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{Aun. d. Chem. 288, 267 [1895]) haben gezeigt, dass das Pelouze'ache
Salz, iz Abweichung von dem Verhalten e¢ines jeden Amnioniakderi-
vates, das zweifellos als ein Salfonderivat anzusprechen ist, kein Stick-
oxydul oder Nitramid beim Vermischen mit Salpetersidure und Schweivl-
siure in der Kilte liefert.

London W. 3 Canning Place.

325. A. Bach: Zur Kenntniss der Katalase.
(Eingegangen am 29, April 1903.)

Das gleichzeitige Vorkommen von Peroxydase und Kutalase im
thierischen und pflanzlichen Organismus verleiht der Frage nach der
gegenseitigen Beeinflussung dieser Fermente bei der Ausibung ihrer
specifischen Eiowirkang auf Hydroperoxyd ein besonderes Interesse.
Die ersten Versuche, welche ich vor zwei Jahren im Verein mit
R. Chodat!) iiber diesen Gegenstand angestellt hatte, ergaben fol-
gende Resultate:

1. Bei der Zersetzung des Hydroperoxyds unter Entwickelung von
inertem Sauerstoff wird die Katalase durch die Anwesenheit voun Per-
oxydase in ihrer Wirkung nicht im mindesten gestdrt, vorausgesetzt,
dass kein durch das System Peroxydase-Hydroperoxyd oxydirbares
Substrat zugegen ist.

2. In letzterem Falie iibt dagegen die Peroxydase ihre volle Wir-
kung aus, ohne durch die Gegenwart von Katalase gestért zu werden.

Zur Zeit, als diese Versuche ausgefiihrt wurden, war noch keine
Methode zur genauen Messung der Wirkung der Peroxydase bekannt,
sodass wir uns in Bezug uuf Letztere auf Firbungsreuactionen be-
schrinken mussten, wobei natiirlicb die quantitativen Verhiltnisse
zwischen Peroxydase, Katalase und Hydroperoxyd nicht geniigend be-
riicksichtigt werden konnten. Die von mir?) spiter ausgearbeitete
Pyrogallolmethode zur Bestimmung des Activirungsvermégens der Per-
oxydase gestattet nunmehr, die gegenseitige Beeinflussung der Peroxy-
dase und der Katalase bLei ihrer Einwirkung auf Hydroperoxyd
quantitativ zu verfolgen. Ich stellte daher neuerdings in dieser Rich-
tung weitere Versuche an, iber welche in Folgendem kurz berichtet
werden soll. Aus theoretischen Griinden war zu erwarten, dass unter
geeigneten Versuchsbedingungen eine Vertheilung des Hydroper-
oxyds zwischen Peroxydase und Katalage in gesetzmiissi-

) A. Bach und R. Chodat, diese Berichte 36, 1757 [1903].
%) Diese Berichte 37, 3785 [1904].



1879

gem Verhiltniss zu der Concentration der betreffenden
Fermente stattfinden wiirde. Es sei bier voraus bemerkt, dass die
neuen Versuche lediglich die Richtigkeit der friiheren Beobachtungen
bestiitigten. Sie ergaben aber zugleich einige bemerkenswerthe Resul-
tate beziiglich der Wirkungsweise und der Eigenschaften der Katalase.

Die zu diesen Versuchen angewandte Peroxydase wurde in
der frither!) beschriebenen Weise aus Meerrettigwurzeln dargestellt;
nur wurde bei der Ausfillung des Enzyms aus seiner alkoholisch-
wiissrigen Lisung der Zusatz von Aether zam absoluten Alkohol weg-
gelassen. Ks stellte sich niimlich heraus, dass bei lingerer Beriihrung
mit Aether die Peroxydase ihre Wirksamkeit mehr oder weniger ein-
biisst, wahrscheinlich in Folge der bekannten Fihigkeit des Aethers,
leicht sehr active Peroxyde zu bilden?), durch welche das Ferment
theilweise zerstért wird.

Die Katalase wurde der leichterer Zuginglichkeit wegen aus
thierischen Geweben dargestellt. Als ein gut geeignetes Material er-
wiesen sich Fettgewebe, welche, wie es schon von Liebermann?)
beobachtet worden ist, ziemlich reich an Katalase sind. Ein wichtiger
Vortheil dieses Materials liegt weiter darin, dass es leicht véllig per-
oxydasefreie Katalasepriparate liefert.

