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1-e r g le  ic  h s - Su 1) s t a n ze 11. 

nach Th. 
Zincke und .4. Ossenbeck'O) dargestellt und durch Krystallisation aus 
verd. Salpetersaure als Hydrat erhalten. Die Darstellung des 2 - M e t h y l -  
i iapli t l iodichi~io1is-(1.4.5.8) werden K .  W a l l e n f e l s  und A. G a u h e  he- 
schreihen. 

1)as 1.2.3.4-Te t r a k e  t o - t e t rali  y d r o n a  pli t lialjn ivurde 

. __ 

58. Kurt Wallenfels  und Adeline Gauhe: uber die Dehydrierung 
von Echinochrom und anderen 2.3-Dioxy-naphthochinonen durch 

Peroxydase und Wasserstoffperoxyd. 
..\us tl .  I < a i s ~ r - \ V i l l i ~ l ~ ~ ~ -  Iiistitut fiir Nediziii. I:orscliung, IIeidelbcrg. Institiit fiir Riolopie.] 

(Eingegnngen niii 12.  Miirz 1042.) 

Pkhinochroiii, das tiefrot ist, laWt sic11 durch verscliiedene Oxydations- 
mittel, z. R.  linterclilorige Same oder Silberoxyd, glatt ZLI deni um zwei 
Wasserstoffatome armeren, gelben Dehydro-echinochroni dehydrieren. In  
tlerselben Weise nie Echinochroni verhalten sicli 2.3-Diosy-naphthazarin 
und 2.3-l)ioxv-iiaphtliocliinon-( 1.4) (Isonaplitliazarin). Das Dehydrierungs- 
produkt ist nach R. K u h n  und K .  Wal lenfe ls l )  ein Diorthochinon bzw. 
1.2.3.4 -Tetraketo-tetrali?-droiiaphthalin. Schema I stellt die Reaktion fiir 
Ikliinocliroiii tlar. 

H ,c . 1-1 ?C 
015 0 (?€I 0 

I H3C. KC,/\,\/() I1 

H( )/\A/ \( ) 

I' . . . . . . . (1) 
\,A /\ /( ) - 11% * 

I I ( )  ' ' V \ A ? E I  
, 8  

O I i  0 O I I  0 

\Vie wir gefunden hahen, M3t sich diese Reaktion aucli fermentativ 
durchfiihren. Verdiinntes U'asserstoffperoxyd allein verandert eine waf3r. 

Perox\-daselosiing atis Meerretticli hinzu, so beohachtet man eine starke 
Auflielluiig tler Farbe, und bald. ist die urspriinglicli dunkelrote Losung 
hellgelb geworden. Die fiir Echinochrom chnrakteristisclien Absorptions- 
banden sind vollstandig verscliwunden. Leitet nian in die gelhe Liisung 
nun Schn~efelwasserstoff, so vermandelt sicli der gelhe Farhstoff wieder 
in den iirspriinglichen roten zuriick. Der zuriickgebildete rote Farhstoff 
lafit sich iiiit &ier estrahieren. Die ather. Losung zeigt am 1,o\ve-Schumni- 
Spektroskop die -1bsorptionshanden yon Bchinocliroin (530 und 500-490 mp). 
+& &ximetrisc!le Bestininlung des Echinochrorngehnlts ergibt, tlafi ne-  
~2ydrierung und Hytlrierung qiiantitativ verlaufen. 

1 ,osung ". voii Echinochrom nicht. Fiigt man jedoch hei plr  4--5 ein wenig 

E i n f 111 IJ (1 e r n7a s se  r st off - I one  n - k on ze n t r a t  ion.  

1:ni die Geschwindigkeit der Dehydrierung hei t-erschiedenen pH-Werten 
XII ermitteln, wurden in einer Ciivette 1 ccin einer 0.004-proz. Echinochrom- 
liisung (Aufliisen in wenig Alkohol, Verdiinnen mit Wasser) mit 1 ccm 

10) -4. 307, 1 jlS99:. 
1) R. R u h n  ;I R bVnllenfels ,  U .  ;S, 407 .I9421 
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0.04-n. Acetatpufferliisung und 1 ccni 0.0016-proz. H,O,-Ldsung verniischt. 
Nach Zugabe tion 1 ccm Peroxydaselosung (enthaltend etwa 0.00015 Per- 

Abhild. 1. Veriinderung der Lichtabsorption von Echinochroni in Gegenwart von Per- 
oxytl.zsc hei verschiedenem p ~ .  Ordinate: nig Echinochrom in 100 ccin 1,iisuiig; Abszisse : 

Zrit in >fin. nach den1 Zufiigen der Peroxydase. 
_ - _ ~  Echinochroni - 4 -  H,02 ohnc Peroxydosr. 

osydase-Einheiten) wurde im Stufenphotoineter die Abnahme der Extinktion 
bei 470 nip gegeniiber einer Vergleichslijsung ohne Peroxydase bestiniint. 

