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Mengen  e r h a l t e n e n  N e b ena lka lo id  aus  Erythrophleum 
Couminga BAILLON iden t i s ch  u n d  g ib t  bei  der  Misch-  
p r o b e  m i t  d ie sem keine  S c h m e l z p u n k t s e r n i e d r i g u n g .  

B. G. ENGEL u n d  R.  TONDEUI~ 

Organ i sch -chemisches  L a b o r a t o r i u m  de r  E idg .  Tech-  
n i schen  Hochschu le ,  Ztirich. den  17. J u n i  1948. 

Summary 
In  a d d i t i o n  to  cassaine,  t w o  new alkalo ids  h a v e  been  

i so la tcd  f rom the  b a r k  of Erflhrophleum guineense DON, 
in c rys ta l l ine  form.  The i r  empi r ica l  formula~ h a v e  b e e n  
e s t ab l i shed  by  ana lys i s  of t h e  free bases  and  of some  of  
t he i r  c rys ta l l ine  salts .  

0 b e r  ein C h r o m o p l a s t i n  aus  re i fenden T o m a t e n  

N a c h  GUILLER~IOND 1 c n t s t e h e n - d i e  Ch lo rop la s t en  
d u r c h  Di f f e r enz i e rung  yon  C h o n d r i o s o m e n ,  die also ein 
E n t w i c k l u n g s s t a d i u m  der  Ch lo rop l a s t en  dars te l lcn .  In  
den  Chlo rop las t en  b i lde t  s ieh  d a n n  das  Chlorop las t in  ~ 
(Ch lo rop la s t ensubs t anz  3) und  dessen  spezi f i sche  gri ine 
P i g m e n t e ,  Chlorophyl l  a u n d  b. 

S t r e p t o m y c i n  h e m m t  die C h l o r o p h y l l e n t w i c k l u n g  bei 
der  K e i m u n g  der  S a m e n  gr i iner  P f l anzen ,  z . B .  yon  
Gerste*.  Bei der  B e a r b e i t u n g  der  Frage ,  an welchem 
Punht der  E n t w i c k l u n g  dieser  h e m m e n d e  EinfluB des 
S t r e p t o m y c i n s  an f  die C h l o r o p h y l l e n t w i c k l u n g  e in se t z t  5, 
wurde  auch  die E n t w i c k l u n g  der  Caro t ino ide  u n d  d a m i t  
die B i ldung  der  e n t s p r e c h e n d e n  P l a s t e n  ber i ihr t .  

In Fr0.chten, welche Carotinoide ausbilden, treten dieselbeu 
w/ihrend der Reifung dann auf, wenn das Chlorophyll verschwindet. 
Setzt man die Carotinoidsynthesen mit dem Phytol des Chlorophylls 
in Zusammenhang, so k/ilmte man in Betraeht ziehen, dab wS.hrend 
des Reifens der earotinoidbMtigen Frfiehte das Phytol zur Carotinoid- 
bildung verbraucht wird und dab ein Chloroplast unter Ersatz des 
Chlorophylls dureh Carotinoid in ein Chromoplastin iibergeht. Wit 
halten eine solehe Annahme aber nicht ffir wahrscheinlieh 6. 

Zur  F rage  der  C h r o m o p l a s t i n b i l d u n g  l iefern die fol- 
g e n d e n  Versuehe ,  die h ier  wegen  P l a t z m a n g e l s  n i ch t  
n~iher besch r i eben  w e r d e n  k6nnen ,  e inen Bei t rag,  

Das  F r u c h t f l e i s c h  n i c h t  ganz  reifer  T o m a t e n  w u r d e  
u n t e r  E i sk i ih lung  v e r r i e b e n  e n d  du rch  ein F i l t e r t u e h  
gep reg t .  Der  so e rha l t ene  viskose Sa l t  w u r d e  auf  PH 7 
g e b r a c h t  u n d  d a n n  u n t e r  E i s zusa t z  zen t r i fug ie r t .  Es  
b i lde te  s ich 1. eine iiberstehende FlSssigkeit (F1), 2. ein 
Sediment (Se I). 

Die F1 ist  ge lbl ich  u n d  zeigt  im  Dunke l fe ld  viele kleine 
Pa r t i ke ln .  D u r c h  ~ -S~ i t t i gung  yon  F1 m i t  A m m o n i u m -  
su l fa t  e n t s t e h t  ein ge la t in6ser  Niedersch lag  (Nie I). Die 
Fgdlung du rch  A m m o n i u m s u l f a t  w u r d e  d re ima l  wieder-  
ho l t ;  nach  der  d r i t t e n  F~l lung  w u r d e  der  in Wasse r  
s u s p e n d i e r t e  Nie I 4 Tage  lung gegen  E i swasse r  d ia ly-  
s ier t .  N a c h  de r  Dia lyse  w u r d e  der  Nie I I  m6g l i chs t  
votlstS.ndig in  ",Vasser s u s p e n d i e r t  u n d  d u r c h  Zusa t z  
e iniger  T rop fen  0,01 n. Salzs~iure gef5.11t. 

