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I n  a  p r e v io u s  p a p e r  ( K e i l in  a n d  H a r t r e e  1 9 3 6 ) i t  w a s  s h o w n  t h a t  c a t a l a s e  

c o m b in e s  r e v e r s i b l y  n o t  o n ly  w i t h  K C N  a n d  H 2S  a s  w a s  s h o w n  b y  Z e ile  a n d  

H e l l s t r o m  (1 9 3 0 ) o r  w i t h  C 2H 5O O H  ( S t e r n  1 9 3 6 ) b u t  a ls o  w i t h  N a N 3, 

N H 2O H , N 2H 4, N a F  a n d  N O , g iv in g  c o r r e s p o n d i n g  s p e c t r o s c o p ic a l ly  w e ll-  

d e f in e d  c o m p o u n d s .

I n  t h i s  r e s p e c t  a n d  i n  t h e  g e n e r a l  p a t t e r n  o f  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m ,  

c a ta l a s e  s h o w s  a  s t r i k i n g  r e s e m b la n c e  t o  a c id  m e th a e m o g lo b i n .  I t  d if fe rs , 

h o w e v e r ,  f r o m  t h e  l a t t e r  i n  t h r e e  i m p o r t a n t  p r o p e r t i e s ,  n a m e l y :

1—  I t s  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  is  a t  l e a s t  1 ,0 0 0 ,0 0 0  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  

m e t h a e m o g l o b i n .

2—  I t s  i r o n  d o e s  n o t  u n d e r g o  r e d u c t i o n  in  p r e s e n c e  o f  N a 2S 20 4, w h ic h  

r a p i d l y  r e d u c e s  m e t h a e m o g l o b i n  t o  h a e m o g l o b in .

3—  I t s  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  is  n o t  a f f e c t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  H 20 2 w h ic h  

u n d e r g o e s  a n  i n s t a n t a n e o u s ,  a l m o s t  e x p lo s iv e  d e c o m p o s i t io n ,  w h i le  w i t h  

m e th a e m o g lo b i n  i t  f o r m s  a  w e l l - d e f in e d  c o m p o u n d  ( K e i l in  a n d  H a r t r e e  

I 93 5 )-

O f  t h e  c o m p o u n d s  w h ic h  r e a c t  w i t h  c a t a l a s e ,  s o d iu m  a z id e  ( N a N 3) a n d  

h y d r o x y l a m i n e  a r e  o f  s p e c ia l  i n t e r e s t .  T h e y  s t r o n g l y  i n h i b i t  t h e  c a t a l y t i c  

a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  b u t  d o  n o t  a p p r e c i a b l y  c h a n g e  i t s  c o lo u r  o r  t h e  

g e n e r a l  p a t t e r n  o f  i t s  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m .  T h e  f o r m a t i o n  o f  t h e s e  c o m 

p o u n d s  is  o n ly  r e c o g n iz e d  b y  c h a n g e s  in  t h e  p o s i t i o n  a n d  i n t e n s i t y  o f  s o m e  

o f  t h e  b a n d s .  H o w e v e r ,  o n  a d d i t i o n  o f  t r a c e s  o f  H 20 2 t o  a z id e -  o r  h y d r o x y l -  

a m in e - c a ta l a s e ,  t h e  c o lo u r  o f  t h e  s o lu t io n  t u r n s  f r o m  g r e e n i s h - b r o w n  t o  r e d  

a n d  t h e  t h r e e - b a n d e d  m e t h a e m o g lo b i n - l ik e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  is  r e 

p la c e d  b y  tw o  s t r o n g  b a n d s  a t  5 9 0  a n d  5 5 4  m /£. T h i s  c o m p o u n d  c o m b in e s  

r e v e r s ib ly  w i t h  C O , g iv in g  a  d e r i v a t i v e  w i t h  t h e  b a n d s  a t  5 8 0  a n d  5 4 5  m  

a n d  r e v e r t s  t o  t h e  o r ig in a l  a z i d e - c a ta l a s e  o n ly  in  p r e s e n c e  o f  m o le c u la r  

o x y g e n ,  w h ic h  s h o w s  t h a t  i t s  i r o n  is  i n  t h e  d i v a l e n t  s t a t e .

V o l .  C X X I V — B .  (1 4  J a n u a r y  1 9 3 8 )  [  397 ]
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3 9 8 D . K e i l in  a n d  E . F .  H a r t r e e

