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111. B. Rathke: Ueber den Rettig-Geruch erhitzten Selens.
(Bingegangen am 9. Februar 1903.)

Der bekannte Geruch, welcher auftritt, wenn Selen vor dem
Lothrohr erhitzt wird, und der zur Erkennung desselben dient, wurde
von Berzelins einer niederen Oxydationsstufe des Elements zuge-
schrieben; dieser hat man dann wiederholt und bis anf die neueste
Zeit pachgespiirt, aber immer vergebens. Ich bin nun ziemlich ge-
wiss, dass jener Geruch durch spurenweises Auftreten von Selen-
kohlenstoff verursacht wird, welcher aus dem Bereich der Erhitzung
so schuell entfiihrt wird, dass er der Zersetzung wie der Verbrennung
entgeht. Denn zunichst ist wohl zu beachten, dass er nur dann auf-
tritt, wenn ein Stiick Kohle, und nicht etwa wenn Porzellan als
Unterlage dient, wihrend doch auch in letzterem Falle das hypothe-
tische Oxyd in der inneren Léthrohrflamme sollte entstehen konnen.
Sodann aber, als mir vor Jahren die Darstellung des Selenkohlen-
stoffs!) aus Chlorkohlenstoff und Selenwasserstoff gelang, fiel mir so-
gleich auf, dass der iiberaus intensive Geruch desselben in §usserster
Verdinnung jenem altbekannten Rettiggeruch sehr nahe kam. Als
damals ein auswiirtiger College (es war Lothar Meyer), der keine
Ahnung davon hatte, womit ich mich gerade beschiftigte, den Arbeits-
saal betrat, rief er aus: »Welch’ ein starker Selengeruch!« — Ich
habe in meiner damaligen Mittheilung dieses Zusammenhangs keiner
Erwihnung gethan, weil ich hoffte, die directe Darstellung durch
Uebertreiben von Selendampf tiber erhitzte Kohle wiirde mir nach
Auffindung der giinstigsten Bedingungen doch noch gelingen. Ich bin
dann aber nicht mehr darauf znrickgekommen und méchte nun meine
Beobachtung nicht verloren gehen lassen.

Marburg, 6. Februar 1903.

112. A. Bach und R. Chodat: Untersuchungen
iiber die Rolle der Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle.
IV. Ueber Peroxydase.

(Bingegangen am 3. Februar 1903 ; mitgeth. in der Sitzung v. Hrn. P. Jacobson.)

Nachdem wir?) die Peroxydbildung in der lebenden Zelle festge-
stellt hatten, suchten wir das peroxydactivirende Ferment, die
Peroxydase, niher kennen zu lernen.

Das Vorkommen im thierischen und pflanzlichen Organismns von
fermentartigen Kérpern, welche Hydroperoxyd und bei der Luftoxy-

1 Ann, d. Chem, 132, 199. %) Diese Berichte 35, 2466, 39438 [1902].
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dation von organischen Materien entstehende Peroxyde in &hnlicher
Weise, wie dies Ferrosalze thup, activiren, wurde von Schénbein!)
bereits im Jahre 1856 festgestellt. Die Peroxydactivirung duarch die
Vermittelung von Blutkérperchen, Weizenkleber u. s. w. wurde von
ihm bei verschiedenen Reactionen — Bliuung der Guajactinctur, Jod-
ausscheidung ans Jodkalium, Entfirbung von Indigolésungen —
beobachtet ?).