Die Abbild. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der 
1 ~~r - -! Dehydrierung von Echinochroni bei verschie- 

denen pII-Werteii und die Konstanz des Farb- 
21- -.- . 

wertes ohne Zufiigen vpn Peroxydase. M'Q"q- -_i ! I verlauft Bei schwach die Reaktion saurer am Reaktion schnellsten. CprI 4.7) Die 

~~~ ~ ~ . .~.  . &-. --_ 7 , 
I die Halfte des Echinochronis beiverschiedenem 

~ plr dehydriert war. 
3 & 5 6 P ~ 7  Ilas p,L-Optin~uin der peroxydatischen 

1)ehydrierung' ist hei den verschiedenen Sub- 
straten des 1:erinentes verschieden. Fiir Kresol, 
Hydrochinon und Guajacol liegt es in1 sauren 
Hereich, fiir Pyrogallol im schwach alkalischen 

I 

3-  Abbild. 2 zeigt die Zeit in Min., nach welcher 

! 
~ L .. ~. J . .~ _- . 2 

Abbild, 2 ,  Geschwindigkeit der 
1)clIydrierung \,on Ec]lil1ochrolli 

durch Peroxydase. 
ordinate: Halbwertszeit in &[in. ; 

Ahszisse: p p W e r t .  (Tafel 1 ) .  

'l'afcl 1. 
Substrat . . . . . . . . . . Kresol (;uajacol Hydro- Leuko- I'yro- 13chino. 

chinon malachit- gnllol rhrom 
grun 

pH-Optiniuni . . . . . . .5.2?) 5.22) 5 .o 3) 4.0') 735) 4.7 
. -. ~- 

2) H. U c k o  ti. H. B a n s i ,  Ztschr. physiol. Chem. 159, 235 jl926,l. 
3) B. R .  D e y  11. S i t h a r a n i a n ,  Journ. Indian. chem. SOC. 9, 499 [1932], 
') K. n ' i l l s t l i t t c r  ti.  -1. LVebcr, :\. 149, 156 [1926j. 
5) K. \V. G e t c h e l l  ti. S. \Va l ton ,  Journ. biol. Cheni. 91, 4lcj [1931:. 
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E i n  f I u 13 de r Was se r s t off pe r o x y d - K on ze n t r a t  ion. 
A. Rach6) zeigte schon vor vielen Jahren, dal3 sich die Einwirkung 

von Peroxydase auf Jodwasserstoffsaure durch uberschussiges H,O, hemmeii 
l d t .  Er nahm an, da13 das Enzym irreversibel zerstort wird. W i l l s t a t t e r  
und We ber*) untersuchten die Dehpdrierung von Leukomalachitgriin und 
fanden, daW nur bei sehr hoher Wasserstoffperoxyd-Konzentration das 
Ferment irreversibel zerstort wird, warend  sich die Hemmung durch mittlere 
H,O,-Konzentrationen durch teilweise Zerstorung des iiberschiissigen Hydro- 
peroxyds oder durch Erhohung der Substratkonzentration wieder aufheben 
laat. Sie nahmen an, da13 das Wasserstoffperoxyd sich in zivei verschiedenen 
Formen an  die Peroxydase addieren kann (I und XI). 

-. . ~. . .. . ~~ .- - - . .- __ ~ 

0-H 

0--H 
I. 

/H 

‘H 
0 = 0 

11. 

Die beiden Additionsprodukte sollen verschiedene Oxydationspotentiale 
besitzen. P. J. G. Mann’), der die &O,-Hernmung bei der Guajacol- 
Oxydation untersucht hat, nimmt an, dal3 sich zunachst ein ternares An- 
lagerungsprodukt Peroxydase-H,O,-Substrat bildet. In  diesem haftet das 
Substrat an zwei aktiven Stellen der Peroxydase. Bei hoher SO,-Kon- 
zentration besetzt dieses auch die Haftstellen des Substrats, so daB dieses 
nicht mehr addiert werden kann. Diese Annahme erklart besser die Tat- 
sache, dal3 sich die Hemmung durch H,O, durch Erhohung der Substrat- 
Konzentration aufheben 1aWt. Auch die Dehydrierung von Echinochrom 
nird durch Erhohung der Wasserstoffperoxyd-Konzentration gehemmt. 
In den Kurtren der Abbild. 3 ist der zeitliche Verlauf der Echinochrom- 

1 2 3 4 Min. 5 

