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stellung der Omhsigsaure beim Citratabbau durch Bakterien enthklt 
dieee kaum 1/2 Seite umfassende Mitteilung indes kein Wort. In der soeben 
erschienenen ausfiihrlichen Veroffentlichung finden sich sehr sorgfaltig 
ausgefiilute und gut stimmende Bilanzen unter Berucksichtigung aller 
Nebenprodukte (die jedoch keineswegs fur den Citronensaure-abbau durch 
Aerogenes charakteristisch sind, sondern sich - in teilweise erheblich 
grokrer Menge - auch beim Glucose-abbau finden). Ferner wird der 
EinfluI3 der ,,Gewohnung" a n  einem Beispiel erlautert sowie eine Zu- 
sammenstellung der durch den Organismus vergkrbaren und nichtvergar- 
baren Substrate gegeben; unter den ersteren findet sich keinea, daa nicht 
schon von Wieland  und seiner Schule am Hefe-Aerogenes prkparativ 
untersucht worden wiire, unter den letzteren merkwiirdigerweiee die 
Amnitsitwe, wohl sicher wegen Verwendung des ungeeigneten t rana-1~~-  
meren, dessen Uktionstragheit schon vom tierischen Citratabbau her 
bekannt ist. Trotz intereseanter Einzelheiten, welche die Arbeit der 
amerikanischen Autoren enthalt, muO hier doch nochmale damn fest- 
gehalten werden, daI3 ihr Hauptergebnis, daa mit dem unsrigen identische 
Abbauschema der Citronensiture, schon vor Jahresfrist von Deffner  an 
einem - wie die Autoren richtig vermuten - mit ihrem Aerhcter  
indologenes nahe verwandten Mikrmrgenismus gewonnen und publiziert 
worden ist. 

Zur Kenntnis der sog. Glucose-oxydase. 11; 
von Wilhelm Franke und Michael Deffner. 

Mit 2 Figuren im Text. 

(Eingelaufen am 22. August 1939.) 

Vor rnnd 2 Jahren haben F r a n k e  und Lorenz ' )  die 
Glucose-oxydase der Schimmelpilze, deren Entdeckung nnd 
erste Beschreibung man D. Miil ler2) verdankt, einer ein- 
gehenden Untersuchung unterzogen. Das wesentlichste Er- 
gebnis der Arbeit war gewesen, daO dieses Oxydationsenzym 
zwar nicht - wie Miil ler angenommen hatte - ausschlieg- 
Zich, aber doch sehr bevorzugt mit Sauerstoff reagiert, insofern 
als daneben nnr chinoide Verbindungen hohen Redoxpotentials 
(wie Chinon und Indophenole) als H-Acceptoren zu fungieren 

I) I. Mitt. A. 632, 1 (1937). 
9 Bio. Z. 199, 136 (1928); 206, 111 (1929); 213, 211 (1929); 232, 

423 (1931); Erg. Enzymforsch. 6, 259 (1936). 
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vermochten; ferner, daS sich bei der Reaktion mit 0, der 
- von Mul l e r  vergeblich versuchte - Nachweis von 
Hydroperoxyd bei geeigneter Vergiftung der in den Enzym- 
praparaten stets vorhandenen Katalase mit u. U. quantitativer 
H,O,-Ausbeute fiihren la&. Aus diesen Grunden, zu denen 
noch die Unempfindlichkeit des Ferments gegen Schwer- 
metallkomplexbildner (wie HCN, H,S, NaN, , CO), die recht 
strenge Substratspezifitat und einige weitere, minder bedent- 
same Argumente kamen, rechneten wir die Glucose-,,oxydase" 
- im Gegensatz zu der schon in der Benennung zum Aus- 
druck kommenden Auffassung D. M u l l e r s  - zu den De- 
hydrasen, und zwar zur Untergrnppe der Aero-dehydrasen 
oder - nach Oppenheimer ' )  - Ozhydrasen. 

Die Zahl dieser besonders acceptorspezifischen ,,Pseudo- 
oxydasen" - denen weiterhin noch die Unabhangigkeit ihrer 
Wirkung von der Gegenwart eines dialysierbaren ,,Coferments" 
gemeinsam ist - befindet sich in stetem Zunehmen; sie 
umfaSt heute die ozytropen Dehydrasen ,) der Glucose, der 
Oxalsaure, Ascorbinsaure, Dioxymaleinsaure, der d-Amino- 
sauren, der Monoamine (Tyraminase), der Diamine (Histaminase) 
sowie der Harnsaure (Uricase)s). 

*) Die Fermente u. ihre Wirkungen, Suppl. S. 1164 (Den Haag 1937). 
9 Zusammenfassung von W. F r a n k e  bei B a m a n n - M y r b l c k ,  

D. Methoden d. Fermentforsch., im Druck (Leipzig 1940). 
7 In einigen Fallen (Ascorbino-, Dioxymaleino-, Diamino-oxydase, 

Uricase) scheint daa oben angefuhrte Kriterium der HCN- Unempfind- 
Zichkeit nicht oder nur bedingt zu gelten. Wie schon F r a n k e  u. L o r e n z  
in der 1. Mitteilung abschlieSend betont haben, liegen die Verhiiltnisse 
hier im einzelnen wenig iibersichtlich. Bei der Rtstaminase ist es nach 
Z e l l e r  [Helv. 21, 880, 1645 (1938)] zum mindestcn zweifelhaft, ob HCN 
an einem aktiven Schwermetallatom angreift. Wir halten es aber fiir 
durchaus denkbar, daS die Gruppe der Oxhydrasen in schwermetall- 
haltige und schwermetallfreie zu unterteilen ist. Manches spricht dafiir, 
daS an der Wirkung der Ascorbinslure-oxydaae Kupfer [C. G. K i n g  
u. Mitarb., J. biol. Chem. 119, 511 (1937); 128, 455 (1939); N. I t o ,  Bull. 
agric. chem. SOC. Jap. 14, 9 (1938); E. S i l v e r b l a t t  u. K i n g ,  Enzpol .2 ,  
222 (1938)], an derjenigen der Dioxymaleinsiiure- oxydase M a y a n  
p. T h e o r e l l  u. S w e d i n ,  Naturwiss. 27, 95 (1939)l und an der Uricase- 
wirkung - nicht haminartig gebundenes - Xken [J. N. D a v i d s o n ,  
Biochem. J. 32,1386 (1938)l beteiligt ist. F g l .  jedoch rum letztgenannten 
Punkte C. G. H o l m b e r g ,  Nature 143, 604 (1939)l. 
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Als wesentlichsten, richtnngweisenden Fortschritt, der 
in der Erforschnng dieser Enzymgrnppe in den letzten Jahren 
erzielt worden ist, betrachten wir die W a r b n r g  und 
Chr is t ian ' )  sowie Negele in  nnd Brome18) (1938/39) ge- 
gliickte ,,Konstitutions"auf klarnng der d-Amznosuure-osydase. 
Sie fanden, da6 sich in diesem Ferment an einen EiweiB- 
korper ein Alloxazin-adenin-dinucleotid als prosthetische 
Gruppe bindet, deren reversibel oxydier- und rednzierbarer 
FZavinanteiI die Oxhydrase in die Klasse der ,,gelben 
Fermente"3) einreiht. Bald daranf hat E. Q. Ball4)  im 
War  b u r  g schen Institut anch das altbekannte S c h a r  d in  g e  r - 
Enzym (bzw. die Xunthin-dehydrase) der Milch - von den 
vorerwahnten Oxhydrasen (im engeren Sinne) lediglich dnrch 
seine zu 0, wie zu anderen Acceptoren ziemlich gbichmapig 
entwickelte Affinitat nnterschieden - als ,,gelbes Ferment'' 
mit einer dem erwahnten Dinncleotid ahnlichen, vielleicht 
zu einem Teil sogar damit identischen Wirkgruppe erkannt. 
Da anch in der Gruppe der Oxhydrasen offenbar alle Uber- 
gange von fehlender iiber angedeutete [Aminosanre- 6, und 
Monoamin-oxhydrase ")I zn ausgesprochener Fahigkeit zur an- 
aeroben Acceptorhy driernng (Glucose-oxydase, vgl. anch spater 
S. 141f.) bestehen, gewinnt der Grenzfall des S c h a r d i n g e r -  
Enzyms in diesem Zusammenhang gleichfalls erhebliches 
Gewicht. (Uber weitere, in allerletzter Zeit als ,,Alloxazin- 
proteide" erkannte Oxydationsfermente - die ,,Diaphorasen" 
= Dehydrasen der Dihydro-codehydrasen - vgl. Tab. 18, 
S. 149.) 

In  der Untersnchung von F r a n k e  und L o r e n z  waren 
fast durchweg Enzym- Rohp&parate zur Verwendnng ge- 
kommen, die durch Alkohol-Atherfiillnng von PilzpreOsaften 

I) Bio. Z. 298, 150 (1938). 
9 Bio. Z. 300, 225 (1939). 
9 Grundstitzliche Bemerkungen hierzu bei 0. Warburg u. 

Christian, Bio. Z. 298, 368 (1938). 
') J. biol. Chem. 128, 51 (1939). 
s, H. A. Krebs,  Biochem. J. 29, 1620 (1935); F. u. M. L. C. Bern- 

heim, J. biol. Chem. 109, 131 (1935); 111, 217 (1935). 
F. J. Phi lpot ,  Biochem. J. 31, 856 (1937). 
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- dargestellt nach dem Verfahren von B u c h n e r  - ge- 
wonnen worden waren. Bisweilen war durch Wiederauflosen 
der Niederschlage, Dialyse und erneute Fd lung  eine ober- 
flachliche Reinigung durchgefiihrt worden. Die AtmungsgriiPe 
Q0, ( = cmm OJmg Enzym x Stunden) unserer reinsten Prapa- 
rate lag unter den - nichtoptimalen - Bedingungen des Test- 
versuchs in der Nahe von 50, unter optimalen Bedingungen 
war sie 21/,-3-mal groDer. Die Anreicherung, bezogen anf 
die Aktivitat des Pilzmycels, war etwa 4-10-fach. Da die 
Enzympraparate sich sowohl im gelosten wie insbesondere 
im festen Zustand als sehr gut haltbar erwiesen, erschien 
der Versuch einer weiteren Reinigung lohnend und war 
schon in der 1. Mitteilung in Aussicht gestellt worden. 

Drei Moglichkeiten hinsichtlich der Natur der aktiven 
Ofuppe in der Glucose-oxydase - vielleicht auch in anderen 
Aero-dehydrasen - zogen wir zu Beginn der vorliegenden 
Untersuchung als Arbeitshypothesen in Erwagung: 1. Die 
Glucose-oxydase mochte ein aktives Schwermetall-atom, etwa 
Kupfer oder Mangan enthalten; 2. sie konnte ein fest ge- 
bundenes Redoxsystem von Farbstoffcharakter besitzen; 3. sie 
mochte ein farbloses Ubertragersystem fest, d. h. nicht ab- 
dialysierbar gebunden enthalten, z. B. ein Pyridin-nucleotid 
(eine ,,Codehydrase"). 