I t  w a s  s h o w n  p r e v i o u s l y  ( K e i l in  a n d  H a r t r e e  1 936) t h a t  t h e  r e d u c e d  

c o m p o u n d s ,  a l t h o u g h  a u t o x i d i z a b l e ,  a r e  n o t  o x id iz e d  b y  K 3F e ( C N ) e in  

c o m p le te  a b s e n c e  o f  o x y g e n .  T h i s  p o i n t  s e e m e d  a t  f i r s t  t o  c o n t r a d i c t  th e  

e v id e n c e  t h a t  t h e  i r o n  o f  a z id e -  o r  h y d r o x y l a m i n e - c a t a l a s e  w a s  a c tu a l ly  

r e d u c e d  b y  p e r o x id e .  I t  w a s  f o u n d ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e s e  d e r iv a t iv e s  o f  

c a t a l a s e  c a n  b e  r e o x id iz e d  t o  t h e  i n i t i a l  f e r r i c  c o m p o u n d s  b y  s o m e  o th e r  

o x id iz in g  a g e n t s  s u c h  a s  K M n 0 4, C u C l2, s o m e w h a t  m o r e  s lo w ly  b y  M n 0 2 

a n d  v e r y  s lo w ly  b y  H g C l 2. I t  c a n  b e  c o n s id e r e d  t h e r e f o r e  a s  a d e q u a te ly  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  a z id e -  a n d  h y d r o x y l a m i n e - c a t a l a s e  a r e  r e d u c e d  b y  H 20 2 

a n d  r e o x i d i z e d  b y  m o le c u la r  o x y g e n .

T h i s  p r o p e r t y  o f  a z i d e - c a t a l a s e  m a k e s  i t  a n  e x c e l l e n t  i f  n o t  u n iq u e  

r e a g e n t  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  H 20 2 w h e r e  n o  o t h e r  r e a g e n t  c a n  b e  u s e d ,  fo r  

i n s t a n c e ,  d u r i n g  t h e  a e r o b ic  o x i d a t i o n  o f  s o d iu m  h y p o s u l p h i t e  ( N a 2S 20 4)* 

t o  s o d iu m  b i s u l p h i t e .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  w i t h  a z id e -  a n d  h y d r o x y la m in e -  

c a t a l a s e  s u g g e s t  t h a t  t h e  n o r m a l  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  c a t a l a s e  is  a ls o  a c c o m 

p a n i e d  b y  a  s im i l a r  c h a n g e  o f  v a l e n c y  o f  i t s  i r o n ,  o r  i n  o t h e r  w o rd s ,  th e  

c a t a l y t i c  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 is  b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  s u c c e s s iv e  r e 

d u c t i o n  o f  t h e  c a t a l a s e  i r o n  b y  H 20 2 a n d  i t s  r e o x i d a t i o n  b y  0 2 a c c o r d in g  to  

t h e  e q u a t i o n s  (1 ) a n d  (2 ) , t h e  s u m  o f  w h ic h  ( e q u a t i o n  (3 )) is  t h e  c a t a ly t i c  

d e c o m p o s i t i o n  o f  H 20 2 i n t o  m o l e c u l a r  o x y g e n  a n d  w a t e r .  T h i s  r e v e r s ib le

4 F e * ‘ " +  2 H 20 2 =  4 F e "  +  4 H ’ +  2 0 2 (1)

4 F e “  +  4 H '  +  0 2 =  4 F e “ * +  2 H 20  (2)

2 H 20 2 =  2 H 20  +  0 2 (3)

r e d u c t i o n  is  a n a lo g o u s  t o  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  f e r r i c  c h lo r id e  a n d  h y d r o g e n  

p e r o x id e ,  w h e r e b y  t h e  f e r r i c  i o n  is  r e d u c e d  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a a ' -  

d i p y r i d y l  g iv e s  r i s e  t o  a  p i n k  c o m p o u n d .  I f  t h e  f e r r o u s  io n  is  n o t  so  f ix e d  

i t  b e c o m e s  o x id iz e d  b y  m o le c u la r  o x y g e n  a n d  a l l  t h e  p e r o x id e  is  e v e n tu a l ly  

d e c o m p o s e d .

T h e  p r o b l e m  t h a t  a r i s e s  n o w  is  w h e t h e r  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  c a ta la s e  

r e a c t i o n  a s  s h o w n  in  t h e  a b o v e  e q u a t i o n s  c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  e x p e r i 

m e n t a l l y .

A s  w e  h a v e  p r e v i o u s l y  s h o w n ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  c o m p o u n d  

c a n n o t  b e  d e m o n s t r a t e d  s p e c t r o s c o p ic a l ly ,  w h ic h  in d ic a te s  t h a t  t h e  l ife  o f  

t h i s  c o m p o u n d  is  e x t r e m e l y  s h o r t .  M o re o v e r ,  t h e  m a in  r e q u i r e m e n t  fo r  

s p e c t r o s c o p ic  i n v e s t i g a t i o n  is  a  v e r y  h ig h  c o n c e n t r a t i o n  o f  e n z y m e , w h ic h

* I n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  r e c o m m e n d a t i o n  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  U n i o n  o f  C h e m i s t r y ,  

w e  s h a l l  i n  f u t u r e  u s e  t h e  t e r m  “ h y p o s u l p h i t e ”  i n  p l a c e  o f  t h e  o r i g i n a l  b u t  m i s 

l e a d i n g  “ h y d r o s u l p h i t e ” , w h e n  r e f e r r i n g  t o  N a 2S 20 4 ( S m i t h  1 9 3 6 ) .
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in  i t s e l f  is  p a r t i c u l a r l y  u n f a v o u r a b l e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  a n  i n t e r m e d i a t e  

c o m p o u n d .

