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3. Uber Kurbis-Katalase 
von L. Ernden. 

(29. X. 46.) 

Wahrend die tierischen Katalasen, besonders die Pferdeleber- 
Katalase, von versehiedenen Forschernl) 2, 3, eingehend bearbeitet 
worden sind, ist iiber Pflanzen-Katalasen nur wenig mitgeteilt worden. 
Der Grund dafiir liegt wohl in der grossen Empfindlichkeit und ge- 
ringen Stabilitat dieser Enzyme. K.  Zeile,) gibt eine knappe Vor- 
schrift zur Darstellung von Katalase aus Kiirbis-Kotyledonen. Nach 
seinen Angaben wurde die bisher wirksamste Losung einer pflanzlichen 
Katalase erhalten, die jedoch ihre Wirksamkeit bereits nach einem 
Tag allmahlich verliert. 

Diese Mitteilung sol1 als Beitrag zur Kenntnis der Kiirbis- 
Katalase eine Darsttellungsvorschrift bringen, nach welcher ansehei- 
nend reine und relativ bestandige Losungen dimes Enzyms erhalten 
merden kiinnen. 

I. 13estjimmung der  Kata lase .  
81s Mass fur die Wirksamkeit des Enzyms gilt die Reaktions- 

konstante k der monomolekularen Reaktion der H20z-Zerlegung 
ineist5) in folgender Form: 

uorin t die Zeit in Minuten, a die ilnfangskoneentration und x die unigesetzte Rlenge des 
Hydroperoxyds bedeutet . 

Die Menge des jeweils vorhandenen Hydroperoxyds wird durch 
Titration mit KMnO, in schwefelsaurer Losung bestimmt ". 

In zweckmassiger Weise wird die Reaktionskonstante k nach 
H .  ( 7 .  EuZer bei einer Konzentration des H20z = 0,005-0,015 molar, 
hei O o  C und in m/l50 Phosphatpuffer vom prr : 6,s ermittelt. 

I)  €1. 1). Euler und K. . l o s e p 7 ~ s o ~ ~ ,  A. 452, 158 (1927); A. 455, I (1927). 
?) K.  Z d e  und H .  Hellstronz, Z. physiol. Ch. 192, 171 (1930); K.  Zei le ,  Z. physiol. Ch. 

195, 39 (1931). 
3, J .  B. Suimer and .I. L. Dounee, Sci. 85, 366 (1937); J. Biol. Chem. 121, 417 

(1937); .4. L. Dounce and 0. Prampton, Sci. 89, 300 (1939); .I. B. Rzwmer, A. L. Douncc, 
and V .  L. Franzpton, J. Biol. Chem. 136, 343 (1940). 

4, K.  Zeile, Z. physiol. Ch. 195, 39 (1931), speziell S. 45. 
j) Vgl. jedoch H .  o. Euler, Chemie der Enzyme, 11, 3, S. 73, Miinchen 1934. 
6 ,  E. Bamann und A. l iyrback,  Die Methoden der Fermentforschung, 1941, Bd. 111, 

S. 2621. 
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nas Mass der ,,Aktivitiit" als Mass der Xeinheit soleher Enzyni- 
ljriiparate ist nach H .  u.  Eider clnrch den Katalase-Wert ,,Kat. f." 
tlefiniert wie folgt : 

d u s f u h r u n g  der  Uestiminnng'): I n  einen Rundkolbeii gibt inan 10 cm3 
111 15 Phosphat-Puffer pH ~ 7, 10 em3 0,15 mol. H,O, und 80- b cm3 dest. H,O und 
ti.mperiert dieses Ckmisch auf 0O. Dann gibt man die Enzymlosung = b cm3 hinzu. 
Damit ist der Zeitpunkt des Reaktionsbeginns grgeben. Vnmittelbar nachher entniinmt 
man dem Ansatz 10 em3 und pipettiert diese Menge in cinen Titrierkolben, der e tnn 
3 0  em3 verdunnte H,SO, enthalt. Dadurch mird die Wirkung des Enzyms gestoppt. 
Ilann mird mit 0,l-n. KMnO, titriert. (Fur eine exakte Hestinimung der Zuni Zeitpunkt 0 
I oihandenen Menge H,O, titriert man besser l/lo der im Versuch angewendeten H,O,- 
Mciige in eineni besonderen Ansatz, wofur 3 rm3 0,l-n. KMn0,-Losung gebraucht serden 
wlltcn.) Die Titrationen werden zweckmassigerweise in Abstanden von 30 Sekunden 
11 iederholt. Die Reaktionskonstante k nird einzeln fur jede einzelne Titration berechnet. 
Eine einfache graphische Extrapolation auf den Zeitpunkt des Reaktionsbeginns ergibt 
die von der Enzym-Zerstorung unabhangige Reaktionskonstante k. 