Fur die Moglichkeit 1 sprachen &Itere Versuche von H. A. Krebs'), 
der die Autoxydation von Glucose (und andcren Zuckern) in schwach 
alkalischer Losung durch geringe Schwermetallzusatze - und zwar 
durch Cu und Mn vie1 stilrker als durch F e  - katalytisch beschleunigen 
konnte. Fiir diese Autoxydation, bei der nach den Angaben von K r e b s  
auffallend wen@ C02 und nach eigenen orientierenden Versuchen eine 
Saure entsteht, ist offenbar die frcic Carbonylgruppe notwendig, da 
zwar Robison- ,  nicht aber Harden-Young-Es ter  sich als autoxydabel 
erweisen2). Fur Kupfer im besonderen sprach das ungewohnlich hohe 
katalytische Vermogen dieses Metalls bei der Ascorbineuure-oxydation 
- auch in Proteinbindung (vgl. Lit. in FuSnote 3, S. 118) -, woraus 
bisweilen - wohl zu Unrecht*) - auf die Nichtexistenz einer ~pezi- 
Jischen Ascorbino-oxhydrase geschlossen wurde; ferner wa.~ die Tatsache 
bemerkenswert, dak? sich bei der Autoxydation von Cur, im Gegensatz 

l) Bio. Z. 180, 377 (1927). 
2) 0. M e y e r h o f  u. L o h m a n n ,  Bio. Z. 186, 113 (1927). 
s, F. B. S t r a u b ,  H. 264, 205 (1938). 
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zu Fel*, Hydroperolryd nachweisen liiSt I). Ein Mungan-gehalt der 
Glucose-oxydase andrerseits war nach Angaben von B e r n  h auer? ,  
der bei wachaendem Mycel Aktivierung der Gluconstiuregbung durch 
MnS0,-Zusatz gefunden hatte, nicht unwahrscheinlich. Fiir die D i o q -  
maleino-oqdaae ist die Betciligung von Mangan zudem such am 
isolierten Ferment iiu6erst wahrscheinlich gemacht worden (Lit. FuE- 
note 3, S. 118). SchlieSlich war in dicsem Zusammenhang der von War- 
b u r g s )  erhobene Befund HCN-unempfindlicher Mangan-katalysen im 
Auge zii bchalten. 

Fiir Fall 2 mochte man eine Stiitze sehen in der schon in der 
1. Mitteilung angegebenen schwachen Belbfarbung konzentrierterer 
Enzymlosungen; ferner war die HCN-Unempfindlichkeit und die H,O,- 
Bildung nach den Erfahrungen beim Flavinferment3 fur diesen Fall 
besonders zwanglos zu deuten. Die spiiter hinzukommenden, schon 
erwahnten Refunde W a r b u r g s  und B a l l s  an der Aminosaure-oxhydrase 
bzw. dem Schard inger -Enzym stellten naturlich analogiemL6ig einen 
starken zusiitzlichen Hinweis in Richtung der Miiglichkeit 2 dar. 

Fur die Moglichkeit 3 sprach die bereits von F r a n k e  u. L o r e n z  
hervorgehobcne 'ijbereinstimmung von Glucose-dehydrmse (z. B. der 
Leber) und Glucose-ozydme in verschiedenen wesentlichen Punkten 
(wic Substratspezifittit und -affinitat, Hemmbarkeit durch Sulfit) sowie 
die offenbare Existenz von Ubergangsformen [etwa in E~sigbakterien~)]. 
Der 'ijbergang vom dialysablen ,,Cofwmenl" zum festgebundenen ,,Agoit" 
wiirde diesen Verhiiltnissen formal gut gerecht werden, wenngleich 
naturlich die im letzteren Grenzfall anzunehmende Reaktionsfahigkeit 
einer Codehydrase gegenuber 0, ohne zusatzlichc Annahmen schwer 
versttindlich bleibt. (Eine intramolekulare Kombination der Gruppierungs- 
moglichkeiten 2 + 3 konnte diese Schwicrigkeit grundsiitzlich beseitigen; 
vgl. hierzu S. 148.) 

Unsere Reinigungsversuche an der Glucose-oxydase 
haben, um das wesentliche Ergebnis gleich vorwegzunehmen, 
ZII Praparaten mit einer AtmungsgroSe von fast 3000 unter 
den iiblichen Testbedingungen, rund 8000 unter optimalen 
Bedingungen gefiihrt ". Der Anreicherungsgrad liegt - je  

I) H. W i e l a n d  u. F r a n k e ,  A. 473, 289 (1929). 
7 H. 177, 86 (1928). 
8, Bio. Z. 231, 493; 233, 245 (1931). 
4, Vgl. z. B. Zusammenfassung von H. T h e o r e l l ,  Erg. Enzym- 

forsch. 6, 111 (1937). 
K. T a n a k a ,  Acta phytochim. 7, 265 (1933). 
An den ersten Reinigungsstufen - bis etwa Q0,= 200 - hat 

sich noch Herr Dr. F. L o r e n z  beteiligt, wofur ihm an dieser Stelle 
gedankt sei. 
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nach dem verwendeten Ausgangsmaterial - zwischen 250- 
und 600-fach. Gewichtige Grunde sprechen schon beim jetzt 
erreichten Reinheitsgrad mit einer sehr grol3en Wahrschein- 
lichkeit dafur, dal3 auch die Glucose-oxydase ein gelbes 
Ferment ist. Indessen glauben wir, dad wir vom reinen 
Ferment auch heute noch ziemlich weit entfernt sind; seine 
Gewinnung ist allerdings im jetzigen Stadium der Arbeit 
lediglich mehr eine Materialfrage. Wir verofl'entlichen unsere 
Ergebnisse schon jetzt, weil der eine von uns @I. D.) aus 
auderen Ursachen an einer weiteren Bearbeitung des Problems 
leider verhindert ist ; die Versuche zur Reindarstellung des 
Ferments werden jedoch demnachst fortgesetzt werden. 

I. Dan Ansgsngamaterial. 
A. Vorkommen d e r  Glucose-oxydase .  Durch Iso- 

lierung ist das Ferment bisher nur in Aspergillus niger und 
Penicillium glaucum nachgewiesen worden. Wohl aber ist 
fur eine Reihe anderer Pilze Gluconsaure-bildung durch 
wachsendes Mycel bekannt I). 

Nach D. M u l l e r q  ist ,,auSer in A q .  n i p  und Pen. glaucum 
Glucose-oxydase vielleicht in den folgenden Pilzgattungen, unter welchen 
einige Arten Gluconsliure im Substrat bilden, zu suchen: Citromyces, 
Dematium, Fumago, Microanthomycee, Mucor, Polypmue". In  Asp. oryzae, 
der fiir seine Fghigkeit zur Kojisliure-bildung bekannt ist, hat M u l l e r  
bei Isolierungsversuchen keine Glucose-oxydase entdecken konnen. 

Wir  haben auf der Suche nach dem vorteilhaftesten 
Ausgangsmaterial fur praparative EnzymdarsteUung ver- 
schiedene Pilze vergleichend auf ihren Enzymgehalt unter- 
sucht, und zwar die A s p e r g i l l a c e e n  Asp. niger, Asp. fumi- 
gatus, Pen. glaucum und Citrom yces, die Mu c o r  a c e e n Mucm 
racemsus und Rhizorpus nigricans sowie schliel3lich Dematium 
pullulans [aus der Gruppe der F u n g i  imperfect is)] .  Das 

') Lit. bei K. B e r n h a u e r ,  Die oxydativ. Glirungen, S. 15 (Berlin 
1932); ferner Erg. Enzymforsch. 3, 185 (1934). 

9 Erg. Enzymforsch. 6, 185 (1936). 
7 Fiir die kostenlose ffberlassung von Pilzkulturen sind wir H e m  

Hauptkonservator Dr. E s e n b e c k  und Herrn Prof. Dr. Gis t1  von den 
Botanischen Instituten der hiesigen Universitkt bzw. Techn. Hochschule 
zu groflem Dank verpflichtet. 
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Ergebnis dieser Versuche war, daS sich lediglich &us Asp. 
niger, Pen. glaucum und Citromyces Qlucose-oxydaae einwand- 
frei isolieren lie& 

Die Ziichtung der P ike  sowie die Aufbereitung des 
Mycelmaierials erfolgte nach dem in der 1. Mitteilung an- 
gegebenen Verfahren. (Um bei den beiden Mumraceen ein 
gutes Wachstum zu erzielen, bleibt der Citronensaure-zusatz 
in der dort verwendeten Nahrlosung weg.) Aktiwituts- 
bestimmungen wurden sowohl an den dialysierten Prepsaften 
wie an den daraus gewonnenen Trockenpriiparaten vor- 
genommen; dies geschah, um nicht durch eine bei der Alkohol- 
Atherbehandlung moglicherweise eingetretene Enzym-inakti- 
vierung zu falschen Schliissen hinsichtlich des ursprunglichen 
Enzymgehalts im PreSsaft verleitet zu werden. Doch erfolgte 
nur beim Citromyces-Enzym in der erwahnten Phase eine 
Aktivitatsverminderung um etwa die Halfte. 

Auf die Mitteilung von Zahlenwerten fur Enzym- 
aktivitaten und -ausbeuten sol1 hier verzichtet werden, da 
zwischen den einzelnen Stammen der gleichen Art nicht 
unerhebliche Unterschiede bestehen und auch die (ofters 
uberimpften) Stammkulturen urspriinglich aktiver Stamme 
(auf Bierwiirze -Agar) bisweilen im Verlauf langerer Zeit- 
raume (z.B. 1 Jahr) aus unbekannten Griinden die Fahig- 
keit zur Glucoseoxydasebildung - anscheinend im Zu- 
sammenhang mit der Fahigkeit zur Conidienbildung - in 
zunehmendem MaDe einbiiSten l). I n  diesem Sinne sind 
auch unsere negatiwen Befunde mit gewissem Vorbehalt 
anfzunehmen, da wir uber das Alter der einzelnen iiber- 
nommenen Kulturen nicht unterrichtet waren. 

Nach wie vor bleiben Asp. niger und Pen. gluucum die 
besten Ausgangsmaterialien fur die Fermentdarstellung. 
Gute Stamme der beiden Spezies liefern Enzymlosungen und 
Trockenpraparate vergleichbarer Wirksamkeit. I n  der Praxis 
ist jedoch Asp. niger vorzuziehen, und zwar aus folgenden 
Griinden: 1. Er wachst wesentlich rascher als Pen. glaucum; 

I) Vgl. lihnliche Beobachtungen von 0. E. May, Herrick,  Moyer 
u. Hel lbach,  Ind. Eng. Chem. 21, 1198 (1929). 
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2. bei gleicher Kulturoberflache und jeweils optimalen 
Wachstumsbedingungen sind die Mycelausbeuten an Asp. niger 
2-3-ma1 grober als die an Pen. glaucum; 3. bei Aspergillus- 
praparaten liegt die ,,Eigenatmung" in der Kahe von 5 bis 
10 Proc., bei Penicillium-praparaten selten unter 20 Proc. 
der ,,Glucoseatmung". Citromyces - von dem wir allerdings 
nur einen Stamm untersucht haben - steht in der Wachs- 
tumsintensitat zwischen Aspergillus und Penicillium, liefert 
aber erheblich (z. B. 2-3-mal) schwachere Enzymlosungen, 
aus denen sich zudem nur mit groDem Verlust Trocken- 
praparate herstellen lieben. 

Unsere negativen Ergebnisse mit Asp. fumigatw, der wie Asp. oryzae 
zu den Kojisiiure-bildnern gehort, paesen zu den vorerwiihnten snalogen 
Befunden Mii l lers  und zeigen zussmmen mit diesen, dab dss Vor- 
kommen der Glucose-oxpdase keineswegs fur die Gesamtfamilk der 
Aspergillaceen typisch ist. Auch in Asp. niger und Pen. glaucum wird 
sie iibrigens nach den Untersuchungen Mii l lers  nur bei Kultur der 
Organismen auf geeigneten Zuckern gebildet, sie stellt also kein 
komtitutives, sondern nur ein adaptices Enzym [im Sinne K a r s t  r o m s ')I 
dar; ersichtlich geht der Zuckerabbau such in den beiden letztgenannten 
Aspergillaceen nicht zwangslZufig iiber Gluconsiiure. 

Bei den beiden Mucoraceen bewirkte Zuseb von Glucose zu den 
dialysierten PreBsiiften nicht nur keine Steigerung, sondern sogar eine 
Hemmung der recht betriichtlichen ,,Leeratmung". Bei Dematium hsben 
wir unter den gleichen Bedingungen zwar deutliche 0,-Mehraufnahmen 
nsch Glucosezusstz beobachtet, doch lie8 sich aus den relativ kleinen 
Differenzen gegeniiber der - auch hier erheblichen - Eigenatmung 
nicht rnit &herheit suf die Anwesenheit von Glucose-oxydase schlieben. 