500 g frisches Rindfett (Nieren) wurden von bluthaltigen (und daher
auch peroxydaschaltigen) Gewceben sorgfaltiz befreit und wit 100 g Glas-
pulver und 50 cem 1-procentiger Natriumbicarbonatlosung in einem grosseren
Morser zerstossen. Die erhaltene teigige Masse wurde dann mit 250 cem lau-
warmem Wasser lingere Zeit durchgeknetet. Das tritbe, weisse Extract
wurde klar filtrirt und mit absolutem Alkohol gefillt. Der entstandene
Nicderschlag wurde rasch abfiltrirt, mit absolutem Alkohol nachgewaschen
und im Exscicator iiber Chlorcalcium vom Alkohol befreit. In dieser Weise
wurde cine hornartige, weissc Masse erhalten (2.3 g), von der nur etwa !fiy
in Wasser loslich war. Die wissrige Losung gab deutliche Eiweissreactionen
und zersetzte Hydroperoxyd ziemlich stark. 1 ccm einer Losung, welche in
100 ccm 0.025 g lésliche Substanz enthielt, setzte aus 10 ccm 1-procentiger
Hydroperoxydlosung binnen 1 Minute den simmtlichen Peroxydsauerstoff in
Freibeit.

Fiir die beabsichtigten Versuche iiber dic Vertheilung des Hydro-
peroxyds zwischen Peroxydase und Katalase war eine genaue Kennt-
niss des Verhaltens des dargesteliten Katalase-Priparates gegen dus
Peroxyd unbedingt erforderlich. In erster Linie kam hier die Ab-
hingigkeit der Wirkung der Katalase von der Ferment-
und Substrat-Concentration in Betracht. Die Versuche wurden

) Diese Berichte 37, 3737 [1904].
%) Vergl. diese Berichte 38, 774 [1905). %) Diese Berichte 38, 1524 {1905].
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in dholicher Weise, wie bei der Untersuchung der Wirkungsweise
der Peroxydase!) ausgefihrt.

Zehn breithalsige Reactionsflischchen wurden in ein grosseres Wasser-
bad bei Zimmertemperatur gestellt und aus Vorrathsflaschen, welche sich eben-
falls im Wasserbade befanden, mit der berechneten Menge Wassers, gleichen
Mengen Katalase-Losung und steigenden Mengen Hydroperoxyds beschickt.
Der Moment des Zubringens des Hydroperoxyds wurde als Beginn der Re-
action notirt. Durch kurzes Umschwenken wurde die Reactionsflissigkeit gut
durchgemischt und dann im Wasserbade ruhig stehen gelassen. Nach Verlauf
voo genau 60 Minuten wurde durch Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure die
Reaction unterbrochen und in der Reactionsflissigkeit das nicht zersetzte
Hydroperoxyd mittels annihernd 0.01-normaler Kalinmpermanganatldsung
zuriicktitrirt.  Durch besondere Controllversuche wurde festgestellt, dass die
Katalaselosung auch bei den hoberen Concentrationen Kaliumpermanganat
iusserst schwach und erst nach lingerer Einwirkung reducirte.

Zur Verwendung kamen ecine Katalaseldsung, welche in 1 cem 0.05 wmg
losliche Substanz entbielt, und eine 1-procentige Losung von chemisch reinem
Hydroperoxyd. Das Volumen der Flissigkeit betrug in jedem Falle 50 com.
5 Versuchsreihen wurden mit wechselnden Katalasemengen (1—3 ccm der
obigen Lodsung) und wechselnden Bydroperoxydmengen (10— 100 mg) ausge-
fithrt.  Die Versuchsreihen wurden nach der Concentration der Katalase ge-
ordnet, sodass in jeder Reihe die Reactionsflischchen gleiche Katalase- wod
steigende Hydroperoxyd-Mengen enthielten. Wihrend der Versuchsdauer
zeigte das im \Vasserbade tauchende Thermometer die coastante Temxperatur
von 100,

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse dieser Versuche zusamuen-
vestellt.

