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Wl. Adolf  Elrneet und Heinr. Berger: Peroxydaeen 
aus der Zuokerriibe. 

(Eingegangen am 13. November 1907.) 

Mit Bezug suf die Arbeiten von A. Bach  und R. C hoda  t I )  sprach 
.T u 1 i u s S t o k 1 a s a die Vermutung RUB, daB Peroxydasen wahrschein- 
lich in der Zuckerrtibe vorhanden seien. Auf seine Aufforderung 
unterzogen wir uns der Arbeit in dieser Richtung und zwar rnit pos i -  
tjvern Erfolge. Die ersten vorliidigen Versuche hat einer von uns 
direkt mit Riibenbrei, welcher aus den PuBeren Partien der Zucker- 
rube gewonnen war, ausgefiihrt. 

Der Brei wurde zuniichst der Einwirkung von 80-proz. Athylallio- 
hol ausgesetxt. Nac6 AbgieSen und Abpressen des Alkohols wurde 
der Brei einerseits mit Guajactinktur, andererseits rnit Pyrogalliis- 
losung und Wasserstoffhyperoxyd gepkft. 

Obwohl die Goajaqtinktur eine Reaktion auf Peroxydasen lieferte, 
erachteten wir dieselbe (nach den mit diesem ziemlich heiklen Reagenz 
gewonnenen Erfahrungen) nicht fiir maBgebend. 

Die komparativen Versuche, bei welchen einerseits Pyrogallus- 
liisung mit Wasserstoffhyperoxyd in destilliertem Wasser, ohne Hinzu- 
tun von Riibenbrei, andererseits unter Hinzutiigung von Rubenbrei 
verwendet wurden, wiesen, je  nach der Raschheit der Entstehung von 
Purpurogallin, auf die Gegenwart von Peroxydasen hin. Die Zer- 
betzung des Wasserstoffhyperoxyds in der wiiorigen Losung zeugte 
von der gleichzeitigen Anwesenheit von Katalase. 

Um die Wirkung der Oxydaeen aus Zuckerriibe besser studieren 
zii k6nnen, bemiihten wir uns, sie zu isolieren, zum Zwecke der Aua- 
scheidung des Einflusses der iibrigen in der Zelle vorkomrnenden 
Enzyme. 

Bei der Isolierung der Peroxydasen gingen wir teils nach der 
Auleitung Bachs vor, teils haben wir den Vorgang einigerma6en 
moclifiziert. 

Die YOU uns gewonnenen Pfiparate wiesen die Eigenschaften tler 
Peroxydasen auf, und bloB in einem Ede,  in welchem zur Darstel- 
lung derselben j u n g e  Riiben verwendet wurden, zeigte das Priiparat 
auch katalytische Eigenschabn, welohe nach Uaung  der Substanz in 
Wlasesr und ebermaligsr Niedcrechlagung durch Alkohol-Ather voll- 
stiindig verechwanden. 
____ 

I) In diesen *Berichma pnbliziert. 
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D a r s t e l l u n g  d e r  P e r o x y d a s e n  a u 8  Z u c k e r r i i b e .  

10 kg Hhbe (cur Herbstzeit gerade vom Felde geholt) wurden uach er- 
folgter Waschung mit W w e r  mittels eines lleibeieens nbgerieben, so daD von 
jeder eimelnen Riibe blofi eine etwn 4 cni starke Schicht der obersten Partie 
zur Vernendung gelangte. Der Bmi wurtle einerseits direkt mit 80-proz. 
.I thylalkohol in einer Ponellanscliale iibergossen, andererseita in seiner 
zweiten Halfte unter einem ].)ruck ron ca. 300 Atmosphhren ausgepr&t uiitl 

der gewonnene PreBsaft in einen Glaszylinder gegossen, und hierauf die dop- 
pclte Menge 96Lprozentigen Alkohols nachgefiillt. 

