Ober die Hefekatalase.

Von
W. Issajew.

("Mitteilung.aus dem Laboratorium fiir Technologie der Kohlehydrate des Polytechnischen
Instituts zu Warschau.»
(Der Deduktion zugegangen am 1* Mai ItMH,j

1. Einleitung.

In dem mir am 5. Mai zugegangenen chemischen Zentral-
blatt Nr. 1K und Wochenschrift fur Brauerei Nr. 15 befindet
sich eine Mitteilung von Prof. Dr. Neumann-Wender «Die
Hefekatalase». Seit einigen Monaten mit einer Untersuchung
uber denselben (legenstand beschaftigt, sehe ich mich veran-
lagt, Gber meine Versuche schon jetzt zu berichten, obgleich
dieselben noch nicht abgeschlossen sind. Die Untersuchung
wird gemeinschaftlich mit Herrn stud. A. Lerman ausgefihrt,
welcher die Versuche ausftihrlicher in seiner Diplomarbeit be-
schreiben wird.

Ich will an dieser Stelle» von der Ubersicht alterer Literatur-
angaben absehen; diese Literatur findet sich in den Arbeiten
von 0. Loewl) und G. Senter-) zusammengestellt. Ich werde
nur ganz kurz einige neuere Untersuchungen erwahnen.

Als Entdecker der Enzyme, welche das Wasserstoffsuper-
oxyd zersetzen — Katalysieren» — muh Schdnbein ange-
sehen werden, welcher gefunden hat, da diese Erscheinung
der Katalyse*» des H2()a fast allen Uflanzenextrakten eigen ist:
aber erst in jlingster Zeit hat Loew gezeigt, daR die Substanz,
welche diese Katalyse hervorruft, von den anderen Enzymen

-+ Katalase a new Kn/.yme etc. | . S. l)ep. of Agriv. Rep. Nr. (18.11)01.
*) Das wasserstoffsuperoxydzersetzende Enzym des Blutes, Zeitschr.
fur pliysik. Chemie, Bd. 14. S. 257. UKW.
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verschieden ist. Dali der Vorgang enzymatischer Natur ist,
dirfte man schon daraus schlieRen, dal? das allgemeine Verhalten
von «Katalase-» gegen Warme, Reagentien etc. ganz dasselbe
Ist wie anderer Enzyme. Loevv hat u. a. gezeigt, dal} auch
die Hefe eine Katalase enthalt, welche sie an das Wasser ab-
geben kann; naher hat er die Hefekatalase nicht untersucht.
Senter hat gefunden, dafll die Eigenschaft des Blutes, das
Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen, einem Enzym — der
Hamase — zuzusehreiben ist. Er hat hauptséchlich die Kinetik

des Vorganges untersucht und dabei gezeigt, dal die Reaktion
der Wasserstoffsuperoxydzersetzung durch H&mase eine echt

katalytische ist und zwar eine Reaktion erster Ordnung. Die
Versuche von Prot. Wender hatten den Zweck, die Indi-
vidualitat der Hefekatalase festzustellen, da dieselbe wvon E.
Buchner!) wiederum bezweifelt wurde. Rach und Chodat?)
haben aus Sterigmatoeystis nigra eine Katalase dargestellt,
welche frei von anderen Enzymen war.

Mit Studien Uber Hefeenzyme beschéftigt, habe ich die
Erscheinung der H20.2-Katalyse in den Kreis meiner Versuche
herangezogen; ich suchte dabei die enzymatische Natur des
Vorgangs festzustellen und den Verlauf der Reaktion zu verfolgen.

2. | ntersuchungsmethoden.

Als Ausgangsmaterial diente uns untergarige Bierhefe,
welche nach sorgféltigem Waschen abgenutscht und abgeprel3t
wurde. Die Versuche wurden nicht mit Heb? selbst,-sondern
mit Ausziigen aus derselben und mit gefalltem Enzym angestellt.
Nach verschiedenen Vorversuchen haben wir folgende Arbeits-
methode gewadhlt. Die lieft* wurde in dinner Schicht an der
Luft getrocknet, dann mit etwas Wasser und Ouarzsand zer-
rieben, mit der 8—IlOfaehen Menge mit Chloroform gesattigten
Wassers 2—8 Tage ausgezogen und das klare Filtrat mit
Alkohol gefallt.3) Der Niederschlag wurde im Vacuum {ber

") Die Zyniasegurung S. 77.