Erwahnt soll noch werden, dab das Enzym auDer in 
den vegetativen Zellen auch in den Conidiosporen von 
Asp. niger und Pen. glaucum nachgewiesen werden konnte. 
Die enzymatische Aktivitat der Sporen betrug im letzteren 
Falle, wo sie besonders leicht und rein geerntet werden 
konnen, rund die Hgf te  der Mycelaktivitat. Eine Isolierung 
der Sporen-oxhydrase ist nicht versucht worden. 

Im iibrigen ist die Verbreitung der Glucose-oxydase 
nicht, wie es bisher den Anschein hatte, auf das Pflanzen- 
reich beschrankt. A. Gauhe2)  konnte kiirzlich im hiesigen 

') H. K a r s t r o m ,  Erg. Enzymforsch. 7, 350 (1938). 
9 Vgl. A. G a u h e ,  Z. vgl. Physiol., erscheint 1940. 
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Institut zeigen, daD das Pharynxdriisen-sekret der Biene ein 
glucose-oxydierendes Enzym enthalt, das in allen wesent- 
lichen Eigenschaften mit dem Pilzenzym iibereinstimmt. 

Nach D. Miiller') 
ist es wichtig, moglichst junge Pilzdecken, bei denen die 
Conidienbildung noch nicht oder kaum begonnen hat, zur 
Enzymdarstellung zu verwenden, da andernfalls schon vie1 
tote Zellen im Ausgangsmaterial vorhanden sind. Da sich 
diese Forderung bei dem raschen Wachstum der Schimmel- 
pilze oft schwer (z. B. wenn der geeignete Zeitpunkt Nachts 
erreicht wird) erfiillen liiDt, haben wir zur Orientierung den 
EinfluP der Zuchtungsdauer auf die enzymatische Mycel- 
aktivitat untersucht ,). 

Zu diesem Zwecke wurde Mycel von Asp. niger nach bestimmten 
Bebriitungsdauern bei 35 O gemiiB der M iillerschen Vorschrift ,,verarmt", 
gewaschen und in der Reibschale zu einem mijglichst homogenen Brei 
verarbeitet. Nach dem Verdiinnen mit Wasser wurde die 0,-Aufnahme 
von 2 ccm Mycelsuspension (von bekanntem bei l l O o  bestimmtem 
Trockengewicht) in Abwesenheit und Gegenwart von Glucose bei 30° 
unter Luft bestimmt. Die Zusammensetzung der Reaktionslosung - im 
folgenden stets als ,,Normalansatz" bezeichnet - war die folgende : 

2 ccm Mycelsuspension (bzw. Enzymlosung), 
2 ccm m/5-Phosphatpuffer (pa 6,8), 
1 ecm H,O bzw. m/l-Glucose. 

B. M y c e l a l t e r  u n d  - a k t i v i t a t .  

Die Eigenatmung des Mycels betrug in diesen Ver- 
suchen hochstens 5 Proc. der Glucose-atmung; sie ist in den 
0,-Werten der nachstehenden Tabelle nicht abgezogen. Letztere 
enthalt auDerdem noch das eingesetzte Myceltrockengewicht, 
die aus cmm O,/mg Trockengewicht x Stunden berechnete 
AtrnungsgrBPe Qo. sowie (am Kopf) Angaben iiber Mycel- 
alter und -aussehn. 

Wie Tab. 1 erkennen ISlOt, ist zwar die Mycelaktivitiit 
im ,,Flocken- und Insel-stadium'' erheblich groDer als im 
,,Decken-stadium", erweist sich aber in letzterem als zeitlich 
recht konstant und ersichtlich nicht von der Conidienbildung 
abhangig. F u r  den praktischen Zweck der Enzymgewinnung 

*) Bei O p p e n h e i m e r - P i n e u s s e n ,  Die Methodik d. Fermente, 

*) Versuch von F. Lorenz .  
S. 486ff. (Leipzig 1929). 
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ist jedoch noch zu beriicksichtigen, daO die Mycelgewichte 
bis zur Deckenbildung sehr stark, dann langsamer zunehmen. 
(Sie standen z. B. fur gleich grol3e Petri-Schalen nach 2, 4, 6 
und 10 Tagen im Verhdtnis von etwa 1 : 7 : 8 : 9.) Wir haben 
uns daher zwar nach Moglichkeit an die Mullersche Vor- 
schrift hinsichtlich des Mycelstadiums gehalten, haben aber 
des ofteren auch starker conidienbedeckte Mycelien ver- 
wendet, ohne j e  einen nachteiligen EinfluO auf die Enzym- 
ausbeuten feststellen zu konnen. 

Tabe l l e  1. 

t 
cmm OJStunden . 

~~ 

[a) Alter . . 11 2 Tage I 4 Tage 1 6 Tage I 10 Tage 

,,Inseln" I weiEe Decke I bi1dWg braunschwarz 

94 1 47 I 97 36 

Einzelne Zuaammen- Mgfiige Starke Conidien- 
bf?lce2 { 11 1 hkgende I c. - -  1 bildung, Mycel- 

onidien- oberflllche tief b) Aussehen F1:zp diinne rein- 

mg TrdAkengewicht 3,3 
QO. 

I m  Versuch der Tab. 1 war mit einem schon etwas 
,,errnudeten" Aspergzllus-stamm und mit relativ schwacher 
Beimpfung gearbeitet worden. Bei gut aktiven Stammen 
und starker Sporenimpfung verkurzen sich die fur die ein- 
zelnen Stadien angegebenen Zeiten auf etwa die Hdfte. Im 
allgemeinen lagen die von uns angewandten Bebrutungs- 
dauern zwischen 2 und 4 Tagen. Die anschlieflende ,,Hunger- 
periode" haben wir auf 12-14 Stunden ausgedehnt. 

C. N a h r b  oden. Wir haben unseren Pilzen ursprung- 
lich, der Originalvorschrift entsprechend, technische Glucose 
als C-Quelle geboten. Da wir jedoch spater fanden, daO mit 
dem Rohrzucker des Handels bei gleicher gewichtsmaaiger 
Mycelausbeute deutlich (20-30 Proc.) hohere Mycelaktzvztiiten 
erreicht wurden, haben wir weiterhin ausschlieSlich dieses 
Nahrsubstrat verwendet '). 

l) Bernhauer  (S. 121 a. a. 0.) hat am intaktcn Aspergillus-mycel 
gleichfalls die uberlegene Eignung der Saccharose fiir die Erzielung 
hoher Enzym-aktiviaten beobachtet und theoretische Erwtigungen iiber 
ihre Ursachen angestellt. 
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II. Isoliernns ma minigung. 

A. I s o l i e r n n g  d u r c h  Anspres sen .  
Die Untersuchnngen wnrden mit einer Bestimmnng der 

beim nrsprunglichen Darstellungsverfahren von D. M u  I ler er- 
zielbaren Anreicherungsgrade und Enzymausbeuten begonnen. 
Soweit in diesem und den folgenden Abschnitten nichts 
anderes angegeben ist, wurde durchweg mit Asp .  niger, von 
dem mehrere Stamme zur Verfiigung standen, gearbeitet. 

Zunachst erfolgte, wie im vorausgehenden Abschnitt niiher be- 
schrieben, an einer zweckmiiSig zerkleinerten Mycelprobe die Be- 
stimmung der Auegangsaktivil6t Q:, . (Zum Zerkleinern diente spiiter 
eine L a  t a p  i e - Miihle ; die QL,, -Werte des Mycels lagen bei Aspergil~ue 
wie bei Penicillium im allgemeinen ewischen 5 und 15.) Daa Produkt 
Qos x mg Myceltrockengewicbt stellt die Zahl der insgesamt eingesetzten 
Enzym-Einheiten (E.E.O), also die Ausgang8-mzymmmge dar. Die 
gleichen Bestimmungen wurden mit dem nach B u  c h n e r  dargestellten 
Be,%aft und dem daraus durch Alkohol-Atherfallung in der iiblichen 
Weise gewonnenen Trockenpraparat ausgefiihrt. 

(Wenn im folgenden nichts besonderes vermerkt ist, beziehen sich 
die Q0, -Werte steta auf die Bedingungen des ,,Normalansatzes" (S. 125) 
ohne Abzug der ,,Leeratmung" des Enzymmaterials; nur wo letztere - 
ausnahmsweise - erheblichere Werte annahm, ist von diesem Ver- 
fahren abgegangen worden.) 
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Das Ergebnis eines derartigen an Asp .  niger aus- 
gefuhrten qnantitativen Versuchs enthalt Tab. 2. Die 
Quotienten Qo,/&"os und E.E./E.E.* stellen den anf das Aus- 
gangsmaterial bezogenen Anreicherungsgrad bzw. die Enzym- 
ausbeute dar. 

T a b e l l e  2. 

Mycel. . . . . . 
PreSsaft . . . . . 1 
"rockenpraparat . 

I I I 

76000') 1062000 - 1 93800 1 0,09 
35000 0,03 ~ ~ ~ ~ 2 )  I Sf., 1 
E.E. 

I) = 252 g in der Handpresse vom anhaftenden Wasser befreites 
Mycel. Die spateren Textangaben iiber Mycelgewichte beziehen sich 
s t e b  auf derartiges - noch 60-70 Roc.  bei l l O o  fliichtiges Weeser 
enthaltendes - Material. 

2) = 92 ccm Fliissigkeit. 
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W e  man aus den Zahlen ersieht, ist das Original- 
verfahren Miil ler s aufierordentlich verlustreich: kaum 1/1,, 

der Mycelaktivitat wird in Losung gebracht und auch 
hiervon erscheint nur ’/, in der Alkohol-xtherfdlung. 
Letztere ist knapp 2-ma1 aktiver als das Rlycel. 

In  der 1. blitteilung war bereits angegeben worden, 
daO sich durch 18-stiindige Dialyse wiedergeloster Trocken- 
praparate eine etwa doppelte Anreicherung erzielen JaOt. 
Um nicht die - offenbar verlustreiche - Alkohol-Ather- 
fallung ein zweites Ma1 wiederholen zu miissen, haben wir 
in einem Parallelversuch zu dem der Tab. 1 den PreDsaft 
direkt einer 40-stiindigen Dialyse - die halbe Zeit gegen 
stromendes Leitungswasser (10 O), die andere Hllfte gegen 
destilliertes Wasser im Eisschrank (3O) - unterworfen und 
anschliefiend wieder die Alkohol-Atherfallung vorgenommen. 
Das Resultat ist in Tab. 3 zur Anschauung gebracht. 

T a b e l l e  3. 
_ _ ~  IEG I Qo, FQi: I --EF 1 E.E./ E.E.O 

1 1062000 - 
78800 0,07 

6,O I 30200 0,03 I --__ 

Mpcel . . . . . . 76000 14 - 
PreSsaft, dialysiert 11 :3: 1 98; 1 6,8 
Trockenprliparat . 

Die Enzymausbeuten sind hier zwar ahnlich schlecht 
wie im vorausgehenden Versuch, doch ist das Endprodukt 
immerhin 6-ma1 reiner als das Ausgangsmaterial. Haupt- 
bestreben mufite es daher sein, zunachst einmal mehr Enzym 
in Losung zu bringen. Der erste - schon in der Arbeit 
von F r a n k e  und L o r e n z  angedeutete - Versuch dieser 
Art bestand darin, daO der PreDriickstand der ersten Be- 
handlung noch wiederholte Male nnter Wasser-, Quarz- und 
Kieselgur-Znsatz verrieben und ausgeprefit wurde. 

