig waren, wurden 70 g Roh-Enzym mit einer 
0,-Leistung von 4880 ccm isoliert. Versuche der weiteren Reinigung durch 
Adsorp t ion  haben vorerst kein Ergebnis gehabt. Wir haben uns daher 
mit dem Praparat begniigt, in dem die Wirksamkeit gegeniiber dem Pflanzen- 
material auf das 600-fache gesteigert war. Mit I mg dieses Praparates kann 
man in 10 Min. 4 mg Hydrochinon zu Chinon oxydieren. Erhitzt man die 
wahige Losung des Stoffes auf IOOO, so ist schon nach 3 Min. seine Wirksam- 
keit vollkommen zerstort. Dies steht iin Einklang init den Angaben von 
Bach  und Sba r sky ;  dagegen ist von einer Wiederkehr der Aktivitat nach 
langerem Stehen in unserem Fall nicht die Rede. 

Eine Losung, die in dem iib:ichen Ansatz 0.003 g Enzym-Praparat enthielt, nahm 
zuerst in 10 Min. 1.1 ccm 0, auf, nach 3 Min. bei 1000 0, nach z4-stdg. Stehen in der 
KZlte ebenfalls o ccm. 

H e m m u n g  d u r c h  B lausaure :  Das thermostabile Praparat von 
Wieland  und Fischer  war gegen Rlausaure auffallend wenig empfindlich. 
Die Phenol-Oxydase, von. der wir . hier berichten, wird in ihrer Wirkung 



durch Blausaure gehemmt, und zwar durch verhaltnismaBig geringe Dosen. 
In einer fur Blausaure n/,,,-losung geht die Geschwindigkeit, mit der Hydro- 
chinon in Gegenwart des Fermentes autoxydiert wird, auf zuruck. Immer- 
hin ist der EinfluB der Blausaure hier vie1 geringer als gegenuber der Katalase 
oder der Peroxydase, von der im nachsten Rapitel die Rede ist. 

............................. m h o n n  m/sno m / m  HCN - 
ccm 0,-Verbrauch in 10 Min. . . . . . . .  o.a8 0.65 0.32 0 

Ansatz wie beschrieben, mit 0.003 g Enzym. 

Ein Praparat von Oxydase, das aus dem PreBsaft von Kartoffelschalen 
durch Fallung mit Alkohol isoliert war, zeigte eine hohere Empfindlichkeit 
gegeniiber Blausaure. 

0.1 g dieses Praparates wurden unter denselben Bedingnngen wie oben zur Aut- 
usydation von Rrenzca techin  venvendet Die Werte sind Mittelwerte aus je 3 bis 
.j Versuchen. 

HCN . . . . . . . . .  - mlmooa m/saon mlznno mliann mfan 
0, in 10 Min. . 3.0 2.06 2.26 1.27 0.65 0 .26  

Hemmung der Pilz-Oxydase durch HCN: m/lnno: 33%. m/500: 67%. 
,, Kartoffel-Oxydase ,, : ,, : 78%. ,, : 93%. 

Wir halten es fur moglich, da13 ein Teil der katalytischen Wirkung der 
Kartoffel-Oxydase auf Eisensalze zuriickzufiihren ist, und daS die groI3ere 
Empfindlichkeit gegen Blausaure damit zusammenhangt. Diesen Versuchen 
legen wir iibrigens nicht den gleichen Wert bei wie denen mit dem Pilz-Enzyni, 
da das aus der Kartoffel nur z. T. in WasFer loslich und nicht weiter gereinigt 
war. 

Was uns an dem Pilz-Praparat besonders interessierte, das war die Frage, 
ob bei der durch seine Gegenwart katalytisch beschleunigten Autoxydation 
des Hydrochinons Hydrope rox  yd  nachweisbar sein werde. Die Voraus- 
setzungen, sein Auftreten festzustellen, waren gegeben. Durch die Dialyse 
war das Enzym-Praparat so gut wie vollkommen katalase-frei geworden. 
Die Katalase war teils von der Membran adsorbiert, teils war sie im unlos- 
lichen Riickstand geblieben. 

