Die physiologische Bedeutung einiger Glykoside.
Fortsetzung.

von
Th. WEEVERS.

Im Jahre 19038 erschien in den Jahrbuchern fiir Wissen-
schaftliche Botanik von meiner Hand eine Arbeit Giber die
physiologische Bedeutung einiger (ilykoside. Die Unter-
suchung wurde angestellt mit Salix species ins besondere
Saliz purpurea L. und mit Aesculus Hippocastanum L., und
es zeigte sich, dass sowohl das Salicin wie die Glykoside
der Rosskastaniensamen als Resgervestoffe zu betrachten
sind; ersteres wird beim Austreiben der Knospen konsu-
miert, letztere verschwinden wahrend der Keimung.

Beim Austreiben der Saliz purpurea L. erscheint Salige-
nin, was auf eine Spaltung des Salicing, welche dem
Verbrauch vorangeht, hindeutet; die Quantitat ist jedoch
g0 klein, dass ein anderer Stoff das endgiltige, aromatische
Spaltungsprodukt des Salicins sein muss und als solches
betrachtete ich dag-Catechol. Dieser Phenolkdrper kommt
in allen Teilen der Salix purpurea vor und wie quantita-
tive Untersuchungen ergaben, verhalten sich die Mengen
Salicins und Catechols im entgegengesetzten Sinne; wenn
dag Salicin abnimmt, so nimmt das Catechol zu und um-
gekehrt; in einigen Fallen verhalten sich beide Verinde-
rungen wie die Molekulargewichte. Durfte ich daher nicht
sagen, dass das Catechol, nach der Spaltung des Salicins
und Abgabe der daraus entstandenen Glukose an weiter
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gelegenen Zellen, in jeder Zelle lokalisiert bleibt und wieder
neu zugefiihrte Glukose zu neuem Salicin bindet, also
Pfeffers Hypothese bestatigt, dass die Verbindungen der
Renzolderivate mit Kohlenhydraten zur Bildung schwer
diosmierender Stoffe dienen; casu quo das Catechol aug
dem Transportstoff Glukose den nicht diosmierenden,
transitorischen Reservestoff Salicin bildet? Es war jedoch
winschenswert durch weitere Untersuchungen die Richtig-
keit obenstehender Hypothese zu priifen und auch mit
anderen Objekten zu arbeiten, Qberdies mehrere Fragen
zu losen, die sich bei der Arbeit mit Saliz purpurea
aufgeworfen hatten. So blieb zum Beispiel die Bedeutung
des Populing, eines Glykosids, das in Populus und eben-
falls in mehreren Saliz Arten vorkommt noch vollig
unbekannt und gelang es mir damals nicht ein Enzym
aus Saliz purpurea zu isolieren, das eine Spaltung des
Salicins hervorrufen konnte, obschon mehrere Beobach-
tungen auf das Vorhandensein eines derartigen Enzyms
hinwiesen.

Ich habe daher meine Untersuchungen fortgesetzt, aber
mit andern Arbeiten beschiftigt, konnte ich die Resultate
leider nicht so schnell verdffentlichen, als ich gewtinscht
hatte.

Hydrochinon-Glykoside.

In mehreren Genera der Ericaceae kommen Arbutin und
Methylarbutin neben einander vor. Zuerst wurden sie von
Kawalier') entdeckt in den Blattern von Arctostaphylos
uva urst Spr. Spater wurde es in Chimophila umbellata
Nutt.®), Vaccinium Vitis idaea L.%), Gaultheria procumbens
Salisb. und Epigea repens L. %), Arctostaphylosglauca Lindley ¥

1) Kawalier, Lieb. Ann. der Pharm. und Chem. 82.

2 C.Zwinger und Himmelmann, Liebig, Ann. 129.
3) E.Claassen, Am. Journ. of Pharm. XLIIL 1870.

4) J.Oxley, - ”» » » » XLIV, 1872.

5) J. H. Flint, » »» » » XLV. 1873.
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nachgewiesen und ebenfalls in Pyrola species ), Ehododen-
dron maximum L., Kalmia angustifolia L., Calluna vulgaris L.,
Ledum palustre L. .

Jedoch fehlen sie auch in vielen Species, z. B gelang
mir in Vaccinium Myrtillus L. und Erica Tetralix L. der
Nachweis nicht. »

Beide Glykoside erhidlt man aus dem Gewebe durch
wiederholtes Extrahicren mit heissemn Wasser. Der Extrakt
wird mit Bleiacetat versetzt, dessen Uebermass durch
Schwefelwasserstoff entfernt wird. Beim Einengen der
Flussigkeit kristallisieren beide Glykoside aus in langen,
farblosen Nadeln. Schmelzpunkt Arbutin 160°—170°. Von
Methylarbutin 142°

Arbutin ist schwer loslich in kaltem Wasser und Aether,
leicht loslich in Alkohol und heissem Wasser; Methylar-
butin ist in kaltem Wasser besser 1oslich. Beide reduzie-
ren die Fehlingsche Losung nicht.

Von verdinnten Siuren werden beide Stoffe gespaltet;
das Arbutin in Hydrochinon und Glukose, das Methylar-
butin in Methylhydrochinon und Glukose.

Die Anwesenheit des Arbutins ist nicht so leicht nach-
zuweisen, weil die Blaufarbung in wasseriger Losung mit
FeCl; nicht sehr charakteristisch ist und die Reaktion von
Jungmann Blaufirbung durch Phosphormolybdiansiure
in alkalischer Losung ebenfalls durch Hydrochinon verursacht
wird. Am besten erkennt man daher die Glykoside, nach
vorhergehender Spaltung, mittels Sduren, an ihren aromati-
schen Spaltungsprodukten, dem Hydrochinon und Methylhy-
drochinon, woflir mehrere zuverlissige Reaktionen vorliegen.

In vielen dieser Objecte wird von einigen Autoren eben-
falls das Vorkommen freien Hydrochinons erwihnt?) und

1) E Smlth Am. Journ. of Pharm. 1881.
2) 0. Hesse, Lieb. Ann. Bd. 290. 1896, fand in den Bluten der
Protea mellifera 2—5 °/, Hydrochinon.
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das war gerade der Umstand, der mich veranlasste die
arbutinhaltigen Pflanzen in Untersuchung zu nehmen,
weil er gute Erwartungen gab, dass man hier die Hypo-
these Pfeffers uber die Bedeutung der Benzolderivate
far den Stoffwechsel priifen konnte.

Hydrochinon (Paradioxybenzol) und Methylhydrochlnon
sind gut l1oslich in Wasser, Alkohol und Aether und bilden
keine Niederschlige mit Bleiacetat; sie sind also am bes-
ten aus den Pflanzenteilen zu erhalten, wenn man diese
auszieht mit heissem Wasser, den Extrakt einengt und
mit Aether ausschittelt. Der Aetherextrakt wird abdestil-
liert und der Rickstand mit heigssemn Wasser aufgenommen,
mit einigen Tropfen Bleiacetat versetzt und abfiltriert.
Das Filtrat wird dann aufs Neue mit Aether ausgeschittelt
und den Aetherrackstand bilden die fast farblosen Krystalle
des Hydrochinons und Methylhydrochinons. Beide Phenol-
korper sind mittelst Benzol leicht zu trennen, weil Hy-
drochinon darin praktisch unloslich ist, Methylhydrochinon
jedoch sehr gut 1dslich.

Zur Identifiziering des Hydrochinons wurde der Aether-
riickstand sublimiert, und am meisten die Reaktion mit
Kaliumnitrit und Essigsdure benutzt, wodurch es zum
Chinhydron oxydiert wird. Das Chinhydron bildet braune
bis schwarze, in auffallendem Lichte griinlich metall-
glinzende Prismen; sie polarisieren stark mit gerader
Ausloschung und haben einen starken Dichroismus; in
durchgehendem Lichte schwarz bis schokolade-braun, in
reflektiertem Licht schwarz bis grin !). Ebenfalls benutzte
ich die Reaktion mit Naphtochinon, schone Dendrite und
rhombische Tafeln, welche prachtigen Dichroismus von
blassgelb zu blutrot zeigen ?%).

1) H. Behrens, Mikrochemische Analyse organischer Verbin-
dungen. Heft I, S, 23.
2) Idem, Heft I, S. 48,
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- Das Methylhydrochinon gibt mit FeCly kein Chinhydron.

Far meine physiologischen Untersuchungen waren
quantitative Bestimmungen des Hydrochinons und Arbu-
ting (Methylhydrochinon und Methylarbutin) eine uner-
lagsliche Bedingung und es war deshalb notwendig eine
derartige Bestimmungsmethode auszuarbeiten.

Auf Vorschlag Prof. N. Schoorl’s benutzte ich die
Eigenschaft des Hydrochinons und -Methylhydrochinons
die Fehlingsche Losung zu reduzieren. Die Schoorlsche
Glukose Bestimmung'!), wobei das nicht reduzierte Quan-
tum Kupfersulfat durch eine Jodtitration bestimmt wird,
war hier unbrauchbar; die Grenze ist absolut unscharf,
sogar wenn die Bestimmung in einer Kohlensaureatmos-
phare vorgenommen wird. Das Verfahren von Allihn mit
Asbestfilterrohrchen leistete jedoch vorzugliche Dienste,

Ausgehend von abgewogenen Mengen reinen Hydrochi-
nons stellte ich nachstehende Tabelle her. Die Flussigkeit
wurde 2 Minuten gekocht, dann heiss filtriert.

4 mg. gefundenen Kupfers entsprechen 1.4 m. Hydrochinon.

16 ” ” ”" 28 4 ”
20 ” " ” ” 5‘6 " ”
24 7” " ” ” 8'3 ” ”
32 ”» ” " - 10, ”
40 1" ”n ” " ]‘3'7 ” ”
48 1 ” " ” 16'5 ”n »
87 ” » ” ” 19.4 ” ” .
66 ” " ” 222, ”
75 1 " 1” ” 25 ” "
84 I ” » ” ’ 27'8 ” ” .
9% , ” w ” 305 "
10¢ ,, »” " ” 333 , ”
114 ,, » " ” 36.1 ., n

1) N. Schoorl. Ned. Tijdschrift der Pharmacie, 1899.
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Durch Interpolation wurde dann aus der gefundenen Menge
Kupfer die entsprechende Quantitat Hydrochinon berechnet.

Wenn die Hydrochinonmenge sehr klein war, sodass
das Allihnverfahren untauglich -schien, so wurde die
Bestimmung in derselben Weise, wie in der ersten
Abhandlung fur das Catechol dargelegt wurde, vorge-
nommen. 26 mg. Hydrochinon wurden in 25 cc. absoluten
Alkohols gelost und eine bestimmte Quantitat z. B. 0.06 cc.
oder 0.1 ce. bis zur Trockenheit eingedampft und der
Riuckstand sublimiert mittels des erwarmten kupfernen
Tifelchens mit einer runden Offnung. In dieser Weise
verdampft der Alkohol ohne hinwegzufliessen. Um den
Tropfen legt man einen Ring von Asbestpapier und sobald
der Alkohol verdampft ist, daraufein Objekiglas mit einem
Tropfen Wasser. An der Unterseite der Tropfens erhilt
man einen gleichméassigen Beschlag.

Ebenfalls 10st man die unbekannte, aus den Pflanzen-
teilen isolierte Menge Hydrochinon in Alkohol, macht
derartige Beschlage und verdunnt die Flussigkeif so lange,
oder nimmt eine kleinere Quantitat bis die Beschlige
genau ebengo gross sind. Wenn man dann weiss, wieviel
von beiden Flussigkeiten zur Sublimation benutzt worden
ist, kann man leicht berechnen wie gross die gesuchte
Quantitat Hydrochinon ist. Diese Methode liefert besonders
bei kleinen Quantitaten sehr vorzugliche Resultate.

Was das Arbutin betrifft, so konnte die Bestimmung in
zweifacher Weise geschehen, entweder das aromatische
Spaltungsprodukt oder die Glukose konnte zur Bestimmung
benutzt werden. Die Spaltung durch verdiinnte Siuren
war jedoch bei weitem besser alg die durch Emulsin, wie
mehrere Versuche zeigten. Das kaufliche Emulsin (Merck)
spaltete das Arbutin sehr unvollkommen, obschon das
Preparat vorziiglich war und zum Beispiel Salicin schnell
zerlegte,



100 mg. Arbutin 2 X 24 Stunden bei 80° mit 256 mg.
Emulsin. 40 °/, gespalten. '

100 mg. Arbutin 4 x 24 Stunden bei 80° mit 26 mg.
Emulsin. 80 °/, gespalten.

Wenn ich jedoch selbst Rohemulsin bereitete, indem
Mandeln fein zerrieben, mit Wagser gemischt, abfiltriert
und das Filtrat mit Alkohol versetzt wurde, so war der
Alkoholniederschlag im Stande das Arbutin schnell zu
spalten; in 48 Stunden bei 30° C. 99 °/,. -

Die Bestimmung des Arbutins mittels Emulsinspaltung
bot also Schwierigkeiten, mittels Siurespaltung war es
nur moglich die aromatische Halfte des Arbutins zur Be-
stimmung zu verwenden, denn es konnten in den Pflanzen
noch sehr gut andere Korper vorliegen z. B. Saccharose,
oder andere Glykoside, die ebenfalls nur nach Spaltung
die Fehlingsche Losung reduzierten.

Das Verfahren war also folgendes:

Die Pflanzenteile wurden getotet durch kochendes Was-
ger, das schwach angesiuert war (mittels eines Tropfens
verdinnter Salzsalire), damit keine Zersetzung des Hydro-
chinons auftrete und dreimal mit heissem Wasser ausge-
zogen. Der Extrakt wurde eingeengt, mit Bleiacetat ver-
setzt, dessen Uebermass durch Dinatriumphosphat ginzlich
entfernt wurde und das Filtrat auf Volum gebracht. Die
Flissigkeit wurde drei Mal mit dem halben Volum Aether
ausgeschiittelt, dann enthielt das Aetherextrakt quantitativ
das Hydrochinon und Methylhydrochinon.

Von der wasserigen Losung wurde der Aether auf dem
Wasserbade entfernt und die Flussigkeit mit verdunnter
Salzsaure eine Stunde am Ruckflusskihler gekocht,
wieder auf Volum gebracht und fiinf Mal mit dem halben
Volum Aether ausgeschittelt. Der Aetherruckstand enthielt
dag durch Spaltung des Arbutins (Methylarbuting) gebil-
dete Hydrochinon (Methylhydrochinon).
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Zwei Hydrochinonbestimmungen genugten also zur
Bestimmung des Hydrochinons und des Arbutins. Das
Objekt, das eine geniigende Quantitidt Arbutin enthielt
und udber welches ich am leichtesten verfiigen konnte
war Vaccinium Vitis idaea L.; dieses habe ich daher zu
nachstehenden Versuchen benutzt.

Zuerst musste untersucht werden ob die Behauptung,
dass freies Hydrochinon hier vorliege, wirklich zutreffe, oder
ob das Hydrochinon durch Spaltung des Arbutins wahrend
des Absterbens sich bilde. Dazu wurde das Toten der
Teile in verschiedener Weise vorgenommen und ebenfalls
die Verarbeitung des Materials, um zu sehen ob das
Resultat sich &ndere. ‘

Jedesmal wurden -+ 2500 Blatter benutzt, deren berech-
netes Trockengewicht 30 gr. war.

