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Vergleichs-Substanzen.

Das 1.234-Tetraketo-tetrahydronaphthalin wurde nach Th.
Zincke und A. Ossenbeck!®) dargestellt und durch Krystallisation aus
verd. Salpetersiure als Hydrat erhalten. Die Darstellung des 2-Methyl-
naphthodichinons-(1.4.5.8) werden K. Wallenfels und A. Gauhe be-
sclireiben.

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

“Aus d. Kaiser-Wilhehn-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Biologie.?

(Eingegangen am 12. Mirz 1042.)

Fchinochrom, das tiefrot ist, 1aBt sichh durch verschiedene Oxydations-
mittel, z. B. Unterchlorige Siure oder Silberoxyd, glatt zu dem um zwei
Wasserstoffatome armeren, gelben Dehvdro-echinochromi dehydrieren. In
derselben Weise wie FEchinochrom verhalten sich 2.3-Dioxy-naphthazarin
und 2.3-Dioxy-naphthochinon-(1.4) (Isonaphthazarin). Das Dehydrierungs-
produkt ist nach R. Kuhn und K. Wallenfels?!) ein Diorthochinon bzw.
1.2.3.4 -Tetraketo-tetrahvdronaphthalin. Sclhiema I stellt die Reaktion fiir
Fchinochrom dar.

OH O OH <|)
SH, L H,C.H :
H,C II_C\/\/\I/()H ; LA A0
i : =, L (1)
Ho” Y N\ Nan HO N\ NN
OH O OH O

Wie wir gefunden haben, 1illt sich diese Reaktion auch fermentativ
durchfithren. Verdiinntes Wasserstoffperoxyd allein verdndert eine walr.
Losung von Echinochrom nicht. FIiigt man jedoch bei pj; 4--5 ein wenig
Peroxydaselosung aus Meerrettichh hinzu, so beobachtet man eine starke
Aufhellung der Farbe, und bald. ist die urspriinglich dunkelrote Ldsung
hellgelb geworden. Die fiir Echinochrom charakteristischen Absorptions-
banden sind vollstindig verschwunden. ILeitet man in die gelbe Lésung
nun Schwefelwasserstoff, so verwandelt sich der gelbe Farhstoff wieder
in den urspriinglichen roten zuriick. Der zuriickgebildete rote IFarbstoff
14t sich mit Ather extrahieren. Die ather. Losung zeigt am Léwe-Schumm-
Spektroskop die Absorptionsbanden von Echinochrom (530 und 500—490 my).
‘M golorimetrisclie Bestimmung des Fchinochromgehalts ergibt, dall De-
L'_\:drierlmg und Hydrierung quantitativ verlanfen.

EinfluB der Wasserstoff-Ionen-Konzentration.

Uni die Geschwindigkeit der Dehvdrierung bei verschiedenen py-Werten
zu ermitteln, wurden in einer Ciivette 1 ccm einer 0.004-proz. Echinochrom-
losung (Auflosen in wenig Alkohol, Verdiinnen mit Wasser) mit 1 ccm

10y A, 807, 1 (18997
1) R. Kubhn u. K. Wallenfels, B. 73, 407 1942},
Berichte d. D, Chem. Gesellschaft, Jahrg. LXXV. 27
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0.04-n. Acetatpufferlésung und 1 ccm 0.0016-proz. HyO,-Lisung vermischt.
Nach Zugabe von 1ccm Peroxydaseldsung (enthaltend etwa 0.00015 Per-

Uy =
B T &70 ]
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2 4 6 8 10 Min. 12

Abbild. 1. Veridnderung der Lichtabsorption von Echinochrom in Gegenwart von Per-
oxydase bei verschiedenem pg. Ordinate: mg Echinochrom in 100 ccin Lésung; Abszisse :
Zeit in Min. nach dem Zufiigen der Peroxydase.

— - — = Echinochrom - Hy0, ohne Peroxyvdase,

oxydase-Einheiten) wurde im Stufenphotometer die Abnahme der Extinktion
bei 470 mu gegeniiber einer Vergleichslgsung ohne Peroxydase bestimmt.
Die Abbild. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der
Dehydrierung von Echinochrom bei wverschie-
denen py-Werten und die Konstanz des Farb-
wertes ohne Zufiigen vpn Peroxydase.

