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STUDIEN UBER DIE KRISTALLISIERTE KATALASE (IV)

MOLEKULARGESTALT UND MOLEKULARGEWICHT

MASAHARU SHIRAKAWA

Frither ermittelte Stern® die Diffusionskonstante von Leber-
katalase , (Pferde, Rinder und Schweine) nach der Northropschen
Glasmembranmethode®” und berechnete daraus ein Molekulargewicht
von 61,900 fiir Katalase. Aus seinen weiteren Versuchen®? {iber
. die Sedimentationskonstante bei Ultrazentrifugierung, schloss er
- aber auf ein Molekulargewiéht von 250,000 bis 300,000 fiir dasselben

Ferment. Summner und Gralén® entschieden einmal ein Molekular-
gewicht von 248,000 fiir- die nach ihrer eigenen Methode® kristalli-
sierten Leberkatalase auf Grund von Sedimentations- und Diffusions-
bestimmungen”, was aber spidter zu 225,000 korrigiert wurde®.
Die friheren Versuche von Zeile®, Diffusionskonstante der Katalase
durch Glasmembranmethode zu bestimmen, waren ihm dadurch
missgliickt, dass die Katalase durch Passierung der Membran stark
inaktiviert wurde. Stern! zeigte spiter, dass die von Zeile beo-
bachtete Inaktivierung der Katalase durch Regulierung 'von pH
der Enzymlosung vermeidet werden kann; z.B. bei pH 7.0 bis 7.2
wurde keine Inaktivierung mehr beobachtet. Das von Stern zuerst
ermittelte Molekulargewicht der Katalase, 68,000 sieht allzu klein
- gegenitber dem Wert, 225,000 nach Sumner und Gralén aus, und
es scheint dem Verfasser, dass Stern selbst die Ungenauigkeit
seiner Bestimmung des Molekulargewichtes anerkannt haben sollte,
weil er im spiteren Bericht iiber das Molekulargewicht desselben
Fermentes keinen frither ermittelten Wert anfithrte. Es kann
daher angenommen werden, dass unter den vorgeschlagenen Mole-
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kulargewichten der Katalase der Wert von 225000 nach Sumner
und Gralén am vertrauenswiirdigsten sei.

Zur Bestimmung der Diffusionskonstante ist die Glasmembran-
methode von Northrop im Vergleich mit der hdufig angewandten
Methode nach Lamm betrachtlich vorteilhaft dadurch, dass eine
einfachere Einrichtung und kiirzere Bestimmungszeit geniigen, und
dass bei Behandlung der biowirksamen Substanzen, wie Fermenten,
ihre Diffusionsgeschwindigkeit mittels der biochemischen Wirkungen
bestimmt. werden kann. Infolge mancher theoretischen und prak-
tischen Priiffungen hat man neuerdings eine erfolgreiche Anwend-
barkeit dieser Methode gefunden.™

Die Genauigkeit des von uns selbst hergestellten Diffusions-
apparates nach Northrop wurde vorher fiir Carboxyhdmoglobin
bestatigt und dann die Diffusionskonstante der kristallisierten
Leberkatalase, welche nach der in letzterem Berichte™ erwihnten
Methode isoliert und umkristallisiert wurde, liess sich bestimmen.
Daraus ergab sich eine Diffusionskonstante von 3.34 x 10-7 cm?/Sek.
bei 10°C. Rechnet man diesen Wert auf 20°C um, so wird 4.4 x 107
gewonnen, was mit dem frither von Sumner vorgeschlagenen
Werte, 4.5x 1077, in guter Ubereinstimmung steht. Angenommen,
dass Katalasemolekiile monodispers und kugelfrmig- sich in der
Lssung befinden, kann ein Molekulargewicht von 357,000 leicht aus
der Diffusionskonstante berechnet werden. Diese Annahme ist aber
nicht ganz richtig, weil das Viskositatsverhalten der Katalaseldsung,
wie spidter erwihnt, einenadeutlichen Charakter von nlchtkuge]—
formigen Teilchen zeigte.