Beispiel der B e r e c h n u n g  des  H a t a l a s e n e r t e s  K a t .  f.: Eine Bestimmung 
iiiit 0,l em3 Katalase-Losung ergibt den Wert k ~ 0,240. 0,1 em3 dieser Losung haben 
(Tin Trockengewicht von 0,66 mg, also befinden sich 0,33 ing ~ 0,00033 g EnzyIn 111 

30 (11113 Versuchsansatz. Der Katalasewert wird damit: 
0,240 

Kst. f. ~ o*oo033 -= 730. 

2 .  I3ildnng d e r  K a t a l a s e  be i  cler K e i m u n g  \-on Kiirbis- 
ko ty l cdonen .  

C'm fur die Darstellung der Kurbis-Katalase ein miiglichst en- 
ZJ mreiches husgangsmaterisl xu erhalten, wurde die Bildung der 
Katalase in den keimenden Kiirbiskernen verfolgt. H .  2'. I ~ u Z P ~ ,  
Ii. X y r b u c k  iind N. H y r b a c k  haben in ihrer TTntersuchung ,,Bur Bc- 
stimmung der Katalme in Pflan~enniaterial"~) gezeigt, dasx der 
Thtala se- Gehalt wiihrend der Keimuiig rin Maximum durchliiuf t 
uod dasn sich die Katalase dabei in den oberen Pflanzenteilen an- 
h8uft. abe r  den Katalase- Gehalt ron  Kurbis-Kotj-ledonen liegen nur 
ungefahre Angaben von K.  ZeiZe3) vor, nach vr.-elcheri ,,gewiihnlich 
iim 5. Tage" der Iceimung das r\/raximum der katalatjschen Sktivitiit 
rrreicht sein soll. 

In eigenen TTersucheii wwrderi deshelb Keimlingt. verschiedenen 
Alters auf ihren Katitlase-Gehalt hin gepruft, wobei grossere Keim- 
linge in Wurzel, Stengel uncl Botyledonen getrennt wie folgt zur Auf- 
arbeitung gelangten : 

Das gex ogene, mit festem Kohlendioxyd eingefrorene Pflsnzenmaterial u urde fein 
zerkleinert, beim Auftaueii mit der doppelten Gewichtsmenge 5-proz. Natriumphosphat- 
Losung (Na,HPO,, plI = 8,4) aufgenoninien, die Losung abzentrifugiert und 0,l em? 
tlavon zur Katalase-Bestimmung verwendet . 
- - -  

l) A. Bertho iind V. Grassmann, Biocheniisches Praktikmr~, 1936, S. 194. 
2 ,  %. physiol. Ch. 186, 212 (1930), speziell S. 219. 
?) Z. physiol. Ch. 195, 39 (1931), speziell S. 45. 
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Die Kurve der Bigur 1 zeigt die dabei erhaltenen Werte der 
Reaktionskonstante k. Der Verlauf dieser Werte in bezug auf die 
Keimzeit lasst erkennen, dass der anfangs sehr niedrige Katalase- 
Gehalt bereits nach halbtagiger Keimung stark zu steigen beginnt, 
urn nach den ersten 60 Stunden in den Botyledonen ein Maximum zu 
erreichen. Dieses Maximum bleibt etwa 2 Tage lang erhalten, worauf 
der Katalesegehalt rasch abfallt. 

0.34 - 

Kotyledonen-Extra& 

I 

1 2 3 4 5 6 7 8 9  
Werf der 

Reakfrons. -- Zezt in Tagen lbzw Sfunden x 24) 
konstanfe k 
/iir j e  0,l cm3 der Rohlosung Fig. 1. 

Die Wurzeln und Stengel der Keimlinge enthalten anfanglich 
auch ein wenig Katalase, die indessen bald wieder verschwindet. 