Ein Tell A des Nie II wurde bei 1050 und welter mit CaC12 ge- 
troeknet. Ein abgewogener Tell, NieIIa,  wurde init 80%igem 
Alkohol extrahiert und welter mit kochendem Alkohol und mit 
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Xther hchandelt. Im ganzen betrug der Lipoidanteil von Nie II 
18,5%. Stickstoffbestlnnnung des lipoidfreien Rfickstandes ergab 
N = 6,8%. 

Tell B des Nie IIb wurde n i t  Clfloroform extrahiert; die orange- 
rote L6sung enthielt neben kleinen Mengen Xaathophyll noch 
Lyeopin und Carotin in angen/ihert gleichen Mengcn 1. Dutch 
ehromatographische Messungen der Chloroform- und Aeeton- 
16sungen naeh A. H. GOR~)ON wurdc diese Zusammensetzung be- 
stfitigt. 

Tell C des Nie IIe wurde in sehwaeh alkalisehem Wasser mSgliehst 
fein verteilt und dann mit Chlnroformoetylalkohol gesehiittelt. 
Nach der Zentrifugierung konnten gesehieden werden: 

a) eine pigmenthMtigc Chloroformschicht, 
b) cine zwischen den Schichtcn liegende fibrSse Masse, 
e) eine klare w/iBrige Schieht. 

Schicht c) wurde wie FI behandelt. Das ganze Verfahren wurde 
6real wiederholt. In der schliel31ich iiberstehenden L6sung war die 
Pcntosenreaktion nach BIAL sehr stark positiv. Das deutlich her- 
vortretende Absorptionsbm M der Flilssigkeit lag bei 26,1-265 m/~. 

D u r c h  Zen t r i fug ie ren  y o n  Se I erh/ i l t  m a n  3 Sch ich ten  : 

a) u n t e r e  Schicht ,  grau / e n t h a l t e n  Zel l t r f immer ,  
b) m i t t l e r e  Schicht ,  weiB / F ibe rn  usw. 
c) obere  Schich t ,  ro to rangege lb ,  enth~tlt p r o z e n t i s c h  

viet  C h r o m o p l a s t e n  ~. 

Caro t inoide ,  in K o m b i n a t i o n  m i t  P r o t e i n e n  (Carot in-  
p ro t e ide ;  Po lyenpro t e ide ) ,  wie sic hier  aus p f l anz l i chem 
Mater ia l  e rha l t en  wurden ,  s ind  bei v ie len Crus t aceen  
gefunden .  E ine  F a r b / i n d e r u n g  d u r c h  A b s p a l t u n g  des 
P ro t e in t e i l s  is t  bei  den  pf lanz l ichen  P o l y e n p r o t e i d e n  
n i c h t  mi t  S icherhe i t  b e o b a c h t e t  worden .  In  Ch r o mo -  
p r o t e i d e n  v o m  T y p u s  des  H u m m e r f a r b s t o f f e s  i s t  die  
B i n d u n g  zwischen  P r o t e i n ' u n d  Caro t ino id  a n s c h e i n e n d  
viel fes te r  als in den  P o l y e n p r o t e i d e n  der  Fr i i ch te .  Das  
A s t a c i n p r o t e i d  der  ro t en  Toru la  b le ib t  zu u n t e r s u c h e n .  

Viele in u n r e i f e m Z u s t a n d  grfine Fr i ich te ,  welche bei 
de r  R e i f u n g  eine rote ,  b laue  oder  getbe F a r b e  a n n e h m e n ,  
e n t h a l t e n  in F r u c h t f i e i s c h  u n d  Schalen  n u r  kleine 
Me n g e n  von  Caro t ino iden .  Ih re  F a r b e  wi rd  i ibe rwiegend  
d u r c h  A n t h o c y a n e  bed ing t ,  de ren  l~ildung aus  e inem 
fa rb losen  V o r s t a d i u m  sieh deu t l i ch  zeigt,  w e n n  die 
F r i i ch t e  in  unreilem Zustand ' l a n g s a m  g e t r o c k n e t  
werden .  