Die Theorien itber die Beziehung zwischen Reibungsvernairen
und Gestalten kolloider Teilchen, wie Kohlenhydrate und Eiweiss-
stoffe, entwickelten sich neuerdings auffallend, und dadurch ist hiufig
die Nichtkugelfsrmigkeit von Gestalten verschiedener Proteine dis-
kutiert worden®,

Aus der gefundenen Diffusionskonstante und den Viskositats-
daten kann man nach Polson® leicht sowohl das Achsenverhiltnis
als das Molekulargewicht eines kolloiden ellipsoiden Teilchens
berechnen. Der Verfasser gewann einen Wert von 3.4 fiir das
Achsenverhiltnis des als ein ellipsoides Teilchen gedachten
Katalasemolekiils und dann mit Riicksicht auf die Diffusionskon-
stante ein Molekulargewicht von 249,900 und 252,800 fiir-lingliche
und abgeplattete ellipsoide Teilchen bsziehungsweise. Es ist heute
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noch nicht zu sagen, ob eine lingliche oder abgeplattete Gestalt
fiir das Katalasemolekill gelten solle.

1. BESTIMMUNG VON DIFFUSIONSKONSTANTE
1) Apparatur und Ausfithrung.

Der Glasfilter (Jena G;), dessen Filterplatte mit Schiirgelstein
bis zur Dicke von 0.6 bis 0.8 mm diinn gehobelt wurde, kam zur
Verwendung. Die apparativen Einzelheiten gehen aus Abb. 1 hervor.
Bei der Bestimmung lasst sich die
zu versuchende Fermentldsung in
die innere Kammeér (b) einsaugen.
Wenn die in der Glasmembran (a)
eingesperrten Blasen vollig vertreibt
werden, Schliesst man den Hahn
{d), wascht die Aussere Wand der
inneren Kammer schnell mit Lo-
sungsmittel und wischt weiter sorg-
faltig mit Filterpapier abh. Die
innere Kammer wird dann in dem
im Thermostat festgehaltenen Aus-
seren Zylinder (f), der mit 25 ccm
“von demselben L#sungsmittel be-
schickt war, in der Weise vorge- -
richtet, wie die Glassmembran 1 s
bis 2 mm unter dem Maniskus
zum Eintauchen kommt, Gleich. .
mit Eintauchen beginnt Diffusion und hért durcn Abreissen  auf.
Es ist dabei sehr wichtig, die Glasmembran wasserrecht und fest
zu halten. Wahrend dieses Verfahren anscheinend zicmlich grob
fur Bestimmung von-Diffusionskonstante aussieht, kann man jedoch
durch sorgfiltize Ubungen mit Verbindungen von bekannten Dif-
fusionskonstanten genfigend genaue FErgebmnisse erreichen. Das
Aussere Losungsmittel dient zur Analyse. Alle Bestimmungen
wurden bei 10°C ausgefithrt.

Abb. 1. Diffusionsapparat.

9) Eichung der Membran mit N/10-HCL

Um eine nhormale Diffusionskonstante zu gewinnen, hatten
Northrop und Anson die von Oholm™ ermittelten Daten far N/10-
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HC1 auf 5°C extrapolert und, dann einen Wert von 1.85 cm®/Tag.

erreicht. Wie auch von Zeile schen erwdhnt wurde, ist diese

Extrapolierung unrichtig. Als eine normale Diffusionkonstante nahm

der Verfasser den folgenden Wert nach James und Gorden® auf ;-
Dy {N/10-HCL) = 2.03 x 107° cm¥Sek.

Nach zwelstindiger Vordiffusion vou 0.104 N-HCI gegen CO,
freies Wasser, wodurch die HCl-Konzentration der inneren Kammer
auf etwa 0100 N sank und weiter ein bestimmtes Diffusions-
gleichgewicht in der Membran sich erreichen liess, wurde der
dussere Zylinder durch einen frischen ersetzt. Die diffundierte
HCl-Menge wurde stundenweise titrimetrisch bestimmt und in

Kubikzentimeter der entsprechenden Mutterlésung {Qeem) ausge-
drickt. Bet nachemander folgenden Messungen, wurde dje Kon-
zentrationsabnahme der Mutterlgsung mit Rucksmht auf die dabel
diffundierte HCl-Menge korrigiert. Ergebnisse der Versuche zeigt

Tabelle 1.