3 .  Reinigung der Kurh i s -Ka ta l a se .  
Die verschiedenen Operationen zur Reinigung der Kurbis- 

Katalase sollen an dem folgenden Reispiel beschrieben werden. 
a) Gewinnung d e r  Rohlosung:  240 g Kurbis-Kotyledonen im Alter von 

3 - 4 Tagen werden mit festem Hohlendioxyd eingefroren und vermahlen. Das Mahlgut 
wird mit 480 cm3 8-proz. Na,HPO,-Losung aufgenommen und bei 4 O  eine Stunde lang 
geschhttelt. Darauf zentrifugiert man das Gemisch, mobei sich, wie es I<. Zei le l )  beschreibt, 
drei Schichten bilden, dcren unterste aus Pflanzenteilchen, deren mittlere aus einer Kata- 
lase-haltigen Rohlosung und deren obere aus fettartigen Substanzen besteht, wie es die 
Fig. 2a  zeigt. 

Kafalase-Lasung 
gefallte Profeine 

Schichf fetiartiger 
Substanzen 

Katalase-haltige Rahlosung 
Zerkleinnte Pflanzen- Chloroform 

teilchen 

b 
Fig. 2 .  

1) loc. cit. 2 
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b) E n t f e r n u n g  v o n  begle i tenden  P r o t e i n e n  m i t t e l s  Chloroform u n d  
Alkohol :  Die Katalase-haltige Rohlosung = 430 cms wird 3 Minuten lang rnit 430 cms 
Chloroform, dem 43 oms absoluten Alkohols zugesetzt sind, geschiittelt und anschliessend 
zentrifugiert. Hierbei bilden sich drei Schichten, wie dies in Fig. 2b  gezeichnet ist: Die 
unterste besteht &us Chloroform, die Mittelschicht aus gefllllten Proteinen und die obere 
aus einer von anderen Proteinen teilweise befreiten Katalase-Losung, deren Volumen 
410 cms betriigt. 

c) Dia lyse  d e r  Rohlosung n a c h  d e r  P r o t e i n - F a l l u n g :  Die mit Chloro- 
form-8lkohol gefallte Losung wird etwa 3 Tage lang gegen m/150 Phosphat-Puffer vom 
pH = 7 dialysiert. Dabei nimmt das Volumen der Losung auf 600 cma zu und die Wirk- 
aamkeit auf etwa 60% des urspriinglichen Wertes ab. Der Katalasewert Kat. f. betragt 
dann ca. 300 bei einem Trockengewicht von 12,3 mg pro cms. 

d) V o r a d s o r p t i o n  v o n  B a l l a s t s t o f f e n  d e r  d i a l y s i e r t e n  Losung a n  
Tr ica lc iumphosphat l ) :  600 cms der dialysierten, jetzt neutralen Losung mit einem 
Substanzgehalt von 7,38 g werden 5 Minuten lang mit 3,7 g Tricalciumphosphat geschiit- 
telt. Die davon abzentrifugierte Losung enthalt noch 83 yo des Gehaltes der dialysierten 
Rohlosung und weist einen Katalasewert Kat. f. von 435 bei einem Trockengewicht von 
7,2 mg pro oms auf. 

e) A d s o r p t i o n  d e s  E n z y m s  a u s  d e r  d i a l y s i e r t e n  Losung a n  T r i -  
c a l c i u m p h o s p h a t :  600 cms der so vorbehandelten Losung rnit einem Substanz- 
gehalt von 4,32 g werden durch Zusatz von 400 mg KH,PO, auf einen pH-Wert von 6,6 
gebracht und dann mit 4,3 g Tricalciumphosphat geschiittelt. Anschliessend wird das Ge- 
misch zentrifugiert. Das Zentrifugat besitzt noch 28% der Wirksamkeit und wird deshalb 
nochmals mit 356 mg Tricalciumphosphat geschuttelt und daraufhin zentrifugiert. 
Dieses zweite Zentrifugat weist dann noch 17% der Wirksamkeit auf und wird verworfen. 

f )  E l u t i o n  d e r  K a t a l a s e  a u s  d e n  Tricalciumphosphat-Adsorbaten: 
Die beiden Tricalciumphosphat-Adsorptionen werden gemeinsam mit 70 cm3 einer 2-proz. 
Ammoniumphosphatlosung eluiert. Diese Elution besitzt nach dem Abzentrifugieren 
des Tricalciumphosphates 43% der Wirksamkeit der vorbehandelten Losung. Das Tri- 
calciumphosphat wird sodann ein zweites Ma1 mit 30 oma derselben Ammoniumphosphat- 
losung eluiert. So werden weitere 8,5%, zusammen also 51,5% des Enzyms wieder in 
Losung gebracht. 