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i f  t h e  c a t a l y t i c  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 r e q u i r e s  t h e  

p re s e n c e  o f  m o le c u la r  o x y g e n  (a s  s h o w n  i n  e q u a t i o n  (2 )) f o r  t h e  r e o x i d a t i o n  

o f  t h e  r e d u c e d  c o m p o u n d ,  t h e  r e a c t i o n  s h o u ld  b e  i n h i b i t e d  i f  t h e  c o n c e n 

t r a t i o n  o f  o x y g e n  in  t h e  s u r r o u n d i n g  m e d iu m  c o u ld  b e  m a d e  s u f f ic ie n t ly  

lo w . T h is  c a n  b e  a c h ie v e d  b y  h a v i n g  t h e  r e a c t i o n  c a r r i e d  o u t  w i t h  a  v e r y  lo w  

c o n c e n t r a t io n  o f  c a t a l a s e ,  w h ic h  is  p o s s ib le  o w in g  t o  t h e  v e r y  h ig h  a c t i v i t y  

o f  t h e  e n z y m e .  T h e  v o lu m e  o f  o x y g e n  p r o d u c e d  in  t h i s  c a s e  b y  t h e  d i r e c t  

r e d u c t io n  o f  c a t a l a s e  ( e q u a t i o n  (1 )) w o u ld  n a t u r a l l y  b e  v e r y  s m a l l .  I f  a t  t h e  

s a m e  t i m e  t h e  r e a c t i o n  is  c a r r i e d  o u t  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  p u r e  n i t r o g e n  a n d  

w i th  v ig o r o u s  s h a k in g ,  i n  o r d e r  t o  b r i n g  t h e  g r e a t e r  p a r t  o f  t h i s  o x y g e n  a s  

r a p i d l y  a s  p o s s ib le  i n t o  t h e  g a s  p h a s e ,  t h e  r e a c t i o n  (2 ) s h o u ld  b e  g r e a t l y  

s lo w e d  d o w n  a n d  t h e  c a t a l a s e  r e a c t i o n  t h u s  i n h i b i t e d .  I n  f a c t ,  b y  c a r r y i n g  

o u t  e x p e r i m e n t s  i n  p u r e  N 2, H 2 o r  C 0 2, a n d  u n d e r  c o n d i t io n s  w h e r e  t h e r e  is  

n o  s p o n ta n e o u s  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 d u e  t o  s h a k i n g  in  a n  in s u f f ic ie n t ly  

c le a n e d  g la s s  v e s s e l  o r  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t a l y t i c  i m p u r i t i e s ,  i t  h a s  b e e n  

f o u n d  p o s s ib le  t o  i n h i b i t  t h e  c a t a l a s e  r e a c t i o n  b y  a s  m u c h  a s  9 9 % .

Decomposition of Hydrogen Peroxide 3 9 9

Ma t e r ia l  a n d  me t h o d s

Catalase preparation— C a t a l a s e  u s e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  w a s  p r e p a r e d  f r o m  h o r s e  

l i v e r  b y  t h e  m e t h o d  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  A 3 ( K e i l i n  a n d  H a r t r e e  

1 9 3 6 ) . T h i s  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  a  y e l l o w - b r o w n  p i g m e n t  

w i t h  a  g e n e r a l  a b s o r p t i o n  t o w a r d s  t h e  b l u e  e n d  o f  t h e  s p e c t r u m .  B y  a  f e w  s l i g h t  

m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  m e t h o d ,  c a t a l a s e  s o l u t i o n s  w e r e  o b t a i n e d  w h i c h  w e r e  c o m 

p l e t e l y  f r e e  f r o m  t h i s  p i g m e n t .  T h e s e  m o d i f i c a t i o n s  c a n  b e  s u m m a r i z e d  a s  f o l l o w s :

1—  T h e  l i v e r  is  p r e f e r a b l y  k e p t  f o r  1 d a y  o r  m o r e  a t  — 1 0 °  C . b e f o r e  m i n c i n g .

2 —  M i n c e d  l i v e r  i s  e x t r a c t e d  f o r  2 4  h r .  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  i n s t e a d  o f  2  h r .

3—  I n s t e a d  o f  u l t r a f i l t r a t i o n ,  t h e  e l u t i o n  f r o m  t h e  c a l c i u m  p h o s p h a t e  is  t r e a t e d  

w i t h  a m m o n i u m  s u l p h a t e  ( 4 5 0  g . / l . ) ,  f i l t e r e d ,  t h e  p r e c i p i t a t e  s u s p e n d e d  i n  w a t e r  a n d  

e l e c t r o d i a l y s e d  u n t i l  c o m p l e t e l y  f r e e  f r o m  s u l p h a t e .

T h i s  m e t h o d  g i v e s  a  d i s t i n c t l y  g r e e n i s h  p r e p a r a t i o n  ( D )  w h i c h  d i f f e r s  f r o m  A 3 

i n  b e i n g  f r e e  f r o m  l a b i l e  n o n - h a e m a t i n  i r o n .  U n l i k e  A 3 t h i s  p r e p a r a t i o n  g i v e s  n o  

c h a n g e  i n  c o l o u r  o n  a d d i t i o n  o f  N a 2S 20 4 a n d  a a ' - d i p y r i d y l  o r  o n  t r e a t m e n t  w i t h  H 2S . 