Bei schwach saurer Reaktion (py 4.7)
verlauft die Reaktion am schnellsten. Die
Abbild. 2 zeigt die Zeit in Min., nach welcher
. die Halfte des Fchinochroms beiverschiedenem
f ‘ © pu dehydriert war.

3 4 5 e opy 7 Das pu-Optimum der peroxydatischen
Dehydrierung’ ist bei den verschiedenen Sub-

Abbild. 2. Geschwindigkeit der ; - nen
straten des Fermentes verschieden. Fiir Kresol,

Delitydrierung von Fchinochrom

durch Peroxydase. Hydrochinon und Guajacol liegt es im sauren
Ordinate: Halbwertszeit in Min.;  Bereich, fiir Pyrogallol im schwach alkalisclien

Abszisse: pg-Wert. (Tafel 1).

Tafel 1.
Substrat ...... ... Kresol Guajacol  Hydro- Leuko- Pyro- Y.chino-
: chinon  malachit- gallol chrom
griin

pE-Optimum ... ... 5.29) 5.27) 5.09) 4.0%) 7.8%) 4.7

?) H. Ucko u. H. Bansi, Ztschr. physiol. Chem. 159, 235 [1926].

3 B. B. Dey u. Sitharaman, Journ. Indian. chem. Soc. 9, 499 [1932].
) R, Willstitter u. A. Weber, A. 449, 156 "19206).

% R.W. Getchell u. 8. Walton, Journ. biol. Chem. 91, 419 [19317.
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Einflul der Wasserstoffperoxyd-Konzentration.

A. Bach® zeigte schon vor vielen Jahren, dafl sich die Einwirkung
von Peroxydase auf Jodwasserstoffsiure durch tiberschiissiges H,O, hemmen
lif3t. Er nahm an, daBl das Enzym irreversibel zerstort wird. Willstdtter
und Weber4) untersuchten die Dehydrierung von Leukomalachitgriin und
fanden, dall nur bei sehr hoher Wasserstoffperoxyd-Konzentration das
F¥erment irreversibel zerstort wird, wahrend sich die Hemmung durch mittlere
H,0,-Konzentrationen durch teilweise Zerstérung des {iberschiissigen Hydro-
peroxyds oder durch Erhéhung der Substratkonzentration wieder aufheben
1aft. Sie nahmen an, daBl das Wasserstoffperoxyd sich in zwei verschiedenen
Formen an die Peroxydase addieren kann (I und II).

O—H H

O—H Ny
I. II.

Die beiden Additionsprodukte sollen verschiedene Oxydationspotentiale
besitzen. P. J. G. Mann?), der die H,0,-Hemmung bei der Guajacol-
Oxydation untersucht hat, nimmt an, dafl sich zunichst ein ternires An-
lagerungsprodukt Peroxydase-H,0,-Substrat bildet. In diesem haftet das
Substrat an zwei aktiven Stellen der Peroxydase. Bei hoher H,0,-Kon-
zentration besetzt dieses auch die Haftstellen des Substrats, so daB3 dieses
nicht mehr addiert werden kann. Diese Annahme erklirt besser die Tat-
sache, daB sich die Hemmung durch H,0, durch Erhéhung der Substrat-
Konzentration aufheben 1ift. Auch die Dehydrierung von Echinochrom
wird durch ErhShung der Wasserstoffperoxyd-Konzentration gehemmt.
In den Kurven der Abbild. 3 ist der zeitliche Verlauf der Echinochrom-

M\ N
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! 2 3 4 Min. 5

Abbild. 3. Pelaydtierung von Echinochrom durch Peroxydase in Gegenwart von H,0,.
Ordinate :'mg Echinochrom in 100 cem Losung; Abszisse: Zeit in Min. nach Zugabe der

Peroxydase.
o . o . e [Hy0,] =1.25x10-2 molar im Ansatz
X X--- X 1.00x10-2 '
. v e 3.00x10-3

Echinochrom-Konzentration: 1.5 x10-*

¢y B. 87, 3785 [1904].
7} Biochem. Journ. 23, 918 [19311.