Bei dieser Reinigungsoperation ist der Verlust an Enzym sehr gross, wahrscheinlich 
infolge der schwach sauren Reaktion wbhrend der Adsorption. Nach H .  v. Euler, K. M y r -  
back und S. Myrbiick,) ist Katalase aus Gerstenkeimlingen nur im Bereich von pH = 6,8 
bis p~ = 8,2 einigermassen bestlndig. Xach eigenenversuchen scheint dies auch fiir die 
Kiirbis-Katalase zuzutreffen. Es ist also die Adsorption an Tricalciumphosphat so rasch 
wie moglich und unter Kiihlung auszufiihren. 

g) Dia lyse  d e r  Ammoniumphosphat -Elu t ionen:  Die vereinigten Elu- 
tionen bilden eine klare, hellgelbe Losung. Diese wird etwa 72 Stunden lang gegen 
m/300 Phosphat-Puffer vom p~ = 7,2 dialysiert. Eine sich wbhrend der Dialyse bildende 
leichte Trubung wird abzentrifugiert. Der Katalasewert Kat. f. dieser gereinigten Losung 
betragt dann rund 1000 bei einem Trockengewicht von 5,75 mg pro omS. 

4. Elekt rophorese-Versuche  mi t  Kurb i s -Ka ta l a se .  
Die beschriebene Reinigung der Kurbis-Katalse ist fortlaufend 

durch Elektrophorese-Versuche kontrolliert worden3). Dabei er- 
wiesen sich Losungen vom Katalasewert Kat. f .  = 1000 als frei von 
elektrophoretisch nachaeisbaren Begleitstoffen. Daraufhin wurde eine 
Losung vom Katalasewert Kat. f .  = 1050 in der priiparativen Elektro- 

X. T'suchihashi, Bioch. Z. 140, 63 (1923). 
2, Z. physiol. Ch. 186, 212 (1930), speziell S. 217. 
8, Die Ausfiihrung und Ergebnisse dieser Versuche verdanke ich Hrn. Dr. E. W i e d e -  

mann. 
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phorese-Zelle von A .  Tiselius der Wanderung unterworfen und der 
bei pH = 7,2 anodisch gewanderte Anteil in drei Fraktionen der Zelle 
entnommen. Die Katalasewerte Kat. f .  dieser Fraktionen wurden zu : 
I = 1045, I1 = 1065 und I11 = 1010, also innerhalb der Fehlergrenze 
als gleich bestimmt. Die elektrophoretische Einheitlichkeit der 
Kurbis-Katalase vom Kat. f .  = 1000 durfte damit erwiesen sein. 

Fig. 3. 

In Fig. 3 ist die Aufnahme eines nach der Schlierenmethode registrierten ana- 
lytischen Elelctrophorese-Versuches mit einer Kiirbis-Katalase-Losung vom Katalase- 
wert Kat. f. = 1030 wiedergegeben. Der Versuch wurde bei einem pH-Wert von 7,2 aus- 
gefuhrt. Ausser den beiden Grenzflachen und einem schwach ausgepragten d-boundary 
war keine weitere Gradienten-Ausbildung zu erkennen, so dass das Praparat als elektro- 
phoretisch einheitlich angesehen werden darf. 

Da der Katalase-Wert der Kurbis-Katalase etwa 30mal kleiner ist 
als derjenige der Leber-Katalase, bleibt zu untersuchen, ob die elektro- 
phoretisch einheitlich befundenen Praparate noch weiter gereinigt 
werden konnen oder ob der relativ niedrige Katalase-Wert durch ein 
relativ grosses Teilchengewicht erklart werden kann. Die Einheitlich- 
keit wLe unter anderem durch Aufnahme von Diffusionsgrsdienten 
und das Teilchengewicht durch Messung der Sedimentationskonstante 
fest zus tellen. Diesbezugliche Versuche muss ten vorlauf ig zuruckge- 
stellt werden. 

Chemisch-pharmazeutisches Laboratorium ,, Sandox" 
(Prof. Dr. A .  StoZZ), Basel. 