Zersetztes Hydroperoxyd
Katalase-Concentrationen

T T T —

A B C D E

1 cem 2 cem 3 cem 4 cem 5 cem
g L 10mg. . 709mg 941mg 10.00mg 1000 mg 10.00 mg
Z 20 » . . 1279 » 1767 » 1918 » 2000 » 2000 »
1 UL 80 » . . 1628 » 2500 » 2941 » 3000 » 30.00 »
s 1Iv. 40 > . . 1895 » 31.28 » 37.09 » 3918 » 40.00 »
E V. 50 » . . 2003 » 3686 » 4488 » 4838 »  H0.00 »
SAOVL 60 > L 2162 5 4045 » 5209 » 5732 > 60.00 »
2| VIL 70 » . . 2302 » 4290 » 5767 » 66.04 » 69.63 o
S IVIIL 80 » . . 22.94 » 44.88 » 6267 » 7290 » 7874 »
S 1X0 90 » .. 2290 » 4628 5 6732 » 1906 > 8616 »
A1 Xo100 » . . 2298 » 460G »  TO.11 » 8465 - 93.83 »

Aus dieser Tabelle geht mit voller Klarheit hervor, dass die
Grosse des in der Zeiteinheit durch die Katalase bewirkten Umsatzes

) Diese Berichte 87, 2434 [1904).



1881

sowohl von der Concentration des Hydroperoxyds, wie vou der
des Fermentes abhingig ist. Sie wiichst ndmlich mit beiden Concen-
trationen, wenn auch langsamer als dieselben, bLis auf ein bLestimmtes
Maximum und bleibt dann stehen. Zur vollen Ausnutzung der Katulase
ist also eine bestimmte Hydroperoxyd-Concentration, zur vollen Aus-
nutzung des Hydroperoxyds eine bestimmte Katalase-Concentration erfor-
derlich. Dass nach Erreichung des Katalase-Maximums die
Grosse des Umsatzes den Hydroperoxydmengen genaun
proportional ist, liegt auf der Hund, da hier simmtliches Iydro-
peroxyd zersetzt wird (DI—DIV, EI—EVII). Das Gegentheil ist
aber auch richtig, d. h.,, nach Erreichung des Hydroperoxyd-
Maximums ist die Grosse des Umsatzes der Concentration
der Katalase direct proportional (AIN—BIX; AX—BX—CX).

Noch deatlicher tritt letztere Proportionalitit in folgender Ver-
suchsreihe zum Vorschein, bei welcher eine oberhalb des erforder-
lichen Maximums liegende Hydroperoxyd-Concentration (150 mg Was-
gerstoflsuperoxyd in 50 cem) ungewandt wurde:

A B C D )
INatalase Concentrati-
onen . . . . . 1 cem 2 cem 3 cem 4 ¢om deem
Zersetztes Ilydroper-
oxyd . . . . . 23.02mg 46.51 mg 10.00 mg 9220 mg  118.02 mg

Die Wirkung der Katalase folgt also derselben Regel. welche
von mir!) bei der Peroxydase beobachtet worden ist und welche an-
scheinend auch fir andere Ifermente giltig ist, nimlich: bei Uber-
schiissiger Fermentmenge ist der Umsatz den Substratmengen, bel
iiberachiissiger Substratmenge den FFermentmengen direct proportional.
Bei der Peroxydase, welche auf ein zusammengesetztes Substrat
(Hydroperoxyd 4+ oxydirbare Substanz) einwirkt. complicirt sich diese
Regel in der Weise, dass der Umsatz den Mengen der einzelnen Sub-
stratbestandtheile (also z. B. den Hydroperoxydmeugen bei
iberschilissigen Peroxvdase- und Jodwasserstoffsdure- Mengen. den
Jodwasserstoffsiure-Mengen bel {iberschiissigen Peroxydase- und
Hydroperoxyd-Mengen) proportional ist. Diese Thatsachen lassen sich
@am  einfachsten im Sinne der Annahme deuten, dass VIerment und
Sabstrat an der Reaction in constanten Verhédltnissen unter Bil-
dung von intermedidren Verbindungen betheiligt sind*).