27
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Dehydrierung bei optimalem pg (4.7) und verschiedener H,O,-Konzentration
dargestellt.

Abbild. 4 zeigt die Abhingigkeit der Reaktionsgeschiwindigkeit von der
H,0,-Konzentration. Bei gleichmolarer Konzentration von Echinochrom
und Wasserstoffperoxyd ist die Reaktionsgeschwindigkeit nicht maximal.

O

02 X 2

k / el Min.

x RN

2 3 loglH0d 4 ¢
Abbild. 4. Dehydrierung von Echinochrom durch Peroxydase in Gegenwart von H,0,. '
Ordinate links: Durchschnitt der Reaktionskonstanten (+——¢<- —- ¢); rechts: Zeit
in Min., in der die Hilfte des eingesetzten Echinochroms nmgesetzt ist (x- -- x-— - x);

Abszisse: negativer Log der H,0,-Konzentration.

Dies wird erst bei einer Konzentration von etwa 10 Mol. H,O, je Mol
Echinochrom erreicht. Die Affinitit der Peroxydase zum Echinochrom
scheint demnach viel groBer zu sein als zum Wasserstoffperoxyd.

Die Reaktionsordnung.

Die Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion 1. Ordnung wird nach

der Gleichung berechnet:
1 a
k= ‘t . log AZIW—A—gx . (1)

Hierin bedeuten t die Zeit in Min., a in unserem Falle die Echinochrom-
Anfangskonzentration, a-—x die Echinochrom-Konzentration zur Zeit t.
Die Tafeln des Versuchsteils zeigen, dal} sowohl fiir die verschiedenen pg-Werte
als auch fiir die verschiedenen H,0,-Konzentrationen bis zum Ende der
Dehydrierung Gleichung (1) erfiillt ist. Man kann also annehmen, da die
Dehydrierung von Echinochrom mit H,0, und Peroxydase eine Reaktion
1. Ordnung ist. Wir nehmen an, daB die Verschiebung des Wasserstoffs
vom Substrat zum H,0, diese, die Geschwindigkeit bestimmende Reaktion
ist, wahrend die Bildung der terndren Additionsverbindung und der Zerfall
nach der Verschiebung des Wasserstoffs in Peroxydase, Dehydro-echinochrom
und Wasser mit unmeBbar grofler Geschwindigkeit erfolgen:

Andere Oxynaphthochinone.

Naphthazarin 1aBt sich mit Bleitetraacetat nach dem Schema II zun
nahezu farblosen Dichinon dehydrieren®). Diese Reaktion 1iBt sich mit
Peroxydase und H,0, nicht durchfiihren.

8) K. Zahn u. P. Ochwat, A. 462, 72 {1928]. Uber die Darstellung verschiedener '
substituierter Naphthodichinone werden wir noch berichten.
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O !
VAN VA VAN
- s Do (11)
\/\l/ \ll/\‘/
H (,) O (i)

Fiir den Ubergang Naphthazarin — Naphthodichinon ist das Redox-
potential von Dimroth und Hellmuth®) gemessen worden. Es liegt um
0.257 Volt positiver als das von p-Benzochinon, d. h. E, ist bei 25° und
pr 0 = 0.970 Volt. Man konnte daran denken, dafl das Oxydationspotential
von H,0, und Peroxydase hierfiir nicht ausreichend ist. Wie Balls und
Halel%) festgestellt haben, werden jedoch noch o- und p-Kresol und Vanillin
von Peroxydase und Wasserstoffperoxyd oxydiert. Das Oxydationspotential
dieser Verbindungen liegt, wie Fieser!!) festgestellt hat, bei etwa 1.1 Volt.

Wir haben eine Reihe weiterer Oxynaphthochinone auf ihre Oxydier-
barkeit mit H,0, und Peroxydase untersucht. Das Ergebnis dieser Versuche
ist in Tafel 2 dargestellt. ’

Tafel 2.