Nach Schénbein’s Ansicht war die Activirung des Hydroper-
oxyds und die katalytische Zersetzung desselben unter Sauerstoffent-
wickelung einem und demselben Princip zuzuschreiben, da nach seinen
Erfahrungen beide Erscheinungen Hand in Hand gingen. Schon damals
aber fand er, dass diese Regel nicht ausnahmelos war. Er sagt®):
»Merkwiirdiger Weise macht jedoch die Hefe eine der wenigen Aus-
nahmen von der Regel, gemiss welcher Substanzen, die nach Art des
Platins HOg zerlegen, auch die HOs-haltige Guajactinctur blduen.«

Die Schénbein’sche Ansicht bewihrte sich bis in den letzten
Jahren in der physiologischen Chemie. Spitzer#*), welcher das
Oxydationsvermégen thierischer Gewebe durch die von Letzteren her-
vorgerufene katalytische Zersetzung des Hydroperoxyds zu messen
sachte, kam zun dem Schlusse, dass die Fahigkeit, Hydroperoxyd zu
katalysiren, demselben Ferment, welches die Blaufirbung der Guajac-
tinctur in Gegenwart von Hydroperoxyd bedingt, zugeschrieben werden
muss. Lepinois?) fand aber, dass die Intensitit der durch ver-
schiedene Objecte erzeugten Blaufirbung der Sauerstoffentwickelung
aus Hydroperoxyd picht proportional war. Dann wurde schliesslich
von Liw¢®) der endgiltige Beweis gefiibrt, dass die Fahigkeit, Hydro-
peroxyd katalytisch zu zersetzen, einem besonderen Ferment — der
Katalase — zukommt.

Yy Ueber chemische Berihrungswirkungen. Verhandl. Naturforsch. Ges.
Basel, & 467; Abhandl. Miinchn, Akad. 8, 388 [1856]; Ueber die Gleichheit
des Einflusses, welchen Blutkdrperchen und Eisenoxydulsalze auf die chemische
Thatigkeit des gebundenen Sauerstoffes ausiiben. Verh. Nat. Ges. Basel 2, 9;
Abhandl. Miinchn. Akad. 8, 406.

?) In unserer ITI. Mittheilung (diese Berichte 35, 3945 [1902]) haben wir
irrthitmlich angegeben, dass die Hydroperoxydactivirung durch Peroxydase
bei der Jodkaliumstirke-Reaction bisher unbeachtet geblieben sei. Sehdn-
hein (l. c.) ist diese Erscheinung jedenfalls nicht entgangen.

3) Katalytische Wirksamkeit organischer Materien etc. Miinchn. Akad.
2, 100 [1863).

4) Pfliiger’s Archiv 67, 615 [1897]

% Compt. rend. Soc. biolog. 29 mar. 1899,

% On Cataluse: U. 8. Dept. of Agricult., Rep. Nr. 68 [19011
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Damit ist aber auch die Individualitit des peroxydactivirenden
Fermentes festgestellt, Der Name Peroxydase wurde demselben
von Linossier?!) beigelegt, welcher eine oxydasefreie Peroxydase aus
Eiter durch Fillung mit Alkohol erhielt. Pflanzliche Peroxydasen
wurden bisher in der Weise dargestellt, dass Gemenge von Oxydasen
und Peroxydasen auf die fiir Erstere tddliche Temperatur (etwa 70
erbitzt wurden. Bei dieser Temperatur werden die Peroxydasen mehr
oder weniger abgeschwiicht, aber nicht zerstort. Als eventuelle
Methode fiir die Trepnung der Oxydasen von Peroxydasen empfiehlt
Aso?) fractionirte Fillung mit Alkohol, in welchem Letztere ziemlich
18slich sind, oder Vergiften der Oxydaser mit Natriumfluorid oder
Natriumsilicofluorid, gegen welches die Peroxydasen sich als wenig
empfindlich zeigen.

Da es zahlreiche Pflanzen giebt, bei denen die Oxydasereaction
vollig ausbleibt und die dagegen eine starke Peroxydasereaction zeigen,
g0 suchten wir nach Pflanzenmaterialien, welche sich zu directer Dar-
stellung von Peroxydase eigneten. Als solche erwiesen sich Kiirbis-
friichte und Meerrettigwurzeln.