Nachweis  des  Fehlens  der  K a t a l a s e :  5 nig des Enzym-Praparats burden in  
.i ccm H,O mit 0.7 rng H,O, 30 Min. unter Stickstoff geschuttelt. Nach dieser Zeit war 
das Hydroperoxyd colorimetrisch mit Titan (1V)-sulfat in der eingesetzten Menge nach- 
zumeisen. 

Es gelang nicht, Hydroperoxyd im Gang der Autoxydation anzutreffen, 
und wir rniissen aus unseren Beobachtungen den SchIuO ziehen, da13 es bei 
der durch das thermostabile Enzym-Praparat beschleunigten Autoxydation 
- in1 Gegensatz zu den durch das friihere therniostabile Praparat geschaffenen 
Verhaltnissen - auch nicht intermediar entsteht. Die Menge Hydroperoxyd, 
die auf Grund der 0,-Aufnahme sich ergeben wiirde, bleibt namlich unver- 
andert in der Losung, der man sie vor Beginn des Versuches - Enzym, 
Hydrochinon + 0, - zugesetzt hat. Ja, der zehnte Teil dieser Menge 
war am Ende eines vergleichenden Ansatzes noch in voller Deutlichkeit 
mit Titanschwefelsaure nachzuweisen. 

Auch fand sich, als wir eine kleine Menge des Praparates von Wieland 
und Fischer  dem Enzym-Ansatz zufugten, also den ganzen Ansatz unter 

Bericlite d: D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LSI.  70 
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Sauerstoff schuttelten, am Ende des Versuches Hydroperoxyd, mit aller 
Deutlicueit erkennbar, in der Losung. Es ist also ausgeschlossen, daB 
Katarase oder Peroxydase, oder auch Eisen, Beirnengungen, die man in dem 
Enzym-Praparat annehmen konnte, den Nachweis des Hydroperoxyds 
verhindert haben. 

Eine ganz geringe perosydatische Leistung schien allerdings in dem 
Prapnrat f eststellb ar. 

10 mg des durch Dialyse gereinigten Enzyms lieI3 man auf die Losung von 50 mg 
H,O, und 5 g Pyrogallol in 2 1 K’asser 5 Min lang bei 0,-AnsschluO einwirken. Das Wasser 
war durch I-stdg Einleiten von Wasserstoff von gelosteni Sauerstoff befreit, auch wahrend 
des Versuches wurde Wasserstoff eingeleitet . 

Die Peroxydase-Wirkung entspricht einer Purpurogallin-Zahl von I, 
ist also sehr gering. Es ist nicht ausgeschlossen, daB Spuren von Sauerstoff 
die Oxydation verursacht haben. Eine spater ausgefiihrte Kontrolle erwies 
das vo  llige Pehlen von Peroxydasen in unserem gereinigten Osydase- 
Praparat, indem namlich der oben beschriebeiie Versuch, ohne  Hydro -  
pe r  oxy  d dumhgefiihrt, die gleiche Purpurogallin-Zahl ergab: In z Ver- 
suchen 1.26 und 1.27. Zweifellos waren Spuren von 0, iin Wasserstoff ent- 
halten. 

Von dem alten, theimostabilen Pilz-Praparat von Wiel and  und 
Fischer  ist noch zu erwahnen, da13 sein wirksanier Bestandteil durch Fisch- 
blase dialysiert werden kann. Die eingeengte AuBenfliissigkeit war noch 
imstande, bei der Autoxydation von Hydrochinon Hydroperoxyd zu bilden, 
das init aller Scharfe nachgewiesen werden konnte. 

Abhangigkei t  der  Autoxydationsgeschwindigkeit 
voni pi3 der  Losungen (s. Fig. I). 