.+bbitu. 3. %iy-&dtierung von Echinochrom clurch Perosydnse in Gegenwart von H,O,. 
()rWte:”tng Echinochrom in 1.00 ccrn Losurig; Abszisse: Zeit in Min. nach Zugabe der 

I’troxydase. 
~~ [H202] = 1.25 x molar ini .4nsatz 

x x - - .  x 1.00 x 10-3 . . .  3.00 x 10-3 
~chinochrorri-Konzeritration: 1.5 x 10-4 

6) R.  37, 3785 [1904]. 
7, Biocheni. Jourri. 25, 918 [1931!. 
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Dehydrierung bei optimalem pn (4.7) und verschiedener H,O,-Konzentration 
dargestellt . 

Abbild. 4 zeigt die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der 
H,O,-Konzentration. Bei gleichinolarer Konzentration von Echinochrom 
und Wasserstoffperoxyd ist die Reaktionsgeschwindigkeit nicht maxiinal. 

Abbild. 4. Dehydrierung von Echinochrom durch Peroxydase in Gegenwatt von H,O,. 
Ordinate links: Durchschnitt der Keaktionskonstanten (a - - * - - a ) ;  rechts: Zeit 
in Min., in der die Halfte des eingesetzten Echinochroms umgesetzt ist (x- - x-- x ) ;  

Abszisse : negativer Log der H,O,-Konzentration. 

Dies wird erst bei einer Konzentration von etwa 10 Mol. H,O, je Mol. 
Echinochrom erreicht. Die Affinitat der Peroxydase zurn Echinochrom 
scheint demnach vie1 grol3er zu sein als Zuni Wasserstoffperoxyd. 

Die Reak t ionso rdnung .  

Die Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion 1. Ordnung wird nach 
der Gleichung berechnet : 

Hierin bedeuten t die Zeit in Rlin., a in unserem Falle die Echinochrom- 
Anfangskonzentration, a-x die Echinochrom-Konzentration zur Zeit t .  
Die Tafeln des Versuchsteils zeigen, da13 sowohl fur die verschiedenen pH-Werte 
als auch fur die verschiedenen KO,-Konzentrationen bis zurn Ende der 
Dehydrierung Gleichung (1) erfiillt ist. Man kann also annehmen, daJ3 die 
Dehydrierung von Echinochrom niit KO,  und Peroxydase eine Reaktion 
1. Ordnung ist. Wir nehmen an, daB die Verschiebung des Wasserstoffs 
vom Substrat zum -0, diese, die Geschwindigkeit bestimmende Reaktion 
ist, waihrend die Bildung der ternaren Additionsverbindung und der Zerfall 
nach der Verschiebung des \%'asserstoffs in Peroxydase, Dehydro-echinochrom 
und Wasser mit unniel3bar groaer Geschwindigkeit erfolg@z; 

An de re 0 x y n a p h t h o c h in  o ne. 
Naphthazarin laat sich niit Bleitetraacetat nach dein Schema I1 zuri 

nahezu farblosen Dichinon dehydrieren8). Diese Reaktion laat sich mit 
Peroxydase und H,O, nicht durchfuhren. 

8)  K. Z a h n  u. P. O c h w a t ,  A. 462, 72 [1928]. Uber die Darstellung verschiedener 
__ - - .- 

suhstituierter Naphthodichinone werden wir noch berichten. 
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Fur den Ubergang Naphthazarin -+ Naphthodichinon ist das Redox- 
potential von D i m r o t h  und Hel lmuthe)  gemessen worden. Es liegt urn 
0.257 Volt positiver als das von p-Benzochinon, d. h. E, ist bei 25O und 
pIr 0 = 0.970 Volt. Man konnte daran denken, da13 das Oxydationspotential 
von H202 und Peroxydase hierfiir nicht ausreichend ist. Wie Bal ls  und 
Halelo) festgestellt haben, werden jedoch nocli 0- und p-Kresol und Vanillin 
von Perosydase und Wasserstoffperoxyd oxydiert. Das Oxydationspotential 
dieser Verbindungen liegt, wie Fieserll)  festgestellt hat, bei etwa 1.1 Volt. 

Wir haben eine Reihe weiterer Oxynaphthochinone auf ihre Oxydier- 