Tabelle I Bestimmung der Membrankonstante mit 0.1N-HCI bei 16°C.

Diffusionszeit 0.01 N-NaGH Q
{Min.) . {cem) {ccm)
60 190 ‘ 0.190
60 1.88 (.189
60 : 1.88 0.191
Mittelwert 0.190

Die zu suchende Membrankonstante (K) ldsst sich nach fol-
gender Formel berechnen .

KG
= -,
darin ist: D= 2.03x10"% ecm%Sek.,, Q=190 ccm und t = 60 x60
Sek. Daraus geht hervor, K=0.385 c¢cm.™

-3) Bestimmung von Diffusmnskonstante des Carboxyhamo-
globin.

Zur Mikreoanalyse einer ausserst kleinen Menge des diffundierten
Proteins wie Carboxvhimoglobin oder Katalase dient die nephelo-
metrische Methode nach Franceschetti und Wieland.® Finf ccm
Probenlosung wurde mit 5 ¢ccm von 5% HCI und 10 ccm von 10%
Na-sulfosalycylatlosung versetzt und die dabei entstandene Triilbung
nephelometrisch bestimmt. Zur Standardtriitbung wurde eine Sus-
pension angewant, welche dadurch hergestellt wurde, dass sich
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eine geeignete Proteinlgsung von bekahnter Konzentration in ganz
gleicher Weise behandeln liess. Nach dieser Methode konnten wir
0.1 mg Protein mit Fehler kleiner als+1.5¢9/ bestimmen; dieser
Fehler ist aber betrdchtlich starker im Vergleich mit 0.29 von
Franceschetti, was auf der Unvollkommenheit von Nephelometer
beruht. Bei dieser Gelegenheit kann man sich jedoch mit der
Genauigkeit dieses Grades begniigen, weil die Proteinanalyse nichts
anders als ein Hilfsmittel fiir Diffusionsbestimmung ist. -

Eine 2¢4ige Losung des Carboxyhamoglobins in physiologischer
Salzlosung, welches nach Heiderberger' aus Rinderblut hergestellt
wurde, war an Diffusionsversuche gestellt worden. Zur Standard-
losung bei Nephelometrie diente eine verdiinnte Losung {(1:500)
von 29siger Losung des Carboxyhidmoglobins. Tebelle II zeigte
die Ergebnisse.

Tebelle II. Bestimmung von Diffusionskonstante des Carboxyhimoglobins
in 0.85 2siger NaCl-Losung bei 10°C (nach Nephelometrie}.

Diffusionszeit Diffundierte Menge : Q
(Stunden) (mg/25 ccm) (cem)
10 1.03 0.0538
10 1.08 0.0540
10 1.06 0.0538
Mittelwert 0.0538

Far die Diffusionskonstante einer  Substanz von bekannten K und
(), wie obenerwahnt, gilt die folgende Formel:

.Dm° == KQ

e
wobel K = 0,385, Q = 0.0538 und t = 10/24 Tag. bedeutet.  Daraus
ergibt sich, Dy = 0.0456 cm®Tag. Korrigiert diesen Wert fur
‘reines Wasser, so ka:in man 0.0502 cm®Tag. an Stelle von 0.0496
erreichen. 'Wenn man hiervon das Molekulargéwicht des als kugel-
formig gedachten Carboxyhamoglobins, wie allgemein angenommen
wird, nach Einsteinscher Formel berechnet, so gewinnt man 68,800,
was mit '68,000 nach Northrop und Anson, 68,600 nach Zeile, 68,700
nach Stern und 69,000 nach Svedberg”’ gut tbereinstimmt.

4} - Bestimmung der Diffusionskonstante der Katalase.

Die Katalase, die durch viermalige Umkristallisierung und
mehrmaliges Waschen mit M/20-Phosphatpuffer (pH 7.0) gereinigt
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wurde, wurde in derselben Pufferlosung bis zur Sittigung aufgelost.
Es ist notig hierbei zu bemerken, dass die Katalase, mehrere
Stunden bei 10°C-stehen gelassen, mehr oder weniger inaktiviert
wird, besonders stark in verdiinnter Losung. Bei der Diffusion
durch die Membran ist das gerade der Fall. Daher muss man in
diesem Falle diese Inaktivierung in Beriicksichtigung ziehen.