Im ersten Falle wurde der Alkoliol vom lliibenbrei nach 4 Tagen ent- 
h u t .  Den Rest preDtcn wir bei niedrigereni Druik al, und iiborgossen her- 
nach den Brei mit 40-prozcntigem .ithylalkohol und lieBen ihn znm Zwecku 
iler Extraktion 8 Tage stehen. Dcr alkoholische Extrakt wurde hierauf von 
dem Brei, teils durch Filtration, teils durch Abpressen so schnell sls m6g- 
lich geschieden und bei 40-50° abgedampft, der konzentrierte Extrakt sodann 
i i i i t  absolutem Alkohol und Ather niedergeschlagen und der entstandenc 
Flockige (einen Sticli iiis Grauo zcigende) Niederschlag durch Filtration von 
&r Fliisaigkeit getrennt und bei 500 getrocknet. Nachdem die M.we voll- 
standig erhsrtet war, zerriebeii wir sie zu einem feinen Pulver und bvwahrtcn 
tlas letrtere in cineni hernietisch verachlossenen GefaB im Exsiccator fiir weitere 
l.cr3uche auf. 

* 1111 zaeiteu Falle, in welchem der gepreUte Saft zur Verwendurig gc- 
langte, wurde der Alkohol mit dem Wasser von dem scliinierigeii Teile abge- 
schieden und der nach 24 Stuuden sich absetzonde Nest einer Extraktion mit 
4O-prozcntigem Alkohol unterworfen. Nach 8 l’agcn wurde die alkoholisclie 
Liisung ahfiltriert, konzentriert und getrocknet, ganz so, wie wir frhher an- 
gegeben Iialien. 

IVir gewannen auf diese Weise 2.3 g roben, gegeniiber 1.7 g deu 
vorgenannten Praparates. 

Wiewobl diese Differenzen nicht bedeutend sintl, scheint es doch, 
da13 YOU dem erwiihnten RUbenbrei e t w a s  von d e r  S u b s t a n z  d i -  
r e k t  i n  d e n  Saft  i i b e r g i n g .  Die so gewonnenen 4 g der Substanz 
wurden gepruft und erwiesen sich als Peroxydasen. 0.2 g der Sub- 
stanz wurden in 20 ccm destillierten Wassers aufgeliist, filtriert und 
’LO ccm 1-prozentigen Wasserstoffhhyperoxyds in Wasser mit 2 g Pyro- 
gall01 hinzugefugt.. Parallel wurde derselbe Versuch nur  mit dent 
Unterschiede durchgefiihrt, daIj lieine Peroxydasen hinzugefugt wurdeu ; 
:in ihrer Statt verwendeten wir eine Liisung von 2 p; Pepton, rind 
schliel.llich unternahrnen wir einen malogen dritten Versuch, wobei 
zu 20 ccm I-prozentiger WasserstoffhSperoxydliisung niit 2 g Pyro- 
gallol 20 ccm desuier ten  Wassers ohne irgendwelche Zutat gefugt 
wrirde. Alle drei Versuche unternahmen wir unter Einhaltung der- 
sellten auBeren Bedingungen (Ternperatur, Licht usw.). Nach Verlauf 
von e t x n  5 Minuten zeibee die Liisung, i n  welche Peroxydssen getan 
\vorden waren, eine intensiv rote, in drinkelrot iibergehende Verfar- 
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l'erox y- 
dRsen . m 

bung, warend die ubrigen bdden LZisungen in derselben Zeit ohue 
Veriinderung blieben. 

Nach dieser qualibthen Prtifu,ng betrefis der Aktivitrit der Per- 
-0sydasen und AusschluS der Gegenwart der Katalasen und OH!- 
daseii untersuchten wir die Aktiv-itiii quantitativ, wobei uns das aus- 
geschiedene Purpurognllin a ls  Indicator diente. Bei diesem Vorgang 
trachteten wir, die Wirkung aller drei Faktoren, die bei der Bildong 
YOU Purpurogallin Ton EinfluD sind, zu erkennen und zwar der Peroxy- 
dasen, des Wasserstoflhyyroxyds und des Pyrogallols, indern wir 
alle iul3enm Einflusse durch Einhaltung derselben Bedingungen bei 
hrchftibrnng der Versuche awschloseen. Das entstandene Purpuro- 
gnllin wurde nuf einem getrockneten und gewogenen Filter gesammelt. 