Finwirkung von Peroxydase
Substanz und Hfo2 bei pg i
2-Oxy-naphthochinon-(1.4) ...... ... ... .. .. ... ... .. ..
5-Oxy-naphthochinon-(1.4) ..........................
2.3-Dioxy-naphthochinon-(1.4) .......................
5.8-Dioxy-naphthochinon-(1.4) .......................
5.8-Dioxy-2-methyl-naphthochinon-(1.4) ...............
2.5.8-Trioxy-naphthochinon-(1.4) .....................
2.5.8-Trioxy-3-methyl-naphthochinon-{1.4) .............
2.5.8-Trioxy-6- oder 7-methyl-naphthochinon-(1.4)12) ...
2.5.8-Trioxy-3-dthyl-naphthochinon-(1.4)13) . ... .. ... ..
2.3.5.8-Tetraoxy-naphthochinon-{(1.4) .................
2.5.6- oder 7.8-Tetraoxy-naphthochinon-(1.4)%4) ........
2.5.6- oder 7.8-Tetraoxy-3-dthyl-naphthochinon-(1.4)1%) .
2.3.5.6.8-Pentaoxy-7-dthyl-naphthochinon-(1.4)16) .......
2.3.5.6.8-Pentaoxy-7-acetyl-naphthochinon-(1.4)1¢) ..., ..
Spinochrom A8} ... ... .. ... e
Spinochrom P18} ... ... ... .. o e

o4 -t ocoot+ocoo0ccocoo0oct+ OO0

- bedeutet, daB auf Zusatz von H,0, und Peroxydase Entfirbung eintritt. Durch

H,S wird der urspriingliche Farbstoff regeneriert. 0 bedeutet, daB keine Verinderung
stattfindet.

Aus der Tafel 2 scheint uns hervorzugehen, dafl die wesentliche Be-
dingung fiir die Dehydrierbarkeit mit Peroxydase und H,0O, nicht ein ent-
sprechendes Redoxpotential, sondern eine bestimmte Anordnung der
¥xdyoxylgruppen isi. Nur diejenigen Oxynaphthochinone werden de-

%) 0. Dimroth, Angew. Chem. 46, 571 [1933]; R. Hellmuth, Dissertat. Wiirzburg
1930 (D 20).

19 A. K. Balls u. W.S. Hale, Journ. biol. Chem. 107, 767 [1934].

1y I,. F. Fieser, Journ. Amer. chem. Soc. 52, 5204 [1930].

12) Schmp. 175°; iiber die Synthese dieser Verbindung werden wir noch berichten.

13) Schmp. 185°, K. Wallenfels, unverdffentlicht.

1) Schmp. 236—238°, K. Wallenfels u. A. Gauhe, unveréffentlicht.

15y Schmp. 192°, K. Wallenfels, unveroffentlicht.

16) Farbstoffe natiirlicher Herkunft. :
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hydriert, die zwei Hydroxylgruppen in 2- und 3-Stellung besitzen. Damit
haben wir ein einfaches Mittel der Konstitutionsforschung in der Hand.
So unterscheiden sich z. B. die beiden Stachelfarbstoffe der Seeigel Arbacia
pusiulosa und Paracentrotus lividus eindeutig dadurch, daf der erste sogleich
entfarbt wird und durch H,S wieder zuriickerhalten werden kann, wihrend
der letzte niclit entfirbbar ist.

Beschreibung der Versuche.
1) Dehydrierung und Wiedergewinnung durch H,S-Reduktion.
2 cem Echinochrom-Lésung (16 mg in 100 ccm Wasser) werden in
einer Ciivette mit 2 ccm 0.04-n. Acetatpufferlésung von pg 4.7 und 2 cem
H,0, (2x10~4 molar) vermischt. Nach Zufiigen von 2 ccm einer sehr verd.
Peroxydaselosung wird im Stufenphotometer die Zunahme der Lichtdurch-
lassigkeit verfolgt. Filter S 47, Temperatur: 19°.