Versuch rail etiolierteJ~ KohlbIdltern. Die inneren wei[len Bl/itter 
clues sehon grfinen Kohlkopfes (Brassica capitata) wurdcn in einer 
mit Glasplatte bedeekten Schale auI Filtrierpapier, das einerseits 
mit Leitungswasser, andererseits Init ciner M/500-Streptomycin- 
15sung getr/inkt war, dem Tageslieht ausgesetzt. Nach 3 Tagen 
f/irbten sieh die zu verglciehendcn BlStter gleiehheitlieh rotviolett. 

In.den ~Vasserkontrotlen entstand ganz wenig Chlorophyll. Ent- 
fernte man den Glasdeckel, so fiirbten sieh die B15tter des Kontroll- 
versuches im Tageslieht innerhalb 2 Tagen griin (Chlorophyll durch 
Extraktion spektroskoplseh naehgewiescn), w/ihrend die nfit Strepto- 
mycin behandelten Blfitter nur die rote Anthocyanfarbe zeigten. 

In einem analogen Versueh warcn die Bl/itter unhedeekt. In 4 
versehiedenen Strcptomyeinkonzentrationeu (M]70 bis l',l/so0) 
bildete sieh naeh 3 Tagen kcin Chlorophyll. In dcu 4 Streptomyein- 
Itisungen wie aueh in tier streptomyeinfreien NontrotlSsung blieb die 
Bildung des rotvioletten Farbstoffe saus. 

Einwirkung yon Streptomycin au/ den Pigmentwechsel 
bei rei/enden Tomaten. Unre i fe  grt ine T o m a t e n  w u r d e n  
in St i icke v e r s c h i e d e n e r  Dicke  g e s c h n i t t e n ;  zehn  St i ieke 
w u r d e n  auf  F i l t r i e r p a p i e r  gelegt ,  welches  m i t  e iner  
S t r e p t o m y c i n R i s u n g  (3 mg/ml)  getr~inkt  war .  Para l le i -  
ve r suche  m i t  ~,Vasser. 

1 Vgl. R. KUIIN end Cm GRUNDMANN, Chem. Bcr. 65, 1SS0 
(1932), - Sichc auch N. A. MOtCTEVERt)~ und V. LUBIm~NKO, Bull. 
Acad. Sci, Petersbourg, VI, ser. 6, 609 (1912). - A. SEYSOLD, Ber. 
Dtsch. bot. Ges. (1943). 

Beziiglich Chromoplastinbildung in Bliittern siche: A. FREY- 
"vVx'sSLING Naturwiss. Z6, 624 (1938). 
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3 Tage  nach  Beg inn  des Ver suches  w a r e n  die To- 
m a t e n s c h a l e n  des Pa ra l l e lve r suches  gelb.  Dagegen  w a r  
n a c h  3 Tagen  in den  s t r e p t o m y c i n b e h a n d e l t e n  To- 
m a t e n s c h n i t t e n  ein U b e r g a n g  von  Gri in in Ge lb ro t  
n o c h  k a u m  zu bemerken .  

Bei m i k r o s k o p i s c h e r  V i t a l b e o b a c h t u n g  der  Schn i t t e  
in 10 %iger  Zucker l6sung  zeigte  sich : 

In  den  W a s s e r k o n t r o l l e n :  keine Cyto lyse ;  f as t  alle 
P l a s t e n  s ind in ge lborangefa rb ige  C h r o m o p l a s t e n  ver-  
w a n d e l t  worden .  

Ohne  B e h a n d l u n g :  ke ine  CytolYSe; fas t  alle P l a s t e n  
gu t  e rha l t en ,  alle t r a g e n  deu t l i eh  den  C h a r a k t e r  yon  

Chloroplas ten .  2vl. BRACCO u n d  H.  v.  EULt~R 

I n s t i t u t  Iiir o rgan i sch -chemische  F o r s c h u n g  de r  Uni -  
versit~it S tockho lm,  d e n  10. Ju l i  1948. 

S u m m a r y  

(1) By p rec ip i t a t i on  wi th  a m m o n i u m  sulfate ,  s t r ep to -  
mycin ,  or  ca lc ium salts ,  we o b t a i n e d  f rom t h e  pu lp  of 
t o m a t o e s  a s u b s t a n c e  con ta in ing  caro t ino ids .  The 
b e h a v i o u r  of th i s  s u b s t a n c e  was  ana logous  to  t h a t  of 
c h l o r o p l a s t - s u b s t a n c e  a n d  to  t h a t  of an ima l  cy to -  
p l a sma t i c  nuc leopro te ins .  Like  these  i t  con ta ins  p ro te ins ,  
l ipids,  a n d  v e r y  p r o b a b l y  nucleic  acids.  W e  rega rd  th i s  
s u b s t a n c e  as a chromoplast ine.  