1°. Die Blatter wurden ziemlich langsam in Wasser

getotet, der Extrakt wurde nach 14 Tagen verar-
beitet. 60 mg. Hydrochinon == 0,20 %.

2". Die Blatter wurden schnell in kochendem Wasser

getotet und der Extrakt sofort im Dunkel verarbeitet
38 mg. Hydrochinon.

8°. Methode wie Sub 2. October 1907 1 mg. Hydrochinon.

4°, Die Blitter wurden getotet in kochendem Alkohol

von 96 %, 2 X mit Alkohol extrahiert, der Alkohol
abgedampft und der -Extrakt wie oben behandelt,
kein Hydrochinon (November 1907).

Im Herbst kommt also kein freies Hydrochinon in den
Blattern von Vaccinium Vitis idaea vor.?)

Obenstehendes deutet also erstens darauf, dass Spaltung
des Arbuting sehr leicht auftritt und dass die Extrahierung

1) Kanger’s Beobachtung. (Arch. exp. Path. Bd. L.1903)dass
im Spitherbst die Blatter einen Maximal Arbutin und Hydrochinon-
gehalt besitzen, ist unrichtig.
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mit der notigen Vorsicht stattfinden muss; zweitens
notigte es mich zu untersuchen ob vielleicht auch ein
.Enzym vorhanden ware, dass die Spaltung zu Stande
bringen konnte.

Junge, angefeuchtete Teile wurden im Morser fein zer-
rieben, der Brei koliert und der Extrakt mit Alkoho! ver-
setzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und gab eine
LOsung welche die Fehlingsche Losung nicbt reduzierte
und kein Hydrochinon enthielt. Wenn dieser Losung jedoch
50 mg. Arbutin (das, wie oben gesagt nicht Fehling
reduziert) hinzugefugt wurde, so enthielt die Flussigkeit
nach 24 Stunden deutlich Hydrochinon und Glukose, das
Arbutin war also durch das aus den jungen Teilen be-
reitete Rohenzym gespaltet.

Obenstehende Bestimmungstabelle hat nur Gultlgkelt
far reines Hydrochinon, ich musste daher priifen ob in
Voccinium Vitis idaea mnebst Arbutin auch viel Methyl-
arbutin vorhanden sei. wire dies der Fall so wiirde die
Bestimmung ungenau sein, weil die Tabelle fiir Methyl-
hydrochinon nur annaherend gelten kann. Aus den Blattern
erhieltich z.B. einen Aetherriickstand von 266 mg.; die Benzol-
extrahierung ergab 12 mg., welche als Methyldrochinon
zu betrachten sind, also 4,7 %. Die Mehrzahl ist bei weitem
Arbutin und darauf sind denn auch die weiteren Berech-
nungen basiert. Die Blatter enthalten bei weitem die grosste
Menge Arbutin, jedoch sind die individuellen Schwankungen
des Gehaltes sehr gross, sodass man mit einer grossen Anzahl
Pflanzen arbeiten muss, am liebsten von einem Ort, weil
Schattenpflanzen oft viel weniger Arbutin enthalten.

Zum Beispiel enthielten einige Pflanzen unweit Amers-
foort November 1907, 1,16°/, Arbutin, andere Pflanzen
unweit Soesterberg November 1907 2,31 °/ Arbutin, gerade
das Doppelte.

Die Pflanze hat solche kleinen Blatter, dass diese nicht
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zu Halbierungsversuchen geeignet sind; Versuche iiber
eventuelle Schwankungen im Gehalt wihrend Tag und
Nacht konnte ich also nicht anstellen und musste ich
mich begniigen mit einigen Beobachtungen im Frithjahr
wihrend des Austreibens der jungen Schosslinge. Die
Rolle, welche das Glykosid beim Assimilationsprozess
spielt, konnte ich bei diesem Objekte also nicht erforschen.

23 November 1908. 1200 Blatter, frisch 27 g. Trockenge-
wicht 11,85 g.

Hydrochinon abwesend.

Arbutin 274 mg. = 2,31 /..

Glukose 1) 4556 mg. — 38,84 °/,.

Die Zweige, welche diese Blatter trugen (Trockengewicht
6,4 g.) enthielten Spuren Arbutins. Glukose 94 mg.

3 Mai 1909. Gerade vor dem Austreiben der jungen
Schosslinge wurden am selben Schattenort wie oben, wieder
gesammelt 1200 Blatter,

frisch 30 g. trocken 15 g.

Hydrochinon 1 mg.

Arbutin 446 mg. 2,97 /..

Glukose 875 mg. — 2,50°..
24 Mai 1909. Nach dem Austreiben, vom selben Orte,
1200 Blatter, frisch 29,6 g. trocken 14 g.

Hydrochinon 3 mg.

Arbutin 292 mg. 2,09°..

100 junge, aus diesen Pflanzen ausgetriebene Schosslinge
_trocken 5.7 g.
Hydrochinon ; 3 mg.
Arbutin ' 653 mg. 0,93°/.
1) Wenn der Extrakt mit Salzsiure gekocht und mit Aether
ausgeschiittelt war, bestimmte ich die Total-Glukose. Nach Abzug
der vom Arbutin herriihrenden Glukose erhielt ich obenstehenden

Wert. Dieser Wert umfasst also alle nach Siurespaltung anwesende
Glukose mit Ausnahme der Arbutinglukose.
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Blatter und Schosslinge zusammen also 24 Mai.

Hydrochinon - 6 mg.
Arbutin 345 mg.
Glukose - 117 mg.

Das Hydrochinon hatte um 5 mg. zugenommen, das
Arbutin 100 mg. abgenommen.

Ein zweiter Versuch stellte ich an mit Pflanzen von
einem hellen, sonnigen Orte. '
3 Mai 1909. 1200 Blatter, frisch 29 g. trocken 14,8 g.
Hydrochinon abwesend.

Arbutin 750 mg. 5,07°/,.
Glukose . 824 mg. =2,19°/..
26 Mai 1909. 1200 Blatter, frisch 29 g. trocken 12,9 g.
' Hydrochinon 4 mg.
Arbutin 405 mg. 38,15 °/,.
~ Glukose 161 mg. = 1,25,
120 junge Schosslinge,
Hydrochinon 3 mg.
Arbutin . 104 mg.
Glukose 129 mg.
Blatter und Schosslinge zusammen 26 Mai.
Hydrochinon 7 mg.
"Arbutin 509 mg.
Glukose 291 ‘mg.

Hier hat also das Hydrochinon um 7 mg. zugenommen,
das Arbutin um 241 mg. abgenommen.

Wir konnen aus diesen Versuchen schliessen, dass das
Arbutin als ein .Regervestoff zu betrachten ist, der beim
Austreiben der jungen Schosslinge gespaltet und zum Teil
konsumiert wird, 22°/, und 32°¢/, des Totals ist ver-
schwunden; die Abnahme in den alten Blittern ist 84°/,
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und 46 °/,. Die Zunahme des Hydrochinons ist jedoch
viel Kkleiner, als wir erwarten dirfien, wenn der aroma-
tische Teil des Arbutins nach der Spaltung vollig auf-
gespeichert bliebe und nicht weiter in den Stoffwechsel
einbezogen wurde. Jedoch ist diese Bildung des Hydro-
chinons einen deutlichen Hinweis aufdie Arbutinspaltung
welche vom obenerwahnten Enzym, das aus den jungen
Teilen erhalten worden ist, hervorgerufen wird. Wiahrend
des Austreibens sind nur Spuren Arbutin im Stengel zu
finden, also ein anderer Beleg dafiir, dass nicht das Arbutin
qua talis sondern sein Spaltungsprodukt, die Glukose tran-
sportiert wird.

Oft beobachtete ich, dass die Pflanzen im September
zum zweiten Male austrieben, dann war kein Hydrochinon
oder nur Spuren desselben in den jungen Teilen zu finden,
der Benzolkorper scheint bei der kraftigen Assimilation
sofort weiter verarbeitet zu werden. Y

Ciamician G. und G. Ravenna?® haben Saligenin,
Hydrochinon, Arbutin und Salicin in das Pflanzengewebe
{Mais, Gartenbohne) eingeimpft. Die Glykoside wurden besser
ertragen als die aromatischen Bestandteile, erstere wurden
hydrolysiert oder verbraucht; die Benzolderivate verblieben
zum Teil unzersetzt, zum Teil wurden sie in eine durch
Emulsin spaltbare Verbindung, wahrscheinlich also in die
diesbeziiglichen Glykoside, tibergefiihrt.

1) Czapek (Biochemie der Pflanzen) hat auf das gleichzeitige
Vorkommen von Chinasiure in den Ericaceae gewiesen, welche
Chinasiure bei Oxydation Hydrochinon liefert. Vielleicht hat man
durin nach seiner Meinung einen Hinweis auf die Genese des Hydro-
chinons und deshalb des Arbutins zu erblicken. Die von mir aus
Vaccinium Vitis idaea erhaltene Oxydase bildet jedoch aus Chinasiiure
kein Hydrochinon, lediglich zersetzt sie das Hydrochinon selbst.

2) Ciamician G. und G. Ravenna. Mem. d’Accad. d’Istit. di
Bologna. Refer. Bot. Centralbl.
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Gerade wie ich es fur Gaultherin'), den Reservestoff
von Gaultheria procumbens L. klargelegt habe und Leclerc
du Sablon? es fur die Kohlenhydratreserven anderer
immergraner Pflanzen gezeigt hat, nimmt auch beim
Vaccinium Vilis idaea das Arbutin wihrepd des Winters
langsam zu, um beim Austreiben im Fruhjahr zum Teil
verbraucht zu werden.

Im Jahre 1904 wurde von G. Riviére und G. Bail-
hache?® im Marz in den Knospen des Birnbaumes
Hydrochinon gefunden; aus 1 KG. isolierten sie 3 bisb g.

Es schien mir erwiinscht auch dieses Objekt fir meine
physiologischen Versuche zu benutzen, weil es mehrere
Vorteile bot: die Blatter sind zur Halbierung igeeignet
und soviele sind an einem Exemplar vorhanden, dass
sie zu mehreren Versuchen ausreichen, sodass individuelle
Schwankungen im Gehalt keine Schwierigkeiten liefern
konnen. Ausser bei Versuchen wie die obigen im Friuhjahr,
konnte Pirus communis also auch verwendet werden
beim Studium der Assimilation, ob der Hydrochinongehalt
sich wihrend des Tages andere.

Zuerst war es notwendig zu wissen, ob auch hier ein
hydrochinonlieferndes Glykosid vorlag oder nicht. Ersteres
zeigte sich schon bald; wenn die Birnblatter in kochen-
dem Wasser getdotet wurden und der wéasserige Extrakt
mit Bleiacetat und Dinatriumphosphat behandelt war, so
wurde mit Aether wiederholt ausgeschiittelt, bis das
Hydrochinon vollig entfernt war. Wenn nun die wiisserige

1) Weevers. Th. Onderzoekingen over glukosiden in verband
met de stofwisseling der plant. Diss. Amsterdam 1902.

2) Leclerc du Sablon. Sur les réserves hydrocarbonées
des arbres & feuilles persistantes. C. R. Acad. Sec. Paris 1905.

3) G.Riviére et G. Bailhache. De la présence de’hydro-
quinone dans le poirier. C. R. de I'Acad. de Sec. Paris 1904.
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Losung mit Salzsaure gekocht wurde, so war nach einer
Stunde eine sehr grosse Quantitat Hydrochinon vorhanden,
die nur von der Spaltung eines Glykosides herrtthren
konnte. Leider gelang es mir nicht das Glykosid zu
isolieren, sodass ich nicht prifen konnte, ob hier wirklich
Arbutin vorliege oder nicht.

Ich ' verfogte @ber 2000 Birnblatter, totete sie in
kochendem Wasser, engte den Extrakt ein und versetzte
es mit Bleiacetat, dessen Ubermass durch Schwefelwasser-
stoff entfernt wurde. Beim Einengen der Flassgigkeit erhielt
ich keinen kristallinischen Niederschlag, die Masse wurde
gyrupartig. ) Dennoch war eine geniigende Menge des Gly-
kosides vorhanden, was sich beim Kochen mit Salzsaure
zeigte, denn dabei erhielt ich 4 1 g. Hydrochinon auf
Arbutin berechnet, also 2,7 g.; das Auskristallisieren wird
dem Anschein nach von Nebenprodukten gehemmt.

Das Glykosid, das ich vorlaufig als Arbutin betrachten
mochte, wird durch Emulsin sehr schwierig gespaltet, noch
schwieriger wie oben fur das Vaccinium-Arbutin erwahnt
wurde. Dies erinnert an die Beobachtungen Treub’s, 3) der
gezeigt hat, dass Emulsin mehrere blausaureliefernde Gly-
koside nur sehr unvolkommen spaltet. Aus den Blattern
isolierte ich in derselben Weise wie bei Vaccinium Vitis
idaea ein Enzym, welches das Arbutin spaltet in Glukose
und Hydrochinon, auch hier muss also das Toten der
Pflanzenteile sehr schnell vorgenommen werden, am besten
mittels kochenden Alkohols, sonst wird das Glykosid schnell
gespaltet, daher kommt es wahrscheinlich, dass Riviére
und Bailhache nur vom Hydrochinongehalt reden.

1) Impfen, Kratzen, sogar dreimonatliches stehen in der Kilte
lieferten keine- Krystalle.

2) M. Treub. Nouvelles recherches sur le role de Yacide cyan-
hydrique dans les plantes vertes. Ann. Jard. bot. Buitenzorg 2e
Serie Vol. XI. 1907.
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Im Gegensatz zu Vaccinium Vitig idaea konnte ich hier
immer Hydrochinon finden, sogar wenn das Toten mit
kochendem Alkohol geschah, der die Spaltung der Glykoside
soviel wie moglich vorbeugte; wir missen also annehmen,
dags in allen Jahreszeiten hier der Phenolkorper frei in
den Zellen vorhanden ist, obschon oft in ganz kleiner
Quantitat, zum Beispiel in den erwachsenen Blattern am
Morgen 0,03 °/,, am Abend 001 °/ey in den jungen Sprossen
jedoch 0,3 °/,.

Ebenfalls bietet sich in Bezug auf das Arbutm ein
Unterschied mit den Ericaceae dar, der in phytochemischer
Hinsicht Bedeutung hat, namlich dass nur ein Hydrochinon-
glykosid, kein Methylhydrochinonglykosid zu finden ist.
In der obenerwihnten, ziemlich grossen Quantitiat 4- 1000
mg. des Aetherextraktes war kein Methylhydrochinon
vorhanden. Obschon also im Stammbaum so weit von
einander entfernte Pflanzen, wie die Ericaceae und die
Species Pirus communis ) scheinbar in phytochemischer
Hinsicht ein ahnliches Verhalten zeigen, so ist dies in
Wirklichkeit nicht der Fall, denn das Nebenprodukt, das
Methylarbutin der Ericaceae, fehlt beim Birnbaum vollig.

