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671. Adolf Hrnest und Heinr. Berger: Peroxydasen
aus der Zuckerribe.

(Eingegangen am 13. November 1907.)

Mit Bezug auf die Arbeiten von A. Bach und R. Chodat?) sprach
Julius Stoklasa die Vermutung aus, dal Peroxydasen wahrschein-
lich in der Zuckerriibe vorhanden seien. Auf seine Aufforderung
unterzogen wir uns der Arbeit in dieser Richtung und zwar mit posi-
tivem Erfolge. Die ersten vorldufigen Versuche hat einer von uns
direkt mit Riibenbrei, welcher aus den #ufleren Partien der Zucker-
riibe gewonnen war, ausgefiihrt.

Der Brei wurde zunichst der Einwirkung von 80-proz. Athylalko-
hol ausgesetzt. Nach AbgieBen und Abpressen des Alkohols wurde
der Brei einerseits mit Guajactinktur, andererseits mit Pyrogallus-
lésung und Wasserstofthyperoxyd gepriitt.

Obwohl die Guajactinktur 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-
losung mit Wasserstoffhyperoxyd in destilliertem Wasser, ohne Hinzu-
tun von Rilbenbrei, andererseits unter Hinzufiigung von Riibenbrei
verwendet wurden, wiesen, je nach der Raschheit der Entstehung von
Purpurogallin, auf die Gegenwart von Peroxydasen hin. Die Zer-
setzung des Wasserstofthyperoxyds in der wifirigen Losung zeugte
von der gleichzeitigen Anwesenheit von Katalase.

Um die Wirkung der Oxydasen aus Zuckerriibe besser studieren
zu kdnnen, bemiihten wir uns, sie zu isolieren, zum Zwecke der Aus-
scheiduog des Einflusses der dibrigen in der Zelle vorkommenden
Enzyme. :

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

Die von uns gewonnepen Préiparate wiesen die Eigenschaiten der
Peroxydasen auf, und blo8 in einem Falle, in welchem zur Darstel-
lung derselben junge Riben verwendet wurden, zeigte das Priparat
auch katalytische Eigenschaften, welche nach Ldsung der Substanz in
Wasser und abermaliger Niederschlagung durch Alkohol-Ather voll-
stindig - verschwanden.

) In diesen »Berichten« publiziert.
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Darstellung der Peroxydasen aus Zuckerriibe.

10 kg Riibe (zur Herbstzeit gerade vom Felde geholt) wurden nach er-
folgter Waschung mit Wasser mittels eines lReibeisens abgerieben, so daB8 von
jeder cinzelnen Ribe bloB eine etwa 4 cm starke Schicht der obersten Partie
zur Verwendung gelangte. Der Brei wurde einerseits direkt mit 80-proz.
Athylalkohol in einer Porzellanschale iibergossen, andererseits in seiner
zweiten Halfte unter einem Druck von ca. 300 Atmosphiren ausgepreBt und
der gewonnene Preflsaft in einen Glaszylinder gegossen, und hierauf die dop-
pelte Menge 96-prozentigen Alkohols nachgefillt.

Im ersten Falle wurde der Alkohol vom Riibenbrei nach 4 Tagen ent-
ferut. Den Rest preBten wir bei niedrigerem Druck ab und iiborgossen het-
nach den Brei mit 40-prozentigem Athylalkohel und lieBen ihn zam Zwecke
der Extraktion 8 Tage stchen. Dyer alkoholische Extrakt wurde hieraunf von
dem Brei, teils durch Filtration, teils durch Abpressen so schnell als mog-
lich geschieden und bei 40—50° abgedampit, der konzentrierte Extrakt sodann
mit absolutem Alkohol und Ather niedergeschlagen und der entstandenec
flockige (einem Stich ins Graue zcigende) Niederschlag durch Filtration von
der Flissigkeit getrennt und bei 50° getrockmet. Nachdem die Masse voll-
stindig erhdrtet war, zerrieben wir sie zu einem feinen Pulver und bewahrten
das letztere in cinem hermetisch verschlossenen Gefal im Exsiccator fiir weitere
Versuche auf.