2) Bericht«* S(>, S. 176f». '

-) tm (iegensalz zu Prof. Wenders Angabe fanden wir, daR mittels
(ilyzerin Katalase auch aus unverletzten Hefezollen. wahrscheinlich infolge
der Plasrriolvse. extrahiert werden kann.
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Schwefelsaure getrocknet. Die katalysierende Wirksamkeit des
Enzymgemisches (von den reinen Katalasepraparaten kann vor-
laufig keine Hede sein) wurde in folgender Weise untersucht.
Die Enzymlésung und das Wasserstoffsuperoxyd wurden zuerst
auf die Versuchstemperatur (25° oder 0°) gebracht, dann ver-
mischt und in den Thermostaten gestellt; von Zeit zu Zeit
wurden Drohen herausgenommen, in verdinnte H2SO4 gegossen
und das unzersetzte H202 mit verdinntem Dermanganat titriert.
Die augenblickliche Konzentration des H202 konnte somit in
Kubikzentimeter Dermanganatldsung ausgedrickt werden; da
die Enzymldésung eine bestimmte, obgleich gewdhnlich sehr
kleine Menge KMn()4 fur sich verbrauchte, muflite letztere ab-
gezogen werden. Die Dermanganatlosung war gewo6hnlich
200  *400 molar, das \\ asserstoflsuperoxyd ’,120—M265 molar.

R. Darstellung der Katalase.
—
W ¢ untersuchten zuerst, unter welchen Bedingungen man

(‘in moglichst kraftiges Katalaseprédparat erhalten konnte. Die
Messung der katalytischen Kraft, auf Einheit der Trockensubstanz
bezogen, gestattete uns, Draparate verschiedener Herkunft zu
vergleichen. Der wasserige Hefeauszug wurde mit Alkohol

versetzt, sodall die schlieBliche Konzentration des letzteren 50°
betrug: das filtrat vom Niederschlag | wurde von neuem mit

Alkohol behandelt, bis die Konzentration sich auf 7n0/o erhohte,
es entstand ein neuer Niederschlag Il. Die erhaltenen Nieder-
schlage;, erst mit Alkohol dann mit Ather gewaschen und ge-
trocknet, wurden in Wasser gelost.

ccm 11202 (etwa 0,1 molar) mit 1 ccm Enzymldsung
versetzt, verblieben 10 Minuten im Thermostat bei 25° dann

wurden 2¢ ccm H2S()4 (| : 4) zugesetzt, mit Wasser auf 250 ccm
verdinnt und mit nTo KMn()4 titriert.

10 ((M H,Q0f 1 cnn Knzymlisung ~ Nach 10 Min.

verbrauchten  yerprauchte KMnO! lanuer Hcaktion

KMn< >,
| 1 I I I

20,0 e in 0.01» mn | 0.07 ccm 127 ccm  21.0 ccm

1
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Da die Trockensubstanz der ersten Enzymldsung 0,105-°/o,
der zweiten 0,17°/« betrug, so berechnet sieh die von | g
Enzym zersetzte Menge von 1UQ2 zu:

Niederschlag | — 13,5 g, Niederschlag I — 0,06 g.

Die Permanganatinenge, welche von | g Knzym fir sich
verbraucht wurde, berechnet sich zu 57,6t) bezw. 41,18 g.
Wir sehen daraus, «lall es geniigt, die Hefeauszlige mit gleichem
Volum Alkohol zu versetzen, um aus ihnen die Hauptmenge
der Katalase auszufallen.

Wir versuchten, die Katalase in der Weise zu reinigen,
dall der Niederschlag von neuem in Wasser gel6st, abliltriert
und dann wieder mit Alkohol gefallt wurde.