Alle Versuche wurden vorgenommen mit demselben
Exemplar var. bonne Louise d’Avranches und die Bestim-
mungen wurden in derselben Weise wie bei Vaccinium
Vitis idaea ausgefihrt, das Material stets in kochendem
Alkohol getotet.

Das Glykosid ist in Knospen; Blattern, Stammrinde,
Holz deg Stammes und Wurzelrinde nachzuweisen, der
Gehalt ist in diesen Teilen sehr verschieden und wechselt

1) In sonstigen Rosaceae sind die Glykoside noch nicht nachge-
wiesen. Ich untersuchte Pirus Malus L. Cydonia japonica Pers.und
Rubus Idaeus L., die ebenfalls beim Absterben sich braun farbten,
fand jedoch kein Hydrochinonglykosid oder freies Hydrochinon.
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mit der Jahreszeit. (Die Werte sind stets auf Trockenge-
wicht berechnet.)

Vor dem Austreiben im Fruhjahr Stammrinde 4,30 /e
Holzkorper und Mark zusammengenommen 0,80 °/,. (Die
Zweige waren geschalt und das Holz gut abgewaschen.)
Beide zusammengenommen 2,20 °/,, 100 Bliitenknospen
=4 400 mg. Arbutin. v

Im August. Holz und Stammrinde zusammen 1,60 °/,,
Blatter 1,7 °/,, Wurzelrinde 0,05 °/,.

Versuch beim Austreiben der Knospen im Fruhjahr.

80 Marz 1909. Zweige vor dem Austreiben (Holz und Rinde.)
frisch 33 g. trocken 14,6 g.
. Hydrochinon 1 mg.
Arbutin 817 , 2,19 °/,
Glukosey) 230 , 1,69 °/,

26 April 1909. Dem Anschein nach gleiche Zweige, Blu-
thenknospen und Schosslinge gerade im Austreiben be-
griffen.

a. Zweige (Holz und Rinde) frisch 31 g. trocken 10,6 g.
Hydrochinon 2 mg.
Arbutin 206, 1,96 °/,
Glukose 87 , 083°/,

b. 32 junge Schosslinge frisch 14,56 g. trocken 3,6 g.
Hydrochinon 5 mg. :
Arbutin 48 , 1,37 ¢/,
Glukose 8, 228

Zusammen Trockengewicht 14 g.

Hydrochinon 7 mg. (+ 6 mg.)
Arbutin 264 , (— 63 , )
Glukose 166 , (— 656 , )

1) Nach Abzug der Arbutinglukose.
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2 Mai 1909,

a. Zweige (Holz und Rinde) frisch 28 g. trocken 10.5 g.
Hydrochinon 8 mg.
Arbutin 92 , 0.88°¢/,

b. 30 junge Schosslinge trocken 8.6 g.
Hydrochinon 13 mg.
Arbutin 140 , 8.89 ¢/,

Zusammen Trockengewicht 14 g.

Hydrochinon 16 mg. (+ 156 mg.)
Arbutin 232 , (— 8 ,

Gerade, wie bei Vaccinium Vitis idaea wird auch hier
das Arbutin beim Austreiben verbraucht, die Quantitit
nimmt vom 80 Marz bis zum 2. Mai um 27°/, ab. Das
Hydrochinon nimmt bedeutend zu von 1 mg. bis zu
16 mg. Dies deutet wieder auf eine Spaltung des Glykosids,
dessen aromatische Spaltungshalfte gespeichert bleibt und
nur abnimmt, wenn in den jungen Trieben die Assimi-
lation angefangen hat.

18 Mai fand ich in 30 jungen Schosslingen mit 165 Blattern:
8 mg. Hydrochinon  Arbutin 800 mg.

‘Wenn wir die Quantitaten des Hydrochinong und Arbuting
vergleichen, die beim Austreiben erscheinen und ver-
schwinden, so sehen wir, dass bei der Enzymspaltung,
welche vom obenerwahnten Enzym zu Stande gebracht
wird, im Gewebe nicht so viel Hydrochinon zu finden ist,
wie wir bei einer volligen Spaltung des verschwundenen
Arbutins erwarten mussten ), 85 mg. Arbutin ist verschwun-
den, 15 mg. Hydrochinon erschienen. Beide Zahlen verhalten
sich wie 100:18, die Molekulargewichte wie 100:40. Ver-
gleichen wir jedoch die Ab- und Zunahme zwischen
27 April und 2 Mai, so stimmen die Ergebnisse besser

1) Vergleiche die Anmerkung S.12, iiber die -Arbeit Ciamician’s
und Ravenna’s.

Recueil des trav. bot. Néerl. Vol. VIL 1910. 2
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Oberein. Abnahme des Arbutins 22 mg., Zunahme des
Hydrochinons 9 mg., also 100:41. Hier finden wir also
die totale Quantitat Hydrochinon, die wir bei der volligen
Spaltung des Arbutins hatten erwarten konnen, im Ge-
webe zuriick und zwar zum Teil in den jungen Schoss-
lingen, zum Teil in den Zweigen, was stimmt zu den
Ergebnissen, welche ich bei Salix purpurea erhielt. )

Das Arbutin nimmt vom Austreiben an, stark in den
jungen Schosslingen zu; am 18. Mai war die Menge in
den jungen Teilen schon viel mehr als am 27. April in den
Zweigen, dem Holz und der Rinde zusammen, aus denen sie
gesprossen. Dies muss neugebildetes Arbutin sein, denn
aus andern Teilen des Birnbaums kann es nicht oder nur
zum geringen Teil herkommen, jeder Zweig des Exemplars
hatte namlich seine eignen Knospen, die in derselben
Weise beim Austreiben die Reservestoffe dieses Zweiges
benutzten. 3)

Unumginglich war deshalb das Studium der Rolle, die
das Arbutin beim Assimilationsprozess spielt.

Dazu halbierte ich an mehreren Sommerabenden 100
Blatter des obigén Exemplars, bestimmte darin die Quanti-
tat Arbutin und Hydrochinon, die andere Halfte jedes
Blattes wurde mit dem Mittelnerv an der Pflanze gelassen
und am folgenden Morgen beim Sonnenaufgang von dem
Mittelnerv abgeschnitten und ebenfalls analysiert.

1e September 1908. 100 halbierte Blatter am Abend.
Hydrochinon 1 mg.
Arbutin 287

. 1) Die Hydrochinon Zunahme ist in den jungen Schésslingen am

grossten, was auf eine dorlige Arbutinspaltung hinzuweisen scheint.

Trifft dies zu, so liegt es ja auf der Hand anzunehmen, dass das

Arbutin qua talis transportiert werde, was jedoch zu den Beobach-

tungen bet Vaccinium Vitis idaea im Gegensatz stehen wiirde.

2) Die Wurzeln enthalten nur ganz kleine Quantititen,
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Kontrollversuch am folgenden Morgen

Hydrochinon 7 mg. (+ 6)
_ Arbutin, 250 , {(— 387)
20 October 1908. _

100 halbierte Blatter am Abend.
Hydrochinon 2 mg.
Arbutin 281

Kontrollversuch am folgenden Morgen
Hydrochinon 5 mg. (4 38)
Arbutin 269 ,. (— 12

30 August 1909. .
: 100 halbierte Blatter am Abend.
Hydrochinon 1 mg.
Arbutin 384
Kontrollversuch am folgenden Morgen
Hydrochinon 5 mg. (++ 4)
Arbutin 368 , (— 26)

Immer nimmt also das Arbutin wahrend der Nacht ab,
das Hydrochinon zu, gerade sowie es bei Saliz purpurea
fur Salicin und Catechol gezeigt wurde, jedoch verhalten
sich die Zunahme des Hydrochinons und die Abnahme
des Arbutins nicht wie die Molekulargewichte. Nimmt
man die drei Versuche zusammen, so ist die Zunahme
des Hydrochinons 13 mg., die Abnahme des Arbutins
75 mg. also 17:100"); wihrend die Molekulargewichte sich
verhalten wie 40:100. Damit stimmt ein vierter Versuch,
bei dem ich am Abend das total Hydrochinon bestimmte
nach Kochen mit Salzsiure, und ebenfalls am folgenden
Morgen. Letztere Quantitat war auf 100 halbe Blatter 5 mg.
kleiner. Wenn also die totale nachtliche Abnahme des

1) Also fast wieder dasselbe Verhiltniss wie beim Austreiben
im Friihjahr. '
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Arbuting einer Spaltung zu verdanken ist, worauf die
Anwesenheit obengenannten Enzyms hindeutet, so kann
man nicht sagen, dass die aromatische Halfte als Hydro-
chinon v6llig im Blatte gespeichert bleibt um spéater neu-
gebildete Glukose wieder zu Arbutin zu binden, nur zum
Teil kann dies der Fall sein, das Ubrige Hydrochinon
muss sofort in den Stoffwechsel einbezogen werden. Eine
andere Moglichkeit bleibt jedoch, dass zwar alles Hydro-
chinon im Blatte gespeichert, aber das Arbutin nur zum
Teil gespaltet, zum Teil qua Glykosid transportiert werde.
Im spaten Herbste, wenn die Blatter orangegelb geworden
und im Abfall begriffen sind, ist die Quantitat Arbutin
noch ziemlich gross, jedoch.viel kleiner alg in den grii-
nen Blattern, I

Pro 100 Blatter 840 mg.'Hydrochinon. Glukose 250 mg.

Bekanntlich werden die Blatter von Vaccinium Vitis idaea
und Pirus communris beim normalen Absterben schwarz.
Sehr schén kann man es demonstrieren, wenn man die
Blatter in ein Wasserbad von + 556° C. bringt; sowohl im
‘Wasser, als auf der Grenze des Wassers sterben die Teile
schnell ab, das Enzym wird nicht zerstort. (Nekrobiose
Beyerinck’s ). Im Wasser wird der braune Farbstoff,
der bei der Oxydation sich bildet, rasch ausgezogen und
werden die Teile deshalb nicht so schwarz wie beim Ab-
sterben in der Natur, lberdies hat der Sauerstoff wenig
Zutritt. Die Teile auf der Grenze des Wassers werden
jedoch tiefschwarz. :

Bringt man die Blatter in kochendes Wasser so bleiben
sie grun, weil auch das Enzym zerstort wird (Nekrose
Beyerinck’s), Es gelang mir durch Zerreiben und Auspres-
sen der jungen Teile einen Saft zu erhalten, der mit Alkohol

1) Beyerinck. Over de indigovorming uit de weede. Versl.
Koninkl, Akad, v. Wetenschappen afd. Nat. Deel VIII,
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versetzt einen Niederschlag gab. Dieser bildete, in Wasger
gelost, eine fast farblose Flussigkeit, die nach einigen
Tagen sich nur wenig braun farbte, figte man jedoch zu
dieser Oxydaselosung eine Hydrochinonlosung, die sich
gelbst nberlassen, tagelang sich fast nicht gnderte, so war
die Mischung nach 2 X 24 Stunden dunkelschwarz gefarbt.
Das Chromogen der Birn- und Prelselbeerenblatter ist also
Hydrochinon !).

Die alten Blatter von Vaccinium Vitis idaea, worin ich
kein Hydrochinon nachweisen konnte, werden dennoch bei
der Nekrobiose schwarz. Dann muss also, das bei der
Arbutinspaltung gebildete Hydrochinon, das sonst im Stoff-
wechsel sofort weiter verarbeitet wird und dadurch nicht
nachzuweisen ist, unter Einfluss der Oxydase den schwar-
zen Stoff liefern, ein neuer Beleg also fiir die fortwahrende
Zergetzung des Arbutins.

Diese Oxydaselosung fiarbt ebenfalls Catechol, lasst je-
doch eine Tyrosinlosung unverandert und gibt keine Far-
benreaktion mit Parakresol (Vergleich unten bei Saliz).

Versuche mit Salix purpurea L.

Bei der ersten Arbeit im Jahre 19038 hatte ich schon
konstatiert, dass die direkt in kochendes Wasser gebrachte
Rinde von Salix purpurea Zweigen 0.6 °/, Glukose und
4.8 °/, Salicin enthielt, dagegen derartige im Trockenschrank
nicht zu schnell getrocknete Rinde 1.2 /o Glukose und
3.3 °/, Salicin. Beim Trocknen wurde also das Salicin zer-
setzt und Glukose gebildet; es gelang mir jedoch damals
nicht ein Enzym, das eine solche Wirkung hervorrufen
konnte, nachzuweisen.

Spater erzielte ich bessere Resultate: im Frihjahr 1908

1) Das Chromogen von Melampyrum pratense L, und Monotropa
Hypopitys L. ist kein Hydrochinon.
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wurde die Rinde junger Schosslinge mit 96 °/, Alkohol
ibergossen und an der Luft stehen gelassen. Der Alkohol
verdunstete zum Teil. Wasser wurde hinzugefiigt und die
Flussigkeit abfiltriert.

Die klare, gelbe Flussigkeit wurde mit einem Stiickchen
Thymol als Antiseptikum beschickt und enthielt, sich
selbst tiberlassen, pro 10 cc. nach 24 Stunden 9 mg. Glu-
kose, nach 2 x 24 Stunden 10 mg. Glukose, nach 4 x 24
Stunden 11 mg. Glukose. Drei Erlenmeyer Kolbchen, jedes
mit 10 cc. dieser Losung, wurden jedes mit 330 mg.
Salicin beschickt.

Nach 24 Stunden enthielt das Kolbchen 27 mg. Glukose.
Nach 2 x 24 ” » ,, ,, 44 , .
Nach 4 x 24 ” - » " 30 ,. ”

Beim Ersten war also 18 mg. Glukose durch Spaltung
des Salicing entstanden, beim Zweiten 82 mg., beim Dritten
19 mg. Von den 830 mg. Salicin war nach 24 Stunden
9 °/, nach 2 X 24 Stunden 17 °/,, nach 4 X 24 Stunden
wiederum nur 9 °/, gespaltet. Andere Versuche gaben
ahnliche Resultate, so erhielt ich z. B. eine Spaltung von
22 °/, und 26 9/, des hinzugefigten Salicins.

Dies deutet also entschieden auf das Vorhandensein
eines salicingpaltenden Ferments.