1-proz. I ( Unter denselben. 

in Wasser fiigen von Peroxydasen 
HtO,-L&ungl Pyrogallol [ ':SF- Bedingungen, ohoe Hinzn- 

I entetandenes Pqurogalliu g wm I 

I. V e r s u c h s  reihe.  
Bei stcigender Menge der Peroxydssen in einer konstunten Menge 

\\:isccrstodhype~o.oxyds und Pyrogallols; Pamllelversuche in Abmdbonheit yon 
I'crosTdasen, Einhaltnng deraelben Honzentration auch bei den weiteren 

Versuchen. 
Innerhalb 24 Stunden. 

-0.0.; 
0.1 
0.1; 
0.J 

0.0191 
' 1 ::8 1 0.0229 15 

15 1.5 0.025 1 
16 1 1.5 1 0.0298 

11. Versuchs re ihe .  
Bei konstanter Menge der Peroxydasen und des Wassemtoffhyperuxyds, 

Peror ydaseo. 

Innerhalb 24. Stunden. 

bei steigender Menge dea Pyrogallds. Pdlelversnche in Abweeenheit von 

0.0882 
0.0866 

0.3 20 0.0820 
8.5 0.0757 

~~~ ~~ 

Unter demelben 
Bedingnngen, ohne Hiuzii- 

ffigen von Peroxydasen 
entatnndenes Piirpurogallin 

a2 .s 9 0.0117 5 %  
0.0129 
0'0129 g* 
0.0119 N ' 
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Puipuro- 

n 

JII. V e r s u c h s r e i h e .  
h i  konstanter Menge der Yeioxydaaen und des Pyrogallols und skigender- 

Innerhalb 21 Stunden. 
Menge des Waseerstoffhyperoxyds. Parallelversuche ohne Peroxydsse. 

Unter denselben 
Bedingungen, ohne Hinzu- 

fiigen von Peroxydasen 
entstandenev Purpurogallin 

1 ..i 

1.5 
1 i 

.~ Priiparats wurden 11 kg junger Rubrit Bereitung des weiterc 
(Kegen Ende Jul i  ausgehoben) verwendet. Das im Wege der Extrak- 
tion gewonnene Praparat (dn eine Presse nicht zur Disposition war) 
uiirde dahin gepriift, ob nur Oxydasen vorhanden waren und nach- 
3trhende Untersuchungen durchgefuhrt: 

A u f  Ox!-dasen: 0.1 g roher Peroxydasen wurden in 10 ccni Wasser ge- 
hJbf und diese LBsung ZUP PyrogallollBsung zug-egeben, 2 g- in 20 crm 
Wabher. Purpurogallin wurde selbst nach drei Tagen nicht nusgeschieden. ljic 
I-liissigkeit fgrbte sich nur braun. 

Kata lase :  0.1 g roher Peroxydasen wurden in 10 ccni JVasser gelbt, 
filtriert und im volumetrischen Apparate gepraft; mit 1-prozcntiger Wasscr- 
~toffhyperoxydlijsnng entwickelte sich Gas, ~ v n s  dns Vorhandensein von Knta- 
lase beweist. 

Amylase: 100 ccm 2-prozentiger sterilisierter Stiirkckleister wurden mit 
2 g l’eroxydrsen in 10 ccm Wasser gemengt und durch 34 Stunden bei 30” 
im ‘Thermostaten gehalten. Der Kleister reduzierte Feh  I in gschc I.i,sllng 
nnch dem Versuche nicht, Amylase war also nicht vorhmden. 

Inver tase :  Die Probe wurde in cler iiblichen Weise mit %-proZentiger 
Saccharoseltisung durchge&hrt mit negativem Erfolge. 

Emuls in :  0.2 g roher I’eroxydasen wurden in 10 ccm \\-assar gelust 
und ZIW Lijsung Amygdalin (1  :?O) in Wasser hinzugetan. Es wurde weder 
ein Geruch nach Benzaldehyd, noch eine Entwicklung von Cyanwasserstoff 
wrhrgenommen. 

P r o t e o l y t i s c h e  Enzyme:  Die L6sung von Peroxydasen lBste in dci- 
llitxc koagnliertes Eiweis nicht. Der T’ersuch wurde bei eincr Ternperatur 
Tun 300 unter Hinzuffigung von 3 Tropfen Toluol ausgefiihrt. 