Wir stellten zuerst Peroxydase aus Kirbisfriichten dar, indem wir den
aus dem fein zerkleinerten Material ausgepressten Saft mit absolutem Alkohol
versetzten und den entstandenen Niederschlag durch Auflésen in Wasser und
Fillen mit Alkohol reinigten. Da aber der Kiirbissaft stark wasserhaltig ist,
so sind ungeheuere Mengen Alkohol erforderlich, um die Peroxydase aumszu-
fillen; dazu sind die Ausbeuten ausserordentlich gering. Mit besserem Er-
folg lasst sich Peroxydase aus Meerrettigwurzeln in folgender Weise gewinnen:

2 kg Rettigwurzeln werden fein zerkleinert, einige Stunden sich selbst tiber-
lassen, um die enzymatische Glucosidspaltung zu vervollstindigen, und dann
eine langere Zeit ~. 4 oder 5 Tage — mif 80-proc. Alkohol digerirt, weleher
die atherischen Oele aufnimmt. Die rothe alkoholische Flassigkeit wird ab-
gegossen, der Rickstand wiederholt mit 80-proc. Alkohol gewaschen, abge-
presst und schliesslich einer methodischen Extraction mit 40-proc. Alkohol
unterworfen. Die alkoholische Ausziige (ca. 8 L.), welche sehr starke Per-
oxydasereactionen zeigen, werden im Vacuum bei 30° eingeengt, filtrirt und
mit absolutem Alkohol versetzt, solange noch eine Tritbung entsteht. Der weisse
Niederschlag wird in sehr wenig Wasser geldst, mit absolutem Alkohol
wiederum ausgefallt und im Vacuum von Alkohol befreit.

In obiger Weise wird eine gelblich-weisse, gummiartige Masse er-
halten, welche in Wasser ausserordentlich léslich, in 40-proc. Alkohol
leicht léslich ist. Die wissrige Ldsung reducirt stark Fehling’sche
Loésung. Dialysirt man die wiéssrige Losung durch Pergament gegen
reines Wasser, so erhilt man ein peroxydasehaltiges Dialysat, welches
Fehling’sche Losung viel energischer reducirt als das urspriingliche

) Compt. rend. Soc. biol. 5, 373 (1898].
% Bull. Coll. Agric. Tokio 5, 2, 229.
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Product. Der reducirende Korper ist aber nicht der Triger der Per-
oxydaseeigenschaften, da durch wiederholtes Auflésen in Wasser und
Ausfillen mit absolutern Alkohol, Peroxydasepriparate erhalten werden
konnen, welche Fehling’sche L&sung nicht mehr reduciren.

Die reinsten Peroxydasepriparate aus Meerrettigwurzeln enthalten
durchschnittlich 6 pCt. Asche. Mehrere Analysen ergaben, dass die-
selbe eisenfrei, dagegen aluminium- und mangan-haltig ist. Der Ge-
halt an Aluminium betrigt 0.8—1.4 pCt., derjenige an Mangan 0.2—
0.6 pCt. Ob zwischen dem Mangangehalt und den Peroxydaseeigen-
schaften des Productes ein causaler Zusammenhang besteht, konnte mit
Sicherheit nicht nachgewiesen werden.

Beim Erwidrmen von Peroxydaselésungen mit Natronlauge ent-
weicht zuerst Ammoniak und dann eine nach Pyridin riechende Base.
Die Peroxydase scheint aber keine eiweissartige Verbindung zu sein,
da weder das Rohproduct, noch die reineren Pridparate die bekannten
Eiweissreactionen zeigen.

Darch Erhitzen der Peroxydaseldsungen zam Sieden werden die
specifischen Eigenschaften des Enzyms aufgehoben. Wie es aber schon
Woods ") bei der Tabakperoxydase beobachtete, wird die Peroxydase
nach einigen Stunden regenmerirt. Ein zweites Erhitzen zerstort die
Peroxydase vollig. Woods ist der Ansicht, dass es fiir Oxydase
und Peroxydase |[Zymogene giebt, welche gegen Hitze und andere
Agentien viel bestindiger sind als die activen Fermente. Kine &hn-
liche Ansicht ist] auch von Aso?) vertreten worden. In alkoholischer Lo-
sung wird die Peroxydase bei der Siedetemperatur des Alkohols zerstdrt,

Bemerkenswerth ist das Verhalten der Peroxydase gegen Hydro-
peroxyd. Wihrend sie kleine®Mepgen Hydroperoxyds stark activirt,
wird sie durch grossere {Mengengdesselben vernichtet, ein Verhalten,
welches bereits von Schénbein}3) jbeobachtet worden ist. Dasselbe
gilt auch fiirfdie Peroxyde,mwelche bei der langsamen Oxydation orga-
nischer Verbindungen entstehen.