So ergaben z. B. 450 g Pilzmycel nach 5-maligem Zusatz von 
je 90 cem Wasser insgesamt rund 600 ccm Preflsaft, der nach 48-stiindiger 
Dialyse gegen flieBendes Leitungswasser in Portionen von 150 ccm mit 
Alkohol-Ather gefgllt wurde. Enzymanreicherung und -ausbeute, die 
bei diesem Versuch jedoch nur im Endprodukt bestimmt wurden, 
zeigt Tab. 4. 
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T a b e l l e  4. 
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Mycel. . . . , . 150000 1 080 000 - 
Trockenpraparat . j /  2750 1 

Der Fortschritt, den diese - als ,,verbessertes Prep- 
verfahren" bezeichnete - Methode gegeniiber der urspriing- 
lichen darstellt, ist unverkennbar: bei fast 15-facher Akti- 
vitatssteigerung erscheint iiber 'I, der Mycelaktivitat im 
Trockenpraparat. Trotzdem 1aHt das Verfahren in praktischr 
Beziehung noch sehr zu wiinschen iibrig: das wiederholte 
Verreiben des Mycelbreis mit Quarzssnd und Kieselgur ist 
miihsam und zum mindesten sehr zeitraubend, aucb wenn 
wir uns spater die korperliche Arbeit durch Verwendung 
einer Syenitwalzenmiihle erleichtert haben. 

B. I s o l i e r u n g  d u r c h  E x t r a k t i o n .  
Es wurde daher untersucht, ob nicht durch Eztraktion 

des in einfacherer Weise vorbehandelten ..4usgangsmaterials 
eine Ablosung des Ferments von der Pilzzelle zu erreichen 
war. Dabei war - nach bekannten Erfahrungen der Enzym- 
chemie - zu priifen, ob nicht die Anwendung von Puffer- 
ldsungen bestimmten p,- Werts Vorteile gegeniiber der Ex- 
traktion mit Wasser bote. 

a) pH-EinfZup. Diesen haben wir, um zunachst nur 
eine Versuchsbedingung zu andern, in einer nach dem ver- 
besserten Prepverfahren (Versuch der Tab. 4) angestellten 
orientierenden Versuchsreihe untersucht. 

Hierzu wurden gleiche Anteile trockengeprelten Aspergillus-myceb 

1 1T7 j 292000 I 0,27 

(20 g) mit ihrem Eigengewicht 
1. H,O 2. m/,,-N%HPO4 
3. ~/,,-N~LAHPO, + KHtPO, (1 : 2) 4. m/,,-KH,PO4 

in der dort angegebenen Weise verrieben und ausgeprelt. Das pH der 
Prelsafte war etwa 

1. 6 2. 7,5 3. 6,3 4. 4,5. 
In den 60 Stunden gegen Leitungswasser dialysierten und anschlieflend 
zentrifugierten Losungen wurde die Enzymaktivitiit und -ausbeute er- 
mittelt (Tab. 5). 

Annalen der Chemie. 64 1. Band 0 
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T a b e l l e  5. 

Der EinfluD des pH auf die Enzymaktivitiit in Losung 
ist nach Tab. 5 in der Nahe des Neutralpunkts ersichtlich 
gering , desgleichen allgemein der Unterschied zwischen 
reinem Wasser und Pufferlosungen. I n  starker saurer Losung 
wird indes die Aktivitat erheblich kleiner. QroDer und 
schon bald unterhalb des Neutralpunkts erkenntlich ist die 
nachteilige Wirkung sauren Reaktionsmilieus auf die Enxym- 
ausbeute. 

Es ist sehr unwahrscheinlich, daB die vergleichsweise geringe 
Aktivitiit und Ausbeute im Ansatz bei pH 4,5 auf eine Fermentachiidyung 
zuriickgeht. Denn in ,,Normalversuchen" bei pH 6,8, in denen Fer- 
ment, das 2'/, Stunden unter Zimmertemperatur bei pH-Werten zwischen 
7,5 und 3,O gehalten worden war, eingesetzt wurde, waren die 0,-Auf- 
nahmen innerhalb der Fehlergrenze dieselben. (Allenfalls war bei 
pa 8,6 unter diesen Bedingungen eine geringe Aktivitiitaminderung - 
12 Roc. - festzustellen.) Vie1 wahrscheinlicher ist, daB das Ferment- 
eiweib in sauren Losungen unlo8licher ist a h  in neutralen. 

Wir haben spater, um von wechselndem Sauregehalt 
und Puffervermogen des Pilzmycels unabhangig zu sein, der 
Extraktion mit Wasser fast stets diejenige rnit m/16-n'/J0- 

Na,HPO,-losung vorgezogen. 
b) Einflu,S der Mycelaufbereitung. Folgende Extraktionsversuche 

wurden an gleichen Mycelportionen nach 3-maligem Durchtreiben durch 
die Fleischmaschine ausgefiihrt: 

1. Direkte Extraktion, 
2. Extraktion in der Kugelmiihle, 
3. Extraktion nach dem Frieren mit fliissiger Luft, 
4. Extraktion nach dem Verreiben mit Quarzsand und Kieeelgur. 

Es wurden jeweils 65 g Mycel verwendet, die mit der 4-fachen 
Menge m/,,-N%HPO, 3 Stunden lang ausgezogcn wurden. Dann wurde 
abzentrifugiert, das pH der Losung bestimmt - es lag in allen Fiillea 
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zwischen 7,1 und 7,3 -, anschlicfiend 40 Stunden in der iiblichen 
Weise dialysiert und zuletzt Trockengewichta- und Aktivitatabestimmung 
vorgenommen. Das Ergebnis enthalt Tab. 6. 

Tabel le  6. 

II I Trocken- 1 I 
gewicht 
in mg 

2 305 968 196 190000 
175000 1 iii 1 !!; 1 1 180000 

3 
4 

Das Resultat war fiir uns ebenso iiberraschend wie erfreulich: 
die einfache Vorbehandlung des Mycels in der Fleischmaschine 
ersetzt sowohl das bisher geiibte miihsame und zeitraubende Verreiben 
mit Quarzsand und Kieselgur als auch die Anwendung der Kugelmiihle 
oder die Behandlung mit fliissiger Luft, letzteres zwei Verfahren, die 
sich neuerdings bei der Abtrennung von an sich schwerisolierbaren 
Desmolasen aus &loosen1) bzw. aus Hefez) gut bewiihrt haben. Die 
Enzymawrbeute ist jedenfalls in allen Fallen die gleiche, der Aktivitiile- 
nnterschicd zugunsten der komplizierteren Verfahren, wenn iiberhaupt 
reproduzierbar, so gering. daS er den erheblichen Mehraufwand an 
Arbeit in keiner Weise lohnt. 

Der prozentisehe Anteil an Mycelaktivitat, der bei diesen Extrak- 
tionen in Losung gegangen war, ist versehcntlich nicht bestimmt 
worden. Dies wurde bei anderer Gelegenheit nachgeholt in einem 
Versuch, der in Tab. 7 zur Anschauung gebracht ist und der zeigt, daS 
rund die Halfte der Ausgangsenzymmenge sich im Extrakt wiederfindet. 

Tabel le  7. 

I I 

Myeel (75 g) . . . - 216000 - 
Extrakt , dialysiert 

(350ccm) . . . i6:::I 7,4 115200 0,53 

Spater haben wir das Extraktionsverfahren noch weiter verbessert 
dadurch, daS wir den Mycelbrei zuerst mit der 3-fachen Waaser- bzw. 
Phosphatmenge und nach dem Zentrifugieren nochmals mit dem dop- 
pelten Fliissigkeitsvolumen unter jeweils mehrstiindi,qem Schiitteln aus- 
gezogen. (Setzt man - zur Vermeidung groberer Infektionen - etwas 

I) W . F r a n k e  u. H a s s e ,  H. 249, 231 (1937). 
2) F . L y n e n ,  A. 539, 1 (1939). 

9 *  
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Octylalkohol zu, so kann - unter deutlicher weiterer Erhohung der 
Enzymausbeute, wahrscheinlich durch Autolyse - auch iiber Nacht 
geschiittelt wcrden.) Die zweiten Extrakte ergeben im Durchschnitt 
nochmals die Hiilfte der in den ersten enthaltencn Enzymmenge, so 
daB wir in beiden Operationen zusammen Enzymausbeuten von 75 bis 
80 Proc., manchmal auch noch dariiber, erzielen konnten. 

Auf eine 3. Extraktion, die wahrscheinlich zu einer insgesamt 
fast quantitativen FermentablSsung gef iihrt htitte, haben wir im Inter- 
esse der Volumbeschriinkung verzichtet. 

Es sei noch angefugt, daB von der urspriinglichen Extraktaktivitiit 
ein kleiner Teil - meist zwischen 10 und 20 Roc. - bei der 2-3- 
ttigigen Dialyse gegen stomendes Leitungswasser verlorengeht. Wahr- 
scheinlich lieBe sich der Verlust durch Herabsetzung von Dialysen- 
dauer und -temperstur (z. B. im Schnelldialysator und Eisschrank) ver- 
ringern. 

C. A n r e i c h e r u n g  d u r c h  Eindampfen .  
Eine anf angliche Schwierigkeit unserer Extraktions- 

methode lag in der weiteren Verarbeitung des anfallenden 
groden Fliissigkeitsvolumens, das in den praparativen Nor- 
malchargen von etwa 500 g Mycel in der Nahe von 3 Litern 
lag. Die bisher geiibte Fallung mit dem 12-fachen Volumen 
Alkohol- Athergemisch (2 : 1) verbot sich schon wegen des 
jetzt enormen Verbrauchs an den organischen Losungs- 
mitteln und schien zudem nach friiheren Erfahrungen (Tab. 2 
und 3) gerade bei verdiinnten Enzymlosungen recht verlust- 
reich zu sein. Wir haben daher versuchsweise unsere 
dialysierten Extrakte i. V. bei 20-30° auf etwa ihres 
nrspriinglichen Volumens eingeeugt und erst dann die Al- 
kohol- Atherflllung vorgenommen. Wir  waren, da das Ein- 
dampfen pro Liter Extrakt ungefiihr 1 Stunde dauerte und 
dabei erhebliche schmutzigbraune Niederschlage auftraten, 
die wir vor der Endfdlung abzentrifugierten, auf grodere 
Enzymverluste gefaDt. Zu unserem Erstaunen hieIten sich 
diese innerhalb der bescheidenen Grenzen von 10-20 Proc., 
wie sie schon bei der vorausgehenden Dialyse aufgetreten 
waren; die Enzymaktivituit jedoch hatte bei der Behandlung 
nicht nur keine EinbuDe, sondern einen Anstieg auf etwa 
das 11/,-2-fache erfahren. 

Nachstehend wird das Ergebnis eines orientierenden Doppel- 
versuchs wiedergegeben, in dem je 100 ccm eines dialysierten 
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PreEsafts nach dem Eindampfen auf 10 ccm und Zentrifugieren 1. mit 
Alkohohol-Ather gef allt wurden, 2. im Vakuumexsiecator vollends zur 
Trockne eingedunstet wurdcn. (QLa und E.E.O beziehen sich hicr und 
im folgenden auf die jeweilige Ausgangsstufr.) 

T a b e l l e  8. 

(100ccrn) . . . . . 
Trockenpriiparat (1) . 
Extrakt, dialysiert 

1125 56 - 58 000 
483 103,5 1,85 50000 

E.E./E.E.O 

Eindampfriickstand (2) I 607 

- 
0,86 
0,93 1'6 54000 89 

Wie man sieht, ware es durehaus moglich, die Alkohol-Ather- 
fiillung durch einfaches Eindunsten zur Trockne zu ersetzen. Wi r  
haben das erstere Verfahren trotzdem beibehalten, weil 1. rasches 
Eindunstcn griificrer Volumina im Vakuumexsiccator auf Schwierig- 
kciten stiillt, 2. die Aktivitiit dcr Alkohol-Atherf Lllung deutlich 5iiUer 
ist als die des Eindainpfriickstands, 3. letzterer durch den bei dcr Ex- 
traktion in 1,iisung gcgangenen Sporenfarbstoff Asperuillin l) braun ge- 
farbt ist, wlhrend bci dcr Alkohol-Atherflllung weiSe bis weiBgrane 
Praparate erhalten werden. 