Wir erhielten folgende Resultate:

10 ccm 1 ccm Nach Trocken- I fr Knzym »,iy KMnO4
HA ) zersetzt

verbr. n/«xo Kn/.yml. 10 Min. substanz HA pro ! fr Knzym
KMnO« ol I | 1 I

I [ L

27,5 ccm 0.010,05 10,00 1K1 0,206%.. 0,108/« 14,5 £ 14D fr 11)4 cem 408

Die zweite Féllung mit Alkohol erhtéht also die kataly-
tische Kraft kaum, und da diese Reinigung mit grollen Verlusten
an Material verbunden ist, so haben wir davon abgesehen und
uns mit einmaliger Fallung bei Katalasedarstellung begnigt.
Wir ersehen aus diesen Versuchen noch, da Enzyme fir sich
groRe Mengen Chamaleon verbrauchen, da aber die benutzten
Konzentrationen derselben gewdohnlich sehr klein waren, so
konnte man diese Methode anwenden.

4. EiInflull der Temperatur aul die Katalase.

10 ccm H2()2 (0,012 molar) wurden mit | ccm Katalase-
I6sung vermischt, wobei jede von den Flussigkeiten vorher
Ih Stunde Dbei betreffender Temperatur gehalten wurde; nach
weiteren 10 Minuten setzte* man behufs Unterbrechung der

Reaktion 25 ccm 112S04 (1 : 4) zu. Die Permanganatlésung
war Voo normal.
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Nach 10 M*in.!

Nach 10 Min.
Temperatur  zersetztes  Temperatur  zersetztes
H/b in °/o 11,0, in °/6
0° 10,6 50u 0,0
]0<» 1LH 60° 4.8
20° 12.2 70° 4,2
HOO 13.2 sol 3.(>
40° 14.0 Jor 3.2

Katalasclésung, 15 Minuten gekocht, zersetzt!* das H202
gar nicht. Aus dieser Versuchsreihe folgt, dal} das Optimum
der Katalasewirkung bei ca. 40° hegt. Die Erniedrigung der
Temperatur wirkt auf dieselbe bei weitem nicht so schadlich,
wie die Erh6éhung, da bei htheren Temperaturen die Zersetzung
der Katalase von zwei Ursachen bedingt wird: von dem schad-
lichen EinfluR der Warme auf die Enzyme Uberhaupt und von
der Oxvdation der Katalase durch !!/>, welche bei hoheren
Temperaturen schneller vor sich geht.

0. Hinflull der H.O,-Konzentration auf die Reaktion.

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, dal) zu
HM) ccm M. 0., verschiedener Konzentration 10 ccm Katalase-
I6sung xugesetzt wurden: beide Lo6sungen waren vorher auf
die Versuchstemperatur gebracht. Nach bestimmten Zeitinter-
vallen wurden Proben zu .Je 20 ccm herausgenommen, in ver-
dannte I1,S(), gegossen und mit Permanganat passender Kon-
zentration tl,200-—Vloo normal) titriert. Die Berechnung der
Versuche geschah nach der Formel fir Reaktion erster Ord-

nung 0,i.'U3 K == | log 52'°, wo U0, Cj, (L ... Konzentrationen

in entsprechenden Zeiten t und k die Konstante der Reaktion
sind, (ilciohzeitig wurden gewo6hnlich drei Versuche ausgefiihrt,
nur diese sind also unmittelbar vergleichbar:
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Versuchstemperatur 25\