Die H.-Konzentration wurde mit m!,-Phosphat-Phosphorsaure jeweils 
eingestellt unter ausreichender Pufferung. In  allen Ansatzen 5 mg Roh- 
Enzym mit 5 ccm m/,-Hydrochinon und 5 ccm Pufferlosung. Dauer 60 Min. 
T = 17~.  

pF, . . . . . . 2.6 3.6 4.0 4.6 5.6 6.6 6.6 
0, ccin . . 1.11 2.61 3.20 3 . 3 2  2.54 1.24 1.24  

Das Optimum liegt im schwach sauren Gebiet, bei pH 4.6. Alle Reaktions- 
losungen wurden am Ende des Versuches auf Hydroperoxyd gepriift, Liberal1 
wit negativem Befund. 

Abhangigkei t  der  Reakt ionsgeschwindigkei t  
von  der  Hydroch inon-Konzen t ra t ion .  

Die LBsung von 3 mg gereinigtem Enzym-Priparat wurde init verschiedenen 
Mengen m/,-Hydrochinon-Losung, namlich 5, 2.5 ,  1.25, 0.62 can,  mit jeweils 5 ccm 
m/,-Phosphat-Puffer pH = 4.6 unter 0, geschiittelt. Das Voluinen jeder 1,iisung betrug 
12 can. Nach je  10 Min. wurde die 0,-Aufnahme abgelesen. 

Es ergab sich, daB, in hohem MaBe unabhangig von der Substrat-Kon- 

Es Iiegt eine Reaktion nullter Ordnung vor, wohl dadurch bedingt, 
zentration, in gleichen Zeiten gleiche Mengen umgesetzt werden. 

da13 die Eiizym-Teilchen sich aus Substrat-Losungen von grofleren oder 
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kleineren Konzentrationen mit geniigend grol3er Geschwindigkeit adsorptiv 
sattigen, so da0 in jedem Fall die der Messung unterliegende Keaktion unter 
den gleichen Verhaltnissen ablauft. 

Fig. I .  p,*-Abhangigkeit. 

Man sieht aus Fig. 2, da13 in I und 11, aber auch in den Versuchen mit 
geringer Hydrochinon-Konzentration (I11 und IV) die Oz-Werte sich in 
der Nahe der Geraden halten, die jene Reaktionsordnung zur Darstellung 
bringt. Dies gilt fast bis zu der Grenze, wo alles Hydrochinon verbraucht 
ist (a und b auf der rechten Seite der Figur). Die 0,-Aufnahnie iiber a und b 

Fig. 2 .  

I. 5 ccm m/,-Hydrochinon : - 111. 1.25 ml,-Hydrochinon : o 
11. 2.5 : IT. 0.62 ,, : *  

hinaus erklart sich vielleicht daraus, daB .die Losungen zu Anfang nicht mit 
Sauerstoff gesattigt sind, vielleicht aber auch aus einer nebenhergehenden 
Reaktion, bei der fur I Mol. Hydrochinon I Mol. 0, umgesetzt wird. Die 
durch a und b gekennzeichneten Werte beziehen sich natiirlich auf das Ver- 
haltnis Hydrochinon : 0&. 

Fur die Autoxydation von J' finden wir unser Oxydase-Praparat nicht 
oder so gut wie nkht  wirksam. Dies ist von Bedeutung, weil die Jod-Starke- 
Reaktion sehr haufig zum Nachweis von pflanzlichen Oxydasen benutzt wird. 

i O* 
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Es wurden jeweils 6 mg l?nzyin-Praparat mit 5 ccin m/,-Phosphat-Puffer von 
verschiedencm pH und niit jeweils 5 ccni 5-proz. KJ-Losung vermischt, unter 0, 60 Min. 
in der iiblichen Reise geschiittelt. 