T h e  r a t i o  b e t w e e n  t o t a l  a n d  h a e m a t i n  i r o n  i n  t h i s  p r e p a r a t i o n  is  a b o u t  1 -2 , w h i l e  

t h a t  i n  f r e s h  p r e p a r a t i o n s  o f  A 3 m a y  b e  a s  h i g h  a s  2 0 . I n  o t h e r  p r o p e r t i e s  t h i s  

p r e p a r a t i o n  o f  c a t a l a s e  d i f f e r s  v e r y  l i t t l e  f r o m  A 3.

Calcium phosphate— T h e  c a l c i u m  p h o s p h a t e  u s e d  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c a t a 

l a s e  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s : 1 5 0  c .c .  c a l c i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  (1 3 2  g .  C a C l2 . 6 H aO  p e r  

l i t r e )  is  d i l u t e d  t o  a b o u t  1 6 0 0  c .c .  w i t h  t a p  w a t e r  a n d  s h a k e n ,  w i t h  1 5 0  c .c .  t r i s o d i u m  

p h o s p h a t e  s o l u t i o n  ( 1 5 2  g .  N a 3P 0 4 . 1 2 H 20  p e r  l i t r e ) .  T h e  m i x t u r e  is  b r o u g h t  t o  

p H  7 -4  w i t h  d i l u t e  a c e t i c  a c i d  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  w a s h e d  t h r e e  o r  f o u r  t i m e s  b y  

d e c a n t a t i o n  w i t h  l a r g e  v o l u m e s  o f  w a t e r  ( 1 5 - 2 0  1.). T h e  p r e c i p i t a t e  is  f i n a l l y  w a s h e d  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  a  c e n t r i f u g e .  9 -1  g .  c a l c i u m  p h o s p h a t e  is  o b t a i n e d .
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4 0 0 D . K e i l in  a n d  E . F .  H a r t r e e

Ex pe r ime n t a l  c o nd i t io n s

T h e  e x p e r i m e n t s  a r e  c a r r i e d  o u t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  B a r c r o f t  d if fe r 

e n t i a l  m a n o m e t e r s .  T h e  l e f t - h a n d  f la s k  r e c e iv e s  3-3  c .c . o f  p h o s p h a t e  s o lu 

t i o n ,  a s  u n d e r  t h e  c o n d i t io n s  w h ic h  w il l  n o w  b e  s p e c if ie d , t h e  d e c o m p o s it io n  

o f  H 20 2 i n  a b s e n c e  o f  c a t a l a s e  is  n e g l ig ib le .  T h e  r i g h t - h a n d  f la s k  re c e iv e s  

a b o u t  1 c .c . o f  d i l u t e  c a t a l a s e  s o l u t i o n  i n  g la s s  d i s t i l l e d  w a t e r ,  c o n ta in in g  

b e t w e e n  10~4 a n d  10~3y  h a e m a t i n  a n d  is  m a d e  u p  t o  3 c .c . w i t h  i f / 3 0  

p h o s p h a t e  s o l u t i o n  o f  p H  6-8  o r  s im p ly  i f / 3 0  a c id  p h o s p h a t e .  T h is  f la s k  

c o n t a i n s  a ls o  a  d a n g l in g  t u b e  w h ic h  r e c e iv e s  0 -3  c .c . o f  0 - 3 %  H 20 2. T h e  

f la s k s  a r e  e v a c u a t e d  a n d  w a s h e d  o u t  s e v e r a l  t im e s  w i t h  p u r i f ie d  n i t r o g e n  

a n d  a f t e r  e q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  t e m p e r a t u r e  t h e  t a p s  o f  t h e  m a n o m e t e r  a r e  

c lo s e d ,  t h e  m a n o m e t e r  is  r e a d ,  t h e  d a n g l in g  t u b e  is  r a p i d l y  d is lo d g e d ,  

m i x i n g  i t s  c o n t e n t  w i t h  t h a t  o f  t h e  f la s k , a n d  t h e  m a n o m e t e r s  a r e  r a p id ly  

s h a k e n  a n d  r e a d  e v e r y  m i n u t e .

I n  o r d e r  t o  o b t a i n  c l e a r  a n d  r e p e a t a b l e  r e s u l t s  t h e  e x p e r im e n t s  m u s t  b e  

c a r r i e d  o u t  u n d e r  w e l l - d e f in e d  c o n d i t io n s  w h ic h  c a n  b e  s u m m a r iz e d  a s  

fo llo w s :

1—  T h e  f la s k s , d a n g l in g  t u b e s  a n d  a l l  o t h e r  a p p a r a t u s  m u s t  b e  c a r e fu l ly

c le a n e d  w i t h  c h r o m ic - s u lp h u r i c  a c id ,  t h o r o u g h l y  r i n s e d  i n  t a p  w a t e r  a n d  in  

g la s s  d i s t i l l e d  w a t e r .