Bessere Regultate erzielte ich noch in folgender Weise:
junge Schosslinge von Saliz purpurea wurden im Morser
fein zerrieben, der Brei durch seidene Planktongaze koliert
und der Saft mit einem Uebermass von Alkohol versetzt.
Sofort wurde der Alkohol abfiliriert, der farblose Nieder-
schlag mit Alkohol gewaschen und in Wasger gelost.
Diese Ldsung enthielt weder Catechol noch Saligenin und
reduzierte nach Kochen und Abfiltrieren die Fehlingsche
Losung nicht. :

Wurde einem Teil dieger Losung 100 mg. Salicin hinzu-
gefigt, so war nach 24 Stunden 18 °/,, nach 2 x 24 Stunden
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bei 40” C. 28°/, und nach 8 % 24 Stunden 46°/, des Sa-
licins gespaltet. Diese Spaltung wurde in folgender Weise
nachgewiesen: die Flussigkeit wurde mit Aether ausge-
schittelt, und nach Entfernung des gelosten Aethers die
Glukosemenge bestimmt; der Aetherextrakt enthielt
Saligenin, das in der tblichen Weise erkannt wurde. Der
Aetherrest wurde namlich sublimiert, das Sublimat zeigte
die typische Kristallform, besonders beim Auskristallisieren
aus wasseriger Losung und gab ebenfalls die Reaktionen
mit Kupferacetat, Ferrichlorid und konzentrierter Schwefel-
sdure. Damit ist also das Vorhandensein eines salicinspal-
tenden Enzyms in den jungen Schosslingen und in der
Rinde von Salix purpurea nachgewiesen. )

Weil auch das Emulsin Salicin spaltet, war es notwendig
zu untersuchen ob dieses Enzym, Salikase, mit Emulsin
identisch sei. Dies war nicht der Fall, denn die Salikase
hatte keine Wirkung auf Amygdalin, weder wurde Blau-
siure abgespaltet, noch war Glukosebildung nachzuweisen,
von Amygdalase ?) ist das Salixenzym also auch verschieden.

1) Nachdem ich meine Untersuchungen schon abgeschlossen
hatte, konnte ich Einsicht nehmen von einer Mitteilung iiber ein
ealicinspaltendes Enzym. W. Sigmund (Sitzber. Akad. der Wiss.
Wien CXVII Bd. IX 1909 hat aus der Saliz caprea, S. alba, S. fragilis
und aus Populus alba, P, tremula, P, pyramidalis ein Enzym erhal-
ten, das Salicin spaltet und ebenfalls ans Calluna vulgaris und
Vaccinium Myrtillus ein Enzym, welches Arbutin in Hydrochinon
und Glukose spaltet. Ersteres wurde mit dem Namen Salikase, zweites
mit dem Namen Arbitase belegt.

2) Armstrong H. C,, Armstrong E. F. und HortonE.
Studies in Enzym Action XII The enzyms of emulsin. Proc. Roy.
Soc. 1908 haben gezeigt, dass das sogenannte Mandelemulsin, drei
spezifische Enzyme enthilt nl. 10 Gluco-lactase, 20. Amygdalase, die
Amygdalinin Amygdonitrilglykosid und Glukose spaltet, 30. §Glukase,
das eigentliche Emalsin. Caldwell und Courtauld Studies
in enzym Action. Proc. Roy. Soc. Londen 1907, haben zuerst die
Amygdalase in der Hefe nachgewicsen.
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Ebenfalls ist es von dem arbutinspaltenden Enzym ver-
schieden, denn dies hatte keine oder nur sehr schwache
Wirkung auf Arbutin und umgekehrt hydrolysierte die
Salikase das Arbutin nicht.

Obige Versuche mit dem Rindenextrakt zeigen ﬁberdles
dass nach einiger Zeit die Spaltung wieder riickgingig
werden kann, deuten also auf eine reversibele Wirkung der
Salikase hin., Croft Hill Y digerierte eine 40 prozentige
Glukoselosung bei 30" C. mit Hefemaltase und eine lang-
same Umwandlung in Maltose und Revertose fand statt.
Nach 5 Tagen war 325 °/o der Glukose umgewandelt,
nach 70 Tagen 14.5 °/,, damit war der Gleichgewichtszu-
stand erreicht. Bei weniger konzentrierten Zuckerlosungen
war der Gleichgewichtspunkt nicht der Namliche, bei 20
prozentiger Losung 9.6 °/, Maltose und Revertose, bei 10
prozentiger Losung 5.5 °/.. Spater hat Kohl? derartige
Versuche mit Invertin gemacht undistes Emmerling?
gelungen mit Hefeenzym aus Mandelsaulemtnlglykomd
und Glukose Amygdalin zu erhalten.

Ich fugte eine Salikaselosung, welche die Fehlingsche
Losung nicht reduzierte zu 10 cc. einer 5 prozentigen
Glukoselosung, die mit 30 mg. Saligenin beschickt war,
und machte drei derartige, ganz gleiche Losungen.

Die erste wurde sofort auf ihr Reduktionsvermogen ge-
praft und enthielt 50 mg. Glukose, die zweite nach 24
Stunden enthielt 47.6 mg. Glukose, die dritte wurde nach
24 Stunden gekocht mit Salzsaure, abfiltriert zur Entfernung
des gebildeten Saliretins ¥) und enthielt 50.1 mg. Glukose.

1) Croft Hill, Reversible zymohydrolysis Journ. Chem. Society.
Trans. 1898. In 1903 hat dieser Autor gezeigt, dass das Reversions-
produkt nur zum Teil Maltose, zam andern Teil Revertose ist. Journ.
Chem, Soc. T. 1903.

2) Kohl Beih. zum bot. Centralbl. XXXIII.

3) Emmerling. Ber. chem. Ges. Bd. XXXIV 1901.

4) Saligenin reduziert die Fehlingsche Losung nicht, Sahretme
reduziert sie.
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Dies deutet ebenfalls auf eine Salicinbildung hin, denn:
Salicin reduziert die Fehlingsche Losung nicht; ist
algo durch die Salikase ein Teil der Glukose mit Saligenin
unter Wasserabspaltung zu Salicin vereinigt, so muss das
reduzierende Vermogen kleiner werden. Wird spater das
gebildete Salicin durch verdliinnte Siure gespaltet, so muss
die Quantitit Glukose wieder die namliche sein wie vorher.
Bei andern derartigen Versuchen blieb jedoch die Quanti-
tat Glukose gleich gross, sodass es noch dahingestellt
bleiben muss, ob hier wirklich von einer Reversion die
Rede sei oder nicht.

Jedenfalls kann derart in der lebenden Pflanze die
Salicinbildung aus Saligenin und Glukose zu Stande kom-
men, die Bedingungen dazu in Erfiilllung gehen zu lassen,
gelingt in Vitro nicht so leicht.

Dieses Auffinden ‘eines salicinspallienden Enzyms in den
jungen Schosslingen der Saliz purpurea wirft auch ein tber-
raschendes Licht auf einige frither erhaltenen Ergebnisse.

Ich isolierte die Salikase aus jungen Schosslingen, die
Salicin enthielten und ebenfalls aus der Rinde, wo das
Salicin in steter Abnahme begriffen war und wo dennoch
in dieser Zeit durchaus kein Saligenin zu finden war.
Dies belegt, wie schnell die Umwandlung des Saligenins
vor sich gehen muss, eine Umwandlung, die wie ich
frither schon wahrscheinlich gemacht habe, das Catechol
als Endprodukt hat. ‘ ‘

Dies veranlasste mich meine frihere Untersuchungen
wieder aufzunehmen und in erster Linie noch einmal zu
prifen ob vielleicht nur eine ganz kurze Zeit das Saligenin
in bedeutender Quantitat zu finden wéare, denn wie schon
vorher gesagt wurde, hatte ich das Saligenin nur in ver-
schwindend kleinen Spuren in den Knospen nachweisen
konnen.
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Zu dieser Untersuchung brauchte ich ein gutes Trennungs-
verfahren des Catechols (Orthodioxybenzol) und des Salige-
nins (Orthooxybenzylalkohol), die beide bekanntlich im
Aetherextrakt der wasserigeh Losung zu finden sind.
Dazu wurde der Aetherrest in heissem Wasser gelost
und mit Bleiacetat versetzt, dessen Ubermass ich mit
Dinatriumphosphat entfernte. Nachdem die Flussigkeit
mit Aether ausgeschiittelt worden, war im Aetherextrakt
nur Saligenin zu finden, Catechol wurde durch das Blei-
acetat gefillt. ;

Hatte ich jedoch beide Phenolkorper, Saligenin und Cate-
chol neben einander nachzuweisen, so benutzte ich die eine
Halfte des Aetherextraktes zum Catecholnachweis, die andere
zur Saligeninbestimmung.

Der quantitative Nachweis des Saligenins geschah durch
Vergleichung des Sublimats mit dem einer bekannten
Menge reinen Saligenins, gerade wie fiir Catechol und
Hydrochinon klargelegt wurde. ‘

Zuerst verglich ich die Quantitat beider Phenolkorper
in 200 jungen Schosslingen derselben Straucher an ver-
schiedenen Daten beim Austreiben im Frahling,

25 April 1909 200 junge Schosslinge 84 mg. Catechol — Saligenin.

28 ” ” n ” ”n 26 ” 7 - . ”
2 Mai ” ” ” » 9 4 ” - ”
b ” ” ” 7 ” 1 ” »” - ”
8 » n 9 ” ” 2, ” 7 ”

16 ” ” n ” ” 1 ” ” 24 ”

28 ” " n 1” ” 35 ” n - ”

Juli Johannistriebe viel ,, N »

In der Rinde mehrjahriger Zweige war niemals, auch
nicht am 16, Mai, Saligenin zu finden, stets war Catechol
darin vorhanden.

In anderm Exemplaren fand ich im Jahre 1908 (Die
Daten sind deshalb nicht vergleichbar):
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10 April. 2000 junge Schoselinge 85 mg. Catechol.
2 , Saligenin.
271 , Glukose.
1026 , Salicin.
(Populin nicht bestimmt).

1 Mai 1908. 200 junge Schosslinge 0 mg. Catechol.
26 , Saligenin.
128 , Glukose. .
268 , Salicin.
60 , Populin,

Beim Austreiben im Frihling ist also in den Knospen
ziemlich viel Saligenin, jedoch nur ‘wahrend einiger Tage
zu finden, welche Tatsache erinnert an die Beobachtung
bei Fagus sylvatica, wo ich ebenfalls nur bei Knospen-
entfaltung, wahrend einer Periode starken Stofftransportes,
das Methylsalicylat, Spaltungsprodukt des Gaultherins,
nachweisen konnte. %

Bei Vacciniwm Vitis idaes ist ja auch derartiges von
Hydrochinon zu sagen.

In den & Kitzchen fand ich ebenfalls:

10 April 1908 pro 200 Katzchen kein Catechol, 6 mg.
Saligenin.

20 April 1908 pro 200 Katzchen 2 mg. Catechol, kein
Saligenin (Salicin 86 mg., Glukose 207 mg.).

Also wird auch hier das Saligenin nur wahrend sehr
kurzer Zeit so gespeichert und angehiuft, das es fiir uns
nachzuweigen ist, sonst wird es sofort weiter verarbeitet.

Ich versuchte auch ein Enzym aus Sdliz purpurea
zu erhalten, das auf Saligenin einwirkte.

1) Th. Weevers. Disserlatie. Onderzoekingen over Glukosiden
in verband met de stofwisscling der plant. 1902.



28

Das Verfahren war ganz dasselbe wie dasjenige zur
Bereitung der Salikase, dag erhaltene Rohprodukt war ein
Gemisch mehrerer Enzyme, wie ich unten noch weiter
dartun will. Hier interessiert uns jedoch eine Oxydase,
die ich in meiner ersten Arbeit Tyrosinase genannt habe.

Nach der neueren Nomenklaturvon Bach, Chodat ') und
Bertrand? ist dies jedoch unrichtig, denn die Tyrosinase
dieser Autore wird mit Parakresol fast unmittelbar gelb,
dann goldgelb und zuletzt wird die Flissigkeit triibe
und braun. Diese typische Tyrosinase firbt eine Tyrosin-
1osung nach einigen Stunden rotlich, spater schwarz und im
Allgemeinen kann man sagen, dass sie nebst Tyrosin
auch diejenige Benzolderivaten oxydiert, die eine Hydroxyl-
gruppe und eine Seitenkette am Benzolkern haben, be-
sonders die Paraverbindungen, weniger die Meta-, noch
weniger die Orthoverbindungen. »

Die Oxydase aus den jungen Teilen der Saliz purpurea
farbt eine Tyrosinlosung nickt und gibt keine charakteris-
tischen Reaktionen mit den drei Kresolen, bei allen erhilt
man eine schwache, zuerst milchartige, spater schmutzig
gefirbte Trubung, die beim Orthokresol noch am deut-
lichsten ist. Ebenso wird von den Dioxybenzenen das
Catechol, die Orthoverbindung am schnellsten oxydiert,
weniger gut die Paraverbindung (Hydrochinon), noch weni-
ger die Metaverbindung (Resorcin); das Enzym ist also
nicht Tyrosinase. Mit einer Catechollosung (10 mg. pro 1 c.c.)
die, sich selbst Uberlassen nur nach mehreren Tagen
sich dunkel farbt, zusammengebracht, gibt das Rohenzym
fast sofort eine grine Flissigkeit und schon nach finf
Minuten erhalt man einen schwarzen Niederschlag. (Wie

1) R. Chodat. Nouvelles recherches sur les ferments oxydants.
Arch. d. Sc. phys. et nat. Genéve. vol. 24.

2) Bertrand. Action de la tyrosinase sur quelques corps voising
de la tyrosine Aec. d. Sc. 1907,
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schon oben gesagt wurde, war die Rohenzymldsung eine fast
farbloge, etwas tribe Flussigkeit, die wahrend 24 Stunden
fast unverandert blieb.) '

Ebenfalls ist die Salizoxydase verschleden von dem
System Hydroperoxyd-peroxydase ), durch sein Betragen
den Kresolen gegentber, denn dieses System gibt mit
Orthokresol einen gelben, dann dunkelbraunen Stoff;
furbt eine Catechollosung zuerst gelb, dann braun bis
schwarz. Mit einer Guajakemulsion zusammengebracht,
gibt das System Hydroperoxyd-peroxydase die Guajak-
blauung, die Salixoxyvdase dagegen lasst die Guajakemulsion
unverandert, wenn H, O; hinzugefigt wird und oxydiert
eine Pyrogallollosung nicht. 3)

Das Rohenzym zerlegt Wasserstoffsuperoxyd in Wasser
und molekularen Sauerstoff und enthilt also eine Katalase
(Superoxydase).

Schoenbein®¥ hat zuerst die allgemeine Verbreitung
dieser Enzyme im Pflanzenreich nachgewiesen, spater

1) Die Peroxydase war aus Meerrettig bereitet und durch 96°/,
Alkohol gefillt, dann in Wasser gelost. Von Chodat wird dieses
System stets mit der Lakkase verglichen. Dieses Wort Lakkase wurde
von Bertrand zuerst fiir das Rohenzym aus Rhus vernicifera,
dem japanischen Lackbaum benutzt, spiter hat er mit dem Worte
Pilzlakkase, ein Enzym benannt, das er z. B, aus Russula species
isolierte. Letzteres wurde durch Aleohol nicht gefilit und so von
der ebenfalls anwesenden Tyrosinase getrennt, es oxydiert wie die
Rhus-Lakkase ganz -gut Hydrochinon zu Chinhydron, ebenfalls
oxydiert es Pyrogallo]l, bliut die Guajak-Emulsion und firbt die
Kresolen, ganz wie obengenanntes System Hydroperoxyd-peroxydase.

2) Das Rohenzym aus Saliz purpurea gibt eine violette Firbung
mit Salzsaurem Tetramethyl-p-Phenylendiamin, ist jedoch von der
Oxydase aus Bierhefe und der Spermase aus Gerstenmalz ver-
schieden, denn die Rohenzyme aus Saccharomyces cerevisiae und
Gerstenmalz firben eine Catechollésung nicht.