11,0, “/'sei mol. 11,0, '/,B7 mo* 11,0, * niol.
Min.
KMn()4 0.4343 K KMn0O4 0.4343 K KMn()4 0,4343 K
ccm )
0 28,7 38.6 «0.5
5 22,4 0.02154 30.4 0.02074 41.7 0.02620 y
10 17.5 0,02140 24.0 0.02064 37.6 0,02067
15 13.« 0.02102 18.« 0.02113 20.7 0,02(m;o
20 10.« 0.02162 14.8 0.02082 23.4 0.02062
25 8,3 0.02155 11.7 0.02073 18.4 0.02067
30 «4 0.02172 0,2 Q,02076 14.« 0.02058
11,0, */mo mol. 11,0, V»0o mol. 11,0, */?s mol.
Min.
KMnO, | 0.4313 K KMn()4 0,1343 K KMi»04 10,4343 K
0 27.3 41.8 — 52.1
5 20.5 0.02488 31.5 0.02457 30.3 0.02440
10 154 0.0248« 23.7 0.021(14 20.8 0,0242«
15 11,6 0.02478 17.0 0.02155 22.« 0.02118
20 8.7 0.02483 135 0.02454 17.3 0,02304
25 6.5 0.02403 10.2 0.02450 13.5 0.0234«
30 40 0.02480 7.« 0,02460 10.5 0.02318
11,(4 V:i mol. 11,0, '/60 mol. 11,0, « s iiml
Min.
KMn04 | 0.4343 K KMnO4 00,4343 K KMnO; | (> 4343 K
I
0 26.7 — 38.1 54.0
20.2 0.02423 20.2 0.02311 41,7 0.02245
10 155 0.02362 22.0 0.02110 33.0 0.02130.
15 12.1 0.02203 18.5 0,02002 26.0 0,02010
20 0.« 0.1>221« 15.0 0.02024 23.0 0.01853
25 7.« 0.02187 12.5 . 0.01036 20.0 0,01725

30 6,0 0.02161 10.7 0.01830 17.« 0.01623
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Wie man aus dieser Tabelle ersieht, ist die Reaktion der
\Vasscrstoffsuperoxydszersetzung durch Hefekatalase eine kata-
Iytische. enzymatische, da die Reaktionsgeschwindigkeit in jedem
Augenblicke proportional der H202-Konzentration ist: die Kon-
stanten der ersten Ordnung sind recht gut, es verschwindet
also wéhrend der Reaktion nur ein Stoff, Wasserstoffsuperoxyd,
die Katalase bleibt unverdndert. Dies findet aber nur bis zu
einer bestimmten Konzentration von H20? statt: bei "OslU)*
ist schon ein deutlicher, obgleich noch kleiner Gang der Kon-
stanten bemerkbar: bei hoéheren Konzentrationen ist die Ab-
nahme der Konstanten schon ziemlich stark. Ihre Ursache ist
entweder in der Oxydation der Katalase durch 112U2 zu suchen —
so dab die wirksame Menge derselben fortwahrend abnimmt
oder in der Verwickelung der Reaktion, woriiber wir uns noch
an anderer Stelle daubern werden. Rei niederer Temperatur
und last denselben 1120.-Konzentrationen findet diese Erschein-
ung nicht statt, wie folgende, bei 0° ausgeflhrte Versuche

zeigen. Hier war die Enzymkonzentration etwas grober — 20 ccm
auf 180 ccm |

Versuchstemperatur 0°.

vin 11,0, ‘S« mol. IM). 11w 11,0, % HA 10
KMn()4 0.4343 K KMu<)4 0.4343 K KMn()4J0.4343 K KMnO04|0,4343 K
0 29.9 ' 39.9 a0.4 & :
23.0 o0.02nV> al2 o,02la0 2a,2 0.02347 38.1 0.02078
to IS.;) 0.0*2085 2t 4 0,021an 17.7 0,02349 30,1 0,02002
20 Il.fi 0.02050 14,9 0,02i:«) 10,4 0,02329 18.7 0,02005
ao 7.0 0.02102? 0.2 0.02121 0.1 0,02325 110 0,02007
to 4.4 ,0.02080 50 0,02132 35 0,02372 7,2 0,02008
00 1.7 0.02075 21 0.021ai 1.2 0.02339 2.8 0,02002

Starker«* Konzentrationen des Wasserstoffsuperoxyds sind
vorlaufig noch nicht untersucht worden.

