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Die Elenientaranalyse und Stickstoffbestin~~iiuug lasseu auf ei 

0.1309 g Sbst. (bci 1000 getrockuet): 0.23i4 g COZ, 0.0398 g If?O. - 
Dinitroderivat schlieaen. 

0.1512 g Sbst.: 19.2 ccm N (16O, i 4 9  iiim). 

C I ~ H I S O ~ N J .  Ber. C 49.48, H 3.09, N 14.44. 
Gef. )) 49.46, x 3.37, )) 14.49. 

Eine weitere Charakterisierung dieses Korpers behalte ich mir vo 
Zum Schlusse gestatte ich mir noch, Hrn. Prof. Dr. W. S u i d  

fur seine Unterstiitzung, sowie Hrn. Dr. G. K o l l e r  fur die Bnregun 
zu dieser Arbeit bestens zu danken. 

Die Arbeit wird fortgesetzt. 

442. A. Bach: tZber das Verhalten der Peroxydase 
gegen Hydroxylamin, Hydrazin und Blausaure. 

(Eingegangen am 19. Juni 1907.) 

Nachdem die Peroxydase sich gegen Jod als wenig empfintl 
lich erwiesen hatte '), wurde ihr Verhalten gegen einige andere 
ale Protoplasmn- und Fermentgifte geltende Agenzien untersuchi 
Ini nachstehenden sollen die Ergebnisse dieser Untersuchung mitgeteil 
werden. 

P e r o x y d a s e  u n d  Hydroxy laminch lo rhydra t .  
Um die Einwirkung des Hydroxylamins auf Peroxydase messen1 

Z U  verfolgen, wurde die von mir in friiheren Arbeiten vielfach benutzt 
Methode, namlich die durch das System Peroxydase - Hydroperoxyi 
bewirkte Oxydation des Pyrogallols zu Purpurogallin , angewandi 
Seiner Alkalinitat wegen konnte hier das Hydroxylamin nicht in freien 
Zustande, sondern nur als Salz zur Verwendung kommen. Die Ver 
suche wurden mit einem frisch dargestellten peroxydasereichen Extrak 
aus Meerrettigwurzeln und reinem Hydroxylaminchlorhydrat angestelli 
Die Bestimmung des Activierungsvermogens des Extraktes nach de 
friiher a) beschriebenen Pyrogallolmethode ergab, da13 15 ccm desselbei 
0.179 g Hydroperoxyd unter Bildung von 0.359 g Purpurognllin akti 
Tierten. Von diesem Extrakt wurden je 75 ccm in gut verscblieflbart 
Plaschchen gebracht und mit steigenden Mengen Hydroxylaminchlor 
hydrata in 25 ccm Wasser versetzt. Zu bestimmten Zeiten wurden ji 
20 ccm der Gemische mit 1 g Pyrogallol in 50 ccm Wasser und 30 ccn 

I) Diese Berichte 40, 830 [1907]. 3, Diese Berichte 37, 3757 [1904] 
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llydroxylaminchlorhydrat 

Sofort nachclemVermischen 
Nach 24 Stunden. . . . 

x 45 )) . . . . 

1-prozentiger Hydroperox>-dlosung zusammengebracht, die Keaktions- 
gemische wurden 24 Stunden stehen gelassen und das entstandenr 
Purpurogallin wurde dann in der fruher angegebenen Weise gewogen. 
Purch Vorversuche wurde festgestellt , dad Peroxydase auch gegen 
Hydroxylaniin rerhiiltnismarjig wenig empfindlich ist. Ilementsprecheiid 
wurclen anf je 75 ccm Estrakt 0.1-5.0 g IIydrosylaminchlorhydrnt 
angewandt. In folgender Tabelle sind die Ergebnisse dieser Versuchs- 
reihe zusammengestellt. Die angegebenen Mengen Hydroxylaminchlor- 
hydrates sind auf das wasserfreie Salz bezogen. 

Er  ha1 t enes P u r p u  r o g a1 1 in. 