Mit Rucksicht auf die Gegenwart der Katalase wurde ihre Wir- 
kring gepruft. Zu dieseiii Zweck wurden zwei Nitrometer verwendet, 
welche rnit 2-prozentiger Wasserstoffliyperoxydliisun~ gefullt wurden 
111 clas eine wurde ein abgewogenes Qiiantiim roher Peroxydsse in 

Die LBsung reduziertc auch P e h  li ngsche Ldsung nicht. 
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.Verwendete Menge 
der Pemxydasen 

in locam deetilliert. 
WWen, 

niiSnger Liisung hinzugeftigt, in das zweite gleichzeitig dieselbe IIenge 
Pepton, in dem gleichen Quantum Wasser gelost. Das entbiinilene 
(:as (Sauerstoff) haben wir gleichzeitig in den gleichen Zeitintervnlleii 
gemessen. 

A d  den n o d e n  Barometerdrnck und Oo Temperator berechnct. 

Bei densolben T'cr- 
hiltnksen unter 

Dauer des Frei ge- Anwendung von 
Versnchs ~~'~~~ Pepton frci geword. 

Sauemtoff 
g I Minuten 1 ccm 

0.1 
0.15 
0.2 
0.1 
0.2 

15 
15 
15 
30 
30 

1.98 
2.88 
3.60 
2.79 
4.77 

15 
15 
15 
30 
30 

0.27 
0.27 
0.18 
0.27 
0.36 

1.98 
2.88 
3.60 
2.79 
4.77 

Durch katalyt . 
Wirktihg 

der Peroxydrseu 
frei gewordener 

Sauemtoff 

Verwendete Menge 
der Peroxydesen 

in 10 ccmdestilliert. 
waseera 

1.71 
2.6 1 
3.45 
2.5.2 
4.4 1 

1-proz. 

oemg 

Wweratoff- pF0- 
h ~ m x ~ d -  gall01 

Der Rest dieses Praparates, yon dern irrspriinglich 5.705 g w r -  
bsnden waren, wurde in Wasser aufgelost und mit absoluteni Alkoliol 
und h e r  nochmals niedergwchlagen, bei 40° getrocknet und neuer- 
lich unhsucht. Katdytische Whkungen wu@en jetzt nicht beobachtet- 
Bei HinzufUgung von Pyrogalld6sung uad Wseseretofthyperoiyd zur 
wiiarigen Msung hat die so oeugewonnene Substam Purpurogallinh 
nusgeschieden , welche sodann gewogen wurde. 

€' ~ 0 -  
2 l i n  

IV. V e r s u  c h  s r e i h e. 
Bei konstanten Yengen Waaserstoffsuperoxyda und Pyrogdlols bei steigenden 

Peroxydrrsenquantititen. 
I 

Pnrpuro allin im Parallel- 
versute ohne Rinzu- 

fiignng von Peroxydasen 

0.1 
0.2 
0.25 
0.3 

R I ccm I 1 
I 30 2 

30 2 
30 2 
30 2 

0.0093 
0.0142 
0.0255 
0.0876 

D 
0.0097 dg 
0.0085 8 = 
0.0089 
0.0102 r E  

B 

Ein weiteres Priiparat, ebenso gewonnen aus 15 g Samenriibe irn 
G e w i h  vm 6.52 g, entbielt such keine Oxydasen, Katalasen , Amy- 
lase, brvertaee, Emulsin oder proteolytiscbe Enzyme und zeigte die 
Eigenschaften der Peroxydasen. 
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V. V e r  s u c  h s r e i  he. 
llei lionstanten Quantitaten Pyrogallol , ~~-~sers toffhyperoxyd uiid steigenden 

Mengen von Poroxydasen. 
_ _  - 

Ohne Hinzufiigung von 
Peros ydasen 

entst. Purpurogallin 

t’croxydasen in 

b t .  Wasvers 
6 ccm 6 1  6 

I I 

0.05 
0.1 
0.15 
0.2 
0.3 
0.4 

0.0156 
0.0282 
0.0345 
0.0367 
0.0473 
0 0499 

0.0123 9 
0.0147 $$ 
0.0103 a F 
0.0114 (o 

0.0113 %g 
0.0135 

-\us dein Angefulirten geht hervor: 
1. die Zellen der Zuckerriiben enthalten Peroxydasen; 
-2. diese Peroxydnsen (Hohprodukt) lassen sich isolieren linter Aus- 

.clieidiing der Wirksamkeit anderer Enzyme mittels Alkohols untl 