Y Diese Berichte 37, 3785 [1904]

?) Die Ansicht, dass Katalase und Hydroperoxyd sich zu eciner inter-
mediiiren, peroxydartigen Verbinduny vereinigen, wurde zuerst von Kastle
und Loéwenhardt (American chemical Journal 29, 585 [1903]) ausge-

sprochen.
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Fir die beabsichtigten Vertheilungsversuche war es weiter er-
forderlich, die Reactionsgeschwindigkeit des von mir dargestellten
Katulase-Priparates zu ermitteln, da es nur bei einer genauen Kennt-
niss dieser Reuctionsgeschwindigkeit mdglich war. vergleichbare
Peroxydase- und Katulase-Mengen anzuwenden. " Die ibliche, auch
von G. Senter') in seiver griindlichen Arbeit iiber die Reactions-
geschwindigkeit der Katalase benutzte Methode erwies sich unter den
von mir eingchaltenen Versuchsbedingungen als unbrauchbar. Es
stellte sich nédmlich heraus, dass bei dem Abpipettiren der Fliissigkeit
ans der Reactionsflasche eine so lebhafte Sauerstoffentwickelung im
Inneren der Pipette stattfand, dass ein genaues Abmessen des Reac-
tionsgemisches so gut wie unméglich war. Ich griff daher zu der
Methode zuriick, welche bereits bei der Ermittelung der Reactions-
geschwindigkeit der Peroxydase gute Dienste leistete ?).

Die Versuche wurden in der oben angegebenen Weise mit 10 Reaetions-
tlischchen bei 12V ausgefiahrt. Angestellt wurden 3 Versuchsreihen mit con-
stanter Hydroperoxydconcentration (100 mg Wasserstoffsuperoxyd in 50 cem)
und wechseloder Katalase-Concentration (3, 6 und 12 cem der oben erwihnten
Losung). Der Haaptzweck dicser Versuche war die Ermittelung der Katalase-
Concentration, welche zur Zersetzung von 100 mg Wasserstoffsuperoxyd in
50 cem binnen 10 Miouten (Concentrations- und Zeit-Verhiltnisse der Pyro-
gallolmethode <ur Bestimmung des Activirungsvermigens der Peroxydase)
erforderlich war. Die erhaltenen Resultate sind in folgender Tabelle ange-
geben:

A. 100 mg Hydroperoxyd, 3 ccm Katalaselosung in 50 ccm,

Minuten . . .2 4 6 S 10
Zersetztes Hydloeroxyd mg: 20.92 2999 34.52 38.04 42.61
Misuten . . R 20 25 40 50

Zersetztes Hydroperoxvd myg: 48.33 54.13 62.38 64.28 (5.23.
B. 100 mg Hydroperoxyd, 6 cecm Katalaselésung in 50 cem.

Miouten . . . . 2 4 6 8 10
Zersetutes Hydropumyd mg: 3190 43.38 51.66 58.40 3.59
Minuten . . . R ¥ 20 25 40 50

Zersetstes Hydropelo\yd mg: 71.14 8476 92.38 96.19 97.11.

C. 100 myg Hydroperoxyd, 12 cem Katalaselosung in 50 cem.

Minuten . . . L. 2 4 6 8 10
Zersetztes H\depuxOX) d mg: 6119 77.57 89.99 95.00 98.09
Minuten . . . .. 15 20 25 40 30

Zersetztes Hydxopexoxyd mg: 99.04 ¥9.06 99.02 — —

1; Zeitchr. fir physikal. Chem. 44, 257 [1903
%) Diese Berichte 37, 2434 [1904).
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Vergleicht man die Zeiten, welche in den 3 Versuchsreihen zur
Zersetzung von etwa %/3 der angewandten Hydroperoxvdmenge erfor-
derlich waren (62.38 mg), so findet man folgende Werthe:

A:B:C = 30:9.5:2.4.
1:2: 4

Unter den von mir eingehaltenen Versuchsbedingungen wiichst
also die Reactionsgeschwindigkeit der Katalase viel schneller. als die
Councentration der Letzteren. Bei Verdoppelung der Concentration
steigt die Geschwindigkeit auf das Dreifache. bei Vervierfachung auf
das Zwolffache der urspriinglichen Geschwindigkeit. Diese Ergebnisse
bestitigen gewissermaassen die Beobachtungen, welche Senter!) mit
der Katalase aus Blut gemacht hatte. Dieser Forscher fand niamlich,
dass die Reactionsgeschwindigkeit der Katalase nur in sebr verdiinnten
Hydroperoxydlssungen (etwa !/30)-molar) dem Gesetz der Massenwir-
kung in erster Apnidherung gehorcht. Bei héheren Hydroperoxyd-
Concentrationen wiichst dagegen die Geschwindigkeit schneller als die
Enzymmengen. Die Abweichungen von den einfachen Gesetzen sucht
Senter durch den Einfluss des Hydroperoxvds auf die Katalase zu
erkliren. Bel der ausserordentlich hohen Empfindlichkeit der Kataluse-
Reaction gegen chemische und physikalische Einfliisse ist man vielmehr
zu der Anpahme berechtigt, dass diese Abweichungen dem Kinflusse
der unbekannteo und unbestimmbaren Beimengungen zuzuschreiben
sind, welche bei der Isolirung der Katalase mit in den Kauf genom-
men werden miissen.

Nachdem also das Verhalten des von mir dargesteliten Katalase-
priparates gegen Hydroperoxyd durch obige Versuche ermittelt wor-
den war. wurden die quantitativen Versuche iiber die Vertheilung des
Hydroperoxyds zwischen Peroxydase und Katalase apgestellt. Von den
Oxydationsreactionen, welche durch das System Peroxydase-Hydroper-
oxyd ausgelést werden, lassen sich nur zwei — die Oxydation des
Pyrogallols und die der Jodwasserstoffsiure — quantitativ verfolgen.
Da aber bekanntlich die Katalase durch freies Jod sehr rasch zerstért
wird, so konnte fiir die beabsichtigten Vertheilungsversuche nur die
Oxydation des Pyrogallols benutzt werden. Die Versuche wurden in
folgender Weise ausgefiihrt:

In 6 Erlenmeyer-Kolben warden der Reiho nach Pyrogallollosung (10 cem
einer 15-procentigen Losung), Peroxydaselosung (je 1 Aequivalent), Katulase-
I6sung (0—35 Aequivalente), Wasser bis auf 40 cem und dann Hydroperoxyd-
losung (10 cem einer 1-procentigen Loésung) gegeben. Nach 24 Stunden
wurden die entstandenen Purpurogallin-Niederschlige auf tarirte Filter gebracht,

1) Zeitschr. fir physikal. Chem. 44, 286 [1903).



mit je 200 cem Wasser sorgfiltig ausgewaschen, bei 110° bis Gewichtsconstanz
getrocknet und gewogen.

Schon bei der Ausfibrung der Reaction fiel es auf, dass trotz der An-
wesenheit von verhiltnissmissig grossen Katalasemengen keine Sauerstoffent-
wickelung in den Reactionsgemischen bemerkbar war und dass in allen Kolben
anscheinend gleiche Purpurogallin-Niederschlige cntstanden waren. Die Wia-
gung der getrockoeten Niederschlige ergab in der That folgende Zahlen:
KWatalasezusatz: 0 Aequiv. 1 Aequiv. 2 Aequiv. 3 Aequiv. 4 Aequiv. 5 Aequiv.
Puarpuregallin: 020lg 0.203g 0200g 0.205g 0.201g 0.203g.

Die Anwesenheit von 1—3 Aequivalenten Katalase iibte also auf
die Oxydation des Pyrogallols durch das System Peroxydase-Hydro-
peroxyd keinerlei Einfluss aus. Das vollige Ausbleiben der erwarte-
ten Vertheilung des Hydroperoxyds zwischen Peroxydase und Katu-
lase liess der Vermuthung Raum, dass letzteres Ferment durch
Pyrogallol ausser Thitigkeit gesetzt wird.

Wie aus folgenden Versuchen hervorgeht, ist dies thatsichlich
der Fall:

a) 1 Aequivalent Katalase, 0.1 g Wasserstoffsuperoxyd in 50 ccm.

b) 1 Aequivalent Katalase, 1.5 g Pyrogallol, 0.1 g Wasserstoffsuperoxyd

in 50 ccm.
Entwickelter Sauerstoff.

Nach 10 Miouten: a) 31.8 cem (09 760 mm), b) 00 cem
» 180 » a) 31.8 » (0% 760 » b) 0.6 »

Nach 24-stindigem Stebenlassen wurde das Reactionsgemisch b) mit
1 Aequivalent Peroxydase versetzt und das entstandene Purpurogallin in ib-
licher Weise gewogen. Erhalten: 0.191 g anstatt 0.202 g (Mittel aus obigen
6 Versuchen).