3) Schoenbein. Journ. prakt. Chemie. 1867,
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hat O. Loew ) sie mit dem Namen Katalase belegt und
ihre Bedeutung fur den Stoffwechsel studiert. Die Katala-
sen Loew’s gaben keine Guajakreaktion und keine Indo-
phenolprobe, ebensowenig wie unser Rohenzym.

Eine Katalase liegt also vor, die Frage ist nun ob neben
der Katalase noch eine andere Oxydase in den Salizknos-
pen vorhanden sei oder nicht.

Dazu verglich ich das Verhalten des Rohenzyms aus
Saliz purpurea mit dem einer aus Malz dargestellten
Katalaselosung. Letztere zeigte durchaus nicht die cha-
rakteristische Reaktion mit Catechol oder Saligenin, lasst
eine Losung dieser Stoffe unverindert. Ebensowenig erhielt
Loew mit seinen Katalasen pflanzlicher Herkunft eine
Reaktion mit Hydrochinon, wahrend das Salixrohenzym,
zwar aus Hydrochinon kein Chinhydron bildet aber die
Losung doch schnell braun farbt. R

Neben der Katalase muss also in dem Rohenzym noch
eine andere Oxydase vorhanden sein, die diese Reaktionen
mit den Benzolderivaten gibt, oder die Katalasen sind in
ihrem Verhalten, den aromatischen Korpern gegentber,
vollig von einander verschieden, sodass man mehrere
Kutalasen unterscheiden muss., Dies blieb unentschieden,
denn es gelang mir nicht durch Erhitzen des Rohenzyms
entweder die Eigenschaft der H,0,-Zerlegung oder der
Catecholschwarzung zu zerstoren, sogar beim Erwirmen
bis auf 90° C. blieben die Katalasereaktion und die Schwar-
zung der Catechollosung, obschon geschwicht, beide noch
ganz deutlich. Beim Erhitzen wahrend einer Minute auf
100° C. sind beide vollig zerstort.

In physiologischer Hinsicht interessierte mich natirlich
am meisten, wie sich das Enzym in Bezug auf das Sali-
genin verhalte. Figt man das Rohenzym zu einer Sa]igenin-

1) O. Loew. Zeitschr. Biolog. Bd. XLIIL
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losung so tritt zwar langsamer, aber am Ende dennoch
ebengo deutlich, wie bei Catechol, die Bildung des schwar-
zen, amorphen, in Wasser fast unldslichen Stoffes hervor ).

Obschon dem Anschein nach, die Zersetzung des Cate-
cholg sehr schnell geschieht, ist dies nicht der Fall, denn
man wird durch die intensiv schwarze Farbe sehr ge-
tauscht. Ganz dasselbe trifft fiir Saligenin zu ; ich beschickte
eine Losung von 1 mg. Saligenin in 2 cc. Wasser mit
einigen Tropfen der Rohenzymlosung und erhielt einen
sehr deutlichen Niederschlag. Die Losung enthielt jedoch
ebenfalls noch Saligenin, von dem 1 mg. war nur drei
Viertel verschwunden. e

Ich versuchte nun auch, ob diese beiden Oxydationen
des Saligenins und des Catechols von einem selben Enzym
verursacht wirden, und war bei der Trennung mittels
Erwarmens glicklicher als oben. Nach dem Erwirmen
der Rohenzymidsung bis auf 85 C. war die Oxydation des
Catechols noch ganz deutlich, eine Saligeninlosung blieb
dagegen vollig unverindert, offenbar liegen also zwei ver-
‘schiedene Enzyme vor, die ich bequemlichkeitshalber nach
ihren charakteristischen Reaktionen Catecholase und Sali-
geninase nennen mochte ¥ ; ersteres, die Catecholage, bildet

1) Ob dieser schwarze Stoff, mit den bei alkalischer Reaktion
aus Homogentisinsiure gebildeten Produkten identisch sei, konnte
ich nicht erforschen. Auch durch sehr wenig Alkali wird das
Catechol schwarz gefirbt, das Salix-Rohenzym braucht jedoch eine
alkalische Losung nicht, nur in zu stark sauren Media tritt die
Schwirzung nicht ein. ’

2) Beide konnen also nach Obenstehendem Katalasen sein, brau-
chen es jedoch nicht zu sein, in letzterem Falle jedoch miissen sie
von einer echten Katalase begleitet werden. Chod at. Ber.D. Chem.
Ges. Bd. XXXV hat gezeigt, dass Peroxydasen und Katalasen gleich-
zeitig vorkommen konnen, ohne sich bei Ausiibung ihrer spezifischen
Funktion zu stéren. '
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aus Catechol das schwarze Produkt, beide zusammen bil-
den aus Saligenin dem Anschein nach, denselben schwar-
zen Stoff; am Wahrscheinlichsten ist es also, dass die
Saligeninase das Saligenin zu Catechol oxydiere. Dies zu
beweisen gelang in Vitro nicht, weil ich die Saligeninase
nicht von der Catecholase trennen konnte und also das
gebildete Catechol gofort von letzterer Oxydase zersetzt
wurde.

Im Gewebe liegen die Verhaitnisse jedoch ganz anders,
da geschieht die Catecholzersetzung und Bildung des
schwarzen Stoffeg lediglich bei Nekrobiose, nicht im leben-
den Gewebe; ich meine weil die Catecholage in den Zellen
riumlich von dem Catechol getrennt ist!), dagegen die
Saligenase auf das Saligenin einwirken kann.

Dort in der lebenden Pflanze findet also nur die Um-
wandlung des Saligenins in Catechol statt, die Zersetzung
des Saligenins muss jedoch schneller geschehen als ich
in Vitro beobachten konnte. .

Jedenfalls liefert die Spaltung des Saligening mittels
der vereinigten Wirkung beider Oxydasen das Beispiel
einer Oxydation des Saligenins (Orthodioxybenzylalkohols
CsH, (CHy OH) OH wobei nicht, wie sonst stets im Labora-
torium der Fall ist Salicylsiure das Endprodukt ist. %)
Diese Spaltung beseitigt deshalb die Einwendung, die in
chemischer Hingicht wieder die Moglichkeit der Umwand-
lung des Saligenins in Catechol gemacht werden konnte.

1) Die Annahme einer riumlichen Trennung kommt mir viel
wahrscheinlicher vor, als die Erklirung Palladins (die Atmungspig-
mente der Pflanzen, Hoppe Seylers Zeitschr. 1908), dass eine Bildung
des Chromogens nur selten in den lebenden Pflanzen statt finde,
weil der durch das Enzym auf das Chromogen iibergetragene Luft-
sauerstoff durch Reduktasen wieder abgespalten werde.

2) Auf geloste Salicylsiure hatten die Enzyme durchaus keine
Wirkung. '
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Das Rohenzym oxydiert wie schon oben gesagt wurde
ebenfalls die Hydrochinonlosung. Eine sich selbst tiberlassen
mehrere Tage unverandert bleibende Losung dieses Korpers
wurde mit dem Rohenzym nach einer Stunde rotlich nach
sechs Stunden braunrot gefarbt, Dies stimimt also ganz
gut tberein mit der Wirkung des aus Vaccinium erhal-
tenen Rohenzyms. Es zeigte sich, dass dieses im Grossen
und Ganzen dieselben Reaktionen gibt!), ebenfalls Katalase
enthalt, aber Saligenin nicht oxydiert, die Saligeninase fehlt
hier also.

Bei der-ersten Arbeit hatte ich keine Gelegenheit die
etwaigen Anderungen der Quantitat des Catechols und
des Salicins beim Austreiben im Fruhjahr zu vergleichen,
darum habe ich einige diesbeziiglichen Versuche wieder-
‘holt und neue hinzugefilgt um desto besser konstatieren
zu konnen, ob die genannte Hypothese, das Catechol sei
das endgultige Spaltungsprodukt des Salicins, richtig ware
oder nicht.

Beim Austreiben in Wasser gestellter Zweige im Dun-
keln nimmt das Salicin bedeutend ab, das Catechol zu,
ich habe die Quantitat beider Stoffe verglichen und erhielt
folgendes Resultat.

2 Mai 1909. Rinde vor dem Austreiben im Dunkeln.
Catechol 021 ¢/, 90 mg.
* Salicin 2.36 °/, 987 ,

8 Juli 1909. Rinde nach dem Austreiben im Dunkeln %),
Catechol 0.45 °/, 1656 mg.
Salicin 1.67 °/, 619 ,

1) Das Vacciniumenzym gab eine schwache Indophenolreaktion.

2) Vor dem Austreiben wurden von dicken Aesten Stiicke abge-
schnitten und analysiert, die iibrigen Teile wurden in Wasser ge-
stellt und nach dem Austreiben der etiolierten Schosslinge analysiert.
Die Salicinbestimmung geschah wie in der ersten "Abhandlung
klargelegt wurde. :

Recueil des trav. bot. Néerl. Vol. VIL 1910. 3



34

120 junge Schosslinge
‘ Catechol 037 °/, 16 mg.
Salicin 3.0 °, 120 ,
kein Populin,  kein Saligenin
Zusammen nach dem Austreiben 181 mg. Catechol.
739 , Salicin.

Dag Catechol hatte also um 90 mg. zugenommen, das
Salicin um 248 mg. abgenommen, die Quantititen ver-
halten sich wie 36:100; die Molekulargewichte wie 88 : 100.

Das stimmt also ganz gut, ebenso wie die Ergebnisse des
in der ersten Abhandlung mitgeteilten Etiolierungsversuchs.

Vergleichen wir nun die Werte beim Austreiben der
Straucher im Freien, so bekommt man weniger gute
Resultate, denn die Teile bilden kein abgeschlossenes
Ganzes. Zufuhr und Abfuhr, Assimilation ist moglich, uber-
dies beeintrachtigt dag Vorhandensein des Populins die
Ergebnisse, wie ich weiter unten dartun will.

27 Marz. Rinde und Knospen. (Zweiglange 7.20 M.)
frisch 47 g. trocken 23.8 g.
Catechol 0.16°/, 38 mg.
Glukose 1.81°/, 422 ,
Salicin . 6.79°/, 1682

25 April. Knospen ausgetrieben.
a. Rinde. (Zweiglange 7.15 M.)
frisch 45 g. trocken 20 g.

Catechol 0.565°/, 110 mg.
Glukose 1.95°/, 3891
Salicin 465/, 909 ,

b. 250 junge Schosslinge trocken 4.8 g.
Catechol 0.46°/, 22 meg.
Glukose 195/, ©0 ,
Salicin 4.50°/, 216
Populin =~ 2.09°/, 100 ,
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Zusammen Salicin 11256 mg. also — 457 mg.
Populin 100
Catechol 132 + 94

n

Die Zunahme des Catechols verhalt sich zu der Abnahme
des Salicins wie 21 :100.

Auch in anderen Fallen, wenn ich die Quantititen Sali-
cins und Catechols vor und nach dem Austreiben nicht
gut vergleichen konnte, weil die Aste zu sehr verschieden
waren, fand ich immer eine starke Zunahme des Catechols
sowohl prozentisch wie absolut, ein neuer Beleg also, dass
Catechol das definitive Produkt der Salicinspaltung ist.

Ebenfalls tun dies neue Versuche mit halbierten Blattern,
bei denen die nichtliche Anderung der Quantititen des
Salicins und des Catechols verglichen wurden. ?)

Finf Versuche, jeder mit 200 halbierten Blattern wurden
an einigen Tagen gemacht und die gefundenen Werte addiert.

Ich fand far 1000 halbierte Blitter.
August. Abends 8 Uhr 1023 mg. Salicin, 83 mg. Qatechol.
: Morgens 5 Uhr 827 mg. Salicin, 142 mg. Catechol.

Das Catechol nimmt um 59 mg. zu, das Salicin um 196
mg. ab, beide Zahlen verhalten sich wie 80:100. Das Re-
sultat ist fast dasselbe wie bei den Versuchen im Jahre
1902, wo ich das Verhaltnis 81:100 fand.

In -der Rinde dagegen nimmt wahrend der Nacht das
Salicin zu, das Catechol ab; hier sind die Zahlen wieder
nicht so. gut vergleichbar, weil die Aste selbst nicht so
gut  vergleichbar sind und auch kein abgesch]ossenes
Ganzes bilden,

1) Derartige Versuche habe ich auch friiher angestellt, aber mit
einer viel kleineren Zahl Blitter, obige Resultate sind deshalb
genauer. Nur die Werte fiir Salicin und Catechol sind erwihnt,
diejenige fiir Glukose nicht.
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Auf 20 M. Zweiglange mit 1000 Blattern, war in der Nacht
die Zunahme des Salicins 4- 290 mg., die Abnahme des
Catechols 61 mg., also 21:100. .

Im Allgemeinen jedoch bestatigen diese Ergebnisse vollig
die Hypothese. In der Nacht wird in den Blattern das
Salicin gespaltet, das Catechol bleibt an der Stelle, Glukose
wird nach der Rinde transportiert und bildet dort aufs
neue Salicin mit Hulfe des dortigen Catechols.?) Am Tage
entsteht in den Blattern wieder neues Salicin aus Assimi-
lationsprodukten und wahrend der Nacht freigekommenes
Catechol, mit anderen Worten Catechol bildet aus dem
Transportstoff Glukose den transitorischen Reservestoff
Salicin.

Im Fruhjahr wird das Salicin der Rinde gespaltet und die
Glukose verbraucht, das Catechol bleibt zum grogsten Teil
gespeichert, teils in der Rinde, teils in den jungen Schoss--
lingen. Nur spater im Sommer, wenn wieder ein Ueber-
mass von Assimilationsprodukten der Rinde zufliesst, wird
dieses Catechol der  Rinde wieder in Salicin verwandelt,
dann ﬁimmt der Catecholgehalt wieder von 4+ 0.7°/, ab
bis 4+ 0.18°/,, dem Salicingehalt zu.

Diese Salicinbildung erfolgt auch ganz gutin unterirdischen
Teilen; die einige mM. dicken Wurzeln enthalten Salicin,
ebenfally Zweigstiicke, welche als Stecklinge gedient und
4 Jahre im Boden gestanden hatten.

In kleinen Strauchern mit viel Blattern ist im Herbst
der Salicingehalt der Rinde so hoch, dass er dem in den
Blattern gleichkommt, 6 bis 7°/, des Trockengewichts. %)
Wenn ich in dieser Zeit, zum Beispiel in den heissen Okto-
bertagen von 1908 (Temperatur 12 Uhr Nachmittags 70° C,,

1) Ob dabel Saligenin ebenfalls das Zw1schenprodukt ist, konnte
ich nicht entscheiden.