Zeit B mg Fchinochrom . Zeit - myg Iichinochrom
(Min.) ‘ je 100 cem (Min.) ‘ je 100 ccm
0.5 0.205 3.33 4.5 0.618 1.38

1 0.274 3.42 5 0.644 1.23

1.5 0.328 2.89 0 0.717 0.80

2 0.398 2.68 7 0.738 ) 0.67

253 0.445 2.40 8 0.770 0.48

3 0.495 211 9 0.810 0.24

3.3 0.552 1.77 10 0.830 0.18

4 0.588 1.56 15 0.830 0.18

Der erhaltene Endwert rithrt von der blaflgelben Farbe des Dehydro-
echinochroms her. Es sind also am SchluB3 nicht 0.18 mg Echinochrom/100 ccm
vorhanden, sondern 0.0. Dies 148t sich leicht durch Atherextraktion feststellen.

Nachdem am Stufenphotometer Konstanz des Farbwertes erreicht war,
wurde noch weitere 5 Min. abgewartet und dann Schwefelwasserstoff in
die Losung geleitet. Nach kurzer Zeit begann langsam Rotfirbung. Es
wurde noch einige Minuten stehengelassen und dann der rote Farbstoff
mit 5 ccm Ather extrahiert. Diese Losung a zeigte am Léwe-Schumm-
Spektroskop die Absorptionsbanden 530 und 500—490 iy, die mit denen
von Echinochrom {ibereinstimmten. Es wurde nun ein XKontrollansatz,
bestehend aus 2 ccm derselben Echinochromlésung, 2 cem Acetatpuffer und
2 com HyO,-Losung und 2 cem Wasser, bereitet. Die Farbe idnderte sich
nicht im Verlauf von 1/, Stde. Die Lésung wurde dann ebenfalls mit 5ccm Ather
extrahiert. Die Atherldsung b hatte die Echinochrombanden und wurde
im Stufenphotometer mit der Losung a des durch Schwefelwasserstoff re-
duzierten Dehydrierungsansatzes verglichen. Die Lisungen a und b hatten
praktisch die gleiche Farbstirke (419%,). Die Durchlissigkeit war 99%.
Die Oxydation zum Dehydro-echinochrom und die Zurﬁdﬂiyd.fer\iilgﬂ zumnl
Echinochrom gehen also ohne Verlust an Substanz vor sich.

2) Bestimmung der Fermentaktivitit.

Um die Aktivitdt des fiir die Messungen benutzten Peroxydasepriaparates
zu bestimmien, wurde nach R. Willstdtter und A. Stoll??) die Purpuro-

1) A 416, 21 71928,
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fallung der Peroxydase aus Meerrettich wurde fiir die Untersuchungen
benutzt. Die Ausgangslosung multe fiir die FEchinochromversuche noch
auf das 250-fache verdiinnt werden. Von dieser Loésung wurden 5 ccm zu
einer Losung von 0.5 g Pyrogallol und 5 mg H,0, bei 20° zugegeben. Nach
5 Min. wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 ccm 2-n. Schwefelsiure
beendet. Das gebildete Purpurogallin wurde init Ather extrahiert und
im Stufenphotometer bestimmt.

5 ccm Peroxydase (1:250), E = 0.177 entsprechen 0.735 mg Purpuro-
gallin; 1 ccm Peroxydaselgsung bildet in 5 Min. 0.147 mg Purpurogallin
und enthilt also 0.000147 Peroxydase-Einheiten.

3) Bestimmung des pg-Optimunis.

Zur Bestimmung der Aktivitit bei verschiedenem py wurde 1 ccem
lichinochrom-Lésung der Konzentration 1.53x10-% mit 1ccm 0.04-n.
Acetatpuffer und 1 cem H,0,-Losung der Konzentration 1.17 x10-* it
1 cem der verd. (1:250) Peroxydaselésung vermischt.