2—  T h e  d a n g l in g  t u b e s ,  w h ic h  r e c e iv e  H 20 2, a r e  14  m m . lo n g  a n d  7 m m

i n  d i a m e t e r ,  w h ic h  l a t t e r  d im e n s io n  e n s u r e s  r a p i d  a n d  c o m p le te  m ix in g  o f  

i t s  c o n t e n t s  w i t h  t h a t  o f  t h e  f l a s k .

3—  H 20 2 u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s  is  M e r c k  p e r h y d r o l  d i l u t e d  100  t im e

w i t h  g la s s  d i s t i l l e d  w a t e r .

4—  T h e  a m o u n t  o f  f r e s h l y  d i l u t e d  c a t a l a s e  u s e d  f o r  e a c h  s e t  o f  e x p e r i

m e n t s  m u s t  b e  f in a l ly  f ix e d  b y  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i n  o r d e r  t o  g iv e  a  

r a t e  o f  o x y g e n  e v o l u t i o n  n o t  h i g h e r  t h a n  4 0  c .m m ./m in .

5—  P h o s p h a t e  b u f f e r  s o lu t io n s  a r e  p r e p a r e d  f r o m  p u r e  a n a l y t i c a l  r e a g e n ts

( K H 2P 0 4 a n d  N a 2H P 0 4) d i s s o lv e d  i n  g la s s  d i s t i l l e d  w a te r .

6—  T h e  m a n o m e t e r s ,  a f t e r  m ix in g  e n z y m e  a n d  s u b s t r a t e ,  a r e  s h a k e n  a

a  r a t e  o f  a b o u t  2 0 0  t i m e s  p e r  m i n u t e .

7—  T h e  n i t r o g e n  f r o m  a  c y l in d e r  m u s t  b e  p u r i f ie d  o v e r  h o t  c o p p e r .

Re s u l t s  o f  t h e  e x pe r ime n t s

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w h ic h  a r e  s u m m a r iz e d  in  fig . 1 a n d  

T a b le  I  c le a r ly  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  r e m o v a l  o f  o x y g e n  in h i b i t s  t h e  c a t a ly t i c
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Decomposition of Hydrogen Peroxide 401

a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  d is s o lv e d  i n  a c id  p h o s p h a t e  s o lu t io n  b y  8 8 - 9 9 % .  

F o r  a ll  p r a c t i c a l  p u r p o s e s ,  w e  c a n  s a y  t h a t  i n  c o m p le te  a b s e n c e  o f  m o le c u la r  

o x y g e n  t h e  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  is  c o m p le te ly  a b o l i s h e d .  I n  

f a c t ,  a  v e r y  s l ig h t  a c t i v i t y  s h o w n  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  is  d u e  o n ly  to  t r a c e s  

o f  o x y g e n  w h ic h  a r e  s t i l l  p r e s e n t  in  t h e  s u r r o u n d i n g  m e d iu m .  M o re o v e r ,  

th e  in c o m p le te  i n h i b i t i o n  ( 4 0 - 7 0  % )  o f  t h e  s a m e  r e a c t i o n  a t  p H  6-8  is  d u e

A c i d  p h o s p h a t e

M i n u t e s

Fig . 1— E f f e c t  o f  p u r e  N2 o n  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  H 20 2 b y  a  p u r i f i e d  c a t a l a s e  p r e 

p a r a t i o n :  C a t a l a s e  D  ( d i l u t e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  1 0 -9  M  w i t h  r e s p e c t  t o  h a e m a t i n ) ;  

0 -3  c .c .  0 - 3 %  H 20 2 ; 0 - 0 3 M  p h o s p h a t e  b u f f e r ;  T=  1 9 °  C .

T a b l e  I

0 2 e v o l v e d  c . m m . / m i n .  %  i n h i b i t i o n

E x p . P h o s p h a t e A „ d u e  t o  a b s e n c e

n o . C a t a l a s e b u f f e r I n  N 2 I n  a i r o f  0 2

1 A 3 p H  6 '8 17 2 9 4 1

2 A 3 p H  6 ’8 6 -5 1 6 -5 61

3 A 3 p H  6 -8 1 8 4 2 5 7

4 A 3 p H  6 -8 3 -5 11 6 8

5 A 3 k h 2p o 4 0 -3 13 9 8

6 A 3 k h 2p o 4 0 -5 1 4 -5 9 7

7 D k h 2p o 4 0 -5 8 9 4

8 D k h 2p o 4 0 -3 1 6 -5 9 9

9 D k h 2p o 4 0 -7 6 8 8

1 0 E k h 2p o 4 5 0 17 71

11 F k h 2p o 4 3 0 3 2 91

A 3 a n d  D ,  c a t a l a s e  p r e p a r a t i o n s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ;  E ,  c r u d e  e x t r a c t  o f  g e r  

m i n a t i n g  c u c u m b e r  s e e d s ; F ,  c r u d e  l i v e r  e x t r a c t .
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4 0 2 D . K e i l in  a n d  E . F .  H a r t r e e

t o  a  s l ig h t  n o n - e n z y m ic  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 (1 5  c .m m . 0 2/h r . )  s u f fic ie n t 

f o r  a  p a r t i a l  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e .  A  s im i l a r  e f f e c t  is  n o t i c e a b le  in  t h e  case  

o f  p r e p a r a t i o n  E ,  w h e r e  c a t a l y t i c  i m p u r i t i e s  a r e  p r e s e n t .