Wir haben, nachdem wir uns von der Unschadlichkeit 
nnd Zweckmkfligkeit der Eindampfoperation iiberzeugt hatten, 
diese weiterhin stets beibehalten und sind dabei teilweise 
auf noch wesentlich kleinere Volumina, z. B. des ur- 
spriinglichen, heruntergegangen. L)as Ergebnis war stets 
das gleiche: beim Eindampfen fallen I/, bis fast 2/i, des 
Trockengewichts in Form eines wenig aktiven, wesentlich 
aus hochmoleknlaren Vernnreinigungen bestehenden Nieder- 
schlags aus, wshrend sich aus dem Zentrifugat durch Alko- 
hol-Atherfallung ein weiteres Drittel oder daruber in weit- 
gehend angereichertem Zustande erhalten lie5. 

So standen in einem derartigen Versuch die Gezoichte von Ein- 
dampfniedersehlag und Alkohol-Atherpraparat im Verhaltnis 1 : 1, die 
Aktivitaten sowohl wie die Eiitymmenqen im Vcrhaltnis 1 : 6,7, d. h. nur 
13 ROC. dcr gefallten Gesamtaktivitat gingen in die ,,Vorfallung". 
Diese wurde - schon in Anbetraeht ihrer mangelhaften Loslichkeit - 
in unseren Versuchen nicht weiter heriicksiehtigt. 

l) A. Q u i l i c o  u. d i  C a p u a ,  R. A. L. 17, 93 (1933). 
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Wir sind bei zunehmender Erfahrung zu dem SchluD 
gekommen, daS die Temperatursteigerung der aktivitats- 
erhohende Faktor beim Eindampfvorgang ist. Wir haben 
daher die Innentemperatur bei der Destillation auf 30-35O 
erhoht, haben aber andrerseits Randiiberhitzungen durch zu 
hohen Stand der Badfliissigkeit von 55-60° peinlich zu 
vermeiden gesucht. Unter diesen Bedingungen haben wir 
ziemlich regelmlSig Aktivitatssteigerungen auf etwa das 
Dreifache erhalten, wie dies der folgende Versuch belegt, 
der zugleich zeigt, daS zu weitgehendes Eindampfen (z. B. 
auf 1/80) zu Aktivitatsverlusten fiihrt. 

T a b e l l e  9. 

Eingedampft auf 

Eingedampft auf 
62 ccm (= '/,,) . . 
12 ccm (= I/,,) . . 

' -  

Dialysiert (960 ccm) . / /  2070 1 194 1 - 1 401000 
I 

610 610 1 3,l 1373000 i 562 472 I 2,4 j 265000 

-. - 

Eingedampft Dialysiert (1720 auf ccm) . 
350 ccm (= . . 

350 ccm, 10 Min. er- 
hitzt auf 60° . . . 

E.E./E.E.O 
-__ ____ 
- 

0,93 

0.66 

IT 1900000 - 

1520000 0,80 

1 2010 732 3.5 1470000 0.78 

I n  einem anderen Versuch wnrde im Anschlul? an das 
normale Eindampfen noch kurze Zeit auf Temperaturen von 
60 bzw. 65O erhitzt und hierbei eine nochmalige, fast ver- 
lustfreie Aktivitatssteigerung um nngefahr 1/3 erzielt (Tab. 10). 

T a b e l l e  10. 

',Trocken- 1 1 1 1 
I( in mg 

Extrakt I /  gewicht Qo, Qo,/Qo, E.E. E.E./E.E.O 

350 ccm, 5 Min. erhitzt 
auf 650. . . . , . /I 1660 1 874 1 112 114500001 0176 

D. F a l l u n g  d u r c h  o r g a n i s c h e  L o s u n g s m i t t e l .  
a) Alkohol-Ather. Das einfachste und von uns lange Zeit fast 

ausschlieBlicb geiibte Vcrfahren zur Gewinnung fester Fermentprgparate 
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aus Losungen war die Fiillung der letzteren mit dem 12-fachen Volumen 
eines Alkohol-Athergemisches (2 : 1). Die Operation bringt, wenn sie 
auf konzentrierte Enzymlosungen angewandt und rasch - unter Be- 
nutzung der Zentrifuge - ausgefuhrt wird, nur geringe Enzymverluste 
(etwa 10-15 Proc.) rnit sich, die Aktivitiit der Trockcnpriiparate ist - 
mit einer Variation von f 10 Proc. - die gleiehe wie die des gelosten 
und dialysierten Enzyms. 

b) Aceton. Bisweilen haben wir an Stelle der Alkohol-Ather- 
misehung mit gleichem Erfolg Aceton verwendet, von dem bekannt ist, 
da6 es ein fur hoher empfindliche Enzyme [z:. B. Ascorbino-oxydase')] 
schonenderes Fiillungsmittel ist als Alkohol-Ather. Geringe Enzym- 
verluste traten auch hier auf, doch schien die Aktivitiit der Fiillungen 
ziemlich regelmii6ig gegenuber der der Losungen etwas erhoht. 

Wir haben uns gefragt, ob - zum wenigsten bei konz. Enzym- 
losungen - der gro6e Uberschu6 des organischen Solvens notwendig 
ist und ob sich nicht durch ,9eringere, eventuell fiaktioniert erfolgende 
Zusiitze desselben Enzymanreieherung bzw. Abtrennung von Ver- 
unreinigungen erzielen lieSe. 

Um nicht unseren geringen Vorrat an dem nach C. gereinigten 
Ferment, fur desscn weitere Anreicherung das Verfahren vorwiegend 
in Aussicht genommen war, aufs Spiel zu setzen, haben wir zuniichst 
einen orientierenden Versuch rnit einem roheren Enzym (Qo, = 80,6), 
wie es etwa in den Ansiitzen der Tab. 3 und 4 gewonnen worden war, 
und zwar absichtlich in ziemlich konz. Losung (I00 mg in 5 cem) an- 
gestellt. 

Tabelle  11. 

- Aceton -~ 
Wasser 

Trocken- 
gewicht 1 Qo, 1 Qo./Qo, 1 E*E I E.E./E.E.O 
in mg 

a) Stammlomng 
0 jl 100 I 80,6 I - I 8060 1 - 

b) Totalfallunqen 
14 82,9 1,03 1180 

5950 1 165 
2 11 :!,5 I 99,5 1 !:$ 1 7410 
5 I 878 6850 

0,5 

c) Fraktionierung 
0 - 0,5 

0,75 - 1 

0,14 
0,74 
0,92 
0,85 

0,08 
__ 

') 81. S r i n i v a s a n ,  Bioehemic. J. 30, 2077 (1936). 
7 Diese Werte sind indirekt (aus E.E./mg Trockengewieht) riick- 

berechnet worden. 
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_ _  -__ __ - . _ _ _ -  
0 1300 521,5 

in 2Occm) 
0-0,2 232 

0,2-0,4 448 1 
0,4-0,6 128 935 1120 633 

0,8-1,5 310 272 
0,6-0,8 3141 962,5\ 

Anreiche- 1 
rungsfraktion 

0,4-0,8 1 442 1010 

Franke  iind Def fner ,  

.. ____  - _... ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _  
- 680000 - 

0,45 21 300 
0,861 40800) 
2,15 1,21 143500 591000 

0,52 84 300 0,12 
1,851 3020001 

1,94 445500 O,6G 

Die Zugabe des dCelOn8 erfolgte uiater Eiskiihluiig bis zu dem in 
der Tab. 11 verzcichneten Volumverhiiltnis. Die Nicderschlgge wurden 
miiglichst rasch abzeutrifugiert und im Vakuumersiecator uber H,SO, 
getrocknet. 

Wic man aus der Tabelle erkennt, ist von den ,,Totalfallungen" (b) 
diejenige mit dem gleichen Voluineu Areton die fur die Reinigung vor- 
teilliafteste, d s  sic rund 3,'4 der eingcsetzten Enzymmenge in 1 L/,-2-fach 
angereichertcr Form erfasseu 1;dBt. Fiihrt man Bie fraktioniert (c) durch, 
so gelingt es, in einer Mittelfraktion mit uber 50-proc. Ausbeute sogar 
cine .I1/,-fache Anreicherung zu erzielen. 

Die gunstigen Erfahrungen des Vorversuchs an Rohenzym 
(Qo, etwa 80) lieBen uns das Verfahren der fraktionierterl. AcetonfaZlun,q 
auch auf die durch Dialyse uud Eiudanipfen nach C. gewonueuen 
reineren Praparate (Qo, etwa 500) anwenden. Ilas Ergebnis war im 
Prinzip das gleiche : I n  einer Mittelfraktion, in welcher der Acetongehalt 
der Liisung vom 0,4- aufs 0,8-fache gesteigert wird, fiillt die Hiilfte 
bis des Fermcuts init einem Anreiclieruugsquotienteu von 2 bis fast 4 
aus (Tabb. 12 u. 13). 

Wir  haben den Anreicherungsgrad in dieser Stufe noch nicht 
ganz sicher in dzr Hand. Es sclieint, daB die Acetonfraktionierung urn 
so effektiver ist, j e  weiter vorher eingedampft worden war, waa aber 
nach S. 134 wiederum wegen der Verluste uicht unbegreuzt durchfuhrbar 
ist. Vgl. hierzu deu F~illungsversucl: der Tab. 13, dcr unmittelbar irn 
Ansclilull an das ini Versucli der Tab. 9 durchgefulirte starke Einengen 
(auf angestellt wurde. IIiiigegen kain iin Versuch 1 2 9  eine in 
normaler Weise vorbehaudelte Enzymlosung (eingedampft auf 'I,,) zur 
A4nwendung. 

Tabelle  12. 
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T a b e l l e  13. 
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c )  Dioxnn. Fraklioiiierle fimanfallung, die bei der Katalase un- 
liingst zu krystallisierten Priiparaten gefiihrt hat  I), hat  sich in unserem 
Fall, aoweit ein orientierender Versuch ein Urteil crlaubt, als ungeeignet 
erwieaen. Wi r  arbeiteten unter ganz ahnlichen Bedingungen wie im 
Versuch 11 c, mit den Dioxan/Wasser-Verhiiltnissen 0,6, 1,0 und 1,5. Bei 
einem Enzymcinsatz von 11700 E.E. (&,,,= 78) waren die Q,,,-Werte 
der 3 Fraktionen 6,7, 61.2 und 10,0, die EX.-Wcrtc 90, 1040 und 280. 
Nur 12 Proc. der eingesetzten Enzymmenge wurden in den Fiillungen 
wiedergewonnen, in keinem Falle erreichte deren Aktivitiit auch nur 
die des Ausgangsmaterials. Moglicherweisc hiingt der Aktivitiitsverlust 
mit dem langsamen Abdunsten des ziemlicli schwerfluchtigen Lijsungs- 
mittels zusammen. 

E. A d s o r p t i o n  und  E lu t ion .  
Ahnliche Anreicherungseffekte wie durch die fraktionierte 

Acetonfiillung haben wir bei Priiparaten der Reinheitsstufe C 
(Q0,  >= 500) auch mit Hilfe des Adsorplionsverfahre).ls nach 
W i l l  s t ii t t e r  z, erreicht. M’ir haben allerdings nur 2 Ver- 
suche ilieser Art,  und zwar mit Kaol in  und Tonerde C, aus- 
gefiihrt. Letztere erwies sich als das weitaus geeignetere 
Adsorbens fur das Enzyni, (loch scheint sich Kaolin fur eine 
Vor-adsorption von Begleitstoffen zu eignen. Tab. 14 ver- 
zeichnet Bedingungen und Ergebnis des Tonerde-Versuchs. 