" Im zweiten Falle, in welchem der gepreBte Saft zur Verwendung ge-
langte, wurde der Alkohol mit dem Wasser von dem schmierigen Teile abge-
schieden und der nach 24 Stunden sich absetzende Rest eimer Extraktion mit
40-prozentigem Alkohol unterworfen. Nach 8 Tagen wurde die alkoholische
Lisung abfiltriert, konzentriert und getrocknet, ganz so, wie wir friher an-
gegeben haben.

Wir gewannen auf diese Weise 2.3 g rohen, gegeniiber 1.7 g des
vorgenannten Priparates.

Wiewobl diese Differenzen nicht bedeutend sind, scheint es doch,
dal von dem erwihnten Ribenbrei etwas von der Substanz di-
rekt in den Saft iiberging. Die so gewonnenen 4 g der Substanz
wurden gepriift und erwiesen sich als Peroxydasen. 0.2 g der Sub-
stanz wurden in 20 ccm destillierten Wassers aufgeldst, filtriert und
20 cem 1-prozentigen Wasserstoffhyperoxyds in Wasser mit 2 g Pyro-
gallol hinzugefiigt. Parallel wurde derselbe Versuch nur mit dem
Unterschiede durchgefiihrt, dafl keine Peroxydasen hinzugefiigt wurder;
an ihrer Statt verwendeten wir eine Losung von 2 g Pepton, und
schlieBlich unternahmen wir einen :analogen dritten Versuch, wobei
zu 20 cem l-prozentiger Wasserstoffhyperoxydlosung mit 2 g Pyro-
gallol 20 cem destillierten Wassers ohne irgendwelche Zutat gefiigt
wurde. Alle drei Versuche unternahmen wir uunter Einhaltung der-
selben #uleren Bedingungen (Temperatur, Licht usw.). Nach Verlauf
von etwa 5 Minuten zeigte die Lisung, in welche Peroxydasen getan
worden waren, eine intensiv rote, in dunkelrot iibergehende Verfir-
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bung, wibrend die iibrigen beiden Losungen in derselben Zeit ohune
Veriinderung blieben.

Nach dieser qualitativen Prtifung betrefls der Aktivitit der Per-
-oxydasen und AusschluB der Gegenwart der Katalasen und Oxy-
dasen untersuchten wir die Aktivitit quantitativ, wobei uns das aus-
geschiedene Purpurogallin als Indicator diente. Bei diesem Vorgang
trachteten wir, die Wirkung aller drei Faktoren, die bei der Bildung
von Purpurogallin von Einflufl sind, zu erkennen und zwar der Peroxy-
-dasen, des Wasserstoﬂhyperoxyds und des Pyrogallols, indem wir
alle uBeren Einflisse durch Einhaltung derselben Bedingungen bei
Durchfiihrung der Versuche ausschlossen. Das entstandene Purpuro-
gallin wurde auf einem getrockneten und gewogenen Filter gesammelt.

I. Versuchsreihe.

Bei steigender Menge der Peroxydasen in einer konstanten Menge
Wasscrstofthyperoxyds und Pyrogallols; Parallelversuche in Ahwdsenheit von
Peroxydasen, Einhaltung derselben Konzentration auch bei den weiteren
Versuchen.

Innerhalb 24 Stunden.

N 3 1-proz. ( Unter denselben,
13:‘;‘:;'1 H,0;-Losung) Pyrogallol | Pmﬁﬂ?' Bedingungen, ohne Hinzu-
| in Wasser ! & fiigen von Peroxydasen
. com ‘ g ! g entstandenes Purpurogallin
<
oo
0.05 15 1.5 0.0181 0.0082 245
0.1 15 1.5 0.0229 0.0082 & 2
0.15 15 L5 0.0251 00082 €5
02 15 1.5 ' 0.0298 ! 0.0082 %’

II. Versuchsreihe.

Bei konstanter Menge der Peroxydasen und des Wasserstofthyperoxyds,
bei steigender Menge des Pyrogallols. Parallelversuche in Abwesenheit von
Peroxydasen.