barkeit init KO, und Peroxydase untersucht. Das Ergebnis dieser Versuche 
ist in Tafel 2 dargestellt. , 

Tafcl 2 .  

Substaiiz 
Einivirkung von Peroxydase 

und H,O, bei p g  4.7 
2-~~sv-iiaphthochinon-(1.4) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 ~- . .  
j-Osy-naphthochinon-(l .4 
2.3-Dioxy-naphthochinon- . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
.i .8-Uioxy-naphthochinon- . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
5 .S-Dioxy-2-methyl-napht 1.4) . . . . . . . . . . . . . . .  
2.5.S-Triosy-naphthochinon-(l.4) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
2.5.8-Trioxy-3-methyI-naphthochinon-(l.4) . . . . . . . . . . . . .  
2.5.8-Trioxy-6- oder 7-methyl-naphthochinon-(l.4) I*) . . .  

2.5.6- oder 7.8-Tetrao~y-naphthochinoii-(l.4)i4) . . . . . . . .  

2.3.5.6.8-Pentaoxy-7-atliyl-naphthochinoii-(l.4) 16) . . . . . . .  
2.3.5.6.8-Pentaoxy- . . . . . .  

2.5.8-Triosy-3-athyl-naphthochinon-(l.4) 13) . . . . . . . . . . . .  
2.3.5.8-Tetraoxy-naphthocliinon-(l.4) . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2.5.6- oder 7.8-Tetraoxy-3-Pthyl-naphthocliinon-(l.1) 1 5 )  . 

Spinochroni A'") . 
Spinochrom PI6) . . . . . . . . . .  

0 
.k 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
-t 
0 
0 
i- 

T 

0 
-1- bedeutet, claI3 auf Zusatz von H,O, und Peroxydase Entfarbung eintritt. Durch 
H,S wird der urspriingliche I'arbstoff regeneriert. 0 bedeutet. da13 keine Veranderung 
stattfindet. 

Aus der Tafel 2 scheint uns hervorzugehen, da13 die wesentliche Be- 
dingung fur die Dehydrierbarkeit mit Peroxydase und H202 nicht ein ent- 
sprechendes Redoxpotential, sondern eine bestimmte Anordnung der 
Wroxylgruppen is;. Nur diejenigen Oxynaphthochinone werden de- 

9) 0 D i m r o t h ,  Angew. Cheni. 46, 571 [1933]; R.  H e l l m u t h ,  Dissertat.Wiirzburg 
- 

1930 (D 20). 
70) .a. K. B a l l s  u. W. S .  H a l e ,  Journ. biol. Chem. 107, 767 [1934]. 
11) L. F. Fieser ,  Journ. Anier. cheni. Soc. 52, 5204 [1930]. 
12) Schmp. 17Y; iiber die Synthese dieser Verbindung werden wir noch berichten. 
13) Schinp. 18Y, K. Wallenfe ls ,  unveroffentlicht. 
14) Schmp. 136-2380, K .  Wal lenfe ls  u. A. G a u h e ,  unveroffentlicht. 
15) Schmp. 19Z0, K. Wal lenfe ls ,  unveroffentlicht. 
16) Farbstoffe natiirlicher Hcrkunft. 
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hydriert, die zwei Hydroxylgruppen in 2- und 3-Stellung besitzen. Damit 
haben wir eiri einfaches Mittel der Konstitutionsforschung in der Hand. 
So unterscheiden sich z. B. die beiden Stachelfarbstoffe der Seeigel Arbacia 
pustulosa und Paracentrotus lividus eindeutig dadurch, da13 der erste sogleich 
entfarbt wird und durch H,S wieder zuruckerhalten werden kann, wahrentl 
tler letzte niclit entfarbbar ist. 

-___- 

Beschreibung der Versuche. 
1) I)eh p.d r ie r 11 ng u n d  W ie de  r ge w in n u  ng  du  r c 11 H,S - Re du  k t ion. 

2 ccin Echinoclirom-Losung (16 mg in 100 ccm Wasser) werden in 
einer Cuvette mit 2 ccm 0.04-n. Acetatpufferlosung von pR 4.7 und 2 ccm 
J&02 (2x10-4 molar) vermischt. Nach Zufiigen von 2 ccm einer sehr verd. 
Peroxydaselosung wird im Stufenphotometer die Zunalinie der 1,ichtdnrch- 