‘Was die specifische Wirkung der Peroxydase betrifft, so fanden
wir, dass Letztere Hydroperoxyd bei zahlreichen Oxydationsreactionen,
wie die Oxydation des Pyrogallols, der Gallussiure, des Aniline, des
Dimethylaniling, [des p-Toluidins u.' s. w., sehr stark activirt. Die
qualitativen Versuche wurden folgendermaassen ausgefihrt:

Vier Standcylinder wurden mit gleichenfMengen des betreffenden
Reagens (angeséunerter Jodkaliumstirkekleister, Pyrogallollésung uv.s. w.)
beschickt. Der erste Cylinder erhielt keinen Zusatz, in den zweiten

5 U. 8. Dept. of Agric. Rep. Nr. 8, 17.
%) Buil. Coll. Agric. Tokio 5, 2, 231.
%) Verhand. Nat. Ges. Basel, 1, 474.
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wurde eine abgemessene Menge Peroxydaseldsung, in den dritten eine
abgemessene Menge Hydroperoxydlésung, in den vierten ebenso grosse
Mengen Peroxydase- und Hydroperoxyd-Losung gegeben. In den
meisten Fillen wurde in dem letzten Cylinder, welcher gleichzeitig
das Reagens, Hydroperoxyd und Peroxydase, enthielt, schon nach
wenigen Secunden eine mehr oder weniger starke Oxydation beob-
achtet, wihrend in den dbrigen die Reaction je nach den Umstinden
sebr langsam oder garnicht eintrat. In einigen Fillen wurden noch
Controllversuche mit gekochter Peroxydaseldsung ausgefiihrt.

Peroxydase activirt nicht nur Hydroperoxyd, sondern auch simmt-
liche bei der Luftoxydation von organischen K&érpern (Aether, Alko-
hol, #therische Oele etc.) entstehende Peroxyde. Diese Thatsache ist
bereits von Schénbein!) festgestellt worden. Unsere Versuche und
die von Linossier ?) gemachten Erfahrungen bestitigten nur Schén-
bein’s Angaben. Héchst bemerkenswerth erscheint uns die von
Schonbein 3) gediusserte Ansicht, dass es sich hier um eine Activirung
von organischen Peroxyden und nicht von etwa secundir ent-
standenem Hydroperoxyd bandelt.

Als organische Peroxyde bezeichnet er die hier in Betracht
kommenden Verbindungen allerdings nicht. Fiir ibn sind sie »Anto-
zonide« , welche in der Weise entstehen, dass die organische
Materie das inerte Sauerstoffmolekiil in »Ozon« (<) und »Antozone (3)
spaltet. Das energischere »Ozon¢ wird zu einer swirklichen Oxyda-
tion< der Materie verbraucht, wihrend das trigere »Antozon< aun
Letaterer in »beweglich thitigem« Zustande gebunden bleibt und durch
verschiedene Sauerstofferreger — anorganische und organische — ac-
tivirt werden kann. Sieht man von der Polarisation des Sauerstoffs
ab, so hat man in dieser Auffassung nichts Anderes, als die neuere
Peroxydtheorie der langsamen Oxydation.

Als eine Activirung von onganischen Peroxyden ist weiter die
von uns?) festgestellte Thatsache anzusehen, dass das Oxydationsver-
moégen der Oxydasen durch Peroxydasen verschiedener Herkunft erhoht
wird. Ohne auf die zahlreichen qualitativen Versuche niher einzu-
gehen, wollen wir hier nur eine guantitative Versuchsreibe anfiihren.