Unter diesen Bedingungen steht die diffundierte Menge von
Katalase (Q) mit Diffusionszeit {t) im linearen Verhiltnis. Dies
macht es moglich, den Grad der auf Diffusion beruhenden Inak-
tivierung zu ermitteln. Zur Bestimmung der diffundierten Mengen
von Katalase dienten die Aktivitdtshestimmung der Katalase und
auch Proteinbestimmung nach Nephelometrie. Tabelle 111 zeigt
die gesamten Ergebnisse, und in Abb. 2 wird die Beziehung zwischen
Q und t dargestellt.

Tabelle III. Diffundierte Mengen der Katalase ausgedriickt in der
katalatischen Wirkung und Proteinmenge (10°C).
Kat. f. = 29,000, Katalasekonz. =0.97525, k/ccm = 224)

Diffundierte Mengen der Katalase
Diffusionszeit R e

Katalasewirkung Protein

(Stunden) Y — et
k/5 ccm¥ Q ccm mg Prot./5ccm Qecm

1.0 0.0844 0.00189 = ’ —

2.0 0.260 0.00580 —_ -

3.0 0.408 0.00911 — —

50 0.676 0.0150 — —

8.0 1.05 0.0235 — —
11.0 1.30 0.062%0 0.0605 0.0311
14.5 147 0.0328 0.0850 0.0395
180 1.60 0.0356 0.0940 0.0477

#) k: Die Geschwindigkeitskonstante der monomolekularen Reaktion, in welcher
Katalase beteiligt.

Es geht” aus Abb. 2 hervor, dass bei mehr als 8 stindiger
Diffusion die Inaktivierung der Katalase allmahlich mit steigender
Versuchszeitdauer(t) zunimmt. Der Q-Wert aus Proteinbestimmung
ist dagegen zu der Zezitdauer annidhernd proportional. Innerhalb 8
Stunden stimmen die Ergebnisse aus beiden Methoden gut fiberein.
Der Verfasser widhlte daher dreistiindige Diffusionszeit aus. Die
Ergebnisse des Diffusionsversuches bei 10°C tiber Katalase wurden
in Tabelle IV gezeigt,
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0,02 /

0 H 10 15 B
> DMlfusionsseit in 8tunden
Abb. 2.~

I: ausgedriickt in Katalasewirkung.
II: ausgedriickt in Proteinmenge.

Tabelle IV. Diffusionsgeschwindigkeit der Katalase fiir M/20-Phosphatpuffer (pH 7.0)
bei 10°C (Kat. f. == 31,000).

Konz. der Diffusionszeit Diffundierte Q
Katalase Menge

(22) {Stunden) (k/5 ccm) {ecm)

0,765 30 0.457 (.00933
3.0 0.449 ) 0.00916
30 0.452 0.00922

0.153 3.0 0.0880 0.00906
30 0.0820 0.00815
3.0 0.0886 0.00912

Mittelwert 0.00918

II. BESTIMMUNG VON REIBUNGSKONSTANTE

Die bestimmung von Reibungskonstante wurde nach- Ostwald-
scher’ Viskosimetrie bei 10°C fir Katalaselosungen ausgefiihrt,
welche 0.25 bis 1.00 gige Katalase in M/20-Phosphatpuffer (pH 7.0)
enthielten. Die in Tabelle V angefithrten Werte von f und s sind
Mittelwerte bei dreimaligen Messungen.
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Tabelle V. Reibungsmessungen von Katalaselosungen bei 10°C.