I I1 I11 1v v V I  
0.1 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 

g g g g g g  

0.3,55 0.217 0.174 0.142 0.107 0.047 
0.256 0.216 0.177 0.145 0.103 0.014 
0.250 0.219 0.175 0.141 0.099 0.012 

- 
VII 
4.0 

g 

3.013 
3.016 
3.015 

- 

- 
YIlI 
.5.0 

K 

0.01 7 
0.01 2 
0.014 

- 

Der Zusatz von steigenden Mengen IIydroxylaminchlorhydr~ts 
benirkte also eine steigende Lahmung der Peroxydase, wobei die Ke- 
aktion zwischen Perosydase und Hydroxylaminchlorhydrat mit 5ehr 
groder Geschwindiglieit verlief. I h n n  nach 1-2 Tage langer Ein- 
wirkung des Hydroxylaminchlorhydrats war die Lahmung der Per- 
oxyclase nicht groder, als sofort nach dem Vermischen der Reagenzien. 
Merkwurdigerweise war bei Anwendung von 4 und 5 g Hydrox:, larnin- 
chlorhydrat auf 75 ccm Extrakt (Versuche VII und VIII) die WirLiiiig 
der Peroxydase anscheinend noch nicht aufgehoben. Das Pyrogallol- 
reagens farbte sich auch in diesen Fallen tiefbraun und lieferte geriiige 
Niederschlage. 

Als ich aber mit samtlichen Perosydasegemischen die nbrigen 
Perosydasereaktionen qualitativ ausfuhrte, beobachtete ich zu  meiner 
Uberraschung, daB dieselben nur bei Gemischen I-VI erhalten werden 
konnten; bei Gemischen VII nnd VIII b l i e b e n  s i e  dagegen ,  niit 
A u s n a h m e  d e r  R e a k t i o n e n  mi t  H y d r o c h i n o n  u n d  P y r o g a l l o l ,  
vo l l i g  aus .  Proben wurden mit Phenol, Resorcin, Hydrocliini)n, 
Pyrocatechin, Guajacol, (iuajac-Harz, 0- und m-Phenylendiamin wid 
Jodwasserstoffsaure angestellt. 

Darj das Auftreten der Farbungsreaktionen bei VII und VIIl nicht 
etwa durch die Anmesenheit von allzu groden Hydrosylaminnieiigen 
verhindert wurde, konnte dadurch bewiesen werden, daS auf Zuantz 
ron aktiver Peroxydaselosung die farblos gebliebenen Reaktionbge- 
niische die fiir jeden Fall charakteristische Farbung annahnien. hlleni 
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Anschein nach war hier durch die Einwirkung des Hydrosylaiiiiu- 
chlorhydrats die yon mirl) gesuchte Trennung der in gewobnlicher 
Peroxydase vermutlich enthaltenen spezifischen Bestandteile erzielt, 
indem samtliche spezifische Enzyme mit Ausnahme derjenigen, welche 
Hydroperosyd bei der Oxydation des Hydrochinons und des Pyro- 
gallols aktivieren, durch dieses Agens zerstort wurden. Kine nahere 
Untersucbung ergab 'aber, daB es sich hier nicht um eine Trennung 
der spezifischen Peroxydasen, sondern um eine eigenartige Reaktion 
zwischen den genannten Phenolen und Hydroxylaminchlorhydrat in 
Gegenwart von Hydroperoxyd handelt. Denn beim Zusamnieiibringen 
von Hydrochinon und Pyrogallol mit Hydroxylaminchlorhydrat in 
Gegenwart von Hydroperoxyd wurden genan dieselben Ihcheinungen 
wTie bei Versuchen VII und VIII beobacbtet. 