Innerhalb 24. Stunden.

_— 1-proz. . Unter denselben
P;“,’“' H,0,-Losung| Pyrogallol P'":H;lim' Bedingungen, ohne Hiunzu-
dasen | in Wasser gallin fiigen von Peroxydasen
g cem g g " | entstandenes Purpurogallin
. %

0.3 20 2 0.0882 0.0117 g-s
03 20 2.5 - 0.0866 00119 § 2
03 | 20 ) 0.0820 00129 38
0.3 20 35 - 0.0757 00129 2 °>
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HI. Versuchsreihe.

el konstanter Menge der Peroxydasen und des Pyrogallols und steigender
Menge des Wasserstofthyperoxyds. Parallelversuche ohne Peroxydase.

Innerhalb 24 Stunden.

Peroxy- 1-proz. Purpuro- Unter denselben
dase g' H30,-Losung| Pyrogallot ;ﬁin Bedingungen, ohne Hinzu-
’ in Wasser g fiigen von Peroxydasen
o cem g g entstandenes Purpurogallin

ke - &

0.2 20 L5 0.0267 0.0086 55
0.2 30 1.0 0.0298 0.0099 = g
0.2 40 1.5 0.0458 0.0148 .& <
0.2 50 1.5 0.0497 00175 F7

Zur Bereitung des weiteren Priparats wurden 12 kg junger Riiben
(gegen Ende Juli ausgehoben) verwendet. Das im Wege der Iixtrak-
tion gewonnene Priparat (da eine Presse nicht zur Disposition war)
wurde dahin gepriift, ob nur Oxydasen vorhanden waren und nach-
stehende Untersuchungen durchgefiihrt:

Auf Oxydasen: 0.1 g roher Peroxydasen wurden in 10 cem: Wasser ge-
lost und diese Losung zur Pyrogallollosung zugegeben, 2 g in 20 em
Wasser. Paorpurogallin wurde selbst nach drei Tagen nicht ausgeschieden. Die
Fliissigkeit firbte sich nur braun.

Katalase: 0.1 g roher Peroxydasen wurden in 10 ccm Wasser geldst,
filtriert und im volumetrischen Apparate gepriift; mit 1-prozentiger Wasser-
stoffhyperoxydlosung entwickelte sich Gas, was das Vorhandensein von Kata-
lase beweist.

Amylase: 100 ccm 2-prozentiger sterilisierter Stirkekleister wurden mit
2 g Peroxydasen in 1)) ccm Wasser gemengt und durch 24 Stunden bei 30"
im Thermostaten gehalten. Der Kleister reduzierte Fehlingsche [idsung
nach dem Versuche nicht, Amylase war also nicht vorhanden.

Invertase: Die Probe wurde in der iitblichen Weise mit 2-prozentiger
Saccharoselosung darchgefihrt mit negativem Erfolge.

Emulsin: 0.2 g roher Peroxydasen wurden in 10 ccm Wasser gelost
und zur Losung Amygdalin (1:20) in Wasser hinzugetan. Es wurde weder
ein Geruch nach Benzaldehyd, noch eine Entwicklung von Cyanwaaserstoff
wahrgenommen. Die Ldsung reduzierte auch Fehlingsche Losung nicht.

Proteolytische Enzyme: Die Liosung von Peroxydasen loste in der
Hitze koaguliertes Eiweis nicht. Der Versuch wurde bei einer Temperatur
von 30° unter Hinzufigung von 3 Tropfen Toluol ausgefithrt.