Konz. der t 7
Katalase " s - 3 In A
(22) (Sekunden) L
0 130.7 50772 1.0000 2
1.00 135.0 5.1062 1.0386 _ 0.0380
0.75 133.9 " 50990 1.0285¢ 0.0375
0.50 132.8 50915 1.0191 0.0380
0.25 1317 5.0843 1.0091 0.0380
Mittelwert 0.0378

Hierin bedeutet t die Zeit, welche die Losung verbraucht, um von der oberen
Markierung bis an die untere des Apparates auszufliessen, s das ‘Gewicht der
Losung, im Piknometer eingenommen, %/%, die relative Reibungskonstante, In A
relative Reibungskonstante bei unendlicher Verdiinnung nach Polson.!1)

III. BESTIMMUNG DES SPEZIFISCHES PARTIALVOLUMENS
. VON KATALASE

Um die Molekulargestalt aus Reibungsversuchen zu erhalten,
soll man zuvor das spezifische Partialvolumen bestimmen, welches
das von Katalase eingenommenen Volumen in Volumeneinheit der
Lésung bedeutet. Zur Zwecke diente die Piknometrie nach fol-
gender Formel:

o dy+s5—V-s-d, = d.
Hierbei ist, d, = die Dichte des Lésungsmittels, d, = die Dichte der
Katalaseldsung, s = das Gewicht der in 1cem Losungsmittel auf-
gelosten Substanz und V = das spezifische Partialvolumen.
~ Diese Formel kann auf Grund von der folgendeér Tatsache
abgeleitet werden. Versetzt man 1 cem Losungsmittel mit s g
Substanzen, so nimmt das Volumen um sV ccm zu, und betrigt
das gesamte Gewicht (d,+s)g. Daher soll das Gewicht von 1 ccm
Losung, welche s g Substanzen in Volumeneinheit enthilt, ndmlich
d, g, dem Wert von (d,+5—s-V-dy)g gleich stehen, worin s-V-d,
das Gewicht desjenigen Losungsmittels bedeutet, welches mit dem
zugenommenen Volumen korrespondiert.

Die Gefundenen Werte bei 10°C fir 1.65 % ige Katalaseldsung
M/20-Phosphatpuffer (pH 7.0) sind die folgenden: d, = 1.0075,
d, = 1.0117, s = 0.0165. - Daraus ergibt sich

V =(d,+s—dy)/(s-d;} = 0.740.
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IV. BERECHNUJGEN

1) Molekulargewicht aus Diffusionskonstante.

Nach Einsteinscher Diffusionsgleichung,

R 1

D = *ﬁk: W ) A4t dsesamstaesderrasesents (1)
kann man aus den bekannten Werten von Diffusionskonstante (D)
und Reibungskonstante (7) ‘des Losungsmittels bei T° den Radius
(1) des kugelftrmigen Molekiils berechnen. Unter Beriicksichtigung
des spezifischen Gewichtes der gelisten Substanz ergibt sich weiter
das Molekulargewicht. .

Uber die Katalaselésung sind folgende Werte bekannt worden.

D = 0.0289 cm®Tag. od. 0.3346 x 10~° cm*Sek., "7 = 0.0136 g/cm.
Sek., R =8.3x10"7 Erg/Grad.Mol, N=6.06x10% T =283.1.
Darrus errechnet sich der Radius des als kugelf6rmig gedachten
Katalasemolekiils, wie folgt :

‘ r=4.706 %107 cm.
Far das Molekulargewicht gilt

M=(4RB)rrPgN, s (2)

darin bedeutet g das spezifische Gewicht der Katalase, welches in
erster Ndherung mit der reziproken Zahl von dem spezifischen
Volumen (V) ithereinstimmt.' Es ergibt sich daraus: M = 357,000.

2) Achsenverhiltnis aus Reibungskonstante.

Einstein war der erste, der eine hvdrodynamische Beziehung
zwischen dem Volumen der in. Losung befindlichen Substanz und
der Viskositit der Losung ableitet. Fiir starre sphirische Teilchen
gab er die folgende Formel an: '

7 —14256,

"o :
worin 7/7, das Verhaltnis zwischen der Viskositit der Losung und
der des Losungsmittels bedeutet; G ist das Volumen gel§ster

© Substanz in der Volumeneinheit der Losung. Die obenerwihnte

Formel gilt allerdings nicht fiir Teilchen, deren Gestalt von der
Kugel abweicht. ' ‘