Dementsprechend erwiesen sich die bei letzteren erhaltenen, bei- 
nahe schwarzen Niederschlage als vollig purpurogallinfrei, wiihrend 
der bei Versuch VI  erhaltene Niederschlag die Iteaktionen des Pur- 
purgallins in unzweidentiger Weise gab. LaBt nian Hydrochinon und 
Yyrogallol mit Hydroxylaminchlorhydrat in waBriger Losung an der 
LuPt stehen, so farben sich die Gemische nicht mehr als die entspre- 
chenden Phenollosungen allein. Es scheint demnach, daB Hydro- 
cbinon und Pyrogallol mit Hydroxylaminchlorhydrat unter Bildung 
von Korpern reagieren, welche durch Hydroperoxyd vie1 rascher a ls  
die Phenole selbst angegriffen werden. Unter gleichen Bedin gungen 
reagieren andere Phenole mit Hydroxylaminchlorhydrat und Hpdro- 
peroxyd n i c h t .  

Aus obigen Versuchen gebt also hervor, da13 bei Anwendung von 
mehr als 3 g Hydroxylamincblorhpdrat auf 75 ccm Peroxydaseextrakt 
die Wirksamkeit des Fermentes vollig aufgeboben wurde. Naher  
wurde die Menge Hydroxylaminchlorhydrates, welche zur vollen Zer- 
stiirung der Perosydase erforderlich war, in folgender Weise bestimmt 

10 Reagensrohren wurden mit je 1 ccm Peroxydaseextrakt boschickt, und 
der Inhalt wurde der Reihe nach mit 0.040- 0.050 g Hydroxylaminchlorhydrat 
in 5 ccm Wasser und dann mit 1 ccm gesattigter Guajacollosung und 0.5 ccrn 
1-prozentiger Hydroperoxydlosung versetzt. Die Braunfarbung des Reagens 
trat bei 0.045 g Hydroxylaminchlorhydrat noch deutlich, bei 0.049 g nicht 
mehr auf. Das Mittel aus diesen Zahlen - 0.0485 g - ergibt die Menge 
des Salzes, wolche zur vollstandigen Lahmung der in 1 ccm Extrakt enthal- 
tenen Poroxydase erforderlich war. 

Die Tatsache, daB die Wirksamkeit der Peroxydase erst durch 
verhaltnisma,Big groBo Mengen Hydroxylaminchlorhydrats aufgehoben 
werden kann, 1aBt der Vorausset,zung Raum, daB es sich hirr nicht 
nm eine &iftwirkungcc, sondern um eine stiichiometrische Reaktion 

1) Vergl. cliese Berichte 40, 230 [1907]. 
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zwigchen Peroxydase und Hydroxylaminchlorhydrat handelt. Schon 
mehrfach ist hervorgehoben worden I), dal( Peroxydase und Hydro- 
peroxyd stets in konstanten Verhaltnissen niit einander reagiereu, 
und da13 die Hydroperoxydmenge, welche durch ein gegebenes Quan- 
tum Peroxydase aktivierbar ist, ziemlich genau bestimnit werden kann. 
Da in vorliegendem Falle sowohl die Menpe des ziir vollen Lahniung 
der Peroxydase erforderlichen Hydroxylamins wie die des akt,ivierten 
Hydroperoxyds bekannt sind, so kann aus dem Verhaltnis H y d r o x y l -  
an i inch1orhydra . t :  H y d r o p e r o x y d  auf das Verhiiltnis H y d r o x y l -  
a m  i n  c h l  o r h  y d r  a t  : P e r o x y d a s e geschlossen werden. 

Die Berechnung ergab, da13 hier auf 1 Mol. Hydroperoxyds fast. 
genau 2 Mol. Hydroxylaminchlorhydrats kommen : 

15 ccm Peroxydaseextrakt aktivierten 0.179 g = 0.00526 Mol. Hydroper- 
oxyds. Zur Totung der Peroxydase in 15 ccm Extrakt waren 0.0485 X 15 
= 0.7215 = 0.01046 Mol. Hydroxylamincblorhydrats erforderlich. 

Hydroxylaminchlorhydrat : Hydroperoxyd = 1.984 : 1. 

Angenommen, da13 Hydroperoxyd und Peroxydase Moleliul fiir 
Molekul niit einander reagieren, scheint also die Peroxydase mit 2 Mol. 
Hydroxylaminchlorhydrats unter Aufheben ihrer Wirksamkeit in Re- 
aktion zu treten. 1st weniger als -2 Mol. Hydroxylaminchlorhydrats 
vorhanden, so bleibt ein Anteil der Peroxydase ungelahmt. 