Ueim Vergleich mit Tab. 13 zcigt sich cine auffallende Uber- 
einstimmung: in beiden Fallen gelingt es mit einer Ausbeute von 
40-50 Proc. ein 3-31/,-mal reineres Ferment zu erhalten. Da jedoch 
die Acetonfraktionierung - vor allem wegen des Fortfalls der Dialyse - 
rascher zum Ziel fiihrt und zudem ein feeetes Dauerpriiparat liefert, haben 
wir uns weiterhin ausschliefilich ihrer bedient; es  ist jedoch durchaus 

I) J. B. S u m n e r  u. D o u n c e ,  J. biol. Chem. 121, 417 (1937); 127, 

*) Zur Methodik vgl. H. K r a u t  bei O p p e n h e i m e r - P i n c u s s e n ,  
439 (1939). 

D. Methodik d. Fcrmente, S. 445 (Leipzig 1929). 
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miiglich, daB in spatercn Reinigungsphascn, wo u. U. die Acetonfallung 
versagt (vgl. S. 140), das Adsorptionsverfahrcn die geeignetcre Me- 
thodc ist. 

T a b e l l e  14. 

100 mg Enzym gelost in 40 ccm "/,,-Acetatpuffer (pH 4,7): 
Awgangs- I 

2,5 ccm 3-proc. Tonerde-suspension zugesetzt 
und 15 Minuten stehen gelassen: 

I -  

Adaorbat. . . 
Adsorbat mit 10 ccm "II5-N%HPO, 20 Minuten eluiert (1); 

Adsorbat nochmals mit 10 ccm "/lJ-N%HPO, 40 Minuten eluiert (2): 
1 -  - - E'luatl . . . 

Eluat2 . . . 11 - 1 - I - 1 I 1 2i i i  26800 0,51 (0,62)l) 

Vereinigte Eluate 40 Stunden bei l oo  dialysiert: 

Bei Verwendung von KaoZin (nach W i l l s t i i t t e r  und S c h n e i d e r )  
lieB sich zwar unter den obigen pa-Bedingungen die Adsorption ohne 
Schwierigkeit durchfuhren (obwohl dabei groBere Mengen des Adsorbens 
notwendig waren), doch trat bei der Elution - trotz mchrfaeher Wieder- 
holung - nur Btwa 'is der adsorbierten Fermentmenge wiedcr in 
Losung auf. 

Hingegen licferte eine Vor-adsorption bei neutraler Reaktion (pR 7,3) 
cine um rund 25 Proc. angereicherte Restlosung. 

F. F a l l u n g  m i t  A m m o n s u l f a t .  
Die Ammonsnlfatf&llung ist neuerdings insbesondere von 

W a r b u r g  und seiner Schule zur Reinigung von Ferment- 
proteinen 2, [auch bei ,,gelben F e r m e n t e ~ ~ " ~ ) ]  in systematischer 
Weise herangezogen worden. Auch wir haben ihre Wirk- 
- 

I )  Die cingcklammerten Ausbeute-zahlen beziehen sich auf die 
adsmbierte Enzymmcnge als Einheit; wir haben die Adsorption - dem 
iiblichen Verfahren folgend - absichtlich nicht bis zur Vollstlndigkeit 
durchgefiihrt. 

9 Lit. bei 0. W a r b u r g ,  Erg. Enzymforsch. 7, 210 (1938). 
9 Vgl. Literaturangaben S. 119 sowie zu Tab. 18, S. 149. 
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samkeit sowohl an Rohpraparaten (Qo, - 100) als auch an 
reineren (Qo. > 1000) erprobt und haben dabei, schon ohne 
Fraktionierung, in beiden Fiillen Aktivitatssteigerungen auf 
das 2--2l/,-fache beobachtet, in befriedigender Ausbeute 
allerdings erst bei hohen Sattigungsgraden (> 0,8-fach). 
Wir haben die Methode bei den RohprBparaten nicht 
weiter ausgebaut, da uns seinerzeit noch wirksamere und 
rascher ausfiibrbare Verfahren zur Verfiigung standen, sind 
aber im AnschluD an letztere gegen Ende dieser Unter- 
suchnng darauf zuriickgekommen und halten sie - neben 
der Adsorption - fur die aussichtsreichste Operation der 
weiteren Fermentreinigung. 

a) Die Verhaltnisse bei der Fallung eines Rohenzyms (Qo, = 98) 
gibt Tab. 15 wieder. Es wurden stets 100 mg Enzym (= 9800 E.E.) in 
4 cem Wasser gelfist nnd unter Eiskiihlung Ammonsulfatlosung be- 
stimmten Sattigungsgrads (evtl. festes Ammonsulfat) bis zum Gesamt- 
volumen von 20 ccm zugegeben. Nach raschem Zentrifugieren wurde 
die wieder in Wasser geloste Fallung 2 Tage, das Zentrifugat 3 Tage, 
gegen flie6endes Leitungswasser dialysiert. 

T a b e l l e  15. 

SIttigungsgrad / /  Trockcn- 
gewicht 

d. Gesamtlosung in mg 

100 
Triibung 

70 8.fi)78,6 

;::$) 78,9 

- .~ 

- 

- 
~ 

QO. 
__ _ _  

98 
- 
- 

80 
115 
175 
96 

186 
55 

Die Versuche sind, vor allem wegen der klcinen eingesetzten 
Enzymmengen, sieherlich nicht sehr genau; im bcsonderen glauben wir 
nicht, da6 dem Enzymverlnst im letzten Ansatz cinc rcale Bcdeutung 
zukommt. 

b) Fur den Versuch mit reinerem Enzym diente das Produkt einer 
fraktionierten Acetonflllung mit einem Qo, von 1215. 238 mg wurden 
in 10 ccm Wasser gelost und bei O o  mit festem Ammonsulfat bis zum 
Sattigungsgrad 0,9 versetzt. Die Fallung wird in wenig Wasser auf- 
genommen und im Eisschrank 36 Stunden gegen destilliertes Rasse r  
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dialysiert. Das Ergebnis dieses Versuchs, bei dem cines unserer bishcr 
reinsten I'riiparate erhaltcn wurde, zeigt Tab. 16. 

T a b e l l e  16. 

Wie ersichtlich, gelingt bei vorgereinigtem Ferment durch ein- 
fache Ammonsulfatf allung eine fast verlustfreie Anreicherung auf iiber 
das Doppeltc. Wahrscheinlich IicBe sich der Effckt durch Einschaltring 
ciner Vorfallung noch erhohen. 

Eine uncrwartete Erscheinung trat auf, als wir aus der dialpierten 
Losung des obigen Ammonsulfatniederschlags durch fraktionicrte Aceton- 
fallung (nach D, b) ein Trockenpriiparat hcrzustellcn versuchten. der 
Enzymmcnge gingcn dabei verlorcn und das erhaltenc Produkt zeigte 
nur mehr eincn Qo,-Wert von - 1000. Wir nehmen an, daB in diesem 
Reinheitsstadium durch die Acetonbehandlung cine teilweisc Spaltung 
dcs Ferments in Protein und prosthetischc Gruppe bewirkt wird. Diese 
Erkliirung stiinde im Eiiiklang mit Beobachtungen am ,,alten" Flavin- 
ferment von W a r b u r g  und Chr is t ian ' ) .  

Womoglich ist es von hicr ab zweckmiiSig bzw. notwendig, die 
Reinigung dcr bcidcn Teilstiickc nach absiclitlichcr Spaltung g e t r e i d  
fortzufiihrcn, iihnlich wic dies W a r b u r g  und X e g c l e i n  (a. a. O., S. 119) 
bei dcr Aminosiiure-oxydasc getan habcn. 

III. Einige Eigenschaften des gereinigten Enzsms. 
Systematisdie Untersnchnngen iiber das enzymchemische 

Verhalten der Glucose-oxydase im heutigen Reinheitszustand 
haben wir nicht angestellt, da derartige Untersuchungen 
zweckmafiigerweise erst  nach erfolgter Reindarskllung des 
Ferments vorgenommen werden. Wir  teilen heute nur das 
Ergebnis einiger Versuche mit, die z. T. noch in die 1. Mit- 
teilung gehort hatten, z. T. auf Unterschiede in den Eigen- 
schaften von rohem und gereinigtem Enzym hinweisen. 

A. 0 , -Aufnahme und  H,O,-Bildung. 
Wie schon friiher (S. 120) erwahnt, sind die Bedingungen 

unserer Testversuche nicht optimal. Verwenden wir statt  

') H. T h e o r e l l ,  a. a. O., S. 121. 
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des ,,Normalansatzes" (S. 125) den ,,Optimalansatz", so steigen 
die Qo,-Werte aufs 2l/,-3-fache und erreichen fur unsere 
besten Praparate (z. B. des Versuchs 15) rund 8000. Die 
,,Eigenatmung" solcher Praparate ist minimal und liegt bei 
1 Proc. der Glucoseatmung und darunter. 

Der ,,Optimalansatz", der stets bei 30" und unter reinem 0, Iluft, 
hat folgende Zusammensetzung : 

1 ccm Enzymlosung 
2 ccm m/s-Phosphatpuffer ( p ~  6,O) 
2 ccm 2 m-Glucose. 

F r a n  k e  u. L o r e  n z konnten seinerzeit bei Verwendung 
ihrer Rohenzym-praparate (Q4 20-40) das bei der aeroben 
Fnnktion der Glucose-oxydase auftretende Hydroperoxyd 
nnr  nach Vergiftung der gleichzeitig vorhandenen Katalase 
(z. B. mit H,S, NaN,, NH,OH u. dergl.) nachweisen. Bei 
nnseren gereinzgten Priiparaten gelingt dieser Nachweis 
miihelos - besonders nnter den Bedingungen des ,,Optimal- 
ansatzes" - schon ohne Vergiftung, allerdings auch hier 
noch bei weitem nicht quantitativ. 

Es wurden zwei Versuche nebeneinander ausgefuhrt, 1. mit 1'5 mg 
Enzym vom (Normal-) Qot-Wert 830, 2. mit 0,5 mg vom Qo,-Wert 2500. 
Nach 60 Minuten waren in beiden Fallen rund 3800 cmm 0, auf- 
genommen. 

in 1. 4, l  Proc., in 2. 7,l  Proc. der theoretisch maximalen Ausbeute. 

B. A c cep to r - spez i f i  t at. 
Bei Rohenzym war es nicht gegluckt, den Sauerstoff 

durch andere Acceptoren als Chinon und Indophenole zu 
ersetzen. Bei g6reinigtem Enzym ist die Answahl der Aecep- 
toren erheblich gro5er , sie umfa5t auDer verschiedenen 
Redoxindicatoren u. a. auch Cytochrom c. 

folgendem Ansatz: 

Hiervon wurden jodometrisch als H,O, erfat3t 

a) Chiiioide Farbstoffe. Thunberg-Versuche liefen bei 30° mit 

0,5 ccm Enzymlosung (= 5 mg, Qo, = 830) 
0,5 ccm m/J-Phosphatpuffer (ps 6,8) 
1 ccm m/loo,-Farbstoff losung 
1 ccm HpO bzw. m/,-Glucose. 

In der folgenden Tabelle Bind die Entfiirbungszeiten der Sub- 
hatansl tze  nebst den ,,Normalpotentialen" der einzelnen Farbstoffe 
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bei pH 7 zusammengestellt. Die Kontrollen ohne Substratzusatz waren 
such nach 24 Stunden noch nicht entfarbt. 

Toluylenblau. . , 
Thionin . . . . . 
Methylenblau. . . 
Pyocyanin . . . . 
Safranin T . . . . 

T a b e l l e  17. 

0,115 
0,062 
0,011 

-0,034 
- 0,289 

Farbstoff 1 E', 

I 

1 EnMrbungszeit 
i (in Minuten) 

I 75 
31 

1 >1400 

Die Entfarbungszeiten folgen im groaen ganzen den 
Redoxpotentialen. (Die trotz tieferen Potentials iiberlegene 
Reduktionsgeschwindigkeit des Pyocyanins gegeniiber dem 
Methylenblau kehrt in verschiedenen anderen enzymatischen 
Systemen wieder I) und hangt hochstwahrscheinlich mit der 
einstufigen Hydrierung [SemichinonbiZdung2)] dieses Farb- 
stoffes zusammen. 