Mit Riicksicht auf die (Gegenwart der Katalase wurde ihre Wir-
kung gepriift. Zu diesem: Zweck wurden zwei Nitrometer verwendet,
welche mit 2-prozentiger Wasserstoffhyperoxydlosung gefiillt wurden
In das eine wurde ein abgewogenes Quantum roher Peroxydase in
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wiiBriger Lisung hinzugefilgt, in das zweite gleichzeitig dieselbe Menge
Pepton, in dem gleichen Quantam Wasser geldst. Das entbundene
GGas (Sauerstoff) haben wir gleichzeitig in den gleichen Zeitintervallen
gemessen.

Auf den normalen Barometerdruck und 0° Temperatur berechnet.

i denselben Ver-
.Verwendete Menge . B}?ﬁ.l%pissen unter | Durch katalyt.
der Peroxydasen |Dauer des| Frei ge- Anwendung von Wirkung
in 10cem destilliert.| Versuchs | Wordener Pepton frei geword der Peroxydasen
‘Wassers Sauerstoff Sauerstoff | LTel gewordener
. > Saunerstott
g Minuten ccm
0.1 15 1.98 0.27 1.71
0.15 15 2.88 0.27 2.61
0.2 15 3.60 0.18 3.42
0.1 30 2.79 0.27 ‘ 2.52
02 30 4.7 0.36 ‘ 441

Der Rest dieses Priiparates, von dem urspriinglich 5.7905 g vor-
handen waren, wurde in Wasser aufgeldst und mit absolutem Alkohol
und Ather nochmals niedergeschlagen, bei 40° getrocknet und neuer-
lich ubtersucht. Katalytische Wirkungen wutden jetzt nicht beobachtet.
Bei Hinzuftigung von Pyrogallolldsung und Wasserstoffhyperoxyd zur
wibrigen Lbsung hat die so neugewonnene Substanz Purpurogallin
ausgeschieden, welche sodann gewogen wurde.

IV. Versuchsreihe.

Bei konstanten Mengen Wasserstoffsuperoxyds und Pyrogallols bei steigenden
Peroxydasenquantitaten.

V(;arw«la)ndete Menge Wl-proz. Purpurogallin im Parallel-
er Peroxydasen (Wasserstof-| Pyro- | Purpuro-| versuche ohme Hinzu-

in 10 com destilliert. yf»eroxyd— 83"01 gallin | fagung von Peroxydasen

‘Wassers osung
g cem b £ &

&
0.1 30 2 0.0093 0.0097 2F&
02 30 9 0.0142 0.0085 § &
0.25 30 2 0.0255 00089 88
0.3 30 2 0.0276 00102 & 2

o

Ein weiteres Priaparat, ebenso gewonnen aus 15 g Samenriibe im
Gewidhte von 6.52 g, enthielt auch keine Oxydasen, Katalasen, Amy-
lase, Trvertase, Emulsin oder proteolytische Enzyme und zeigte die
Eigenschaften der Peroxydasen.
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V. Versuchsreihe.
Bei konstanten Quantititen Pyrogallol, Wasserstoffhyperoxyd und steigenden
Mengen von Peroxydasen.

N ; ‘ Ohpe Hinzufégung von

b ruxlyg ':;ln n I-proz. | Pyro- 1’urpl.1r0- Pemxydfsen

dest. Wassers H:05 | gallol | gallin entst. Purpurogallin

g cem g g g

0.05 20 9 0.0156 00123 =
0.1 20 2 0.0282 00147 <&
0.15 20 2 0.0345 00103 3
0.2 ‘ 20 2 0.0367 00114 £ &
0.3 20 2 0.0473 0.0113 Fa&’
0.4 20 2 0.0499 00135 ©

Aus dem Angefiihrten geht hervor:

1. die Zellen der Zuckerriiben enthalten Peroxydasen;

2. diese Peroxydasen (Rohprodukt) lassen sich isolieren unter Aus-
scheidung der Wirksamkeit anderer Enzyme mittels Alkohols und
Athers;

3. die Menge des durch die Wirkung der Peroxydasen entstehen-
den Purpurogallins steigt mit der wachsenden Menge der angewendeten
Peroxydasen und des Wasserstoifhyperoxyds, wihrend die steigende
Menge des Pyrogaliols ihre Wirksamkeit lahmt. (Bei Beriicksich-
tigung der Grenzen, innerhalh welcher unsere Versuche
sich bewegten.)