Es sei hier yoraus bemerkt, daI3 ein vollig ahnliches Verhkltnis 
auch bei der Einwirkung von Kaliumcyanid anf Peroxydase gefunden 
wurde; beim Hydrazinsulfat wurde dagegen ein von diesem hetracht- 
Iich abweichendes Verhaltnis beobachtet. 

P e r o x y d a s e  u n d  H y d r a z i n s u l f a t .  
Die Versuche wurden in ahnlicher Weise wie die oben beschrie- 

benen ausgefuhrt. Angewandt wurde ein Extrakt aus Meerettigwur- 
zeln, von dem 15 ccm 0.151 g Hydroperoxyd unter Bildung von 
0.312 g Purpurogallin aktivierten. Die in nachstehender Tabelle an- 
gegebenen Mengen Hydrazinsulfats beziehen sich auf das reine wasser- 
freie Salz. 

Erhaltenes Purpurogal l in .  

Q R 

Sofort nach dem Vermischcn 0.313 0.277 0.177 0.040 0.017 0.016 
Nach 24 Stunden . . . . 0.311 0.279 0.175 0.032 0.016 0.019 

)> )) . . . . 0.309 0.270 0.160 0.014 0.019 0.014 
Ohne Hydrazinsulfatzusatz: 0.312 g. 

I) Uiese Bericlite 37, 1346, 3785 [1904]; 38, 1875 [190>]. 

T I 1  
2 .O 
R 

0.017 
0.015 
0.014 
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Im wresent,lichen yerliefen also die Versuche mit Hydrazinsulfat 
in Rhnlicher Weise n ie  mit Hydroxylaminchlorhydrat. Nur war hier 
eine geringe Nachwirkung des Hydrazinsulfats auf Peroxydase be- 
merkbar, und die Menge des zurn Aufheben der Peroxydasewirkung 
erfnrderlichen Salzes war betrlchtlich geringer. Gemisch IV gab am 
Beginn des Vrrsuchs noch samtliche Reaktionen der Peroxydase, Ge- 
misch V keine mehr niit Ausnahnie der Hydrochinon- und Pyrogdol- 
reaktion. Niederschlage V, VI und VII waren purpurogallinfrei. 
Gegen Hydrazinsulfat und Hydroperoxyd verhalten sich die Phenole 
wie gegen Hydroxylaminchlorhydrat, indem nur Hydrochinon und 
Pyrogallol unter Braunfarbung und Bildung yon geringen schwarzen 
Niederschlagen rasch angegriffen werden . 

Die in oben angegebener Weise ausgefuhrte nlhere Bestirnniung 
der Hydrazinsulfatmenge, welche zur viilligen Liihmung der Peroxy; 
dase erforderlich war, ergab, dalJ die in 1 ccm Extrakt euthaltene 
Peroxydase durch 0.0103 g = 0.000070 Mol. Hydrazinsiilfats zerstijrt 
wird. Da 1 ccm Extrakt 0.01066 g = 0.00031 Mol. Hydroperoxyds 
aktivierte, so ha,t man hier des Verlialtnis : 

Hydrazinsulfat : Hydroperoxyd = 0.254 : 1. 

Mit einem anderen 18 hfonate auf bewahrten Peroxydaseextrakt, 
von dem 15 ccm 0.128 g Hydroperoxyd aktivierten, wurde das Ver- 
haltnis : 

Hydrazinsulfat : Hydroperoxyd = 0.251 : 1 

erhalten. Wahrend also zur volligen Lahmung der Peroxydase 2 Mol. 
Hydroxylaminchlorhydrats - auf das aktivierte Hydroperoxyd bezogen 
- erforderlich sind, wird dieselbe schon durch etwa ’ l a  Mol. Hydrazin- 
sulfats zerstort. Die Ursache dieses Unterschiedes ist mir nicht klar. 
Moglicherweise spielt hier die Natur der an der Base gebundenen 
SLure eine gewisse Rolle. Mit Hydroxylaminchlorid und Hydrazin- 
sulfat versetzte Peroxydaselosung reagiert stark sauer, zumnl die ge- 
nannten Salze schon in wal3riger Liisung stark hydrolytisch dissoziiert 
sind. Weitere Aufschlusse tiber diesen Gegenstand sollen durch in 
dussicht gestellte Versuche iiber das Verhalten der Peroxydase gegen 
Siiuren gewonnen werden. 