Die Frage, warum bei hoherer Fermentkonzentration - 
sie ist im vorliegenden Fall etwa 30mal groJ3er als in den 
alten Versuchen von F r a n k e  u. L o r e n z  - AcceptoretFekte 
auftreten, die bei schwacheren Enzymlosungen nicht zu be- 
obachten waren, findet eine befriedigende Beantwortung in 
dem Hinweis auf bekannte Eigenheiten der T h u n b e r g -  
Nethodik: in den friiher negativ verlaufenen Versuchen 
waren die Zeiten, die zur Entfarbung notwendig gewesen 
waren, so groS, daS in ihnen - vermutlich unter der Wirkung 
des Farbstoffs - Ferment-inaktivierung eingetreten war. 

Die erweiterte Acceptor-spezifitat kehrt iibrigens bei der 
tierischen Glucose-oxydase wieder , die im Pharynxdriisen- 
sekret der Biene in beachtlich hoher Aktivitat - Qo, iiber 
200 - vorkommt. (S. 124.) 

b) Cylochroai c. Eine 5 ccm-Kuvette von 1 cm Durchmesser wurde 
vollstandig m;t einem Ansatx folgender Zusammensetzung: 

*) Lit. hierzu bei O p p e n h e i m e r ,  D. Fermente und ihre Wir- 
kungen, Suppl. S. 1145. (Den Haag 1938). 

9 Vgl. z. B. L. M i c h a e 1 i s , Oxydations-Reduktionspotentiale 
(Berlin 1933); Chem. Rev. 16, 243 (1935). 
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1 ccm Enzymlosung (= 5 mg, Qos= 830) 
1 ccm m;s-Phosphatpuffer (pH 6,8) 
2,5 ccm Cytochrom c-losung (oxydicrt, 0,14-proc. I) 
0,5 ccrn 2 m-Glucose 

gefiillt und durch cine Dcckplattc luftdicht verschlossen. Analog an- 
gcsetzte Kontrollen ohne Enzym bzw. ohne Glucosc liefen nebenher. 
Vcrsuchstemperatur 25 O. Nach verschicden langen Zeiten wurde im 
Strahlengang eincr Z c i s s - Punktlichtlampe auf das Auftreten der Linien 
des reduzicrtcn Cytochroms (550 und 520 m,u) gepriift, wobci cin S t e i n -  
heil-Spcktrograph zur Anwendung kam. Tcstlesungen bestimmten 
Gehalts an (mit Na$i,O,) reduziertem Cytochrom dientcn zum Vergleich. 
Daa Ergebnis des Hauptversuchs war, daS 

nach 3'1, Stunden 20 Roc.  Reduktion, 
I t  5% I ,  30 I *  7, 

,, 7 1 1 ~  ,, 40 ,t 

erfolgt war; in den beiden Kontrollen zeigten sich auch nach 24 Stunden 
noch keine Anzeichen beginnender Reduktion. 

Das Acceptorvermogen des Cytochroms c im System 
der Qlucose-oxydase steht demnach einwandfrei fest, ist 
aber quantitativ nur sehr schwach entwickelt. Die Er- 
scheinung als solche ist enzymtypisch interessant, doch 
physiologisch wegen der enormen kinetischen Uberlegenheit 
der direkten 0,-Reaktion sicher bedeutungslos; dies um so 
mehr, als auch die Bedeutung des Cytochromsystems selbst 
fur die Schimmelpilzatmung keineswegs generell erwiesen isL2) 

Zusammenfassend lafit sich sagen, daf3 der definitorische 
Wert der ,,betonten oder ausschliefilichen Acceptor-spezifi- 
ta t  zum molekularen Sauerstoff" (Oppenhe imer  1937) fur 
die Qruppe der Oxhydrasen oder Aero-dehydrasen eine zu- 
nehmende Einschrankung erfahrt. Wesentlich ist nur die 
Fahigkeit zur direkten Reaktion mit 0, (im Gegensatz zu 
den Anaero-dehydrasen); was die Oxhydrasen daruber hin- 
aus noch in bezug auf Acceptorverwertung vermogen, ist - 
zum mindesten definitionsmallig - belanglos. 

I) Die Cytochromlosung war nach D. K e i l i n  u. H a r t r e e  (Proc. 
Roy. Soc. [B] 1'22, 298 (1937) dargestellt; die Konzentrationsbestimmung 
erfolgtc stufenphotometrisch nach A. F u j i  t a  und Mitarbeitern, Bio. Z. 
301, 377 (1939). 

9 Vgl. bierzu H. T a m i y a  u. H i d a ,  Acta phytochim. 4, 215, 343 
(1929). - Wc F r e i ,  Ricdmi i l lc r  u. A l m a s y ,  Bio. Z. 274, 253 (1934). 
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Wohl reagiert in den vorerwahnten Beispielen die Glucose-oxy- 
dase mit den E'arbstoffen um 2-3 GroBenordnungcn langsamer als mit 
0,; andrerseits erweist sich Chinon schon beim r o k n  Enzym von 
F r s n k e  u. L o r e n z  als ein dem 0, kinetisch ebenbiirtiger, wenn nicht 
iiberlcgener Acceptor. 

Die Glucose-oxydase steht in der Acceptor-spezifitat 
zwischen dem acceptor-unspezifischen S c h a r  dinger-Enzym 
und den ziemlich streng bis absolut acceptor-spezifischen 
Oxhydrasen vom Typus der Aminosaure-oxydase oder Oxal- 
oxydase. Wie durch die neueren Erkenntnisse der W a r -  
burg-Schule, daD sowohl Schard inger -Enzym als auch 
Aminosaure-oxy dase Flavinfermente sind, konstitutionschemisch 
die Schranke zwischen den beiden Grenztypen gefallen ist, 
so erfolgt nunmehr auch durch die Ergebnisse an der 
Glucose-oxydase eine Gberbruckung der Gegensatze. 

Vielleicht ist es zweckmaBig, die Bezeichnung Aero-dehydraeen 
fiir die Gesamtgruppe zu wiihlen und die Benennung &hydraaen den 
betont acceptor-spezifischen Gliedern vorzubehalten. 

C. Dona to r - spez i f i t a t .  
ifber das Verhalten der Glucose-oxydase gegeniiber versehiedenen 

&kern lagen bisher nur einige iiltere Angaben D. M iill e r  s (S. 117 u. 122 
a. a. 0.) vor, dcr die 0,-Aufnahme yon ungepufferten 0,45-0,5 rn-Zucker- 
losungen, die sich - auf Filtrierpapier aufgesaugt - in einem Respiro- 
meter befanden, nach 24 Stunden bestimmte. Eindeutig nieht oxydiert 
wurden Dioxyaceton, I-Arabinose und d-Xylose sowie d-Fructose; an- 
gegriffen wurden die d- Formen von Glucose, bfannose und Galactose, 
die unter den genannten Bedingungen bei 25O 12,4, 4,5 und 4,7 ccm 0, 
verbrauchten; zieht man die erhebliche - nahczu das Aquivalent CO, 
liefernde - Eigenatmung der PrLparate (1,9 ccm) ab, so resultiert - 
allerdings mit gcringer Genauigkeit - fur die Oxydation der 3 Hexosen 
d w  Geschwindigkeitsverhiiltnis 1 :0$5: 0,27. 

Wir haben mit einem weitgehend gereinigten, nahezn 
leeratmnngsfreien Enzympraparat (Qo, = 2000) das Verhalten 
verschiedener Hexosen in ,,h'ormalansatzen" (S. 125) unter 
einwandfreien Bedingungen gepriift. Das Ergebnis dieses 
Versuchs ist in Fig. 1 zur Anschauung gebracht. 

Wie man sieht, tritt  in unseren kurzdauernden Schuttel- 
versuchen, wo der Substratverbrauch die Reaktionsgeschwin- 
digkeit praktisch noch nicht beeinfluat, die Uberlegenheit 
der Glucose noch starker hervor als in den,Versuchen 
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Mullers. Die 2 Stundenwerte der 0,-Aufnahmen von Glucose, 
Mannose und Galactose stehen im Verhutnis 1 :0,07:0,14. 
Von Interesse ist der raschere Umsatz der Galactose, ver- 
glichen rnit Mannose, der irn Gegensatz zu anderen bioche- 
mischen Erfahrungen, z. B. bei der alkoholischen Garung, 
steht. Das bekannte, iiber die gemeinsame EnoIform erreichte 

-""" I 

BUU 

#/bu/en - 
Fig. 1. 

0,-Aufnahme verschiedener Hexosen in Gegenwart 
gereinigter Glucose-oxydase (0,5 mg, Q0, = 2000). 

Zymohexosen-gleichgewicht spielt aber in unseren Versnchen 
sicherlich keine Roue, wie man schon an der Unangreifbar- 
keit der Fructose erkennt. 

Mit einer innerhalb der Fehlergrenzen mit Galactose uberein- 
stimmenden Geschwindigkeit wird auch d f U h ? e  von unserem gereinigten 
Ferment angegriffen. Das Umsatzverhiiltnis Maltose: Glucose ist also 
fiir unser Praparat mit Qo, = 2000 ebenfalls 0,14, wiihrend sich in 
einem anderen Versuch mit einem Enzym von Qo, = 960 ein Geschwin- 
digkeitsquotient von 020 und in einem dritten Ansatz rnit einem Roh- 
priiparat (Qo, = 83) ein Verhliltnis von 0,41 ergeben hatte. Am ein- 
fachsten erkllrt sich die mit der Enzymreinigung einhergehende Ge- 
schwindigkeitsabnahme der Maltoseoxydation durch die allmlihliche 
Entfernung der Multme (a-Glucosidase), deren Vorkommen in Roh- 
prlparaten schon D. Mii l ler  nachgewiesen hatte. Die Existenz einer 
von der Glucose-oxydsse verschiedenen Maltose direkt angreifenden 
,,Maltose-oxydase", wie sie von M u l l e r  im wesentlichen auf Grund eines 

Annalen der Chemle. 641. Band. 10 
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kinetischen Vergleichs von Maltose-spaltung und -0xydation postuliert 
wird, halten wir fiir unwahrscheinlich, vor allem schon deswegen, weil 
M u l l e r  fiir ihre Wirkung doch wieder den Verbrauch von zwk Atornen 
Sauerstoff - also den gleichen wie im Fall der primuvm HydTOly8C - 
annehmen muE. Doch wird erst die geplante kinetische und prriparative 
Untersuchung der Verhgltnisse eine endgiiltige Entscheidung treffen 
laseen. 

IV. Z u r  F r a g e  n a c h  d e r  a k t i v e n  G r u p p e  
d e r  G lu  c o s e - ox y d a s  e. 

Schon einleitungsweise (S. 120) waren drei verschiedene 
Moglichkeiten in bezug anf die chemische Natur der in der 
Glucose-oxydase enthaltenen Wirkgruppe angefuhrt worden. 
F u r  die Moglichkeit 3 - festgebundenes Pyridin-nucleotid 
(Codehydrase) - hat sich, auDer dem dort bereits erwahnten 
Analogieargument, kein weiterer Anhaltspunkt im Verlaufe 
dieser Untersuchung ergeben. Auch fur die Moglichkeit 1 - 
aktives Schwermetall-atom wie Cu oder Mn - haben sich 
keine Hinweise von groaerem Gewicht auffinden lassen. 

In ModeIIansgtzen [m/m/,-Glucose gelost in 2 m-(NH,),HPO, vom 
p a  8,2] lieEen sich zwar durch Cu- und Mu-Zusritze von der GroEen- 
ordnung einee Milligramms einwandfreie katalytische Effekte erzielen 
(Q0, fur Cu - 100, fiir Mn - lo), doch hatten andererseits Metallzusiitze 
zu einem Glucose-oxydaeeprgparat von Qo, = 160 keinen aktivierenden 
Effekt; nur bei einem reineren Prliparat (Qo, = 2200) haben wir einmal 
bei Mn-Zugabe eine Aktivitltserhohung urn 20 Roc.  beobachtet. 