Wir sehen also, dal) unsere Reaktion erster Ordnung ist.
doch nur in erster Anndherung: die Reaktion verlduft ver-
schieden,'je nach der Konzentration von [120.,, Bei 20° z. B
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Ist die Reaktionsgeschwindigkeit in verdinnten LOsungen etwas
gréRer, als in konzentrierteren': bei 0° landen wir das Umge-
kehrte his zu | 35 normal. Hei Reaktionen erster Ordnung ist
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration unabhéan-
gig. Ls muifRten noch weitere Versuche in dieser Richtung
gemacht werden: aber das steht jetzt schon fest, dal} hier
(dne allgemeine Eigenschaft der Enzymreaktionen vorliegt und
zwar darin bestehend, dal dieselben verschieden verlaufen in
Abhangigkeit von der Konzentration des umzuwandelnden
StolBes. Ganz ahnliche Erscheinungen hat auch Seliter bei
der Rlutkatalase (Ha&mase) gefunden. Die Hefekatalase scheint
aber von der Hamase verschieden zu sein: sie ist z. R. viel
widerstandsfahiger gegen Warme, denn S'enter konnte seine
Versuche nur bei 0° auslihren, schon bei 10° bemerkte er
betrachtliche Oxvdation des Enzvms: wir arbeiteten auch bei
26° mit sehr befriedigendem Resultat.

6. EinflulR der Enzymkonzentration.

Zu 1 L0 ccm 11./)2 wurden verschiedene Mengen Enzym-
Iosung zugesetzt und mit Wasser auf 200 ccm ergénzt, so daf
die H2("-Konzentration Uberall die gleiche war, nédmlich Mm
molar.

Versuchs tempe rat ur 0°.

Min 10ccm EnzymlGsung 20 ccm 30 ccm
KMr04 04343 K KMn(}4 104343 K KMn()}4 | 0,4343 K
0 20.0 — 20,0 . 20,0 —
5 23.0 0.00020 23.3 0,01150 22,0 0.01040
10 219 0.00844 20,3 0.01173 180 0,01000
20 17.0 0,00800 1,6 0,01158 12,3 0,01070
30 144 0.00921 110 0.01104 8,4 0,01008
40 11,7 0,00801 0,2 0,01152 7.2 0.01418

0 78 0,00887 54  0,01154 38 001408
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Min. 40 ccm 50 ccm 00 ccm

KMiiOj  0,4343 K KMn0/ 0.4848 K KMn04 | 0.4343 K
0 2 ofus II 20.0

102 0.02881 171 008080 155  0.04001
10 [Tl o.02818 120  0,08142 00  0.04t]
20 71 0.02808 0,8  0.02002 88  0,04225
HO 38  0,02817 HO  0,02805 17 0,08081
40 20 0,03090 20  0,08000 08  0,08804
00 1.8 0,01040 12 0,02248 04  0,03088

Aus diesen Versuchen folgt, dull erstens keine strenge
Proportionalitdét zwischen der Knzyinkonzentration und der
Reaktionsgeschwindigkeit besteht: die wirksame Menge des Ka-
talysators steigt langsamer als seine Konzentration; dasselbe habe
ich auch bei anderen Knzymen gefunden, so dall man wahrschein-
lich hier mit einer- Krscheinung allgemeiner Natur zu tun hat.

Kine zweite Folgerung aus diesen Versuchen ist, dal} mit
zunehmender Knzyinkonzentration die Konstanten der Reaktion
sinken: bei schwachen Katalasemengen bleiben sie konstant,
oder nehmen hochstens am Knde der Reaktion etwas ab, bei
starkeren aber zeigt sich diese Abnahme recht bald und desto
friher, je groRer die Knzymmenge ist. Dasselbe geht aus Ver-
suchen .bei 2)° hervor, wie folgende Tabelle zeigt. Hier war
die Konzentration der Knzymlosung stark: zu 200 ccm H.(),
wurden 1,2 .. . ccm Knzymldsung zugesetzt.

eem; M), 'm 2 com: U,00 Vm 3 com; H,02 ! «s

Min.

KMn0O4 0.4343 K KMn04 0.4343 K KMn04 0,4343 K
0 37.7 30,2 — 35,8

32.2 0.01300 27.0 0,02350 19,0 0,05502
10 27.5 0.01370 21,1 0,02344 11,0 0,05125
20 100 0.01420 12.2 0.02302 4.7 0,04-14)8
HO 145 0,01383 7,3 0.02318 3.4 0.03408
45 0.8 0,01300 5,2 0.01872 3,2 0,02330

00 7.3 0.01188 4,2 0,02257 2,9 0.01820
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Wie diese Abnahme der Konstanten zu erkléaren i.-t, kann
ich vorlaufig nicht entscheiden: man kann nur sagen, daR die
Keaktion nicht mehr erster Ordnung ist, sondern nach einem
vervviekelterem Schema verlauft. Man darf auch nicht aulBer
Acht lassen, daR die Korrektion auf KMn04-Menge, welche
von Enzym selbst verbraucht wird, zuweilen betrachtlich ist,
so daR die Methode schon nicht so genau ist.