E f f e c t  o f  c a r bo n  mo n o x id e

I t  w a s  d e m o n s t r a t e d  s p e c t r o s c o p i c a l l y  t h a t  a z id e - c a t a l a s e  r e d u c e d  b y  

H 20 2 c o m b in e s  w i t h  C O  a n d  i t  w a s  s h o w n  m a n o m e t r i c a l l y  t h a t  t h e  d e c o m 

p o s i t i o n  o f  H 20 2 b y  c a t a l a s e  is  a c c o m p a n i e d  b y  t h e  r e d u c t i o n  o f  i t s  iro n . 

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  C O  m a y  a c t  a s  i n h i b i t o r  o f  th e  

n o r m a l  c a t a l y t i c  r e a c t i o n .

C a l i f a n o  (1 9 3 4 ) , u s in g  a  m a n o m e t r i c  m e t h o d ,  c la i m e d  t h a t  t h e  d e c o m 

p o s i t i o n  o f  H 20 2 b y  c a t a l a s e  i n  C O  w a s  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  w h e n  c o m p a r e d  

w i t h  t h e  r e a c t i o n  t a k i n g  p la c e  i n  N 2 a n d  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  w a s  m u c h  

r e d u c e d  o r  c o m p l e t e l y  a b o l i s h e d  b y  l i g h t .  T h e s e  r e s u l t s ,  h o w e v e r ,  w e re  n o t  

c o n f i r m e d  b y  o t h e r  a u t h o r s .

O u r  r e s u l t s  w i t h  t h e  r e a c t i o n  c a r r i e d  o u t  i n  p u r i f i e d  N 2 i n d i c a t e  th e  

p o s s i b i l i t y  o f  s o m e  c o n f u s io n  i n  t h e  w o r k  o f  p r e v i o u s  a u t h o r s .  I n  f a c t ,  

i n h i b i t i o n  b y  C O  m a y  b e  d u e  e i t h e r  t o  t h e  a b s e n c e  o f  0 2, C O  a c t i n g  o n ly  a s  

a n  i n e r t  g a s ,  o r  t o  i t s  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  d i v a l e n t  i r o n  o f  r e d u c e d  c a ta la s e .  

T h u s ,  t h e  f o r m e r  i n h i b i t i o n  w o u ld  o c c u r  o n ly  in  p u r i f i e d  C O  a n d  w o u ld  n o t  

b e  r e v e r s e d  b y  l i g h t ,  w h e r e a s  t h e  l a t t e r  w o u ld  o c c u r  in  a  C O  : 0 2 m i x t u r e  

a n d  w o u ld  b e  a f f e c t e d  b y  l i g h t .  W e  h a v e  n o w  s h o w n  t h a t  u n d e r  c o n d i t io n s  

w h e r e  p u r i f i e d  N 2 s t r o n g l y ,  i f  n o t  c o m p le te ly ,  i n h i b i t s  t h e  c a t a l a s e  r e a c t io n ,  

p u r i f i e d  C O  e x e r t s  a  s im i l a r  n o n  l i g h t - s e n s i t i v e  e f fe c t  ( T a b le  I I ) .

T a b l e  I I

0 2 e v o l v e d  c . m m . / m i n .

E x p . ,- - - - - - - -- - - - -A------------ N

n o . C a t a l a s e B u f f e r C O  ( l i g h t )  C O  ( d a r k )  A i r

1 a 3 k h 2p o 4 0  0  2 2

2 D k h 2p o 4 0  1 1 4

3 F r o m  b l o o d k h 2p o 4 0  0  13

4 F r o m  b l o o d k h 2p o 4 —  0  1 4

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  i n h i b i t i o n  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  o f  o x y g e n  is  e v e n  

g r e a t e r  t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  u s in g  p u r e  n i t r o g e n .  I t  c a n  b e  

s u p p o s e d  t h a t ,  i n  a b s e n c e  o f  o x y g e n ,  t h e r e  is  n o  c o m p e t i t i o n  f o r  t h e  r e d u c e d  

c a t a l a s e  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  c o m p le te  i n h i b i t i o n  o b s e r v e d  is  t h e  s u m  of 

t h e  “ n i t r o g e n  e f f e c t ”  a n d  a  “ C O  e f f e c t ” . O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  e x p e r i 

m e n t s  c a r r i e d  o u t  in  n o n - p u r i f i e d  C O  c o n t a i n i n g  a b o u t  0 -3 %  0 2, o r  i n  a  g a s
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Decomposition of Hydrogen Peroxide 4 0 3

m ix tu r e  C O  : 0 2 =  4  : 1, u s in g  t h e  r e a c t i o n  i n  a i r  a s  a  s t a n d a r d ,  d id  n o t  g iv e  

c o n s is te n t  r e s u l t s .  I t  c a n  b e  s t a t e d  h o w e v e r  t h a t  t h e  p u r e s t  s a m p le s  o f  

c a ta la s e  a r e  n o t  i n h i b i t e d  b y  C O  in  t h e  d a r k  i n  p r e s e n c e  o f  a  s m a l l  c o n c e n 

t r a t i o n  o f  0 2. T h i s  s h o w s  t h a t  t h e  r e d u c e d  c a t a l a s e  h a s  a  m u c h  g r e a t e r  

a f f in ity  f o r  o x y g e n  t h a n  f o r  C O .