Wo. Ostwald®, W. Kuhn'’ u.a. wiesen darauf hin, dass auch
der Einfluss der Brownsche Bewegung dem orientierenden FEinfluss
der hydrodynamischen Krifte entgegensteht. Wenn die Brownsche
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Bewegung so stark ist, dasg eine dauernde isotrope Anordnung der
Teilchen zu erwarten ist, gilt nach Kuhn die Formel:

7 G /byt ¢
R BR X TcEah 4 €.} FR— (3)

]
wobei b/a das Verhiltnis der langen Achse eines ‘Ellipsoids zur
kurzen bedeutet. Bei der Behandlung von Proteinlgsungen soll. G
das hydrierte Molekularvolumen bedeuten, das die “nicht-hydrierte”
Proteinmolekiile in 1 ccm von ihrer 1%igen Losung einnehmen.
Fiir die Beziehung der Reibungskonstante zur Konzentration

gilt eine praktische und hiufiger angewandte Formel, die von
Arrhenius empirisch abgeleitet wurde: #/5, = A<, hierin ist A eine
Konstante und ¢ die Konzentration der in der Losung befindlichen
Substanz. Die Anwendbarkeit dieser Formel auf Proteinlésungen
wurde von Loeb®™ und spater Haugaard und Johnson®’ gezeigt.
Bei der Berechnung det Gestalt von Proteinmolekiilen wurde 7/7,
bei unendlicher Verdiitnnung beniitzt, wo die Teilchen nicht gegen-
seitig aufeinander wirken. Um diesen Wert leicht zu erlangen,
empfiehlt es sich, nach der Konzentration (c) zu differenzieren:

d(»/n,)/dc = AcIn A,
Bei der.unendlichen Verdiinnung, ¢ = 0,

d(y/p,)/dc = In A.
Daher kann die Viskosititsformel von Polson folgenderwe1se umge-

schrieben werden :
1+InA=1+4.0V+0.098 V (b2l ceeerevrenernnn (4)

3) Molekulargewicht und Gestalt.

Herzog, Illig und ‘Kudar® und Perrin® Ileiteten theoretisch
eine Beziehung zwischen Reibungskonstante und Achsenverhaltnis
bei der Diffusion ellipsoider Tilchen ab. Fir ldngliche ellipsoide
Teilchen gilt

f_D__ V17 e (5)
fu D ot mltvi1—¢ o
. ) P‘ )
und zwar fiir abgeplattete ellipsoide Teilchen gilt
i _D L vP-1 O ()

b, D pdTan™Yy/p2=]
Hierin ist p=bsa, b gleich dem Radius am Aquator und a gleich
der halben Linge der Rotationsachse, wahrend f die Reibungs-
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konstante des Teilchens und f, dieselben des sphirischen Teilchens
darstellt,l das die gleiche Masse besitzt. f/f, bedeutet somit den
Abweichungsgrad ™ des Teilchens von der Kugelform, was von
Svenberg als die assymmetrische Konstante beziechnet worden ist.
Ersetzt den aus (G1.{4) erhaltenen Wert von b/a in Gl. (5) oder
(6), so kann man f{/f, leicht berechnen.

Zwischen Molekulargewmht Diffusionskonstante und £/, gibt
es eine bequeme Beziehung, die aus'Ergebnissen der Ultrazentrifu-
glerungsversuchen von Svedberg® abgeleitet wurde, wie folgt:

K () |
R ——— 7)
_ (RTY
K=o

z.B. bei 10°C, K = 0.998 x10.-%

Wie obenerwihnt, sind wir nun imstande, das Molekulargewicht
irgendeines Proteins aus Diffusions- und Reibungs-daten zu
berechnen. Polson erwies die erfolgreiche Anwendbarkeit dieser
Methode auf verschiedene Proteine durch Vergleichung mit Ergeb-
nissen aus Ultrazentrifugierungsversuchen von Svedberg.

Aus dem spezifischen Partialvolumen und b/a kann man weiter
die absolute Gestalt der als rotierende Ellipsoide angenommenen -
Proteinmolekiile berechnen. Fiir das Volumen des rotierenden
ellipsoiden Teilchens gilt

Vn = .. T aZ b, .............................. (8)

wobei V, das Volumen eines Molekiils in der Losung bedeutet.