1. Teil

Lin weiteres Priparat wurde aus 50 kg Samenriiben nach der
hereits friiher angegebenen Methode hergestellt (Bach). Die Priifung
der Aktivitit des Priparats, von dem imn ganzen 3.4482 g gewonnen
worden waren, erfolgte durch Wigung des aus der Losung des Pyro-
gallols in Wasserstoffhyperoxyd durch die Einwirkung von Peroxydasen
ausgefillten Purpurogallins.

0.2 g Peroxydasen scheiden aus der Losung von 2 g Pyrogallol
in 20 cem Wasser und 20 ccm  2-prozentigen Wasserstoffhyperoxyds
innerhalb 12 Stunden 0.0372 g Purpurogallin aus, wihrend ohne Per-
oxvdasen unter denselhen Bedingungen nur 0.00492 g Purpurogallin
ausgeschieden wurden.

Es 1dBt sich mithin das Priparat als aktives Zu weiteren Ver-
suchen verwenden. Zur Priifung dieses Praparats wurde die Methode
von W. Palladin angewendet?).

Es wuarde 1 g des Peroxydasepriiparats in 25 ccm Wassers anigelost
und diese Liosung in N0 cem 20-prozentiger, willriger Losung von

Y W. Palladin, Ztschr. I. physiol. Chem. 47, 407.
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Pyrogallol gegossen und zwar in einen Kolben, der dem Apparat von

Stoklasa sur Prifung der enzymatischen

rpves

dtigkeit betreffs der

Kohlendioxydproduktion angeschlossen war.

Temperatur 20°.

Dauer des Versuches

Menge des produzierten

in Stunden CO; in mg
7 21.6
20 349
6 1.3
16 0.1
49 63.9

Hinzufiigen von 80 cem 30-prozentigem H;O..
Temperatur 20°.

24 285.6
24 304
24 13.7
72 329.7

Der Versuch wurde mit einer neuen Partie des Priiparates wiederholt.

Es wurde 1 g Peroxydase abgewogen.

’

8 24.0

14 14.2

24 7.1
46 45.3

Hinzutigung von 80 ccm 3-prozentigem H,O,.

24 I 192.4
24 445
24 174

24 9.8

96 264.1

Der Rest des Peroxydasepriparats wurde bei einer Temperatur
von 140° durch 8 Stunden getrocknet, worauf genau so vorgegangen
wurde, wie lei dem vorbeschriebenen Versuch.

Das Priparat wog mach der Trocknung 1.0257 g und ldste sich
nicht mehr so gut im Wasser. (Vor dem Trocknen wog es 1.1067 g.).

Daner des Versuches

Menge des produzierten

in Stunden CO4 in mg
6 4.0
24 1.8
30 8.8
Hinzufigung von 80 cem 3-prozenmtigem H;O..
24 36.0
24 10.8
48 46.8 N
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Fin weiteres Peroxydasepraparat wurde aus Radieschen bereitet,
und zwar aus 10 kg junger Radieschen, zu dem Zweck, um die Wir-
kung des Radieschenpriiparats’) mit dem Priparat aus Zuckerriibe
vergleichen zu konnen.

Zur Herstellung des Priiparats wurde nur die olere Partie der
Radieschen in einer Tiefe von 3 mm verwendet. Im ganzen wurden
0.8 g Peroxydasepritparat gewonnen.

0.2 g dieses Priiparats schieden aus einer Liosung von 2 g Pyro-
gallol in 20 cem Wasser und 20 cem 2-prozentiger Wasserstofthyper-
oxvdlisung innerbalb 12 Stunden 0.0296 g Purpurogallin aus, wihrend
ohne Peroxydasen unter denselben Bedingungen nur 0.0116 g ausge-
schieden worden sind.