H o w e v e r , d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c a t a l a s e  A 3, f r a c t i o n s  h a v e  f r e q u e n t l y  

b e e n  o b t a i n e d  s h o w in g  a  v a r i a b l e  b u t  v e r y  d i s t i n c t  l i g h t  s e n s i t iv e  i n h i b i t i o n  

b y  C O  ( T a b le  I I I ) .  U n f o r t u n a t e l y ,  s u c h  p r e p a r a t i o n s  c o u ld  n o t  b e  o b t a i n e d  

a t  w ill  a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  c a t a l a s e  t o  C O  i n  s u c h  p r e p a r a t i o n s  w a s  

p r o b a b ly  d u e  t o  s o m e  i m p u r i t i e s  a f f e c t in g  t h e  r e l a t i v e  a f f in it ie s  o f  t h e  r e 

d u c e d  c a ta l a s e  f o r  C O  a n d  0 2. T h i s  s u p p o s i t i o n  is  s u p p o r t e d  b y  t h e  f a c t  

t h a t  in  s o m e  c r u d e  l iv e r  e x t r a c t s  C O  i n h i b i t s  t h e  c a t a l y t i c  r e a c t i o n  b y  

4 0 - 5 0 %  (F , T a b le  I I I ) .

Ta bl e  I I I

c .m m .  0 2 e v o l v e d  p e r  m i n .

E x p . 1

n o . C a t a l a s e B u f f e r C O .L . C O .D . C O / 0 2 =  4 A i r

1 A 3 k h 2p o 4 — — 8 16

2 a 3 k h 2p o 4 — — 12 13

3 ^ 3
k h 2p o 4 — — 5 -5 9

4 ^ 3 k h 2p o 4 14 6 — 11

5 a 3 k h 2p o 4 10 6 — 11

6 a 3 k h 2p o 4 2 5 1 6 — 2 6

7 E k h 2p o 4 — — 1 2 -5 17

8 F k h 2p o 4 — — 1 4 2 6

C O .L .  a n d  C O .D .  n o n - p u r i f i e d  C O  c o n t a i n i n g  a b o u t  0 - 3 %  0 2 i n  l i g h t  a n d  d a r k ;  

E ,  c r u d e  e x t r a c t  o f  g e r m i n a t i n g  c u c u m b e r  s e e d s ; F ,  c r u d e  e x t r a c t  o f  h o r s e  l i v e r .

M o re o v e r ,  p r e p a r a t i o n s  o f  c a t a l a s e  D , w h ic h  a r e  n e v e r  a f f e c t e d  b y  C O , 

c a n  b e  m a d e  s e n s i t iv e  t o  t h i s  g a s  in  t h e  d a r k  b y  a d d i n g  t r a c e s  o f  v a r io u s  

s u b s ta n c e s  s u c h  a s  s o d iu m  a z id e ,  c y s te in e  a n d  g l u t a t h i o n e .  T h e  i n h ib i t i o n  

o f  t h e  c a t a l a s e  r e a c t i o n  p r o d u c e d  b y  C O  u n d e r  t h e s e  c o n d i t io n s  is  c o m 

p le te ly  r e v e r s ib le  in  l i g h t  (fig s. 2, 3).

T h e  r a d i a t i o n  u s e d  in  t h e s e  e x p e r i m e n t s  w a s  t h e  v is ib le  r e g io n  o f  a  

m e r c u r y - v a p o u r  l a m p ,  w h ic h  w a s  s h o w n  to  b e  w i t h o u t  e f fe c t  o n  t h e  c a t a l a s e  

r e a c t io n  i n  g a s e s  o t h e r  t h a n  C O .

Summa r y  a n d  c o nc l u s io n s

1— A  n e w  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  m e c h a n is m  o f  t h e  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 b y  

c a ta la s e  is  p r o p o s e d .  A c c o rd in g  t o  t h i s  e x p l a n a t i o n  t h e  r e a c t i o n  is  b r o u g h t  

a b o u t  b y  t h e  s u c c e s s iv e  r e d u c t i o n  o f  t h e  c a t a l a s e  i r o n  b y  H 20 2 a n d  i t s
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4 0 4 D . K e i l in  a n d  E . F .  H a r t r e e

S 100 —

M i n u t e s

Fig . 2—E f f e c t  o f  C O  i n  d a r k  a n d  l i g h t  o n  c a t a l a s e  D  ( a p p r o x .  1 0 ~ 9M  h a e m a t i n )  

i n  p r e s e n c e  o f  1 0 _ 4 M  g l u t a t h i o n e  a n d  1 0 ~ 4 M  c y s t e i n e ;  0 - 0 3 M  K H 2P 0 4 ; T  — 19 °  C .