Die zur Zeit vorbandenen quantitativen Methoden gestatten also
vicht, die Vertheilung des Hydroperoxyds zwischen Peroxydase und
IXatalase zu verfolgen. Ich hoffe aber, auf einem anderen Wege der
Euntscheidung der Frage ndher zu treten. Immerhin ist die Moglich-
keit nicht ausgeschlossen, dass eine derartige Vertheilung iberhaupt
nicht zu Stande kommt. Wie schon friiher!) bewiesen wurde, ist die
Katalase ohne jede Einwirkung auf substituirte Hydroperoxyde (Aethyl-
hydroperoxyd). Andererseits kann auf Grund der bisher gemachten
Erfabhrungen mit ziemlicher Sicherheit angenommen werden, dass Per-
oxydase und Hydroperoxyd sich zu einem substituirten Hydroperoxyd
vereinigen. Ist nun die Geschwindigkeit, mit welcher diese interme-
diire Verbindung entsteht und ihren activen Sauerstoff an das oxydir-
bare Substrat abgiebt, grdsser als die Geschwindigkeit, mit welcher

1) Diese Berichte 36, 1757 [1903).
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sie zuriick in Peroxydase und Hydroperoxyd zerfillt, so mag dadurch
in einem (Gemische von oxydirbarem Substrat, Peroxydase, Katalase
and Hydroperoxyd Letzteres je nach den vorhandenen Peroxydase-
mengen der Einwirkung der Katalase theilweise oder villig entzogen
werden.

Genf, Privatlaboratorium.

326. E. H. Riesenfeld, H. E. Wohlers und W. A. Kutsch:
Hdéhere Oxydationsproducte des Chroms.

"Aus dem chem, Univers.-Laboratorium, Philosoph. Abtheilung, Freiburg i B.]

‘EBingeg. am 17. April 1905; mitgetheilt in der Sitzung von Hro. A, Stihler)

Seit Barreswil') 1847 die bei der Einwirkung von Wasserstoft-
superoxyd auf Chromat- und Bichromat-Ionen entstehende Blaufirbung
heobachtete, die auf die Existenz hiherer Oxydationsproducte des
Chroms hinwelst, sind von Schonbein, Moissan, Berthelot u. A.
zahlreiche, doch meist vergebliche Versuche gemacht worden, diese
Kdérper zu isoliren oder ithre Zusammensetzung za erforschen.

Erst Wiedc?) gelang es im Jahre 1897, die gesuchten Substanzen
in reinem Zustande darzustellen. Er konnte zwei Oxydationsstufen
des Chroms durch krystallisirte Derivate charakterisiren: nach der von
ihm  vorgeschiagenen Nomenclatur 1) Chromtetroxyd (CrO4) und
2) Ueberchromsiiure (HCr0O;). Vom Chromtetroxyd isolirte er ein
Ammoniakderivat von der Zusammensetzung Cr04.3 N1l3 und cin Cyan-
kalium-Doppelsalz von der Formel CrOy.3KCN. Durch die Dar-
stellung  einer Anzahl orgaunischer Salze, sowie eines Ammonium-
ialzes der Formel (NHy)CrOs -+ H:Os und eines Kaliumsalzes der
Formel KCrO; + HyOg glaubte er fir die Ueberchromsiure die
“ormel HCrOys hinlidoglich sichergestellt zu haben.

Die Gewinnang dieser Chromsalze nach Wiede ist nicht nur
‘ccht schwierig und umstindlich, die so erhaltenen Salze sind awch
sehr explosiv nod das Arbeiten mit ihnen daher recht gefahrvoll, wie
Wiede ans eigener schlimmer Erfalirung zu berichten weiss.

Um 30 mehr waren wir erstaunt, dass man auf einem relativ ein-
achen Wege, nimlich durch directe Oxydation von Chbromat-
dsungen mit 30-proc. Wasserstoffsuperoxyd schén krystallisirte
Salze herstellen kann, die zum Theil Monate lang unzersetzt halibar

) Amn. chim. phys. (3) 20, 364.
*) Diese Berichte 30, 2178 [1897); 81, 516 [1898],