2) Fir grosse Striucher mit relativ wenig Blittern trifft dies
nicht zu.
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in der Nacht 4 b0¢ C) die Quantititen Catechol und
Salicin in den Blatthalften bestimmte, fand ich Abends
und Morgens gleiche Werte (pro 100 Blatthalften 9 mg.
Catechol, 80 mg. Salicin); die Blatter hatten in der Sonne
gestanden von Morgens 8 Uhr bis Mittags 2 Uhr. Ob
demnach die Salicinkonzentration die Stoffwanderung
beeinfluszt oder nur das Konzentrationsgefalle der Glukose
sie beherrscht, wire noch weiter zu untersuchen; Rywosch?)
hat darauf gewiesen, dass das Konzentrationsgefalle auch
durch die aus den Leitbiindeln in die umgebenden Zellen
austretenden Wassermengen zu Stande kommt.

Im November enthalten die gelben, eben abfallenden
Blatter (noch keine Nekrobiose, sonst werden sie schwarz)
pro 100 ganze Blatter: :

Catechol 8 mg.
Salicin 42 ,
Glukose 90 ,

Beide, Catechol und Salicin, also betrachtlich weniger
als im Sommer; auch das Catechol scheint also im Herbste
trangportiert oder im Stoffwechsel zerstort zu werden. %)
Letzteres kommt mir wahrscheinlicher vor, denn-der
Catecholgehalt der Rinde nimmt im Herbste nicht zu.

Das Populin der Saliz purpurea.

Beim Vorhergehenden habe ich absichtlich das Populin
noch vollig ausser Acht gelassen. In meiner ersten Arbeit
erwihnte ich das Vorkommen des Populins in der Rinde
und in den Blattern und fand den Populingehalt in den
Blattern Abends und Morgens fast gleich, ein Betragen

1) Rywosch. Zur Stoffwanderung im Chlorophyligewebe. Bot.
Ztg. LXVIL ' :
2) Vergleiche das auf Seite 12 dariiber Gesagte.
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dem des Salicins vollig entgegengesetzt ). Zur Bestimmung
extrahierte ich damals die Teile mit kochendem Wasser
und versetzte den Extrakt mit Bleiacetat und Dinatrium-
phosphat (es wurde nur heiss filtriert, damit das.Populin
nicht auskristallisierte). Die Losung brachte man auf Volum
und liess sie erkalten, filtrierte das ausgeschiedene Populin
ab und entzog dem Filtrat das noch geldoste Populin durch
Ausschiitteln mit Aether. Der Aetherrest und der Nieder-
schlag wurden mit Salzsdure gekocht und die gebildete
Menge Glukose auf Populin berechnet.

Weil ja eine derartige, zum Teil auf das Auskristalli-
gieren des Populing gestiitzte Methode, eben an sich etwas
Missliches hat, und das Ausschitteln mit Aether auch
Schwierigkeiten bot, suchte ich eine andere Bestimmungs-
methode, fand dabei jedoch erhebliche Schwierigkeiten.

Das Handelsemulsin spaltet Populin nicht und ebenso-
wenig Hefe-emulsin, dagegen. fanden Bourquelot und
Herissey,® dass das Emulsin des Aspergillus niger auch
Populin hydrolysieren kann. Ich bereitete daher ein Roh-
enzymgemisch aus diesem Pilz,7 indem ich ihn in
Raulinscher Flussigkeit bei 85° C. ziichtete und vor der
Sporenbildung die Kulturen im Morser zerrieb; den Brei
liess ich drei Tage mit einigen Tropfen Chloroform stehen,
presste denselben aus durch Planktongaze und filtrierte
den Presssaft. Dieser Saft mit 96 prozentigem Alkohol ver-
setzt gab einen weissen Niederschlag, der vom Alkohol
abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und zuletzt in Wasser
gelost wurde. So erhielt ich eine klare, farblose, die Feh-

1) Diese Bestimmungen waren jedoch durch die fehlerhafte
Methode nicht zuverlissig, sodass sie fiir das Studium der physio-
logischen Bedeutung des Populins wertlos sind.

2) Bourquelot et Herissey. Sur les propriétés de l’
mulsine des Champignons. Compt. Rend. CXXIL
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lingsche Losung nur sehr schwach reduzierende Flussig-
keit, die mehrere Enzyme enthielt. !

Zunachst prifte ich die Wirkung auf Populin.

Die Versuche geschahen stets bei einer Temperatur
von +4 40° C.

Nach einem Tage war von 100 mg. Populin 82°/, bei
anderen Versuchen nach drei Tagen 97°/, und 99°/, des
Populins gespaltet. Diese Spaltung wurde gemessen mit-
tels der gebildeten Glukose (von der zugefiugten Enzym-
losung war die Glukosequantitat bekannt). Uberdies
wurde am Ende des Versuchs die Flussigkeit mit Aether
ausgeschiittelt, im Aetherextrakte war dann Saligenin
(siehe oben) und Benzoesiure nachzuweisen.

Zur Identifizierung der Benzoesiure wurde der Aether-
extrakt sublimiert; der Beschlag gab das charakteristische
Bleisalz und Silbersalz 2 ungl mit Ammonia neutralisiert
erhielt ich nach Einengen der Losung und Hinzufugung
von - Wasser und eine Spur Ferrichloridlésung den isabel-
lafarbigen Niederschlag.

Das Rohenzym aus Aspergillus niger spaltet jedoch auch
ganz vorziiglich Salicin, Maltose und Saccharose, enthalt
daher Emulsin, Maltose und Invertin, wie diesbezlgliche
Versuche zeigten.

Wenn man darum das Rohenzym zur Populinbestimmung
verwenden wollte, musste in folgender Weise verfahren
werden: von einem Extrakt, das in der Ublichen Weise
aus Salixbldttern oder Rinde hergestellt war, musste die
Glukosequantitat nach Inversion mittels des Aspergillus-
enzyms bestimmt und davon abstrahiert werden:

1) Raciborski. Bull, int. Akad. d. sc. de Cracovie 1905 hat
in Aspergillus eine Oxydase nachgewiesen, die. Jodkalium zu Jo-
dium oxydiert. ' ‘ '

2) H. Behrens. Anleitung zur mikrochemischen Analyse.
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1°. die vorhandene Glukose,
2°, die Glukose, welche von Salicingpaltung durch Emulsin,
8°, die Glukose, welche von Maltosespaltung durch Maltase,
4°. die Glukose (Laevulose) die von Saccharosespaltung
durch Invertin herrihrt. v
Zum Beispiel 500 Blatter Saliz purpurea L. Trocken
36 g. August ’09.

Glukose 629 mg. 1.80°/,
Salicin-Glukose 1466 mg. Salicin 2829 mg. 6.65°/,
Saccharose-Glukose (Laevulose) 361 mg. 1.0 °/,
Maltose-Glukose 500 , 1,43/,
Aspergillus-Glukose 3007 , :

Also 8007 — (629 <+ 1466 -+ 8561 -+ B00) — 61 mg.
Populin-Glukose also 132 mg. Populin 0.38 °/,.

Diese Bestimmungsmethode hat jedoch nur Wert, wenn
eine relativ sehr bedeutende Quantitat Populin vorliegt,
denn die Bestimmungsfehler, die bei einer derartigen En-
zymspaltung niemals vollig zu vermeiden sind, kumulieren
sich bei dem Wert, den man fur das Populin berechnet. )

Fir Salix purpures ist also die Methode ungeeignet,
denn der Populingehalt ist klein und zeigt grosse indivi-
duelle Schwankungen; einige Exemplare haben Blitter
mit einem Gehalt von 1.9°/, bis 2°/,, in andern fehlt das
Glykosid in den erwachsenen Blattern fast ganz.

Stets jedoch tritt das Populin deutlich hervor beim
Austreiben im Fruahjahr, die jungen Schogslinge enthielten
anfangs Mai pro 100 Stuck 30 bis 40 mg. Populin, die

1) Das benutzte Emulsin hydrolisiert weder Saccharose noch
Maltose, das Invertin weder Salicin noch Maltose, die Maltase nur
Maltose. Die Behauptung Marino’s und Fiorentino's (Gazzetta
1906), dass Maltase auch Salicin spaltet, trifft fiir das von mir
benutzie Preparat nicht zu.
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etiolierten Schosslinge enthalten es durchaus nicht, eben-
sowenig wie Saccharose. Diese Tatsache erklart auch,
warum die gefundenen Werte des Verhaltnisses zwischen
Catechol und Salicin in den etiolierten Schosslingen und
deren Zweige 80 viel mehr wie in den normalen Zweigen
mit dem theoretischen Werte (88 : 100) tibereinstimmen.
Beim Austreiben der Zweige, die im Dunkeln in Wasser
gestellt werden, verhalten sich Catechol und Salicin wie
86:100, beim Austreiben der Zweige im Freien wie 21 : 100,
verhdltnisméissig ist die Abnahme des Salicins algo zu
gross. Die Erklarung liegt auf der Hand; bei letzterem
Versuch hat zwar das Salicin stark abgenommen, das Po-
pulin hat jedoch in den Schosslingen zugenommen. Popu-
lin namlich ist Benzoylsalicin, eine Ueberfilhrung des einen
Glykosides in das andere ist leicht zu erwarten (siehe unten).
Saliz purpurea mit seinem grossen Salicin- und kleinen
Populingehalt, war also kein geeignetes Objekt zum
Studium letzteren Glykosides und deshalb dehnte ich meine
Untersuchungen auf die Populusarten aus.

Versuche mit Populus-Arten.

Schon. langst ist das Populin in der Rinde und in den
Knospen und Blattern von Populus tremula L., P.nigra L.,
P. pyramidalis Rozier und P. monilifera Ait. aufgefunden
worden. ') Neben dem Populin kommt in den meisten
Species Salicin vor.

In allen von mir untersu(,hten Arten P. alba L., P.
pyramidalis Rozier, P. monilifera Ait, P. canadensis Mchzx,
P. balsamifera L. fand ich bedeutende Quantitaten Catechol,
das als das endgiltige Spaltungsprodukt des Salicins, aber
wahrscheinlich auch ded Populins zu betrachten ist.

1) Braconnot Ann. d. Chim. et de Phys. T. 44. S. 296,
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Populin ist Benzoylsalicin, man wiirde daher vielleicht
erwarten Benzoylcatechol als Spaltungsprodukt des Popu-
ling zu finden; dies trifft jedoch nicht zu.

Benzoylcatechol 10st sich schwierig in kaltem Wasser,
gut in heissem Wagser, Alkohol und Aether. Beim Aus-
schitteln des Warmwasserextraktes der Teile mit Aether
musste es also, wenn vorhanden, im Aetherextrakt zu fin-
den sein. Dieger Extrakt wurde daher in heissem Wasser
gelost und der beim Erkalten gebildete Niederschlag auf
Benzoylcatechol gepriift. Kein Sublimat war zu erhalten,
also kein Benzoylcatechol, denn, weil dieses ja ganz gut
sublimiert, hiatte man es im Beschlage finden miissen.

In Populus monilifera Ait, P. alba L. sowie Saliz purpu-
rea konnte ich also kein Benzoylcatechol nachweisen, das
Vorhandensein desselben war aber auch nicht wahrschein-
lich, denn aus den Knospen der Populus monilifera erhielt
ich ein Rohenzymgemisch, das nicht nur Salikase enthielt,
sondern auch Populin spaltete, welche Spaltung mir mit
dem Rohenzym aus Saliz purpures misslang. In Populus
monilifera liegt demnach noch ein anderes Enzym, das
ich Populase nennen mochte, vor. Bei einem Versuch
erhielt ich aus 100 mg. Populin, neben Saligenin und
Benzoesiure die im Aetherextrakt zu finden waren,
+ 12 mg. Glukose, also war 36 °/, des Populins gespaltet;
bei einem andern Versuch erhielt ich aus 100 mg. Popu-
lin + 26 mg. Benzoesaure, also war 80°/, des Populins
gespaltet. Ob bei dieser Spaltung zeitweilig Salicin gebildet
wird, konnte ich nicht entscheiden, wahrscheinlich ist es
jedoch, denn in einem Falle fand ich nach 24 Stunden

1) Es gelang mir nicht Populase und Salikase zu trennen, so-
dass die Wirkung der Populase allein auf Salicin nicht gepriift
werden konnte.
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sehr viel Benzoesdure und nur sehr schwache Reduktion
der Fehlingschen Losung.

Das Populin kann algo in der Pflanze leicht in Salicin
verwandelt werden, es gelang mir aber nicht, die Benzoe-
sdure in den Teilen zu finden, diese scheint sofort verar-
beitet zu werden.

Als erstes Objekt wahlte ich Populus monilifera, weil
nach van Ryn, ,die Glykoside” in den Blittern kein
Salicin vorhanden sein sollte.

Populin war in den Blattern vorhanden, obschon es bei
den kleinen Quantitaten, die ich zu meinen Versuchen
benutzte, aus den Extrakten nicht auskristallisierte. Wurde
jedoch der Blatterextrakt durch das Rohenzym aus Asper-
gillug niger gespaltet, o war Benzoesiure nachzuweisen.

Salicin war aber ebenfalls anwesend und zwar in ziem-
lich grosser Quantitdt und obschon also die Aussicht auf
eine genaue Populinbestimmung nicht gross war, unter-
suchte ich dennoch das Austreiben im Frahjahr und die
nachtliche Abfuhr aus den Blattern, leider mit'keinem
Resultat in Bezug auf das Populin, denn es zeigte sich,
dass ein so grosser Saccharosegehalt vorlag, dass von
einer Populinbestimmung nicht die Rede sein kounte.

- So fand ich im August in den Blattern:
1,1 bis 2/, Glukose, 1,6 bis 2,0 °/, Salicin, 0,8—0,8 °/, Maltose
4,8—5,7°/, Saccharose , 0,156 bis 0,20°/, Populin.

In den Zweigen im Sommer:
1°/, Glukose, 1.1°/, Salicin, 2°/, Maltose, 2°/,, Saccharose

=+ 0,2°/, Populin.

Es scheint mir jedoch, dass die Ergebnisse auch fiir
dasg Studium des Salicing und der Saccharose einigen
Wert haben, weshalb ich sie hier mitteilen will.

Versuch mit an den Biumen austreibenden Zweigen.
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27 Marz. Rinde und Knospen, trocken 70 g. )
Catechol  0.02 °/, 15 mg.
Glukose 1.20 , 838 ,
Salicin 1.90 , 1331
Saccharose 3.01 , 2106
17 Mai. Rinde und junge Schosslinge, trocken 65 g.

Catechol 0,06 °/, 38 mg.
Glukose 0.90 , 684 , .
Salicin 199 , 1295
Saccharose 1.0 668

Die Saccharose nimmt also bedeutend ab, 69 °/; des Gan-
zen, das Salicin hat nur wenig abgenommen 36 mg., hat
prozentisch sogar zugenommen, das Catechol hat um 23 mg.
zugenommen.

Bei einem zweiten Versuch mit Zweigen, welche im
Dunkeln in Wasser gestellt wurden, Wurzeln entwickelten
und ganz gut austrieben, war das Resultat folgendes:

29 Marz. Vor dem Austreiben, Knospen und Rinde,trocken 30 g
Catechol 18 mg.  0.04°/,
Glukose 224 0.74 °/,
Salicin b9 1.98 °/,
Saccharose 1198 , - 4.00°/,

16 Mai. Nach dem Austreiben der etiolierten Schosslinge.
Rinde trocken 21 g.
Catechol 34 mg. =~ 0.16°/,
Glukose 63 , 0.80 °/,
Salicin 511 , 2.43 °/,
Saccharose 80 0.38 ¢/,

1) Das Holz enthielt im Mirz weder Salicin, noch Saccharose,
im Mai kein Salicin aber kleine Quantititen Saccharose, so klein
dass letztere vernachlissigt werden konnten. ‘
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Junge etiolierte Schosslinge, trocken 2.6 g.