Min. nach mg
Zugabe der B Xichinochrom 9/ Umsatz k
d. Peroxydase in 100 cem
PR 3.19 0 0.165 4.0 0
1 0.319 3.12 22.0 0.108
1.5 0.382 2.76 31.0 0.107
2 0.434 2.40 38.5 0.106
2.5 0.492 2.13 46.8 0.107
3 0.526 1.94 51.5 0.105
3.5 0.552 1.78 55.2 0.101
4 0.583 1.0l 59.5 0.099
4.5 0.616 1.42 64.2 0.100
5 0.638 1.29 67.5 0.098
5.5 0.662 1.16 71.0 0.098
8 0.686 1.02° 74.5 0.099
6.5 0.699 0.94 76.2 0.097
7 0.717 0.83 79.0 0.098
7.5 0.742 0.69 82.9 0.102
8 0.750 1.65 83.5 0.099
9 0.780 0.48 88.0 0.102
11 0.801 0.36 91.0 ' 0.095
12 0.804 0.34 91.5 0.090
pa 3.8 1 0.377 2.81 29.9 0.154
1.5 0.441 2.46 38.6 0.141
2 0.520 2.01 49.9 0.149
2.5 0.585 1.65 48.7 0.154
3 0.654 1.25 68.8 0.168
‘33 0.690 1.06 73.4 0.165
4 0.717 0.90 77.4 0.151
o +4 1.5 0.469 2.26 43.6 0.165
2 0.547 1.80 55.0 0.173
2.5 0.616 1.04 65.0 0.181
3 0.690 0.97 75.8 0.205
3.5 0.717 0.80 80.0 0.199
4 0.762 0.54 86.4 0.217
5 0.788 0.39 90.6 0.222
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Min. nach mg
Zugabe der I Tichinochrom % Umsatz k
Peroxydase in 100 ccm
pE 4.7 1.5 0.509 2.02 49.5 0.198
2 0.582 1.56 61.2 0.204
2.5 0.650 1.19 72.7 0.213
3 0.682 0.97 75.8 0.212
3.5 0.724 .75 81.2 0.213
4 0.740 0.66 83.6 0.195
5 0.793 0.35 01.3 0.216
PE 3.0 1.5 0.458 2.22 44.5 0.184
2 0.552 1.73 56.8 0.184
2.5 0.602 1.46 03.4 0.175
3 0.658 1.17 70.7 0.180
3.5 0.706 0.92 76.8 0.182
4 0.728 0.80 80.0 0.175
4.5 0.757 0.64 84.0 0.177
5 0.770 0.58 85.5 0.166
PH 5.0 1.5 0.345 2.79 30.2 0.104
2 0.424 2.37 40.7 0.114
2.5 0.497 1.98 50.6 0.121
3 0.545 1.72 537.2 0.122
3.5 0.580 1.54 61.4 0.119
4 0.623 1.31 67.2 0.112
4.5 0.652 1.15 71.3 0.120
5 0.676 1.02 74 .4 0.119
3.5 0.684 0.98 75.7 0.111
6 0.701 0.89 77.6 0.109
PE 5.9 1.5 0.280 2.90 27.4 0.093
2 0.352 2.57 35.7 0.096
2.5 0.409 2.29 42.8 0.097
3 0.480 1.95 50.6 0.104
3.5 0.523 1.74 56.7 0.103
4 0.569 1.51 62.3 0.105
4.5 0.595 1.38 03.3 0.103
5 0.623 1.25 68.8 0.101
5.5 0.638 1.17 70.7 0.097
6 0.678 0.97 75.8 0.102
6.5 0.699 0.87 78.1 0.102
7 0.714 0.80 80.0 0.100
8 0.733 0.68 83.0 0.096
pE 0.22 1.5 0.222 3.01 24.7 0.062
2 0.284 274 315 0.082
2.5 0.352 2.42 39.6 o. S0
3 0.418 2.13 46.8 1.091
3.5 0.458 1.94 51.5 0.088
4 0.492 1.79 55.4 0.082
4.5 0.535 1.60 60.0 0.088
5 0.569 1.44 64.0 0.089
3.5 0.595 1.33 66.8 0.087
6 0.635 1.14 71.7 0.091
6.5 0.642 1.11 72.5 0.086
7 0.658 1.04 74.2 0.089
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Aus den angegebenen k-Werten errechnen sich folgende Durchschnitts-
werte:

PH -« ovvvorvnnn 3.19 3.80 4.40 4.70 5.00 5.60 5.90 6.22
koo 0.100 0.155 0.195 0.213 0.178 0.115 0.100  0.085