Losung Ton pIr . . . . . . . . 2.6 3.6 4.6 5.6 
ccm n/,,,,-’l’hio-sulfat . . . 0.21 0.68 0.61 0.1 

Das sind so geringe Umsatze, dafi sie auf Spuren yon Eisen zuriickgefiihrt werden 
konnen. 

11. 
Mit dem Enzym P e r o s y d a s e  haben wir uns beschaftigt, um es hin- 

sichtlich seiner Hemmbarkeit mit der von uns in zienilich reiner Forni dar- 
gestellten Pilz-Osydase vergleichen zu konnen, und uin zu sehen, ob irgend- 
welche Beziehungen diese beiden Arten, oxydations-beschleunigender Stoffe 
miteinander verbinden. Denn die alte Anschauung von Bach ,  nach der 
das Osydase-System einen Perosydase-Bestandteil enthalten soll, ist, soweit 
wir sehen, noch nicht experimentell widerlegt. 

Wir haben unser Praparat nach dein von Wi l l s t a t t e r  vervollkommneten 
B a chschen Verfahren aus Meerrettich dargestellt 3). Dmch einmalige An- 
wendung des Aluminiumhydrosyd-Adsorptionsverfahrens gelangten wir zu 
einem schon recht guten Produkt von der Purpurogallin-Zahl 280~). Es war 
ein braunes, klar in Wasser losliches Pulver. 

Die Oxydation von Hydrochinon clurch molekularen Sauerstoff wird 
durch das Enzym in keiner Weise beschleunigt. 

5 mg Enzym-Praparat wurden zii einer Losung von 5 ccin m/,-Hydrochinon, 5 ccm 
Wasser und 5 ccm VI /, Phosphat pB := 6.4 gebracht. Nach 1-stdg. Schiitteln bei 180 
unter Sauerstoff war keine mefibare Menge des Gases aufgenommen. 

Wir erinnern daran, daW unigekelirt die von tins dargeFtellte Oxydase 
auch keine H,O,-aktivierende Wirkung zeigte. 

Ebensowenig war eine kombinierte Wirkung der beiden Enzym-Praparate 
zu beobachten : 

Eine Oxydase-Msung init 6 nig Dnzym-Praparat iihertrng auf 5 ccm m/,-Hydro- 
cliinon in dern iiblichen Ansatz in 30 Min. 4.96 ccin O,, dieselbe Msung nach Zugabc 
von 5 nig unseres Peroxydase-Praparates (P.-Z. -80) in der gleichen Zeit 5.60 ccm. Die 
Differenz iiberschreitet kauin die Grenze der Veriuchsfehler. 

H e  in m u n g sv  e r su c h e  5 ) .  

B 1 aus  a u  r e : Die Empfindlichkeit der Perosydase gegeniiber der Blau- 
saure ist ungemein groB. Schon in m/,,,,,,-I,iisung setzt diese die katalytische 
Wirkung auf die Halfte herab. 

HCN . . . . . . . . . . . . . . . - m/aooooo m/mnooo m/mooo w1imoon 
Purpurogallin-Zahl . . . 280 185 130 66 37 

Die Anordnung der Versuche geschah nach der Angabe von W i 11 s t a t  t e r 
und Stol l .  Angewandt jeweils I mg Enzym-Praparat in 2 1 m/,,,-Phosphat- 
Losung von pH = 6.4. Der Versuch wurde mit dem gleichen Ergebnis bei 
pFr = 5.6 wiederholt. 

3, A. 423. 71 [ I ~ L I ] .  4, W i l l s t a t t e r  u. S t o l l ,  A. 416, 43 [ICJI~] .  
6 )  Altere Angaben i o n  9. Bacl i  (B. 40, 130.  3185 [1g07]) iiber die Hemmung 

der Peroxydase durch Blausaure, Hydrazin und Hydroxylamin, allerdings an ganz 
rohen Praparaten angestellt, finden in unseren Versuchen, wenigstens in quantitatirer 
Hinsicht, keine Bestiitipiing. 
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Die antikatalytische Wirkung der Blausaure lief3 sich nicht, wie in 
manchen anderen Fallen, riickgangig machen. Auch nach I-stdg. Evakuieren 
der HCN-haltigen Losungen unter Einleiten von Luft in die Capillare blieb 
die Hemmung unverandert bestehen. 