Gesteigertes Augenmerk haben wir der am leichtesten 
kontrollierbaren Moglichkeit 2 - Wirkgruppe von Farbstoff- 
charakter - geschenkt , im besonderen MaDe natiirIich, 
nachdem W a r b u r g  und Christian1V2) im Jahre 1938 fur  
die unserem Ferment in ihren Eigenschaften nahestehende 
Aminosaure-oxydase eine flavinhaltige prosthetische Gruppe 
nachgewiesen hatten. 

Die Rohextrakte aus Aep. niger zeigen im allgemeinen eine 
schmutzigbraune Farbe, besonders wenn von conidienhaltigem Mycel 
ausgegangen und mit schwach alkalischer Phosphatlosung extrahiert 

9 Naturwiss. 26, 201, 235 (1938); Bio. Z. 295, 261; 296, 294; 297, 

7 0. W a r b u r g  u. C h r i s t i a n ,  Bio. Z. 298, 150 (1938); E. H a a s ,  
417 (1938). 

Bio. Z. 298, 378 (1938). 
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worden war (S. 130 u. 133). Bei der Dialyse und beim Eindampfen fiillt 
ein GroSteil der fiirbenden Verunreinigungen aus, und bei der Alkohol- 
Atherfiillung werden im allgemeinen grauweiSe Produkte erhalten. Bei 
weiterer Reinigung durch fraktionierte Aceton- und Ammonsulfatlosung 
tritt in zunehmendem MaSe eine warm gelbbraune Farbung der "rocken- 
prtiparate auf , die auch in konzentrierteren Enzymlosungen deutlich 
erkennbar ist. 

Wir haben, unserer Vermutung folgend, daO auch die 
Glucose-oxydase ein Flawinferment sei, eine Reihe unserer 
gereinigten Praparate der Luminoflawin-reaktion unterworfen. 

Hierzu wurden - in Anlehnung an die neuesten Vorschriften der 
Warburg-Schule l) - j e  50 mg Enzym in 5 ccm n-NaOH gelost und 
1 Stunde lang in einem wassergekuhlten Reagenzglaa mit einer Osram- 
Nitralampe bestrahlt. Dann wurde mit 2 n-HCl angesiiuert und 2 ma1 
mit je 10 ccm Chloroform extrahiert. Die Extrakte wurden auf 10 cem 
eingeengt und unter dcr Quecksilberlampe auf Vorhandenaein und 
gegebenenfalls Intensitiit einer gelbgriinen Fluorescenz gepriift. Zum 
Vergleich dienten Testlosungen bestimmten Luminoflavin-gehalts, die 
aus einer bestrahlten 5 mg-proc. Lsctoflavinlosung 7 durch Extraktion 
und entsprechendes Verdunnen mit Chloroform hergestellt waren. 

Das Ergebnis dieser Versuchsreihe, das wir fur das 
wichtigste der Untersuchung halten, ist in Fig. 2 zur An- 
schauung gebracht. Wie man sieht, besteht eine - in 
Anbetracht der ziemlich rohen Flavinbestimmungsmethode - 
ausgezeichnete Proportionalitat zwischen Flavin-gehalt und 
Atmungsgr@e Qo, der verwendeten Fermentpraparate. Wir 
halten es dadurch fur auOerst wahrscheinlich gemacht, da8 
dieser Flavin-gehalt der Praparate kein zufalliger ist, sondern 
der prosthetischen Gruppe der Glucose-oxydase angehort, 
diese also gleichfalls ein ,,gelbes Ferment" im Sinne War- 
b u r g s  ist. 

Nachdem in siimtliche heute bekannten ,,gelben Fermente" (vgl. 
Tab. 18, der noch die Furnurut-hydrase F. G. F i s c h e r s s )  anzufiigen 
wiire) - ausgenommen das ,,alte" Flavinferment - ein Alloxazin- 
adenin-dinucleotid eingeht, ist die Annahme sehr naheliegend, daS dies 
auch bei der Glucose-oxydase der Fall ist. Es mag immerhin - im 

I) Vgl. Anmerkung 2, S. 146. 
*) Herrn Prof. H. v. E u l e r ,  Stockholm, sind wir fiir die liebens. 

wurdige flberlaassung einer Probe reinen Lactoflavins zu Dank ver- 
pflichtet. 

s, Naturwiss. 27, 197 (1939). 
10* 
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Hinblick auf die nahe Verwandtschaft von Glucose-dehydraee und - o q -  
dme (S. 121) - darauf hingewiesen werden, daE man sich dieses 
Dinucleotid aus der Cozymase durch das Eintreten des Alloxazinrestes 
an Stelle des Nicotinshreamids entstanden denken kann. 

Uber den heute erreichten Reinheitsgrad der Glucose- 
oxydase lassen sich einstweilen auf Grund von Analogie- 
schliissen nur Vermutungen auSern. Sicher ist, daB auch 
unsere aktivsten Praparate noch nicht annahernd rein sind. 

/ 

/ 

US 
Fig. 2. 

Flavin-gehalt von Enzymprgparaten verechiedenen Qo, -We&. 

Um einen Uberblick iiber die quantitativen Verhaltnisae 
zu vermitteln, geben wir nachstehend fur verschiedene im 
reinen oder annahernd reinen Zustand erhaltene ,,gelbe 
Fermente" eine Zusammenstellung der prozentischen Flavin- 
gehalte, der hieraus unter der Annahme, daB im Ferment- 
molekiil ein Molekiil Flavin enthalten ist, berechneten Mole- 
kulargewichte sowie der - im allgemeinen unter optimalen 
oder diesen nahekommenden Bedingungen bestimmten - 
,,spezifischen Aktivitaten" Qo, . 

Man erkennt, daS der Flavingehalt der Reinstpraparate 
durchweg in der Nahe von 0,5 Proc., entsprechend einem 
Molekulargewicht von rund 70000, liegt - mit alleiniger 
Ausnahme der Aminosaure-oxydase, von deren Tragerprotein 
Negele in  und B r o m e l  (a.a.0.) daher annehmen, dal3 der 
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1. Schardinger-Enzym I) 

(Xanthin-dehy drase) 

p a r b u r g  u. Christian 
1932 *)I 

2. Flavinferment 7 

0,5 

0,50-0,53 

- ~ _ _  

Hypoxanthin 

Hexose-monophosphat 
+ Dehydrase + Co- 

dehydrme I1 
Alanin 

Lactat + Dehydrase + 
Codehydraae I + HCN 

+ Methylenblau 
Hexose-monophos hat 
+ Dehydrase + bo- 

dehydraae II+Methy- 
lenblau 

5. (Hefe-)Diaphorase 9 0,57 I1 

270 (389 

1060 (389 

26 300 (38 O) 

(37500)4 
160 OOO (38 ') 

> 2600 (25') 

rlo1.-Gew. 

74000 

70-7500C 

100000 
(7OooO) 7 
70 000 

65 000 

3. AminosLure-oxydase 3 

4. (Muskel-)Diaphorase6) 

0,37 
(0,531 7 
0,54 

heute erreichte Reinheitsgrad erst 0,7 sei. Der - auch 
sonst in der EiweiDchemie [Serumalbumin, Hamoglobin *)I 
wiederkehrende Wert von 70000 tritt in der Gruppe der 
Flavinfermente mit solcher Konstanz auf, daD auch die 
Glucose-oxydase - falls unsere Auffassung von ihrer Kon- 
stitution richtig ist - keine Ausnahme machen diirfte. Das 
wiirde aber bedeuten, daD unsere bisher besten Praparate 
mit einem Flavingehalt von 0,017 Proc. nur zu rund aus 
Glucose-oxydase bestanden. Andrerseits wurde sich aus der 
optimalen Aktivitat dieser Praparate (Qo, = 8000) eine 
,,spezifische Aktivitiit" des reinen Ferments von 240 000 er- 
rechnen, ein unwahrscheinlich hoher Wert, wenn man be- 
denkt, daD die ,,AtmungsgroDen'' der anderen direkt mit 0, 

') E. G. B a l l ,  J. biol. Chem. 128, 51 (1939). 
7 H. T h e o r e l l ,  Bio. Z. 278, 263 (1935). 
$) Naturwiss. 20, 980 (1932); Bio. Z. 254, 438 (1932). 
') E. N e g e l e i n  u. B r o m e l ,  Bio. Z. 300, 225 (1939). 
5, Eingeklammerte Werte beziehen sich auf das hypothetische 

E, F.B. S t r a u b ,  Bi0chem.J. 33, 787 (1939); H.S. C o r r a n ,  G r e e n  

9 E. H a a s ,  Bio. Z. 298, 378 (1938). 
*) Vgl. z.B. T. S v e d b e r g ,  Koll. Z. 86, 119 (1938); E. J. Cohn,  

Ferment vom Reinheitsgrad = 1. 

u. S t r a u b ,  Biochem. J. 33, 793 (1939). 

Chem. Rev. 24, 203 (1939). 
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reagierenden Fermente (1-3 der Tab. 18) um 1-2 GroBen- 
ordnungen tiefer liegen. (Die Diaphorasen reagieren nicht 
oder auBerst langsam direkt mit 0,, weshalb in den Test- 
versuchen Methylenblau als Ubertrager zugesetzt wurde.) 

Wir  halten es aus diesem und einem weiteren, gleich 
mitzuteilendem Grunde fur sehr wohl moglich, daO unsere 
Praparate in Wirklichkeit schon erheblich reiner sind, als 
die Flavingehalte vermuten lassen. W a r b u r g  und Mit- 
arbeiter haben namlich fur die geloste Aminosaure-oxydase 
festgestellt, dab diese in sehr merklichem Umfang in aktive 
Gruppe und Triigerprotein dissoziiert, wahrend allerdings 
das ,,alte" Flavinferment und die H a a s  sche Hefe-Diaphorase 
keine derartige Dissoziation erkennen lassen. Hatte nun die 
Glucose-oxydase die gleiche Dissoziationskonstante wie die 
Aminosaure-oxydase, namlich 2,5. lo-' Mol/l, und ware unser 
reinstes Praparat nicht 3,3-proc., sondern 10-proc., so wiirde 
unter den Bedingungen unseres ublichen Testversuchs - 
0,5 mg Enzym/5 ccm - eine rund 70-proc. Dissoziation auf- 
treten, d. h. wir wiirden in diesem Falle, da j a  die Reaktions- 
geschwindigkeit proportional der Konzentration des undisso- 
ziierten Symplexes ist, nur etwa 'I, der total vorhandenen 
enzymatischen Aktivitiit erfassen. Ob die Verhidtnisse tat- 
sachlich so liegen, wird die Fortsetzung der Untersuchung, 
bei der vor allem auch die Aufspaltung des Ferments in 
seine beiden Komponenten versucht werden soll, lehren. 

Es mag zuletzt noch die auffallende, doch schon jetzt durch das 
Material der Tab. 18 erwicsene Tatsache hervorgehoben werden, daS 
die ,,spezifischen Aktivitlten" in dcr Gruppe der Flavinfermente um 
2-3 GroBenordnungen variieren, wtihrend in den Haminfermenten (Kata- 
lase, Peroxydase, Cytochrom-oxydase) nach R. Kuhnl) und J. B. S. H a l -  
dane l )  die Reaktionsgeschwindigkeiten des Ekene gegeniiber 0, bzw. 
H,O, in guter groBenordnungeml~iger Ubereinstimmung stehen. 

Wir danken der Bayriechen Akademie der Wkeenechaften fiir 
den BUS Mitteln der Brunck-Stiftung gewPhrten ForschungszuschuS. 
M. D e f f n e r  spricht auf3erdem der Univwuitut Athen fiir das ihm ver- 
liehene Stipendium aue der Volt os-Stiftung seinen ergebenen Dank aus. 

') Naturwiss. 19, 771 (1931); H. 201, 255 (1931). 
9 Proc. Roz. SOC. [B] 108, 559 (1931). 