4) Wasserstoffperoxyd-Konzentration beip;; 4.7, —log [Ech.] = 3.82

mg

t ¥ Echinochrom % Umsatz k
—-log [H,0,) = 1.9
1.5 0.339 3.03 24.3 0.080
2 0.388 2.74 31.5 0.082
2.5 0.431 2.49 37.8 0.082
3 0.468 2.28 43.6 0.081
3.5 0.502 2.07 48.2 0.082
4 0.522 1.84 54.1 0.084
4.5 0.549 1.78 55.5 0.078
5 0.569 : 1.67 58.2 0.076
5.5 0.595 1.52 62.0 .0.076
6 0.604 1.46 63.4 0.073
—-log TH,0,1 = 2.2
1.5 0.392 2.71 32.4 0.112
2 0.462 2.30 42.6 0.120
2.5 0.499 2.08 48.7 0.114
3 0.544 1.82 ° 54.5 0.114
3.5 0.578 1.61 59.7 0.113
4 0.613 1.41 64.8 (1.113
4.5 0.634 1.28 68.2 (.110
5 0.658 1.14 71.8 0.109
— log [H,0),] = 2.45
1.5 0.444 2.41 39.8 0.147
2 0.508 2.03 49.3 0.147
2.5 0.565 1.69 57.9 0.150
3 0.588 1.54 61.4 0.138
3.5 0.631 1.27 68.4 0.142
4 0.676 1.04 74.2 0.146
4.5 0.682 0.99 75.3 0.135
5 0.712 0.82 79.5 0.138
5.5 0.726 0.74 81.6 0.133
6 - 0.760 0.55 86.3 0.144
o loz TH,0,] = 2.7
1.5 0.469 2.26 43.5 0.165
2 0.514 1.99 50.2 0.151
2.5 0.585 1.57 60.5 0.162
3 0.623 1.35 66.3 0.157
3.5 0.678 1.02 74.5 0.168
4 0.699 0.89 77.9 0.163
4.5 0.733 0.70 82.5 0.168
5 0.750 0.60 85.0 0.165
5.5 0.772 0.47 88.2 0.175
6 0.791 0.37 90.7 0.172
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t IS e % Umsatz k
‘ Echinochrom 7°
-log iH,0,) = 2.9
1.5 0.446 2.40 40.0 0.148
2 0.537 1.86 53.4 0.171
2.5 0.588 1.50 0l.1 0.164
3 0.637 1.26 68.3 0.167
3.5 0.678 1.02 74.7 0.170
4 0.717 0.80 80.0 0.174
4.5 0.745 0.62 84.4 . 0.180
5 0.765 0.52 87.3 0.177
5.5 0.770 0.49 87.8 0.166
6 0.791 0.37 90.6 0.172
-—log [H,0,] = 3.12
1.5 0.431 2.50 37.3 0.136
2 0.517 1.98 50.5 0.152
2.5 0.576 1.63 59.4 0.157
3 0.650 1.19 70.3 0.177
3.5 0.703 0.87 78.4 0.189
4 0.726 0.74 81.5 0.183
4.5 0.742 0.63 84.2 0.179
5 0.767 0.51 871 0.179
5.5 0.770 0.49 87.8 0.160
6 0.791 0.37 90.6 0.172
— log [H,0,] = 3.3.
1.5 0.446 2.40 40.0 0.148
2 0.502 2.07 48.3 0.143
2.5 0.567 1.68 58.1 0.152
3 0.629 1.31 67.2 0.162
3.5 0.682 0.99 75.7 0.175
4 0.710 0.84 79.2 0.169
4.5 0.752 0.59 85.4 0.185
5 0.772 0.47 88.2 0.186
~--log (H,0,] == 3.6
1.5 0.378 2.80 30.0 0.103
2 0.441 243 39.4 0.108
2.5 0.522 1.93 51.8 0.12¢:
3 0.550 1.78 55.6 0.117
3.5 0.611 1.42 04.5 0.128
4 0.650 1.16 71.0 0.134
4.5 0.682 0.99 75.5 0.135
5 0.721 0.77 80.6 0.143
—log [H,0,) = 3.9
1.5 0.317 3.16 21.0 0.069
2 0.365 2.88 28.4 0.071
2.5 0.408 2.62 34.7 0.074
3 0.438 2.45 38.8 0.069
3.5 0.495 2.01 49.7 0.085
4 0.523 1.94 51.5 0.079
4.5 0.556 1.75 56.3 0.080
5 0.601 1.48 63.1 0.086
3.5 0.618 1.38 65.6 0.084
6 0.642 1.24 60.3 0.085-
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mg