lassigkeit verfolgt. Filter S 47, Temperatur : 19O. 

Zeit 
(Miii .) 

0.5 
1 
1 .5 
2 
2..i 
3 
3 . .i 

* 4  

15 

0.2O.i 
0.274 
0.328 
0.398 
0.44.5 
0.49.i 
0.552 
0.5S8 

itig Echiiiochrorii 
je 100 ccm 

3.d3 
3.42 
2.80 
2.68 
2.40 
2.11 
1.77 
1.56 

&it 
(Min.) 

4.5 

6 
7 

I 

S 
9 

10 
1 5 

r.: 
0.618 
0.644 
0.717 
0.738 
0.770 
0.810 
0.830 
0.830 

lug E:chiiiochro~u 
je 100ccm 

1.38 
1.23 
0.80 
0.67 
0.48 
0.24 
0.1s 
0.18 

Der erhaltene Endwert riihrt von der blaBgelben Farbe des Dehydro- 
echinochroms her. Es sind also am SchluB nicht 0.18 nig Echinochrom/100 ccm 
vorhanden, sondern 0.0. Dies 1aBt sich leicht durch atherestraktion feststelkn. 

Nachdem am Stufenphotometer Konstanz des Parbwertes erreicht war, 
wurde noch weitere 5 Min. abgewartet und dann Schwefelwasserstoff in 
die Losung geleitet. Nach kurzer Zeit begann langsam Rotfarbung. Es 
wurde noch einige Minuten stehengelassen und dann der rote Farbstoff 
niit 5 ccm Ather extrahiert. Diese Losung a zeigte am L o w e - S c h u m n -  
Spektroskop die Absorptioiisbaiiden 530 und 500-490 inp, die mit denen 
von Echinochroni iibereinstininiten. Es wurde nun ein Kontrollansatz, 
bestehend aus 2 ccni derselben Echinochroml6sung, 2 ccin Acetatpuffer und 
2 cciii H,O,-Liisung und 2 cciii Wasser, bereitet. Die Farbe anderte sich 
nicht ini Verlauf von '1, Stde. Die Losung wurde d a m  ebenfalls init 5 ccm k h e r  
estrahiert. Die Atherlosung b hatte die Echinochrombanden und wurde 
im Stufenphotoineter niit der Losung a des durch Schwefelwasserstoff re- 
duzierten Dehydrierungsansatzes verglichen. 1)ie Liisungen a und h hatten 
praktisch die gleiclie Farbstarke (& 1 yo). Die DurcMa.ssigkeit war 9 9 O / , .  
Die Oxydation zum Dehydro-echinochrom und die Zuriiclrh?;c;, &iig zllni 
Ekhinochroni gehen also ohne Verlust an Suhstanz vor sich. 

.. ,... 

2) Be s t i in mu n g  de r Fe r me n t a k t  iv i t a t .  
Uni die Aktivitat des fur die Messungen benutzten Peroxydasepraparates 

zu bestimnien, wurde nach R. Wi l l s t a t t e r  und A. Sto1117) die I'ui-pure 
gallinbildung aiis Pyrogallol colorimetrisch gemessen. Die erste Alkohol- 

l i )  A .  416, 21 :1926]. 
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fallung der Peroxydase aus Meerrettich wur-de fur die Untersuchungen 
1)enutzt. Die Ausgangslosung niul3te fur die Echinochromversuche nocli 
auf das 250-faclie verdunnt werden. Von dieser Losung wurden 5 ccm ZII 

einer Losung von 0.5 g Pyrogal lo l  und 5 mg H,Op bei 20O zugegeben. Nach 
5 Min. wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 ccrn 2-n. Schwefelsfiure 
heendet. Das gebildete Purpurogal l in  wurde init Ather estrahiert und 
in1 Stufenphotometer bestimmt. 

5 cciii Peroxydase (1:250); E == 0.177 entsprechen 0.735 mg Purpuro- 
gallin; 1 ccin Peroxydaselosung bildet in 5 Min. 0.147 ing Purpurogallin 
iind enthalt also 0.000147 Peroxydase-Einheiten. 

3 )  Best  i in ni u ng  de s prr - Op t i n i  11 nls .  

%ur Hestiinmung der Aktivitat bei verschiedeneni prl wurde 1 CCIP 

Ikliinochrorn-Losung der Konzentration 1.5 x lo-* rnit 1 ccni 0.04-n. 
Acetatpuffer und 1 can H,O,-I,osung der Konzentration 1.17 x lo-' init 
1 ccm der verd. (1 : 250) I'erosydaseliisung verinischt. 