P e r o x j  d a s e  i ind K a l i u m c y a n i d .  

Fur diesr Versuche wurde dasselbr Extrakt wie bei der I’er- 
suchsreihe mit Hydraziusulfat ange\\ andt. Versuchsanordnung wie 
oben. 

Berichte d. D. Ckm. Gesellschaft. Jahrg. XXXX. ‘LO6 
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I 

g 

Kaliumcyanid . . . . . 0.05 

Sofort nach dem Vermisclien 0.251 
Nach 24 Stunden . . . . 0.189 

)> 48 )) . . . . 0.169 
D 72 )) . . . . 0.155 
>> 98 )) . . . . 0.157 

11 I11 I V  v Vl  VII VIll 
0.10 0.20 0.40 0.60 1.0 2.0 3.0 

g g  g g g g g  

0.232 0.210 0.166 0.149 0.110 0.039 0.0 
0,215 0.214 0.262 0.311 0.3120.1700.049 
0.198 0.209 0.270 0.3120.3160.1980.05'i 
0.188 0.212 0.282 0.3100.312 0.216 0.066 
0.199 0.210 0.293 0.3140.3130.2360.075 
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11. 
0.10 

g 

Kaliumcy anid + Essigsaue 

Sofort nach dem Ver- 
mischen . . . 0.175 

Nach 24 Stunden . 0.206 
>> 48 D . 0.222 
>> 96 >> . 0.249 

verzogert, bei den hoheren dagegen seine Erholung beschleunigt. Die 
Ursache dieser Erscheinung sol1 durch weitere Versuche iibcr das 
Verhalten der Peroxydase gegen Alkalien erortert werden. 

E r h a 1 ten es Pur p u r o gal 1 in. 

Ill. IV. 
0.20 0.40 

g g 

0.166 0.150 
0.188 0.169 
0.206 0.178 
0.238 0.227 

r:" ~~ 

0.132 0.104 0.040 
0.149 0.120 0.066 
0.168 0.148 0.087 
0.214 0.206 0.104 

Ohne Blausaure . . . 0.312 g 

Auf Grund der naheren Bestimmung der Knliumcyanidmenge, 
welche zur vollen Lahmung der angewandten Peroxydase erforderlich 
war, wurde das Verhaltnis : 

Kaliumcyanid : Hydroperoxyd = 1.957 : 1 
berechnet. 

Die Hauptergebnisse obiger Untersucbung sind also folgende: 
1. Die zur volligen Lahmung der Peroxydase erforderlichen Mengen 

Hydroxylaminchlorhydrates, Hydrazinsulfates und Kaliumcyanids sind 
so grol3, da13 es sicb hier zweifellos nicht um eine ,Giftwirkungcc, 
sondern nm eine stochiometrische Reaktion zwischen Peroxydase und 
den genannten Substanzen handelt. 

2. Vergleicht man diese Mengen mit den Hydroperoxydmengen, 
welche durch die angewandte Peroxydase aktivierbar sind, so ergibt 
sich, daR die zur Aktivierung von 1 Mol. Hydroperoxyds erforderliche 
Peroxydasemenge durch je 2 Mol. Hydroxy1an;inchlorhydrats und Ka- 
liumcyanids und '/a Mol. Hydrazinsulfats zur vollen Lahmung gebracht 
wird. Zur naheren Beurteilung dieser Verhaltnisse sind weitere Ver- 
suche iiber das Verhalten der Peroxydase gegen Sauren und Alkalien 
erforderlich. 

Genf.  Privatlaboratorium. 

20Ge 