t R Echinochrom % Umsatz k
—-log TH,0,0 = 4.1
1.5 0.276 3.40 15.0 0.047
2 0.310 3.21 19.8 0).048
2.5 0.339 3.03 24.3 0.048
3 0.379 2.80 30.0 0.052
3.3 0.408 2.62 34.6 0.052
+ (0.432 2.48 38.2 0.052
4.5 (.457 2.32 42.0 0.053
5 0.484 217 45.8 0.053
~—log H,0,1 = 4.3
1.5 0.233 3.66 8.5 0.026
2 0.259 3.50 12.5 1).029
2.5 0.278 3.39 15.3 0.029
3 0.300 3.26 18.5 0.030
4 0.337 3.04 24.0 0.030
5 0.367 2.84 29.0 0.030
6 0.382 2.77 30.7 0.027
7 0.411 2.60 35.0 0.027

Aus den angegebenen k-Werten wurden folgende Durchschnittswerte
berechnet :

—log{H,0,7 19 22 245 27 29 312 33 36 39 41 43
Koo, 0.081 0.113 0.142 0.162 0.168 0.169 0.165 0.124 0.082 0.051 0.028

Da bei wittlerer H,O,-Konzentration (2.9-—3.6) ein langsamnes Ansteigen
der Reaktionskonstante festzustellen ist und wir dieses auf eine Aktivierung
des Fermentes wihrend des Versuches zuriickfiihrten, wurde bei diesen
Konzentrationen mit einem Fermentpriparat hoéheren Reinheitsgrades
erneut gemessen. Nunmehr waren die Reaktionskonstanten auch hier in
Ubereinstimmung mit Gleichung (1). '

myg

t I lichinochrom % Umsatz k
— log 1,0,} = 2.9
1.5 0.382 2.77 30.8 0.107
2 0.455 2.35 +1.3 0.115
2.5 0.523 1.94 514 0.126
3 0.561 1.72 56.9 0.122
3.5 0.597 1.50 62.5 0.121
4 0.620 1.37 63.8 0.117
4.5 0.658 1.14 71.7 0.121
3 0.678 1.02 74.3 0.119
5.5 0.699 0.89 77.9 0.119
6 0.714 0.81 79.6 0.116
6.5 0.726 0.74 81.8 0.113
7 0.735 0.69 82.9 0.109
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t

—log [{H,0,] = 3.3

=

Ansatz: 1 cem Bchinochrom (1.5x1074), 1 cem H,0, (1.2x10-4),

NO QU U AW W N -

w

wn

w

w

w

w

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

AN

o
8
10
12

mg

Echinochrom

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

% Umsatz

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

5) Kontrollversuche ohne Peroxydase und mit

Peroxydase.

E
0.173
0.171
0.171
0.171
0.173
0.173

mg
Echinochrom
4.02
4.01
4.01
4.01
4.02
4.02

k

0.095
0.107
0.110
0.116
0.116
0.110
0.114
0.116
0.114
0.110
0.110
0.108

inaktivierter

1. cem H,O

Ansatz: 1 cem Fchinochrom,,1 cem H,0,, 1 cem Peroxydase, die 15 Min. auf

95° erhitzt war.

t

2
4
6
8
10

E
0.191
0.182
0.185
0.184
0.186

mg
Y.chinochrom
3.92
3.97
3.95
3.95
3.94

6) Dehydrierung von 2.3.5.8-Tetraoxy-naphthochinon-(1.4).

Da die Dehydrierung des 2.3-Dioxy-naphthazarins langsamer geht
als bei Echinochrom, wurde zur Messung eine Peroxydaselésung hoherer

Konzentration benutzt.

Ansatz: 2cem Dioxynaphthazarin-Losung (6 x 10-5 molar) 2 cem Puffer pg 4.7,
2 cem H,0, (5% 10-* molar), 2 ccm Peroxydase (0.000294 P. E.).

t

>

wow NN

w

w

o

I3

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

0.250
0.256
0.254
0.224
0.218
0.194
0.170