Min. nach 
Zugabe der 

d .  Peroxydase 
pR 3.19 0 

1 
1 .5 

2.5 
3 
3..i 
4 
4.5 

7 - 

-l 

9.9 
- _  
0 
0. .i 
7 
7 . .i 
S 
'I  

11 
I.! 

])If 3.s 1 
3 . 5  

4 4 1 ..i 
3 
1 . i 
3 
3.5 
4 
5 

1: 

0.1 6.i 
0 . 3  19 
0 . 3 8 2  
0.434 
0.492 
0 .  .i20 
0.552 
0.5S3 
0.616 
0.03s 
0.662 
0.680 
0.690 
0.717 
0.742 
0.750 
0.780 
0.801 
o.so4 

0.377 
0.441 
0.520 
0.585 
0.654 
0.690 
0.717 

0.469 
0.547 
0.61G 
0.690 
0.717 
0.762 
0.788 

1ng 
ISrhinoclironi 
i n  100 cmi  

4.0 
3.12 
2.70 
2.40 
2.13 
I .94 
1.7s 
1.01 
I .42 
1 .20 
1 . I 0  
1.02 . 
0.94 
0.83 
0.60 
0.65 
0.48 
0 . 3 0  
0.34 

2.81 
2.46 
2.01 
3 .(>5 
1.25 
1 .OG 
0.90 

2.26 
1.80 
1.04 
0.97 
0.80 
0.54 
0.39 

';(, I'lnsntz 

0 
22.0 
3 1 . 0  
38.5 
46.S 
51.5 
.i5.2 
59.5 
64.2 
67.5 
71 .O 
74.5 
76.2 
79.0 
82.9 
83.5 
88.0 
01 .o 
91 ..i 

29 9 
38.6 
49.9 
48.7 
GS.8 
73.4 
77.4 

43.6 
55.0 
65.0 
75.8 
80.0 
86.4 
90.6 

k 

0.105 
0.107 
0.1 Oh 
0.107 
0.105 
0.101 
0.099 
0.100 
0.095 
0 .oox 
0.090 
0.097 
0.008 
0.102 
0.090 
0.102 
0.095 
0.090 

0.1.54 
0.141 

0.154 
0.168 
0.165 
0.151 

0.165 
0.173 
0.181 
0.205 
0.190 
0.217 
0.222 

n . 1 4 ~ ~  
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_. 

Min. iiach 
Zngabe der 
Peruxydnse 

PH 4.7 1 ..5 
3 
I 

2.5 
3 
3.5 
4 
5 

PH i.0 1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 

pH 5 .o 1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 

pH .5.9 1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
6.5 
7 
8 

PH 6.22 1..5 
7 - 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
6.5 
7 

I: 

0.509 
0.582 
0.650 
0.682 
0.724 
0.740 
0.793 

0.458 
0.552 
0.602 
0.658 
0.706 
0.728 
0.757 
0.770 

0.345 
0.424 
0.497 
0.54.5 
0.580 
0.623 
0.652 
0.67h 
0.684 
0.701 

0.280 
0.352 
0.409 
0.480 
0.523 
0.569 
0.595 
0.623 
0.638 
0.678 
0.699 
0.714 
0.533 

0.222 
0.284 
0.352 
0.418 
0.458 
0.492 
0.535 
0.569 
0.595 
0.635 
0.642 
0.654 

n1g 
lkhinochrom 
in 100 ccni 

2.02 
1.56 
1.19 
0.97 
0.75 ' 
0.66 
0.35 

2.22 
1.73 
1.46 
1.17 
0.92 
0.80 
'0.64 
0.58 

2.79 
2.37 
1.98 
1.72 
1.54 
1.31 
1.15 
1.02 
0.98 
0.89 

2.90 
2.57 
3 79 

1.95 
1.74 
1 . i l  

1.2.5 
1.17 
0.97 
0.87 
0.89 
0.68 

3.01 
2.74 
2.42 
2.13 
1.94 
I .79 
1. .60 
1.44 
1.33 
1.14 
1 .ll 
1.04 

-.I 

1 .38  

49.5 
61.2 
72.7 
75.8 
51.2 
53.6 
01.3 

44. j  
56.8 
03.4 
70.7 
76.8 
X O . 0  
44.0 
8 5 . .5 

30.2 
40.7 
.50.6 
57.2 
61.4 
67.2 
71.3 
74.4 
75.7 
77.6 

27.4 
35.7 
42.8 
50.6 
50.7 
62.3 
65.3 
68.8 
70.7 
75.8 
78.1 
SO.O 
83.0 

24.7 
31.9 
33.6 - 

46.8 
j1 .5  
j5.4 
60.0 
64.0 
66.8 
71.7 
72.5 
74.2 

k 

0.198 
0.204 
0.213 
0.212 
0.213 
0.195 
0.216 

0.184 
0.184 
0.175 
0.180 
0.182 
0.175 
0.177 
0.166 

0.104 
0.114 
0.121 
0.122 
0.119 
0.112 
0.120 
0.119 
0.111 
0.109 

0.093 
0.096 
0.097 
0.104 
0.103 
0.105 
0.103 
0.101 
0.097 
0.102 
0.102 
0.100 
0.096 

0.062 
0.082 

0.091 
0.088 
0.082 
0.088 
0.089 
().Of37 
0.091 
0.08G 
0.089 

u: 33%. 
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Bus den angegebenen k-Werten errechnen sich folgende Durchschnitts- 

_ _  .- - 

werte : 

PH 
1;. 

3.19 3.80 4.40 4.70 5.00 5.60 5.90 6.22 