.Catechol 83 mg. 0.12°,
~ Glukose 53 ', 2.04 °/,
Salicin 50 , 1.92 ¢/,
Saccharose Spuren.
Zusammen. Catechol 37 mg.
" G@Glukose 116
Salicin 560

Saccharose 80 ,

Hier hatte die Saccharose noch viel stirker abgenommen,
das Salicin war um 85 mg. abgenommen, das Catechol
um 24 mg. zugenommen. _

Die Abnahme des Salicins ist in beiden Fallen klein
und sofort erregt es die Aufmerksamkeit, dass das Ver-
haltnis der Abnahme des Salicins und der Zunahme des
Catechols ganz verschieden ist von dem bei Salix purpurea.

Beim normalen Austreiben ist das Verhaltnis 64 : 100,
beim Austreiben in Wasser gestellter Zweige im Dunkeln
66:100, wahrend der theoretische Wert 88:100 ist. Die
Zunahme des Catechols ist also grosser als nach der
Abnahme des Salicins zu erwarten ware. Ich meine diese
Tatsache dadurch erklaren zu konnen, dass das Populin
ebenfalls gespaltet wird und bei der Spaltung, welche
vielleicht das Salicin als Zwischenprodukt liefert, auch
Catechol das Endprodukt ist?). Leider war eine genaue
Populinbestimmung hier. nicht moglich, sodass die An-
nahme nicht kontrolliert werden konnte.

~ 1) Das sus den Knospen erhaltene Rohenzym enthielt, ebenso wie
bei Saliz purpurea Katalase. Zu derartigen Versuchen mit Catechol
und Saligenin wie bei Saliz purpurea eignet das Rohenzym sich
nicht so gut, weil es nicht so rein erhalten werden konnte und
sich selbst liberlassen, bald an der Luft sich braunte. Beim Zusatz
von H,0, wird die Guajakemulsion gebliat.
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Ich beobachtete hier in Bezug auf das Populin wieder
dasselbe Verhalten, wie bei Saliz purpurea, die etiolierten
Schosslinge enthielten zwar Salicin, aber kein Populin,
im Gegensatz zu den normalen griinen Schosslingen, wo
beide vorlagen; ebenfalls war Saccharose in den etiolier-
ten Schosslingen nicht vorhanden.

In den ruhenden Knospen ist nur Salicin, kein Populin
oder Saccharose zu finden. Beim Austreiben erscheinen
vorlibergehend auch Spuren Saligenin. Benzoesiure konnte
ich niemals auffinden. )

Ich hatte nur die Gelegenheit fast reife mannliche
Katzchen, keine weiblichen zu analysieren, fand in ersteren
pro 100 Katzchen: :

19 mg. Catechol  0.11 °/,
526 , Glukose 3.09 ¢/,
65 , Salicin 0.38 °/,
511 , Saccharose 8.— °/,

Jetzt noch einige Betrachtungen tber den Rohrzucker,
dem man friher keine allgemeine Bedeutung zuschrieb,
der jedoch durch spatere Untersuchungen mehr in den
Vordergrund getreten ist.

Fraher kannte man gewissermassen nur die Saccharose
beim Zuckerrohr, bei der Zuckerribe und in einigen
anderen Pflanzen, wo sie ebenfalls als Reservestoff zu
betrachten war, Nachher haben Schulze und Frank-
fort!) mittels der Fallung durch Strontianhydroxyd und
hat Bourquelot?® mit Hulfe der Invertinspaltung und
durch Beobachtung der Rotation das Vorhandensein der
Saccharose in sehr vielen Pﬂanzeharten, ja in fast allen

1) Schulze und Frankfort. Zeitschrift physiol. Chem. Bd. XX.
2) Bourquelot, Em. Le sucre de canne dans les végétaux.
Journ d. Pharm. et de Chim. 1903,
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Keimpflanzen und auch in den Blattern z.B. der Kirsche
Birne, Erle, Hasel ) nachgewiesen. In 1898 haben Brown
und Morris?® durch ihre eingehenden Versuche mit
Tropaeolum gezeigt, dass die Saccharose bei der Assimila-
tion eine wichtige Rolle spielen kann; sie behaupten sogar
dass der ganze erworbene Kohlenstoff zunichst in Rohr-
zucker ubergefithrt werde, welche Behauptung jedenfalls
noch nicht bewiesen ist. - Gewiss nimmt in den Blittern
von Tropaeolum und von Beta vulgaris L.® am Tage die
Saccharogequantitdt zu und nimmt wahrend der Nacht
ab, der Rohrzucker ist demnach als ein Reservestoff zu
betrachten, der bei der Assimilation voritbergehend ge-
speichert werden kann, weil der Transport der Assimilate
nicht so schnell vor sich geht wie die Bildung.

Hier bei Populus monilifera ist, wie das Retragen im
Fruhjahr zeigt, der Rohrzucker ebenfalls als ein Reserve-
stoff zu betrachten, der beim Austreiben benutzt wird und
auch sein Verhalten in den Blattern schliesst sich dem
von Brown und Morris bei Tropaeolum Beobachteten an.

August 1908 33 halbierte Blatthalften Abends 8 Uhr.
Catechol 13 mg.
Glukose 36
Salicin 1652
Saccharose 276

Kontrollversuch am folgenden Morgen.
Catechol 19 mg.
Glukose 37 ,
Salicin 127
Saccharose 180 ,,

1) Lippmann. Chemie der Zuckerarten. .
2) Brown und Morris. Journ of the Chem. Society. 1893.
3) Gerard. Compt. Rend. T. XCVIL
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Die Saccharose hat also wahrend der Nacht um 35 °,
(in einem andern Versuche um 32 °,) abgenommen, das
Salicin um 16 ¢/, abgenommen, das Catechol zugenommen;
die Zunahme des Catechols verhalt sich zu der Abnahme
des Salicins wie 24 : 100. Die Beobachtungen an Populus
monilifera bestiatigen also das in Bezug auf Salicin und
Catechol bei Saliz purpurea Gesagte.

Aus den jungen Schosslingen von Populus monilifera
erhielt ich in derselben- Weise wie oben ein Rohenzym-
gemisch, das Invertin, Maltase, Salikase, ein Populin-
spaltendes Enzym, Populase, tberdies Katalase, und wahr-
scheinlich Catecholase und Saligeninase enthielt. Butke-
witsch?® fand in der Rinde viel Diastase; auch hier also
lenkt 1) eine stattliche Zahl Enzyme den Stoffwechsel,
gerade 80 wie Shibata? fur wachsende Bambusschosslinge
beobachtete und Went9 z.B. fir Monilia sitophila nachwies.

Einige Bestimmungen der Blitter von ‘Populus canescens
Sm. und Populus alba L. ergaben auch dort das Vorhanden-
sein von Salicin, Populin und Saccharose; das Populin
kristalligsiert zwar leichter aus den Extrakten aus, aber der
Gehalt ist ebenfalls klein, sodass diese Arten sich ebenso-
wenig zum Studium der Bedeutung des Populins eigneten.
Besgere Resultate versprach Populus tremula L., weil
nach Van Ryn, ,die Glykoside”, das Populin daraus be-
reitet wird. In der Rinde fand ich jedoch nur Spuren
Populin im Herbste. In den Blittern war der Populinge-
halt, obschon grosser als bei den Ubrigen Species (0,3—0,6 %),

1) Auf Eiweiss spaltende Enzyme habe ich das Rohenzym nicht
untersucht.

2) W.Butkewitsch. Biochem Zeitsch. X. 1908,

3) K. Shibata. Bot. Mag. Vol. XVIL

4) F. A. F. C. Went. Jahrb. Wiss. Botanik. Bd. XXXVL
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dennoch klein in Bezug aufden Salicingehalt (2 %) und den
Saccharosegehalt (59%), sodass die Bestimmung mit dem
Agpergillusenzym keine genaue Resultate gab,

Die Saccharose verhielt sich hier ganz wie bei Populus
monilifera, ebenfalls das Salicin; ersterer Stoff nahm
wiahrend der Nacht um 209% ab, letzterer um 26%. Das
Catechol nahm zu; eine genaue Bestimmung war jedoch
durch anwesendes Harz unmoglich. Im Allgemeinen be-
statigen also diese Ergebnisse das. bei Salix purpurea
Gesagte.

Recueil des trav. bot. Néerl. Vol. VIL. 1910. 4



ZUSAMMENFASSUNG DER RESULTATE.

. Das Arbutin ist bei Vaccinium Vitis idaea als ein

Resgervestoff zu betrachten, der hauptséchlich in den
Blattern lokalisiert ist und beim Austreiben der jungen
Schosslinge im Frihjahr benutzt wird.

. Diesem Verbrauch geht eine Spaltung mittels eines
Enzyms voran; bei dieser Spaltung werden Hydro-
chinon und Glukose gebildet. Ersteres bleibt zum
Teil in den alten Blattern und jungen Teilen gespeichert
und wird wieder zu Arbutin zuriick gebildet, wenn
die Assimilation anfangt, zum Teil wird es sofort beim
Entstehen im Stoffwechsel weiter abgebaut. Im Herbste
ist kein freies Hydrochinon in den Blattern vorhanden.
. Pirus communis enthalt nur kleine, sehr wechselnde
Quantititen Hydrochinon, jedoch verhiltnisméassig
viel grossere Mengen eines Hydrochinonglykosides,
das wahrscheinlich mit Arbutin identisch ist. Dieses
Glykosid spielt ebenfalls die Rolle eines Reservestoffs,
der in den Blattern gebildet und in der Rinde, weniger
im Holze der oberirdischen Zweige aufgespeichert wird.
. Beim Austreiben im Frahjahr wird das Glykosid
konsumiert, nach vorhergehender Spaltung mittels
eines Enzyms. Das aromatische Spaltungsprodukt,
Hydrochinon, bleibt wiahrend einiger Zeit beim Austrei-
ben vollig gespeichert; die Zunahme des Hydrochinons
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verhilt sich also zu der Abnahme des Arbutins wie
die Molekulargewichte. Nach dem Anfang der Assi-
milation nimmt das Hydrochinon schnell ab, das Ar-
butin zu und bildet Hydrochinon aus dem Transport-
gtoff Glukose den Revervestoff Arbutin.

5. Aus den jungen Schosslingen von Salix purpurea L.
und Populus monilifera Ait. erhielt ich ein Rohenzym-
gemisch, das Salicin in Glukose und Saligenin spaltet.
Einige Versuche deuten auf eine reversible Wirkung hin.

6. In jungen Schosslingen und in der Salix-Rinde, die
dieses Enzym, Salikase enthielten und wo das Salicin
in Abnahme begriffen war, konnte ich dennoch oft
kein Saligenin nachweisen, ein neuer Beleg fir die
schnelle Umwandlung des Saligenins, wobei nach zahl-
reichen Versuchen Catechol das Endprodukt bildet.

7. Beim Austreiben im Frithling erscheinen wahrend
einiger Tage ziemlich grogse Quantitaten Saligenin in
den jungen Schosslingen und Kitzchen ) und fehlt das
Catechol fast vollig. Innerhalb einiger Tage andert sich
der Zustand ginzlich, Saligenin verschwindet wieder,
Catechol tritt schnell auf. Die Rinde zeigt diesen Sali-
geningehalt nie.

8. Das aus den Salix purpurea Knospen erhaltene Roh-
enzymgemisch enthielt nebst Salikase und Katalase,
zwei spezifische Oxydationsenzyme, welche von Lak-
kase und Tyrosinase verschieden sind.? Sie wurden,
ihren charakteristischen Reaktionen gemiss mit den
Namen BSaligeninase und Catecholase belegt. Beide sind
durch Erhitzen zu trennen, denn bei 85° C. war die
Saligeninase zerstort, die Catecholase jedoch nicht.

1) Nur minnliche Kitzchen wurden untersucht.
2) Ebenfalls sind sie von den Oxydasen aus Bierhefe und
Gerstenmalz verschieden.

4%
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Letztere zersetzt das Catechol unter Bildung eines
schwarzen, in Wasser fast unloslichen, amorphen
Stoffes und hat keine Wirkung auf Saligenin. Beide
zusammen bilden dem Anschein nach, aus Saligenin
dasselbe Endprodukt wie die Catecholase aus Cate-
chol. Die Annahme liegt also auf der Hand, dass
die Saligeninase aus Saligenin Catechol hilde. Diese
Oxydationsspaltung des Salicylalkohols ist also von
einer Oxydation im Laboratorium, wobei stets Sallcyl-
sdure entsteht, durchaus verschieden.

In den lebenden Geweben scheint also die Catecho-
lage rdumlich von dem Catechol getrennt zu sein, so-
dass die Bildung des schwarzen Stoffes nur bei Nekro-
biose hervortreten kann, die Saligeninase dagegen ist
vom Saligenin nicht raumlich getrennt, sodass die
Catecholbildung erfolgen muss.

Die Abnahme des Salicins und die Zunahme des Cate-
chols verhalten gich beim Austreiben der im Dunkeln
in Wasser gestellten Zweige fast wie die Molekular-
gewichte (100:86). Beim Austreiben an der Pflanze im
Freien ist das Verhaltnis weit mehr vom theoretischen
‘Wert verschieden (100:21). Die Abnahme des Salicins
ist verhaltnismaissig zu gross, was meiner Meinung
nach, zum Teil durch die Populinbildung auf Kosten
des Salicins erklart wird. In den grinen, jungen
Schosslingen namlich ist viel Populin, in den etio-
lierten gar keines.

Im ganzen Sommer wird das Salicin tagstiber in den
Blattern gebildet, in der Nacht zum Teil gespaltet
und die Glukose nach der Rinde transportiert, wéh-
rend das zuriickgebliebene Catechol am folgenden Tage
wieder neue Glukose zu Salicin bindet. Kommt jedoch
im Herbst der Salicingehalt in der Rinde dem in den
Blattern gleich, so wird der Transport gehemmt, die
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nichtliche Salicinabnahme und Catecholzunahme hal-
ten ein.

Der Populingehalt fritt in den Blattern und in der
Rinde von Saliz purpurea gegeniiber den Salicingehalt
sehr zurtck, und zeigt grosse individuelle Schwan-
kungen; die ausgearbeitete Bestimmungsmethode gab
daher keine zuverlassige Ergebnisse in Bezug auf die
physiologische Bedeutung des Populins.