4) Ergeb,nissé der Berechnungen.

Aus den schon im experimentellen Teil geschilderten Daten
ither Katalase Lkénnen die fo]genden in obenerwidhnter Weise
berechnet werden.

b/a = 3.36
fif, = 1.14 (fir das ldngliche)
= 113 (finr das abgeplattete)
M = 249,500 (fir das lingliche)
= 252,800 (fiir das abgeplattete)
a =3.0x107cm
b =10.1x107em
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Die Diffusionskonstante der Katalase bei 10°C wurde nach
der Northropschen Methode bestimmt.

2. Die Reibungskonstante der Katalaselésung und das spezi-
fische Partialvolumen der Katalase wurden ermittelt, woraus nach
Polson das Achsenverhiltnis des als rotierendes Ellipsoid angenom-
menen Katalasemolekiils berechnet wurde. '

3. Aus Diffusionskonstante und Achsenverhéltnis wurde das
Molekulargewicht der Katalase berechnet, wie 249,900 fir das
langliche Teilchen und 252,800 fiir das abgeplattete.

Ich erlaube mir hiermit dem verstorbenen Herrn Prof. Dr. M.
Kitagawa fir seine freundliche Anleitung und steten Ratschlige
meinen herzlichsten Dank auszusprechen. Ganz besonderen Dank
schulde ich auch Herrn Prof. Dr. Y. Oshima und Herrn Prof. Dr. L
Yamasaki fiir ihre giitigen Beratungen bei der Beschreibung dieses:
Berichtes.

LITERATUR

1) K. G. Stern:  Z. physiol, Chem., 217, 237 (1933).

2) J. H. Northrop und M. L. Anson: J. gen. Physiol, 12, 543 (1933).
3) K. G. Stern und R. W. Wyckoff: J. biol. Chem., 124, 573 (1938).
4) The Svedberg: Nature, 139, 1051 (1937). )

-5) J. B. Sumner und N. Gralén: J. biol. Chem., 125, 33 (1938)}.

6) J. B. Sumner und A. L. Dounce: J. bicl. Chem., 121, 417 (1937).
7) 0. Lamm und A. Polson; Biochem. J., 30, 329 (1936). ’

8) J.gB. )Sumner, A.. L. Dounce und V. L. Frampton: J. bicl. Chem., 136, 343
(1940). '

9} K. Zeile: Biochem. Z., 258, 347 (1933).

10) J. H. Northrop: J. gen. Physiol, 13, 613 (1831}, J. W. McBain und C. R. Dawson :
Proc. Roy. Soc., A, 148, 32 (1935), J. W. McBain und T. H. Liu: J. Amer.
chem. Soc., 56, 52 (1934), A. R. Gordon: J. chem. Phys., 5, 522 (1937), W. A.
Jamies, E. A. Hollingshead und A. R. Gordon: J. chem. Phys., 7, 89 (1939), H.
W. S:cherp: J. gen. Physiol,, 16, 795 {1933). i

1]} M. Kitagawa und M. Shirakawa: J. agric. chem. Soc. Japan, 17, 794 (1941) und
22, 115 (1948).

12; A. Polson: Kolloid Z., 88, 51 (1939).

13) L. W. Oholm: Z. physik. Chem., 50, 309 (1905).

14) W. A. James und A. R. Gordon: J. chem. Phys., 7, 963 (1939).

15) A. Franceschettt und H. Wieland: Arch. Augenheilkunde, 99, 1 (1928).

16) M. Heiderberger: J. biol. Chem., 53, 31 (1922},

17) The Svedberg und R. Fahraeus: J. Amer. chem. Soc., 48, 4306 (1926).

18) Wo. Ostwald: Kolloid Z., 43, 204 {1927).

19) W. Kuhn: Kolloid Z., 72, 269 (1933), 68, 2 {1934).

20) J. Loeb: J. gen. Physiol,, 3, 827 (1921).

21) R. O. Herzog, R. Illig und H. Kudar: Z. physik. Chem., 167, 330 (1933).

22) F. Perrin: ]. physique Radium, 7, 1 {1936).

23) Aus Polsonschem Bericht angefiihrt (vgl. 12).