0.100 0.155 0.195 0.213 0.178 0.115 0.100 0.085 

4) 1Vasserstoffperoxyv.d-Konzentration be i  ~ ~ ~ 4 . 7 ,  -log [Ech.] = 3.82 

t 

- - log -H,0,] = 1.9 
1.5 

2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 

5.5 
6 

9 - 

7 

log T 1 2 0 2 1  = 2.2 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 

-log [H,o,; == 2.4.5 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 

c;,~oc! TH,O,] = 2.7 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 

5.5 
6 

7 

I: 

0.339 
0.388 
0.43 1 
0.468 
0.502 
0.522 
0.549 
0.569 
0.595 
0.604 

0.392 
0.462 
0.499 
0.544 
0.578 
0.613 
0.634 
0.658 

0.444 
0.50s 
0.565 
0.588 
0.631 
0.676 
0.682 
0.712 
0.726 
0.760 

0.469 
0.514 
0.585 
0.623 
0.678 
0.699 
0.733 
0.750 
0.772 
0.791 

111g yo 17nisatz Ecliinoclironi 

3.03 
2.74 
2.49 
2.28 
2.07 
1.84 
1.78 
1.67 
1.52 
1.46 

2.71 
2.30 
2.08 
1.82 
1.61 
1.41 
1.28 
1.14 

2.41 
2.03 
1.60 
1.54 
1.27 
1.04 
0.99 
0.82 
0.74 
0.55 

2.26 
1.99 
1.57 
1.35 
1.02 
0.89 
0.70 
0.60 
0.47 
0.37 

24.3 
31.5 
37.8 
43.6 
48.2 
54.1 
55.5 
58.2 
62.0 
63.4 

32.4 
42.6 
48.7 
54. j  
59.7 
64.8 
68.2 
71 8 

39.8 
49.3 
57.9 
61.4 
68.4 
74.2 
75.3 
79.5 
81.6 
80.3 

43.5 
50.2 
60.5 
66.3 
74.5 
77.9 
82.5 
85.0 
88.2 
90.7 

k 

0.080 
0.082 
0.082 
0.081 
0.082 
0.084 
0.078 
0.076 
0.076 
0.073 

0.112 
0.120 
0.114 
0.1 14 
0.113 
0.113 
0.110 
0.100 

0.147 
0.147 
0.150 
0.138 
0.142 
0.146 
0.135 
0.138 
0.133 
0.144 

0.165 
0.151 
0.162 
0.157 
0.168 
0.163 
0.168 
0.165 
0.175 
0.172 
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t 

log :H,O,] = 2.9 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 

6 

- -  
3 .3  

.lox [H202j = 3.12 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 

-log jH,O,] = 3.3. 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
1 
4.5 
5 

-- log [ € T 2 O L ]  =-= 3.6 
I .5 

2.5 
3 
3..5 
4 
4.5 

1 - 

3 

2 
’7 5 
3 
3..i 
4 
4.5 

I. 

3 

3 .3  
- -  
6 

1: 

0.446 
0.537 
0.588 
0.637 
0.678 
0.717 
0.745 
0.765 
0.770 
0.791 

0.431 
0.517 
0.576 
0.650 
0.703 
0.726 
0.742 
0.767 
0.770 
0.791 

0.446 
0.502 
0.567 
0.629 
0.682 
0.710 
0.752 
0.772 

0.378 
0.441 
0.522 

0.611 
0.650 
0.682 
0.721 

n.550 

0.317 
0.365 
0.408 
0.438 
0.495 
0.523 
0.556 
0.601 
0.618 
0.642 

2.40 
1.86 
l.5h 
1.26 
1.02 
0.80 
0.62 
0.52 
0.40 
0.37 

2.50 
1.98 
1.63 
1.19 
0.87 
0.74 
0.63 
0.51 
0.49 
0.37 

2.4u 
2.07 
1 .6S 
1.31 
0.99 
0.84 
0.59 
0.47 

2.SO 
2 43 
1.93 
1.58 
1.42 
1.10 
0.99 
0.77 

3.16 
2.88 
2.62 
2.45 
2.01 
1.94 
1.75 
1.48 
1.38 
1.24 

40.0 
53.4 
61.1 
68.3 
74.7 
80.0 
84.4 
87.3 
87.8 
90.0 

37..5 
50.5 
59.4 
70.3 
78.4 
81.5 
84.2 
87.1 
87.8 
00 . 0 

40.0 
48.3 
58.1 
67.2 
75.7 
79.2 
85.4 
88.2 

30.0 
30.4 
51.8 
55.6 
W.5 
71.0 
75 . j  
80.0 

21 .0 
28.4 
34.7 
38.S 
49.7 
51.5 
56.3 
63.1 
65.6 
69.3 

0.148 
0.171 
0.164 
0.167 
0.170 
0.174 
0.180 
0.177 
0.166 
0 . 1 7 1  

0 . 1 3 ~ ~  
0.152 
0.1.57 
0.177 
0.189 
0.183 
0.179 
0.179 
0.160 
0.173 

0.145 
0.143 
0.152 
0.162 
0.175 
0.169 

0.186 
0.185 

0.103 
0.105 
0.126 
0.117 
0.12% 
0.134 
0.135 
0.143 

0.069 
0.071 
0.074 
0.069 
0.0!5 
0.079 
0.080 
0.086 
0.084 
O.OS5-  



t 

- - 10): :H2O2- = 4.1 