Schwefelwassers toff  schwacht die Wirkung des Peroxydase-Ferments 
noch deutlich starker als Blausaure. Seine Dosierting erfolgte mit Hilfe 
verdunnter Na,S-Lijsung, die in den jeweils angegebenen Mengen zu der 
gepufferten (pH = 6.4) Versuchsliisung gefugt wmde. 

H,S . . . . . . . . . . . . . . . .  - ~ ~ 1 , 0 0 0 0 0  ??I /400000 nz 1200000 ~ ) E / 1 0 0 0 0 0  
Purpurogallin-Zahl . . . 280 160 85 4 5 2 0  

In ml,ooo,o-Konzentration bewirkt H,S bereits eine Heniinung auf J6. 
Aufhebung der Schadigung ist auch hier nicht mijglich. 

Ma13 d e r  H e m m u n g  in yo. 
8.10-~ 4.10-6 2.10-j 1 v 6  . j . ~ n - *  

3 3  54 76 87 - 
- 43 70 84 93 

H y d r a z i n  und H y d r o s y l a m i n :  Auch diese beiden Stoffe iiben eine 
bedeutende hemmende Wirkung aus, die zwar von der des Schwefelwasser- 
stoffs und der Blausaure der GriiBenmdnung nach abweicht, immerhin aber 
den Grad erreicht, wie cr der Blausaiire-SchBdigung in anderen Fallen zu- 
kommt. 

~ ~ , 1 2 0 0 0  ) ) ~ i , " O O  a) iVH,.XH2 . . . .  . . . . . . . . . 
b) X'H,.OH . . . . . . . - ___ - 

- 

Purpurogallin-Zahl . . . . . . . . ZSO a I j O  a 120 

h ryo b 110 

Ammonium sulf a t in m/,,,-Konzentration und Ani li n - C hlor  h y d r a t 
(m/looo) hemmten die Oxydation von Pyrogallol nicht. Koh lenosyd  ist ohne 
jegliche Wirkung. Es wurde die das Enzym enthaltende Versuchslosung 
vor Zugabe des Hydroperoxyds durch r-stdg. Binleiten mit Kohlenosyd ge- 
sattigt. Die Konzentration entsprach gemal3 der 1,oslichkeit des Gases (0 .023 
bei 200) der einer m~,o,o-I,osung. Purpurogallin-Zahl 270 statt 280. 

Auch yon' a r s e n i g e r S a u re  wird keine nennenswert e Heiiiniwirkung 
ausgeubt. 

Wassers tof f ,  Sauers tof f ,  S t icks tof f  sind ohne jeglichen Einflul3 
auf die Wirksamkeit des Ferments ; einer mechanischen Schadigung, wie sie 
von Wie land  und Haussmann6)  an Katalase-Praparaten durch Einwirkung 
neutraler Gase festgestellt worden ist, ist die Peroxydase aus Xeerrettich 
nicht zuganglich. Mit fuchsin-schwefliger Saure wird keine Farbung beob- 
achtet. DiathylFeroxyd vermag nach vorlaufigen Versuchen das Hydro- 
peroxyd nicht zu ersetzen. 

Da die hemmenden Reagenzien im wesentlichen solche sind, die chemisch 
mit Aldehyden reagieren, k6nnte man die Anschauung von G e r t r u d Woke r , 
der wirksame Bestandteil des Peroxydase-Ferments sei eine Aldehydgruppe, 
durch die H,O, aktiviert werde, in unseren Reobachtangen angedeutet finden. 