Eine weitere Partie von 0.5 g des Priaparats wurde abermals wie
das Priparat aus Zuckerriibe in 25 cem Wasser aufgelost und die
Loésung in 80 com 20-prozentigen, in Wasser geliosten Pyrogallols in
einen Kolben gegossen, welcher wieder an den Apparat zur Priifung
enzymatischer Wirkungen angefiigt war, worauf wie bei dem friiheren
Versuch nach der Methode von W. Palladin vorgegangen wurde.
Die Resultate sind in den folgenden Tabellen angefiihrt.

In 20-prozentiger Pyrogallol-Losung.

Dauer des Versuches | Menge des produzierten
in Stunden . CO; in mg
16 132
24 12.6
24 0.8
64 26.6
Nach Hinzufigung von 3-prozentigem H;O,.
24 314
30 87.3
24 29.7
24 10.1
102 158.5

Was die Beziehungen zwischen der Entwicklung der Riibe in ver-
schiedenen Vegetationsperioden, den aus ihnen gewonnenen Mengen von
Peroxydasen und ihrer Wirksamkeit anbelangt, so wollen wir uns von
den, durch unsere Versuche sichergestellten Tatsachen nicht in weitere
Deduktionen vorwagen und behalten uns die Durcharbeitung in dieser
Richtung fiir die ndchste Zeit vor.

) Radieschen hat Bach bei seinen Versuchen verwendet.
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Wir mdochten es nicht unterlassen, dem hochverehrten Hrn. Prof.
Dr. Julius Stoklasa unseren schuldigen Dank abzustatten.

Aus d. Chem.-physiol. Versuchsstation d. bohm. Sektion d. Landes-
kulturrats fiir B6hmen an d. Béhm. Techn. Hochschule in Prag.

672. A. Wohl:

Zur Kenntnis der Amido-acetale und Amido-aldehyde.
[Mitteilung aus dem Organ.-chem. Laboratorium der Techn. Hochschule Danzig.}
(Eingegangen am 11. November 1907.]

Yor einiger Zeit?) habe ich die Ergebnisse dargelegt, die bei der
Spaltung des dthylierten Imido-dipropionacetals,

C; Hs .N[CH,.CH,.CH(OCs Hs)a}:,

erhalten wurden und die zu einem #thylierten Piperidinaldehyd uad
seiven Derivaten gelithrt hatten. Die weitaus schwierigere Aufgabe,
die entsprechenden nicht - substituierten Verbindungen zu gewinuen,
hatte ich zuriickgestellt, um an den besser krystallisierenden Stick-
stoff-substituierten Derivaten erst Erfabrungen iiber das Verhalten
dieser bisher unbekannten Korperklasse zu erwerben. Auf Grund
dieser Erfahrungen ist es nun auch gelungen ?), den eigentlichen Pipe-
ridin-aldehyd und Tetrahydropyridin-aldehyd zuginglich zu
machen, und von diesem aus den ersten Schritt in ein Gebiet zu tun,
dessen AufschlieBung das Ziel der Arbeit bildet, namlich die Synthese
der zum Loiponreste des Chinins in Beziehung stehenden Piperi-
dinderivate. _

Nach wesentlich derselben Arbeitsmethode, die bei den dthylierten
Verbindungen zur Anwendung kam, kann man bei sehr sorgfil-
tiger Ausarbeitung der Versuchsbedingungen. aus dem Imidodiacetal
HN[CH,.CH;.CH(OC;Hs»} in guter Ausbeute das salzsaure Salz
des Tetrahydropyridinaldehyds-3,

CH
H, G~ "TC.CHO
H,c\_JcH, °
NH
krystallisiert erhalten. Der freie Aldehyd laBt sich nach dem friiher
heschriebenen Verfahren mittels Kaliumcarbonat und Ather nicht ge:

) Diese Berichte 88, 4154 [1905].
%) Vergl. die nichstfolgende Abhandlung von A. Wohl und M. S, Lo-
sanitsch.