1 .5 
7 
I 

2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
7 

I.: 

0.276 
0.310 
9.339 
0.370 
0.40s 
0.432 
0.457 
0.484 

0.233 
0.2.50 
0.278 
0.300 
0.337 
0.367 
0.382 
0.411 

3.40 15.0 
3.21 19.8 
3.03 174.3 
2. SO 30.0 
2.62 34.6 
2.48 38.2 
2.32 42.0 
2.17 45.8 

3.06 
3.50 
3.30 
3.26 
3.04 
2.84 
2.77 
2.60 

8.5 
I. 2 ..5 
15.3 
18..i 
24.0 
29.0 
30.7 
35.0 

k 

0.047 
0.048 
0.045 
0.052 
0.052 
0.052 
0.053 
0.053 

0.026 
11.029 
0.029 
0.030 
0.030 
0.030 
0.027 
0.027 

XUS den angegehenen k-Werten wurden folgende Durchschnittswerte 
berechnet : 
-lox LII,O,j 1.0 2.2 2.45 2.7 2.9 3.12 3.3 3.6 3.9 4.1 4.3 
k . . . . . . . . . . 0.081 0.113 0.142 (1.162 0.16s 0.1G9 0.165 0.124 0.082 0.051 0.02s 

Da bei mittlerer H,O,-Konzentration (2.9-3.6) ein langsaines Ansteigen 
der Reaktionskonstante festzustellen ist und wir dieses auf eine Aktivierung 
des Fermentes n-ahrend des Versuches zuriickfiihrten, wurde bei dieseri 
Konzentrationen niit einem Fernientpraparat hoheren Reinheitsgrades 
erneut gemessen. Nunmehr waren die Reaktionskonstanten aucli hier in 
f%ereinstimniung niit Gleichung (1). 

I: 

0.382 
0.4.5.5 

0.561 
(1..507 
0.620 
0.658 
0.678 
0.699 
0.714 
0.720 
0.735 

0..5,23 

nig 
ICcliiiiocliroiii 

2.77 
2.3.3 
1.94 
1.72 
1.50 
1.37 
1.14 
1.02 
0.89 
0.81 
0.74 
(1.09 

3O.S 
41.3 
51.4 
56.0 
6 2 .  ri 
65.8 
71.7 
74.3 
77.9 
79.6 
s l .s  
82.(J 

k 

0.107 
0.115 
0.126 
0.122 
0.121 
0.117 
0.121 
0.119 
0.119 
0.110 
0.113 
0.109 



t 

-log [H,O,j = 3.3 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 
4.5 
5 
5.5 
6 
6.5 
7 

E 

0.364 
0.439 
0.494 
0.547 
0.585 
0.606 
0.642 
0.672 
0.693 
0.701 
0.721 
0.733 

iiig 

Echinochroni 

2.88 
2.44 
2.12 
1.80 
1.57 
1.45 
1.23 
1.05 
0.94 
0.88 
0.77 
0.70 

28.0 
39.0 
47.0 . 
55.0 
60.6 
63.7 
69.3 
73.8 
76.7 
78.0 
80.7 
82.5 

li 

0.095 
0.107 
0.110 
0.116 
0.116 
0.1 10 
0.114 
0.116 
0.114 
0.110 
0.110 
0.108 

5 )  K o n t r o 11 v e r s u c he oh n e P e  r ox y d a  se u t i  d 111 i t  in a k t iv ie r t e r 

-4iisatz: 1 rciii Echinocl i roin (1.5 x lop4), 1 ccni H,O, (1.2 x ] O F ) .  1. ccin H,O 

mg 
Echinochrom t 

2 0.173 4.02 
4 0.171 4.01 
0 0.171 4.01 
8 0.171 4.01 

10 0.173 4.02 
12 0.173 4.02 

Perosydase .  

Ansatz: 1 cciii E c h i i i o c h r o m , , l  ccm H,O,, 1 ccxn P e r o x y d a s e ,  die 1.5 Mixi. a u f  
9.5O erhitzt war. 

w t 

2 0.191 3.92 
4 0.182 3.97 
6 0.185 3.95 
S 0.184 3.95 

10 0.186 3.94 

’ Echinochrom 

6) D e h y d r ie r u ng v o n 2.3.5.8 -Tet ra  oxy - n a p  h t 11 o c 11 in on - (1.4). 
Da die Dehydrierung des 2.3-Di oxp-naph  t hazar  ins  langsamer gelit 

als bei Echinochrom, wurde zur Messung eine Peroxydaseliisung hoherer 
Konzentration benutzt. 

2 ccm H,O, ( 5  x 10W molar), 2 ccm Peroxydase (0.000294 P. E ) .  
Ansatz: 2ccin Dioxynnphthazar in-Li i sung  (Gx molar) LccinPtiffer pR4.7. 

. 

t 

1 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
4 

12 

0.268 
0.357 
0.420 
0.444 
0.469 
0.480 
0.484 

mg Dioxy- 
naphthazarin 

0.750 
0.550 
0.415 
0.360 
0.305 
0.280 
0.275 

% Umsatz 

43.8 
58.8 
69.0 
73.1 
77.2 
79.0 
79.4 

k 

0.2.50 
0.256 
0.254 
0.224 
0.218 
0.194 
0.170 