Wir versuchten diese Erscheinung néher zu verfolgen.
Da die von uns gebrauchten Katalaseliisungen schwach sauer
reagierten und auBerdem verschiedene fremde, z. R. anorganische,
reduzierende etc. Substanzen enthielten, so konnte man denken,
daR die Verwickelung der Reaktion von der Anh&ufung dieser
fremden Substanzen abhangt. Dieselben spielen selbst eine Rolle
der Katalysatoren, ihre Wirkung braucht nicht in strenger Pro-
portionalitat mit deren Menge zu stehen.

Aber eine ganze Reihe von verschieden ungeordneten
Versuchen in Schwach alkalischer Losung, mit Zusatz von auf-
gekochter Enzymlosung, mit Zusatz von 'deren Ascheldsung,
von vorher mit Il./)., behandelten* LOsung etc. zeigte immer
dasselbe: bei schwachen Enzymkonzentrationen sind die Kon-
stanten recht gut, bei starkeren aber beginnt deren .Sinken.
Ich werde die entsprechenden Zahlen nicht anflihren. Nur eine
Versuchsreihe, namlich mit Dialyse, da sie die uns interessierende
Erscheinung klar zum Ausdruck bringt, will ich mitteilcn.

4 Proben von je 50 ccm Katalaselosung wurden in Dilfusions-
hiilsen gebracht und gegen Toluolwasser, welches je 12 Standen
gewechselt wurde, dialysiert. Nach je 24 Stunden spulte man
den Inhalt einer Hulse in ein 75 ccm-Kdélbchen und untersuchte,
mit etwa Vno molarem H/)., bei 25°. Eine Probe wurde
unmittelbar, ohne Dialyse gepriift. Die Resultate sind in fol-
gender Tabelle zusammengestellt:
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. Knzymldsunjr vor «lrr Dialyse.

Min. 10 ccm 20 ccm HO ccm
KMn(4 04HIH K KMnO! 04HIH K KMn<)t  0.1H4H K
0 HO.0 - HO.0 300 v
HO.l 0,00800 30.2 0.02110 25.7 0,0H821
10 HH.O 0.00H25 2H.8 0.02214 18,2 0.03100
20 27,0 0,00818 14,4 0.0221H 10,0 0.0HO005
HO 22.4 0.00HHO 0,1 0,021 HO 5.2 0,02040
10 is.4 0.00840 7.0 0,01880 H.O 0.02524
00 125 0,00840 1.2 0.01020 2.0 0.01808
Nn. Nach 21 Stunden Dial\ se.
Min. 10 rem 20 ccm HO nem
KMnO4  04H4H K KMnO4  0.4H4H K KMT)04  0,4343 K
0 HO.0 HO.0 o HO.0
HH.O 0.00H10 34,3 0.01H1H HI.5 0,0205H
10 H7.0 0.00H28 HO.l 0.01221 2(5.0 0.01701
20 HILH 0.00H20 20,0 0.00850 20.0 0,01100
HO H2.2 0,00310 22.1 0.00855 11,2 0.01405
© 20.7 0,00321 10,0 0,<K)772 10.2 0,01481
00 . 25.8 0.00HIO 10.0 0.000H5 50 0.01H83
v 111, Nach \ 8 Stunden Dial\rse.
10 ccm 20 ccm HO ccm
Min. | .
KMnO4 04343 K KMn<}4 0.4:413 K KMn()¢ 0,4343 K
0 HH.0 — HO.0 pre HO.0
) 38.8- 0,0024n HO,(5 0,00740 HH,5 0,01518
10 [ ) 0.(K)200 334 0,00772 28,4 0,01477
20 H5.H 0,00200 28,8 0,00708 21.0 0,01333
HO HH.5 0,0025H 24,0 0,00730 10.7 ) 0.01263
10 HIL.7 0.00250 20.8 0,00707 12.H 0.01278