') A. 446, 189 [tg25]. 



1068 P i  s c h e r , P ii t z e r : Einige Beobachtungen [Jahrg. 61 

Diese Hypothese hat sich neuerdings Gal lagher7)  zu eigen gemacht, ohne 
eigentlich sie stutzendes Material beizubringen. Wir halten derartige Speku- 
lationen fur verfriiht. Was wir festgestellt haben, scheint uns aber mehr 
gegen als fur die Auffassung der Perosydase-Wirkung als Schwermetall- 
Katalyse zu  sprechen. 

163. H. F i s c h e r  und Bruno Pi i tzer:  
Einige Beobachtungen uber Pyrrole und Kornplexsalze. 

[Aus d. Organ.-cheni. Institut d. Techn. Hochschulc BIiinchen.] 
(Eingegangen a m  1. April 1928.) 

Iki tler 0 s y da  t i o 11 de s U r o ni - p o r p  h yr in s 1’) war ll ro m - ci t r a co n- 
imid  erhalten worden, und es war deshalb von Interesse, diese fiir die Kon- 
stitutions-Zrinittlung des gennnten I’orphyrins wichtige Keaktion auch an 
synthetischein Material eindeutigeii Ursprungs zu prufen. Wir osydierten 
deshalb das schon init S c h e y e r ?) f ruher erhalteiie, g e b r o m t e M e t h e n 
3us  z.4-L)imethyl-pyrrol (I), dessen Darstellung verbessert .iYurde, mit 
Chromsaure-Schwefelsaure ; in guter Ausbeute entstand in der Tat Brom- 
citraconimid. 

Weiter berichten wir uber eine Keihe vonYyrrolen init A thy lg ruppen  
in  a -Ste l lung ,  die synthetisiert wurden zu einer Zeit, als die indigoide 
Pormulierung bei Porphyrinen noch inoglich und deshalb als reduktive Spalt- 
produkte in a-Stellung athylierte Pyrrole bei der Reduktion des Hamins 
erwartet werden konnten. Bei Kenntnis ihrer Eigenschaften w2re die Auf- 
findung naturlich betrachtlich vereinfacht gewesen. 

Es handelt sich zunachst uni die Synthese von 2.3-1)iathyl-4-inethyl- 
p y r  r o 1 (11). Zu dieseni Zwecke wurde in 2 -At  h yl-4 - met  li y 1 - 5 - ca r  b a t h- 
osy-pyrro13)  nach Fr iede l -Craf t s  der Acetv l res t  e ingefi ihr t  und so 

H$., , . Br H,C. =-: ~ ... Br H,C ._-- ~ ,.C,H, H,C . ---.-i . CO . CH, 
Br . LJI- CH =. - - id. CH, 

NH N N H  N H  
I. 11. 111. 

H . [, . C,H, H,C,OOC. 0. C,H, 

H,C. .. -- . COOC,H, 
H.~~+!.c,H, H,c,ooc.().cH,.B~ H,C,OOC.[J.CH=N- 

N H  
V I  . 

H,C . -- - . CH, HO . H,C . ~ . COOC,H, 

N H  N H  
IV. V. 

111 erhalten. Der Ester wurde in die Carbonsaure und in das freie 4-Methyl- 
2- i i thy l - j  - ace ty l -py r ro l  ubergefiihrt, die gut krystallisieren. Urn 
Korper I1 zu erhalten, kann inan dann entweder das zuletzt genannte Pyrrol, 
zweckmafiiger aber 111, nach Wolf f -K i shne r  reduzieren. Die Ausbeute 
an I1 ist gut; es ist charakterisiert (lurch ein gut krystallisierendes Pikrat, 

7,  Biochem. Journ. 17, 5 1 j  [I923], 18, 2929 [192.+:. 
’) R .  G O ,  186.1 ‘19.17’. 2) A. 434, q z  [1923]. 8 )  A. 442. I [ig’j: 