Ebenso war dies der Fall bei Populus monilifera Ait. und
Populus tremula L, Das Salicin und Catechol verhalten
gich hier im Grossen und Ganzen wie bei Salix purpu-
rea; das Austreiben der Knospen untersuchte ich
bei P. monilifera und fand hier die Zunahme des Ca-
techols im - Verhaltnis zu der Abnahme des Salicins
zu gross (61:100). Diese Tatsache ist dadurch zu
erklaren, dass das Catechol ebenfalls das Endprodukt
der Populinspaltung ist. Ich erhielt namlich aus die-
sem Objekt nebst Salikase noch ein anderes Enzym,
die Populase, die Benzoesiure vom Populin (Benzoyl-
salicin) abspaltet, sodass Saligenin- und Catecholbil-
dung leicht aus Populin stattfinden kann. Im Roh-
enzym der Knospen fand ich tberdies Katalase,
wahrscheinlich Saligeninase und Catecholase. _

Etiolierte Schosslinge enthielten lediglich Salicin,

kein Populin,  normale Schosslinge beide Glykoside
ebenso wie bei Salix purpurea.
Saccharose wurde bei Salix purpurea L., Populus
alba L., Populus monilifera Ait.,, Populus tremula L.
nachgewiesen, bei den drei letzteren in grossen
Quantitaten.

Der Rohrzucker bildet in der Rinde einen Reserve-
stoff, der beim Austreiben verbraucht wird. In den
Blattern wird er am Tage gespeichert, nimmt jedoch
wahrend der Nacht in diesen Teilen ab und hjuft
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sich in der Rinde an. Aus den jungen Schosslingen
erhielt ich auch Invertin.

Die Versuche mit Vaccinium Vitis idaea L., Pirus
communis L., Salix purpurea L., Populus monilifera
Ait. und Populus tremula L. bestitigen also die Hypo-
these, dass die Verbindungen der Benzolderivate mit
Kohlenhydraten zur Bildung schwer diosmierender
Stoffe dienen, die sich zur Aufspeicherung der Zucker
in den Zellen eignen.

AMERSFOORT, August 1909.



NACHTRAG.

Nachdem ich meine Arbeit schon abgeschlossen hatte,
erhielt ich Einsicht von zwei neuen Mitteilungen ) auf dem
Gebiete der Oxydasen, welche Mitteilungen sich bemuhen
den Enzymcharakter der Lakkase in Abrede zu stellen.
Obschon die obenerwahnten Salixoxydasen von Lakkase
durchaus verschieden sind, schien es mir doch erwtinscht,
diese Untersuchungen eingehend zu betrachten, ins be-
sondere weil Dony-Hénault seine Betrachtungen auch auf
andere Oxydasen ausdehnt. Schon Bertrand, der Entdecker
der Lakkase hat auf den Mangangehalt der Rhus-Lakkase
gewiesen und gezeigt, dass das Mangan bei der Oxydation
des Hydrochinons zum Beispiel eine bedeutende Rolle spielt.
Ebenfalls stellte Bertrand fest, dass die Lakkase gegen
kleine Zusitze von Sauren sehr empfindlich ist und schloss
‘aus diesen Beobachtungen, dass die Rhus-Lakkase ein
Enzym ist, dem die Formel Mn. R. zukommt, in welcher
Formel R. eine sehr schwache organische Saure darstellt,
vielleicht von proteidem Charakter. :

Trillat?® behauptet, dass aromatische Stoffe in eiweiss-
haltigen Losungen, durch kleine Mengen von Mangansalzen,
bei schwach alkalischer Reaktion schnell oxydiert werden.
Dony-Hénault stellte nun ein gewissermassen, kinst-
liches Enzym dar, indem er 26 g. arabisches Gummi,
3 g. Manganformiat, 2 g. Natriumkarbonat und 10 gr. Seignet-

1) O.Dony-Hénault Contribution & Pétude méthodigue des
oxydases. Bull. de ’Acad. roy. de Belgique 1908 und 1909.

Hans Euler und Ivan Bolin. Zur Kenntniss biologisch
wichtiger Oxydationen. Hoppe Seylers Zeitschr. f. physiol. chemie 1908,

2) A. Trillat. Compt. R. 1903, S. auch Czapek Biochemie
der Pflanzen.
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tesalz in 300 c.c. Wasser 10ste, die Losung durch Glaswolle
filtrierte, mit Alkohol versetzte und den mit Alkohol ge-
waschenen Niederschlag wieder in Wasger 16ste. Dies wurde
noch einmal wiederholt und der erhaltene Niederschlag
bestand hauptséichlich aus Gummi, enthielt jedoch Mangan
und war schwach alkalisch, die Salze werden also bei
der Alkoholfallung der Kolloide mitgerissen.

Die also erhaltene, kiinstliche Enzymlosung zeigte die
Reaktion mit Guajakemulsion (Blauung ohne Hinzufugung
von H,0,) und oxydierte Hydrochinon zu Chinhydron. )

Nach den Beobachtungen Trillat’s ist dies nicht tber-
raschend, weil ja Mangansalze anwesend sind und die
Reaktion alkalisch ist; Dony-Hénault schliesst hieraus
jedoch, dass die Lakkase nicht in der Pflanze praformiert
zu sein brauche. Dieser Autor hat auch sehr eingehend
untersucht, dass zwar Mangansalze allein einen fordernden
Einfluss auf die Hydrochinonoxydation haben, und ebenfalls
die Hydroxylionen, dass die Wirkung beider Faktore kom-
biniert jedoch viel grosser ist, als aus einer einfachen
‘Addierung beider Wirkungen hervorgehen wiurde.? Die
Hydroxylionen tiben entscheidend kriftiger Wirkung aus
und ihre Konzentration braucht daher nur ausserordent-
lich schwach zu sein. Die Hinzuftgung von Seignettesalz
macht die Wirkung gegeniiber Guajakemulsion, welche
sonst schwach bleibt, viel stirker, wahrscheinlich weil
das Salz die Ausfallung der Mangansalze durch das Al-
kali verhindert. .

Eigentamlich ist es auch, dass ein derartig angefertigtes
‘Enzym gegen Erwirmen bis auf 100 C. empfindlich ist,

1) . Das kiinstliche Enzym gab die Guajskolreaktion nicht. Dony-
Henault zeigte jedoch, dass diese nicht von Mangansalzen, son-
dern von Eisensalzen mit Hydroxylionen kombiniert, hervorgeru-
fen wird.

2) Dies erinnert an das Verhalten von Enzymen in Bezug auf
ihre Ko-Enzyme. .
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dann wird seine Wirkung sehr geschwicht, obschon nicht
vernichlet, (Nach 15 auf 100° C. verursachte das Enzym
noch eine sehr deutliche Hydrochinonoxydation und
schwache Bliuung der Guajakemulsion).

- Wenn der Autor daher sagt: ,Il y a lieu de con31derer
comme purement fantaigiste et denué de tout fondement
expérimental réel, la conception de la nature diastasique
de la laccase. La laccase n’existe pas dans les arbres &
laque. C’est une création accidentelle de la précipitation
alcoolique,” 80 scheint mir dieser Schluss doch etwas ver-
friht; es ist noch nicht bewiegen, dass die Wirkung der
Lakkase ausschliesslich von dem darin anwesenden Man-
gan und den freien Hydroxylionen verursacht wird, weil
ein kinstliches Praparat eine ahnliche Wirkung hervor-
rufen kann.

Bertrand glaubt den organischen Bestandteil der
Lakkase auch in andern Pflanzen z. B. Medicago satliva
gefunden zu haben und er nannte diesen Stoff ebenfalls
Lakkase. Euler und Bolin haben dieser Lakkase, welche
an und fur sich keine Oxydation des Hydrochinons her-
vorrufen kann, Mangalsalze hinzugefugt. Es zeigte sich,
dass die Lakkase den Oxydationsverlauf beschleunigt und
dass sehr schwach saure Praparate (Indikator Phenolphta-
lein) ebenfalls Hydrochinon oxydierten im Gegensatz zu
den Betrachtungen Dony-Hénault’s.

Ueberdies wurde die untersuchte Lakkase durch Kochen
ihrer Losung nicht geschwicht, sodass sie zwar einen
Katalysator enthalt, aber kein Anlass besteht, die Lakkase
vom Medicagotypus zu den Enzymen zu rechnen. Diese
Medicago-Lakkase enthielt jedoch organische Sauren, -deren
Natriumsalze die Oxydation des Hydrochinons in noch
hOherem Grade beschleunigen. )

1) Don y-H enault behauptet dagegen, dass diese Natrium-
salze der schwachen organischen Siuren freie Hydroxylionen ent-
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Mich interessierte natirlich am meisten, wie sich einer-
seits das kiinstliche Enzym von Dony-Hénault gegen-
iiber Catechol verhalte und andererseits, ob die oben-
stehenden. Betrachtungen auch fir die ‘Salixoxydasen
zutreffen wiirden.

Wenn ich nach den Vorschriften Dony-Hénault's die
Lakkase anfertigte, so erhielt ich ein Praparat, das mit
Guajak und Hydrochinon vorziglich reagierte, jedoch eine
Catechollosung nach 24 Stunden nur sehr schwach, und
eine Saligeninlosung gar nicht farbte, sodass die kiinst-
liche Lakkase in ihrer Wirkung durchaus von der Cate-
cholase und Saligeninase verschieden ist.?)

Auch prafte ich das gesaminte Rohenzym aus Saliz
purpurea, denn eine Trennung war ja unmoglich, auf
Mangan. Dabei benutzte ich die Bildung der blaugrinen
Perle: wenn man namlich manganhaltige Salze mit wasser-
frelem Natriumkarbonat am Oehr eines Platindrahtes
zusammenschmilzt, so entsteht nach dem Erkalten eine
blaugriin gefarbte Perle, deren Farbung in der reduzie-
renden Lotrohrflamme verschwindet, beim Einbringen in
die oxydierende Lotrohrflamme wieder zum Vorschein
kommt.

Das Rohenzym aus Selix purpurea zeigt die Mangan-
reaktion nicht.

Die Reaktion der Rohenzymldosung war mit Lakmus-
papier neutral, mit Rosolsiure schwach alkalisch; besonders
gchwach bei dem Rohenzym aus den jungen Teilen, dem
die kraftigste Wirkung zukommt. Die obenerwihnten

halten, worauf die Wirkung zuriickgefiihrt werden konnte, wihrend
Phenolphtalein hier als Indikator untauglich sei.

1) Natriumkarbonat z. B. firbt eine Catechollésung schnell griin,
dann braunschwarz; m. a. W. Hydroxylionen iiben eine starke
oxydierende Wirkung auf Catechol aus.
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Reaktionen des Rohenzyms mit Saligenin, Catechol u. s. w.
wurden also in sehr schwach alkalischer Losung zu Stande
gebracht, aber diese Gegenwart freier Hydroxylionen ist
keine unerlassliche Bedingung, wie aus Folgendem her-
vorgeht.

Die Rohenzymlosung wurde mit Spuren HCl versetat,
bis die Flussigkeit mit Lakmuspapier und Rosolsiure
schwach sauer reagierte, dann zeigte sie die Reaktion mit
Catechol dennoch ganz vorzuglich. So war auch der aus
den alten Blattern ausgepresste Saft deutlich sauer (Lak-
muspapier), und gab eine schnelle Schwarzfarbung des
Catechols. Figt man der Enzymlosung jedoch mehr
Salzsaure hinzu, so wird die Oxydation sehr stark ver-
zogert und gehemmdt. -

Die Betrachtungen Dony-Hénault’s haben deshalb
hier keine Gultigkeit, weder fur die Catecholase, noch
fir die Saligeninase, denn Mangan ist abwesend und die
Anwesenheit freier Hydroxylionen wirkt zwar fordernd,
ist jedoch kein Erforderniss.

Darauf deutet schon der Umstand hin, dass die Guajak-
reaktion, welche von der Kombination freier Hydroxylio-
nen mit Mangansalzen so stark hervorgerufen wird, hier
durchaus nicht eintritt.

Die Rohenzymldosung farbt eine Salicylsaureldsung nicht,
das deutet darauf hin, dass ebensowenig wie Mangan-
ionen, hier Eisenionpn anwesend seien, ?)

1) Ein Beweis ist dies freilich nicht, denn schon Schénbein
beobachtete, dass Gerbstoffe z. B. auf die Guajakbliunng hemmend
wirken.

2) In der Asche der kleinen Quantitit des Rohenzyms (aus
jungen Teilen denn aus erwachsenen ist es nicht sorein), woriiber
ich im Herbste verfiigen konnte, war mittelst der Reaktion mit
Ferrocyankalium ebensowenig Eisen nachzuweisen,
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Es schien mir nun auch erwiinscht zu prafen, wie sich
das System Hydroperoxyd-peroxydase, das von Chodat
mit der Lakkase verglichen, ja fast identifiziert worden
ist, verhalte Y). Die Peroxydase erhielt ich aus dem Meer-
rettig, durch Abschaben und Auspressen. Der Presssaft
wurde mit Alcohol versetzt und der Niederschlag mit
Alcohol ausgewaschen, zuletzt in Wasser gelost. Diese
Losung oxydierte, nach Hinzufigung von Wasserstoff-
superoxyd Guajak und Catechol energisch, gab eine sogar
stirmische Reaktion mit Hydrochinon, war jedoch deut-
lich sauer (Indikator Lakmus, Lakmoid und Rosolsaure)
und gab keine Manganperle. Hier treffen also die Betrach-
tungen Dony-Hénault's ebensowenig zu.

Ebenfalls stellte ich ein Enzym aus Russulu emetica Fr.
in derselben Weise dar. Dies oxydierte schnell Tyrosin (ent-
hielt also Tyrosinase, was bei den andern nicht der Fall
war), bildete aus Hydrochinon viel Chinhydron, blaute
schnell ohne H,0, die Guajakemulsion und farbte eine
Catechollosung zuerst gelb, spater braunschwarz.

Eine Saligeninlosung blieb vollig unverindert.

Hier war die Reaktion mit Rosolsiure alkalisch und
war deutlich Mangan anwesend, sodass die Ubereinstim-
mung mit der Lakkase gross ist.

Zuletzt das Rohenzym aus Populus monilifera Ait. Dies
schliesst sich in seinem Betragen in mancher Hinsicht
mehr dem Russula-enzym' als dem Salix-enzym an, denn
obschon es Tyrosin nicht oxydiert, giebt es eine deutliche
Reaktion mit Guajak (ohne Hinzufigung von H,0,)
enthilt Mangan und ist mit Rosolsdure deutlich alkalisch.

Was konnen wir nun hieraus schliessen ? Zun#chst, dass
die Beobachtungen von Dony-Hénaultund Euler-Bolin

1) Ueber die Rhus-Lakkase verfiigte ich ebensowenig wieDony-
Hénault.
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nicht fur unsren Fall der Salixoxydasen zutreffen und
ebensowenig fiir die Peroxydase aus dem Meerrettig, obschon
damit durchaus nicht gesagt worden ist, dass sich die
Wirkung der Oxydasen nie auf derartige Weise wird
erklaren lassen. Die kihnen Betrachtungen Dony-Hé-
nault’s der, in Anschluss an Euler und gewissermassen
auch an van 't Hoff, sich den so ratselhaften Begriff
der Enzyme durch die katalytische Wirkung freier Hydro-
xylionen oder Wasserstoffionen zu erklaren sucht, haben
etwas sehr Bestechendes. ‘

AMERSFOORT, September 1909,
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