00 28,4 0.00240 17,7 0,00580 7.0 0,01260
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IV. Nach 7 2 Stunde»n Dialv se.

to CCM 20 cent ao rrm
Min. |
KMiii)}4 o.iaia k  KMn<x% o.iata K KMn0! o.iata k
<1 por> - an».» — au.») '

g ao.o 0.001'1S a7.o 0.00510 ai.s 0,011S7
10 MA 0.00l ¢ a.j.4 0.00.'»1*1 ao.;» 0.01100
20 an.7 0.001S2 ai.o 0,00.*» iS 2.3,0 0.0! fIH5
ao a Mi 0.0020») 27.a 0,00.*) "1 17.7 0,01177
40 aa.n 0,00177 2t.a 0.i k »aas ta.i 0.0118;'»

<0 ai.a 0.(10170 18.2 0.0000.5 7,8 0.01 ist

Wir sehen, dal» die Konstanten mit jedem Tag der Dialyse
m allen Droben kleiner werden: hei 10 eem sind sie immer
konstant, je hoher aber die Konzentration der Katalase, desto
schneller sinken unsere Konstanten: aber mit fortschreitender
Dialyse verdinnt sieb (tie Losung und der (lang der Konstanten
wird immer Kleiner, bis er nach 72 Stunden tberall verschwindet.
\ ielleieht wirkt hier auBer der Verminderung der Konzentration
der Katalase auch die Kntterming irgend welcher Substanzen,
die aut den Verlauf der Reaktion (»inen KintluB austben. Man
ersieht aul3erdem, daR keine RegelmaRigkeit in der Abhéngigkeit,
der Reaktionsgeschwindigkeit von Knzymknnzenlration existiert:
hier steigt dieselbe schneller als die Katalysatormenge, oben
haben wir das umgekehrte gesehen. Diese Krage bedarf noch
eingehender Prifung.

7. KintlulR fremder Stoffe auf die Reaktion.

W ie bekannt, (ben verschiedene Stol3e ziemlich starken
Kinflu auf die Knzvmreaktionen aus: allgemeinere Schlisse
aus zahlreichen diesbeztglichen Untersuchungen lassen sieh
schwer ziehen. Unsere Versuche in dieser Richtung sind noch
nicht zum Abschlu gebracht und ich teile nur einige derselben
mit.  Wir wahlten hauptsachlich nur solche Stolle, welche in
der Physiologie der Hefe oder bei Versuchen mit Knzymen eine
groRere Rolle spielen.
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In erster Linie untersuchten wir die Knilumphosphate, da
dk's(* in den IMlahzen in grOoRerer Menge Vorkommen.

Vorsin-listeinfi<‘rat ur 2™, K130, > un bis p 13b

molar:
11,0, *.in mnlar.
_ Ohne /usat/. 0.1 u, 0.2 °0 KU,Kn,
Min.
KMnO, o.im k KMnO, o.iui k KMn() o.lIl K
0 27.2 27.2 27.2
! 21.0 0,01087 2.1.0 0.01121 21.0 0.0121!
10 20.0 o.oil il 20.0 0.01207 20,2 Oi(')lgOZ-
20 KJ.2 0.0i 121 10.0 0.01112 11.7 0.0110!
HO 12.15 0.01111 121 0.01100 121 0,0117!
{0 0.1 0.01112 M i o0.0i 111 0.1 0,01180
(JO v 1.7 0.0i 112 1.:.1‘ | 0.01170 1.0 0.01220
o.i = 0,1 % o.; 0a
Min.
KMnO, o.ilui k KMn04 0.1'i! K KMnO. 0.111! K
0 27.2 — 27,2 — 27.2
! 2|2.7 0.01 100 21.2 0.0101! 21.1 0.00008
io 20.;, 0.01225 21.1 0.0110! 21.! 0,01002
20 KJ.t 0.0l UO 10.4 0,01000 10.7 0.01010
io 12.1 001137 12.8 0,01001 11,0 0.01000
to (Mi 0,01131 0,8 0.0110: 0,0 0.01007
(»0 i.i 0.01181 0.01118 1.8 0.01181