D A R K

Minutes

F i g . 3 — E f f e c t  o f  C O  i n  d a r k  a n d  l i g h t  o n  c a t a l a s e  D  ( 1 0 _ 9 M  h a e m a t i n )  i n  p r e s e n c e  

o f  s o d i u m  a z i d e  ( 1 0 - 7 M ) ;  0 - 0 3 M  K H 2P 0 4 ; T  = 1 9 °  C .
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Decomposition of Hydrogen Peroxide 4 0 5

r e o x id a t io n  b y  m o le c u la r  o x y g e n ; t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d in g  a c c o r d in g  t o  t h e  

fo llo w in g  e q u a t i o n s :

4 F e ‘ ”  +  2 H 20 2 =  4 F e “  +  4 H ‘ +  2 0 2 

4 F e ”  +  4H * +  0 2 =  4 F e '“  +  2 H 20

2 H 20 2 =  2 H 20  +  0 2

2—  T h is  e x p l a n a t i o n  is  s u p p o r t e d  b y  t h e  fo llo w in g  e x p e r i m e n t s :

a— I t  h a s  b e e n  s h o w n  m a n o m e t r i c a l l y  t h a t  t h e  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 b y  

c a ta la s e  d o e s  n o t  p r o c e e d  in  a b s e n c e  o f  m o le c u la r  o x y g e n .

b— I t  h a s  b e e n  s h o w n  s p e c t r o s c o p ic a l ly  w i t h  a z id e -  a n d  h y d r o x y l a m i n e -  

c a t a l a s e  t h a t  H 20 2 is  t h e  o n ly  k n o w n  s u b s t a n c e  c a p a b le  o f  r e d u c in g  c a t a l a s e  

i r o n ,  w h ic h  c a n  t h e n  b e  r e a d i l y  r e o x id iz e d  b y  m o le c u la r  o x y g e n .

3—  T h e  i n h i b i t o r s  o f  c a t a l a s e  c a n  b e  s e p a r a t e d  i n t o  tw o  g r o u p s ,  t h o s e  

l ik e  K C N , H 2S , C 2H 5O O H  w h ic h  i n h i b i t  t h e  r e d u c t i o n  o f  c a t a l a s e  i r o n  b y  

H 20 2 a n d  t h o s e  l ik e  a z id e ,  h y d r o x y l a m i n e  a n d  h y d r a z i n e  w h ic h  i n h i b i t  t h e  

r e o x id a t io n  o f  t h e  r e d u c e d  c a t a l a s e  b y  m o le c u la r  o x y g e n  ( K e i l in  a n d  

H a r t r e e ,  1 9 3 6 ).

4 —  T h e  d e c o m p o s i t io n  o f  H 20 2 b y  p u r e  c a t a l a s e  p r e p a r a t i o n s  is  n o t  

i n h i b i t e d  b y  C O  i n  p r e s e n c e  o f  e v e n  a  v e r y  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n  o f  o x y g e n ,  

w h ic h  s h o w s  t h a t  t h e  r e d u c e d  c a t a l a s e  h a s  a  m u c h  g r e a t e r  a f f in i t y  f o r  

o x y g e n  t h a n  f o r  C O .

5—  S o m e  c a t a l a s e  p r e p a r a t i o n s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  w h ic h  s h o w  a  m o r e  

o r  le s s  m a r k e d  l i g h t  s e n s i t iv e  i n h i b i t i o n  b y  C O . P u r e  c a t a l a s e  p r e p a r a t i o n s  

b e c o m e  s e n s i t iv e  t o  C O  in  p r e s e n c e  o f  a  v e r y  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a z id e , 

c y s te in e  o r  g l u t a t h i o n e ,  s u b s t a n c e s  w h ic h  a p p a r e n t l y  i n h i b i t  t h e  r e o x i d a 

t i o n  o f  r e d u c e d  c a ta l a s e .

Re f e r e n c e s

C a l i f a n o ,  L .  1 9 3 4  Naturwissenschaften, 2 2 ,  2 4 9 - 5 0 .

K e i l i n ,  D .  a n d  H a r t r e e ,  E .  F .  1 9 3 5  Proc. Roy. Soc. B ,  1 1 7 ,  1 - 1 5 .

-------- 1 9 3 6  Proc. Roy. Soc. B ,  121 , 1 7 3 - 9 1 .

S m i t h ,  C . 1 9 3 6  J.  Chem. Soc. p p .  1 0 6 7 - 7 8 .

S t e r n ,  K .  1 9 3 6  J . Biol. Chem. 1 1 4 , 4 7 3 - 9 4 .

Z e i le ,  K .  a n d  H e l l s t r o m ,  H .  1 9 3 0  Z. 1 9 2 ,  1 7 1 - 9 2 .

 D
o
w

n
lo

ad
ed

 f
ro

m
 h

tt
p
s:

//
ro

y
al

so
ci

et
y
p
u
b
li

sh
in

g
.o

rg
/ 

o
n
 0

9
 A

u
g
u
st

 2
0
2
2
 