.\ thers; 

3. die Menge des tlurch die Wirkung der Peroxydasen entstehen- 
den  Purpiirogallins steigt mit der wachsenden Menge der Rngewendeteii 
Perosydasen und des Wgsserstoffhyperosy[ls, wiihrend die steigende 
Menge deu Pyrogallols ihre N’irksamkeit lkhmt. ( B e i  B e r i i c k s i c h -  
tigiing d e r  G r e n z e n ,  i n n e r h a l l )  w e l c h e r  i i n s e r e  V e r s n c h e  
sic11 b e w e g t e n . )  

11. T e i l .  
Ein weiteres Priiparat wurde aus 50 kg Samenruben nach der 

Iwei ts  friiher angegebenen Methode hergestellt (B ach). Die Priifung 
der Aktivitat des Prlparats, YOU dein iui ganzen 3.4482 g gewoniien 
worden waren, erfolgte durch H’agung des aus der Losung des Yyro- 
g:illols in \\-nsserstoffhSperox~d diirch die Einwirkung von Peroxydasen 
II usgefallten Purpurogallin s. 

0.2 g Peroxydasen scheiden nus der Losuug yon 2 p Pyrognllol 
i i i  -20 ccni Wasser uncl 20 ccm -2-prozentigen Wasserstoffbyperoxyds 
innerhalb 12 Stunden 0.0372 g Purpurogallin ails, wlhrend ohne Per- 
os$seii linter densellien Bedingungen niir 0.0092 g Purpurogallin 
niisgeschieden murden. 

I.:s laat  sich mithin das Yriiparat als nktives zu weiteren Ver- 
suchen verwenden. Zur Priifiing dieses Priiparats wurde die Methode 
voii W. P a l l a d i n  nngewendet I ) .  

Es wurde 1 g des PeroxydaseprZparats in 25 ccm \Vassers aufgelost 
lint1 diese Liisung in SO ccni 20-prozentiger, wiiariger Losung VOU 

I)  W. P a l l a d i n ,  Ztschr. E. physiol. Chem. 47, 407. 
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16 

P y q d o l  gegossen und zwar in einen Kolben, der dem Appnrat T o i t  

S t o k l s s a  Bur Priifung der enzymatischen Tiitigkeit betreffs tlcr 
Kohlendiouydproduktion sngeschloseen war. 

Temperatur 200. 

0.1 

Dauer dea Versuches Menge des produzierten 
in Stunden CO, in mg 

72 

7 
90 
6 

329.7 

21.6 
34.9 
7.3 

8 
14 
24 

24.0 
14.2 
7.1 

Hinzufiigen von 80 ccm 30-prozentigem HgO2. 

Temperatur 200. 
24 I 285.6 

Dauer des Versuches 
in Stunden 

24 30.4 
24 13.7 I 

Menge des produzierten 
CO, in mg 

24 
24 
48 

36.0 
10.8 
46.8 

- 
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Dauer des Versucheb 
in Stunden 

1G 
24 
21 
64 

Nach Iiiozufiigung v 

24 
30 
24 
24 

102 
~ 

I:in weiteres Peroxydasepraparat wurde aus Radieschen bereitet, 
rind zwar nus 10 kg jiinger Hadieschen, zu dem Zweck, um die Wir- 
kung des Hadieschenpriiparats ’) mit dem Praparat  aus Zuckerrube 
wrgleicheli x u  konnen. 

Zur IIerstellung des Praparats wurde nur die obere Partie tler 
Hailieschen in einer Tiefe yon 3 mni vermendet. Im ganxen wurden 
4 1.s g Perosydaseprilparat gewnnei i .  

0.3 g clieses Pr3iparat.s schietlen :ius einer Lijsung von 5 g Pyro- 
gallol in  20 ccni U-asser untl 20 ccin I-prozentiger Wasserstoffhyper- 
os!tllijsung innerhalb 15 Sttinden 0.0296 g Purpurogallin nus, wahrend 
ohne l’erosydnsen unter denselhen Hedingungen nur 0.01 16 g arisge- 
.+:chiden worden sind. 

Kine weitere Partie von 0.5 g des I’riiparats nurde  aberninls \vie 