(2) E x p e r i m e n t s  w i t h  slices of g reen  t o m a t o e s  show 
t h a t  t he  c h a n g i n g  ove r  0f t h e  ch lorophyU c o n t e n t  i n to  
t h e  ca ro t ino id  c o n t e n t  is i n h i b i t e d  b y  the  p resence  of 
s t r e p t o m y c i n .  

(3) S t r e p t o m y c i n  inh ib i t s  the  f o r m a t i o n  of ch lo rophy l l  
in e t io l a t ed  s e p a r a t e d  cabbage  leafs, j u s t  as th i s  d rug  
inh ib i t s  t he  f o r m a t i o n  of ch lo rophy l l  in g rowing  seeds.  

(4) The  d e v e l o p m e n t  of a n t h o c y a n i d e s  is n o t  in- 
f luenced  by  s t r e p t o m y c i n .  

P u r i f i c a t i o n  o f  A r ~ , i n a s e  

A su rvey  of t he  l i t e ra tu re  on a rg inase  shows  cons ider -  
able d ivergence  b e t w e e n  the  conclus ions  of d i f fe rent  
workers  on a lmos t  all a spec t s  of t he  subjec t .  These  
va r i a t ions  are due  ma in ly  to  t he  fac t  t h a t  none  (with t he  
excep t ion  of th ree  or four  of t he  40 or 50 d i f fe ren t  
p rocedures  for the  p r e p a r a t i o n  a n d  pur i f i ca t ion  of 
a rg inase  t h u s  far  tSublished) gives a p r o d u c t  even  
a p p r o x i m a t e l y  pure .  Most  of t h e  p r e p a r a t i o n s  used  h a v e  
c o n t a i n e d  f rom four  to  a ve ry  m u c h  grea te r  n u m b e r  of 
enzymes ;  m a n y  of wh ich  u n d o u b t e d l y  in t e r f e red  a n d  
r e n d e r e d  t h e  conclus ions  u n c e r t a i n L  This  is p a r t i c n l a r l y  
u n f o r t u n a t e  in v iew of t he  i m p o r t a n c e  of  t he  a rg inase-  
a rg in ine  re la t ionsh ip  in t he  g r o w t h  of t i ssues  unde r  
n o r m a l  a n d  pa tho log ica l  cond i t ions  on wh ich  accura te  
q u a n t i t a t i v e  d a t a  are  bad ly  needed.  I t  is in connec t ion  
wi th  such s tudies ,  on which  a r epo r t  is now in p r e p a r a t i o n  
by  A. VAI~NOTTI 2, N~:UKO.~M 8, and  t h e  wri ter ,  t h a t  i t  
was dec ided  to  pub l i sh  in detai l  a pur i f i ca t ion  p rocedure  
wh ich  has  been  d e v e l o p p e d  by  t h e  wr i t e r  over  t h e  las t  
t w o  years ,  fully recogniz ing  of course  t h a t  m a n y  
i m p r o v e m e n t s ,  a n d  p e r h a p s  qu i t e  d i f f e r en t  p rocedures ,  
are  possible .  

1 S. EDLBACHER and S. SIMOr~S, Z. physiol. Chem. 167, 76 (1927). 
- M. M. R~CHAnDS and L. HELLERMAr~, J. Biol. Chem. 1;34, 237 
(1940). - M. MOHAMr;D and D. M. GRE~NBERG, Arch. Biochem. 8, 
349 (1945). - S. BACH, J. Nature 158, 376 (1946). - C. B. TrtoMPsoN, 
Science 104, 576 (1946). 

2 Director of the Medical Poliellnic, Lausanne. 
3 Laboratoire du Centre anticanc~reux romand, Lausanne. 

The  m e t h o d s  here  desc r ibed  have  given,  a t  i ts  best ,  a 
p r o d u c t  w h i c h  in t h e  Tisel ius a p p a r a t u s  shows  t w o  
c o m p o n e n t s  of wh ich  ac t ive  a rg inase  c o n s t i t u t e s  a b o u t  
80 % a n d  the  o t h e r  c o m p o n e n t  is an  inac t ive  pro te in .  
The re  are also p r e s e n t  t races  of  ca ta lase  and  of r iboflavin.  
The  bes t  yield o b t a i n e d  before d r y i n g  is 65% of t h e  
arg inase  in t he  f i rs t  c rude  ex t rac t ion ,  and  t h e  ac t iv i ty  
of the  f inal  dr ied  p r o d u c t  w h e n  t h o r o u g h l y  r e a c t i v a t e d  
is a b o u t  65,000 a rg inase  un i t s  (AU) per  g ram 1. A t t e m p t s  
a t  c rys ta l l i za t ion  have  been  a b a n d o n e d ,  as a p r e l i m i n a r y  
e s t i m a t i o n  of t he  amino  acid c o n t e n t  of t he  pur i f ied  
p r o d u c t  indica tes  a compos i t i on  s imi lar  to  t h a t  of t h e  
non-c rys ta l l i zab le  ge la t in  or e las t in .  