Bei diesen Versuchen wurden die Sauerstoffabsorption und die Kohlen-
siureentwickelung bestimmt, welche bei der Oxydation des Pyrogatlols in
Gegenwart von Oxydase allein, von Peroxydase allein und dann in Gegen-
wart von beiden stattfanden. Als Behilter benutzten wir eine mit Glas-
hahnen versehene zugeschmolzene Gaswaschflasche von bekanntem Inhalt.

Bl e 7 Compt. rend. Soc. biol. 5, 373 [1898].

3) Ucber das Verbalten der flissigen Kohlenwasserstoffe und Fette zum
wasserfreien Sauerstoff. Verhandl. naturf, Gesellsch. Basel 4, 3, 478 {18641

4 Diese Berichte 35, 3943 [1902].
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Nach Fiillen mit kohlensaurefreier Luft wurde der Behalter dureh das bis an
den Beden reichende Zuleitungsrohr mit den Reagentien beschickt und mit
einem Messapparat verbunden, welcher ebenfalls kohlensiurefreie Luft enthielt.
Der Apparat bestand aus einem graduirtem Messrohr und einem Niveaurohr
und war mit Quecksilber beschickt. Nach 24 Stunden wurde das absorbirte
Sauerstoffvolumen unter Beriicksichtigung der Temperatur und des Barometer-
standes am Beginn und am Schluss des Versuches ahgelesen, das sammtliche
Gas durch Heben des Niveaurohrs in den Behilter iibergefithrt und die vor-
handene Kohlenssure gravimetrisch bestimmt. In dieser Weise wurden fol-
gende Resultate erhalten:

Absorbirter  Entwickelte

Sauerstoff Kohlensiure
1 g Pyrogallol, 15 cem Oxydaseldsung, 35 cem

Wasser . . . . . . . . . . . .. 14.1 ecem 5.4 cem
1 g Pyrogallol, 15 cem Peroxydaseldsung, 35 cem

Wasser . . . . . . . . . . . .. 0.6 » 0.2 »
1 g Pyrogallol, 15 cem Oxydaselésung, 15 ccm

Peroxydaselosung, 20 ccm Wasser. . . . 9.1 » (A

In nachstehender Mittheilung sind tiber die Activirung von Oxy-
genasen (von Peroxydase grosstentheils befreiten Oxydasen) Versuche
angefiihrt, welche den activirenden Einfluss verschiedener Peroxydasen
mit voller Klarheit zeigen.

Sdmmtliche qualitative und quantitative Versuche ergaben, dass
die Peroxydase in Abwesenheit von Peroxyden nicht die min-
deste oxydirende Eigenschaft besitzt, was schon von Linossier?) bei
der Eiterperoxydase beobachtet worden ist. Die entgegengesetzte An-
gabe von Low?') beruht anscheinend darauf, dass er fiir seine Ver-
suche ein peroxydhaltiges Pyrogallol anwendete. In #hplicher
Weise erklért sich die Thatsache, dass frisch bereitete Guajac-
tinctur von Peroxydase allein nicht gefirbt wird, wihrend schon einige
Stunden alte Guajactinctur mit Peroxydase eine mehr oder weniger
intensive Blaufirbung giebt. Die rasche Bildung einer durch das Jod-
kaliumstirke - Reagens nachweisbaren peroxydartigen Verbindung in
Guajactinctur ist bereits von Schinbein?) nachgewiesen worden.

Wie ans nachstehender Mittheilung ersichtlich wird, scheinen in
Pflanzen mindestens zwei Peroxydasen vorzukommen. Zn einem
dbmlichen Schluss gelangt auch Aso 3), welcher das Verhalten der Per-
oxydase gegen verschiedene Firbereagentien ndher untersuchte.

Genf, Pflanzenchemischea Laboratorium des Botanischen In-
stitutes.

1 Compt. rend. Soe. biol. 5, 873 [1898].
?) Diese Berichte 85, 2487 [1902). 3) Poggend. Annalen 75, 352 (1848].
4) Bullet. Coll. Agricult. Tokyo 5, 2, 218 [1902].