clos Prapiirat aus Zuckerriibe iii 35 ccni IVnsser aufgelost und die 
J,osung in 80 ccni 20-prozentigen, i n  Wasser geliisten Pyrogallols in 
einen Kolben gegossen, welcher aieder an den Apparat zur Priifring 
enzymatischer Wirkungen angefiigt war, worauf wie bei dem friiheren 
j’ersuch nach der Methode yon W. P a l l n d i n  vorgegangen wurclr. 
1 )ie Kesultnte sind in  den folgenden l‘nbellen angefiihrt. 

Mengc deb produzierten 
COa in mg 

13.2 
12.6 
0.8 

26.6 
in 3-prozentigem Hs 02. 

31.4 
87.3 
29.7 
10.1 

158.5 

Was die Beziehungen swischen der Entwicklung der Rube in ver- 
schiedenen Vegetationsperioden, den aus ihnen gewonnenen Meogen von 
Prroxydasen und ihrer Wirksamkeit anbelangt, so wollen wir uns von 
tleu, durch unsere Versuche sicliergestellten Tatsachen nicht in weitere 
neduktionen vorwageu und hehalten iins die Durcharbeitung in diesrr 
Richtung fiir die niichste Zeit vor. 

I) Hadieachen hat Bach bei seinen Yersuchen verwendet. 
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Wir mihhten es nidt  unterlassen, den1 hochverehrten Hrn. Prof. 

Aus d. Chem.-physiol. Versuchsstation d. biihni. Sektion d. Lantles- 
Dr. J u l i u s  S toklasa  unseren schuldigen Dank abzustatten. 

kulturrats fiir Riihmen an d. Biihm. Techn. Hochschule in Prag. 

674 A. Wohl: 
Zur Kenntnie der A m i d e e  und Amido-aldehyde. 

[Mitteilung am dem Organ.-chem. Laboratorium der Techn. Hochschule Daneig.] 
(Eingegangen am 11. November 1907.1 

Vor einiger Zeit ') habe ich die Ergebnisse dnrgelegt, die bei der 
Spaltung des athylierten Imido-dipropionacetab, 

erhalten wnrden und die zu einem iithylierten Piperidinaldehyd und 
seinen Derivaten gefiibrt hatten. Die weitaus schwierigere Aufgabc, 
die entsprechenden nicht subshtuierten Verbindungen zii gewinuen, 
hatte ich zuriickgeatellt, urn an den besser krystallisierenden Stick- 
stoff-substituierten Derivaten erst Erfahrungen uber das Verhalten 
clieser bisher unbekannten Korperklasse zu erwerben. Auf Grund 
dieser Erlkhrungen ist es nun such gelungen 9, den eigentlichen P i p e -  
r idin-aldehy d und T e t r  ahydropyr id in-a ldehyd zuganglich zu 
machen, und von diesem aus den ersten Schritt i n  ein Gebiet zu tun, 
dessen AufschLieSung das Ziel der Arbeit bildet, niimlich die Syathese 
der zum Loiponres te  des  Chin ins  in Beziehung stehenden Pipen- 
dinderivnte. 

Nach wesentlich derselben Arbeitsmethode, die bei den athylierten 
Verbindungen zur Anwendung ksm, kann man bei sehr sorgfal- 
tiger Ausarbeitung der Versuchsbedingungen , aus dem Imidodincetal 
HN[C& .C& .CH(OC&)& in guter Ausbeute das salzsaure Salz 
des Tetrahydropyridinaldehyds-3, 

Cs Hs . N [CHs - CHa . CH(0 Ct H~)P]I, 

CH 
H2CF-C. CHO 
H,C~,CH, I 

NH 
krystallisiert erhalten. Der freie Aldehyd lat sich uach dem fruher 
IBeschriebenen Verfahren mittels Kaliumcarbonat und Ather nicht ge- 

l) Diem Berichte 88, 4154 [1905]. 
2, Vergl. die nlichstfolgende Abhandlung von A. Wohl  und M. 8. Lo-  

bani tsc h. 