ICAVAN A

Aus diesen Versuchen geht hervor, daR KIIJH), bis zu
einer bestimmten Konzentration gunstig auf den Verlauf der
Reaktion wirkt, ungeachtet dessen, dall es saure Reaktion be-
sitzt, was sonst bekanntlich die Zersetzung des Wasserstoff-
superoxyds verhindert. Von einer gewissen Konzentration an
wirkt aber KH.R()4 hemmend. Die Konstanten bleiben immer
erhalten — sie schwanken wie friher um einen Mittelwert —,
das Salz wirkt also katalytisch. Dasselbe gilt von K2HI'O4,
Die Versuche mit Nall8R()4 haben gezeigt, dal}, obgleich auch



i'ber die Hefekatuluse. o

fir dieses Salz eine Optimalkonzentrutiun existiert, dasselbe

aber auch bei dieser Konzentration auf die Reaktion beimnend

wirkt. Diese Tatsachen lassen vermuten, «lall

wir hier mit

einer spezifischen Wirkung der Satze und zwar der K- und

Na-lonen zu tun haben: dasselbe geht aus \ ersuchen mit K(.|
mul NaCl hervor.

Die Phosphate selbst zersetzen 11/)., kaum,

leb stehe von der Mitteilung der Zahlenbelego hier ab, da Uber

diese und andere Versuche spater nach deren Abschlul3 zu-
sammenfassend berichtet werden soll.

Ich gebe hier nur eine

Tabelle mit Versuchen Uber die Wirkung der Schwefelsaure auf

Min.

10
an

die* Wasserstoffsuperoxydzersetzung.

Versuchsteinperatur 20°; 11202 i molar.

(Urne Zusatz

KMnO4| 0.4343 K KMnO, 0.4343 K KMnO4 0.4313 K KMnO, 0.4313 K

28.8 _ 20.8 — 20,8 | — 20.8 | —

234 001178 235 001141 230 | 001104 238 001031
20.7 | 0.01122 221 (UH 1837 | 0.00740  23.0 | 0,00504
KMi  00117» 21.4 ; 0.00488 0.00408  21.0 | 0,00-138
121 | 001151 203 i (UH)402 . 0.00380 208 | 0,00307
0.4 | 0.01138 201  0,00312 } 0.00302 200  0.00280

; 20,0 0.00212 20,1 | 0.00208
50 © 001133 10.7 i (UH>210

Man sieht, dall bei reinem 11,0, die Konstanten wie ge-

wohnlich erhalten bleiben, dagegen bei Gegenwart von H.,M)t
dies nicht mehr der Fall ist, sogar in Verdinnung

Schwefelsaure wirkt also etwas anders als die oben angefihrten

Salze (und die Alkalienr. es ist noch unentschieden. ob H2SOt
die Katalase allmahlich vernichtet, oder in irgend welcher Weise

normal.

an der Reaktion teilnimmt, jedenfalls wird der \criant der

Reaktion geandert.

Die bisher mitgeteilten Resultate kdnnen so zusamtuen-

gefal3t werden:

\ jn der Hefe existiert ein besonderes Knzym, Katalase,

welches mit Wasser oder Glyzerin extrahiert und mit Alkohol
m(.fallt werden kann. Das Knzym wirkt zersetzend auf H2Or

. 8-



no W. Issajew. Uber die Hefekatalase.

2. Die Heaktion der H202-Zersetzung ist eine katalytische:

da.s hnzym tdeint nach der Heaktion unveréndert zuriick.
Dieselbe ist erster Ordnung, aber nur in erster An-

néherung.

I. Verschiedene Substanzen, z. H. Salzes S&uren, Hasen,
liben «tul die Heaktion einen hindu aus und zwar einen ver-
schiedenen, je nach ihrer Natur. Hei einigen bleibt der all-
gemeine Charakter der Heaktion unverandert, sie wirken als
Katalysatoren zweiten Grades*, bei anderen wird der Heaktions-
verlauf wesentlich geéndert.

Die Untersuchung wird fortgesetzt.