Procedure 

A. Extract I-0 kg fresh young Horse liver in 2.0 1/5~/o sodiunt 
acetate to which 30.8 g MnSOa. 4H20 has been added, and PH 
adjusted to 7.0 with 1N NaOH, for 5 days at 5°-10 ° temperature. 
Filter and centrifuge; reject residue. 

B. Add 1.01 0.12 M lead acetate, adjust PH to 6.7, stand over 
night in refrigerator. Centrifuge, reject residue. 

C. Add pure dry ammonium sulphate to 35% saturation; adjust 
4H to 6.8; stand over night in refrigerator. Centrifuge; reject residue. 

D. Add ammonium sulphate to bring to 75~/0 saturation. Adjust 
PH to 7.0. Stand over night. Centrifuge; reject supernatant. Dissolve 
precipitate in 150-200 ce 0-1 M phosphate buffer PH 7.0. Stand over 
night. Centrifuge; reject precipitate. 

E. Dialyse in distilled water adjusted to PH 6-5--6.8 for three days 
in refrigerator. Centrifuge; reject precipitate. (Solution now contains 
about 3 g ammonium stflphate per 1.) 

F. Add ammonium sulphate until definite precipitate is obtained- 
usually about 2~°/0 saturation. Adjust PH to 6-8. Centrifuge; reject 
precipitate. 

G. Add ammonium sulphate to about 68% saturation, adjust 
PH to 6.8. Stand over night. Centrifuge; reject supernatant. Dissolve 
precipitate iu 275-800 ce phosphate buffer PH 7. Stand over night. 
Centrifuge; reject residue. 

H. Dialyse in distilled water adjusted to PH 6.8 for three days in 
refrigerator. Centrifuge; reject precipitate. Adjust PH to 6"8. 

J. Add cobaltous chloride to give 4 mg Co ++ per ee. Stand three 
hours at room temperature. In constant temperature bath at 63 °, 
heat with constant stirring to 600 , maintain at that temperature for 
5 minutes, cool rapidly: Centrifuge; reject precipitate. Adjust 
solution to PH 6.8. 

K. To remove the eatalase, which is now the chief remaining 
impurity, add 0.2 M MnSO a (PIt 5"4) and 2% K~HPO 4 adjusted 
with NaOH to PIt 9, in the following proportions: 

Arginase solution 3 parts 
MnSO a 1 part 
K2HPO 4 3 parts 

I t is essential that (1) the PH's be rigorously as indicated; (2) that the 
MnSO 4 be added first with rapid stirring for no~t more than 15-20 
seconds; (3) that the K2HPO ~ be added at once and rapidly and the 
Solution vigorously stirred for 5 minutes. Keep at 5°-10 ° until the 
suspension begins definitely to precipitate out; then centrifuge and 
reject precipitate. The solution should now be colourless, but will 
sometimes show a pink tinge from excess of cobalt, which should be 
removed by adjusting the PFI to 7.2 with 1.0 M NaOH added 
dropwise with constant stirring, followed by a final centrifugation. 

If the clarified solution is slightly yellowish, it still contains traces 
of catalase and riboflavin, practically negligible. Should the colour 
be definitely yellow or tingeing on brown, the excess impurities must 
be removed by repeating operations G, H and K. 

Finally the solution may be reduced to a dry powder by lyophiliz- 
ing after thorough dialysing out all salts. Unfortunately this thorough 
dialysis also removes an essential as yet unidentified eoenzyme, and 
activity is restored only about 20% by the addition of manganese or 
cobalt. 

The coenzyme may be obtained as follows : 500 ec of the product 
from operation B above is dialysed for I0 days in 1 1 of distilled 
water without change of water. The dialysis water is then reduced by 
slow evaporation to 150--200 ee. One ce of this solution is sufficient 
to reactivate a solution of 1 g of the dried product a further 50%. 
The powder if kept thoroughly dry keeps its activity for at least a 

1 Laboratoire du Centre anticancdreux romand, Lausanne. 


