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Mark, K. H .  Meyer, de Boer und Hernaans hervorzulieben. I n s t i t ~ t ~ ~ ) ,  sowie die elektronenmikroskopischen Arbeiten a u s  
Namentlich der letztgenannte Forscher hat in seinen vielfach dem gleichen I n s t i t ~ t ~ ~ , ' ~ ) ,  den Forschungsinstituten von Sie- 
erwahnten Arbeiten den Versuch untefnommen, das  mens & Halske"), der AEG72), dem Hochspannungslaboratorium 
mechanische Verhalten unmittelbar an die Geometrie der der Technischen Hochschule Berlin73) und dem Laboratorium 
Deformationsvorgange anzuschliel3en. Die Darstellung dieser M .  v. A~denne'~7 75) zeigen, welch hoher Stand der Technik 
Zusammenhange bediirfte aber eines eigenen Aufsatzes. in apparativer Hinsicht wie in der Anwendung auf Probleme 

des kolloiden Zustandes hier schon m e i c h t  werden konnte. Unerwahnt sind such zwei f u r  f e i n b a d c h e  Untersuchungen 
im festen Zustand hochst bedeutsame Methoden geblieben : ldie 
E l  e k t r  on en b eu g u n g  und das E 1 e k t r on enmi kr 0 s  ko p. 
Wenn mit diesen Hilfsmitteln auch bisher auf unserem be- 
sonderen Gebiet noch keine entscheidenden Ergebnisse erzielt 
worden sind, so darf doch erwartet werden, dalj ihnen in der 
Zukunft auch hier eine groI3e Bedeutnng zufiillt. Die neueren 
Elektronenbeugungsversuche namentlich a m  ThiePenschen 
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Zur Isolierung von Bakteriendehydrasen 
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I .  Ubersicht. 
ahrend iiber Garungs- und  Oxydationsleistungen zell- 

S c h i m m e l p i l z e n  eine umfangreiche Literatur vorliegt, sind 
die Schrifttumsangaben iiber isolierbare Desmolasen vou 
B a k t e r i e n  ziemlich vereinzelt und unsystematisch. 

Ein friiher Versuch Biiehners (1906), das bei der Heft.- 
zymase bewahrte PreBsaf tver fahren  auch auf das glykolytische 
Ferment der Milchsaurebakterienl) sowie auf das alkoholsauernde 
Prinzip der Essigbakterieul) anzuwenden, fiihrte nicht zum Erfolg. 
Erst mehr als 20 Jahre spater gliickte Stephensons) auf dem Wege 
der Auto lyse  die erstrnalige einwandfreie Abtrennung eines 
bakteriellen Oxydationsferments, der L a c  t i c  o - d e h y d r  ase  des 
B. col i ,  von der Zellstruktur, ein Ergebnis, das sich spater auch 
bei anderen Bakterien (z, B. Conokokken9)  realisieren lieD. 
1929 konnte Sticklands) die Formico-dehydrase  aus B. coli 
auf Grund ihrer erheblichen Bestandigkeit gegen langdauernde 
Einwirkung von Verdauungsenzymen + Fluorid von den iibrigen 
Zelldehydrasen abtrennen und in zellfreie, doch stark zelltriimmer- 
haltige ,,Losung" iiberfiihren. GaZea) hat 1939 die Befunde Stickhnds 
an Zelltriimmersuspensionen des gleichen Organismus, die in der 
naBmahlenden B akter ienmi ih le  von Booth u. Qreen') erhalten 
worden waren, bestatigt und erweitert. Nach demselben Verfahren 
hat dieser Autor kiirzlich. zusammen mit Stephensons), die Isolierung 
einer loslichen, coenzymabhiingigen Mali co- d e  h y d r  a s e  aus 
B. col i  durchgefiihrt. Nimmt man noch den Befund der v. Euler- 
schen SchuleB), dal3 im Extrakt wiederholt gefrorener Colibakterien 
eine - durch Codehydrase I1 zu voller Aktivitat erganzbare - 
G1 u t aminsaure  -deh y d r  ase  nachweisbar ist, und die dngabe 
Y u ~ n ~ g u t c l ~ i s ~ ~ ) ,  wonach Berkefeld-Filtrate kurze Zeit autolysierter 
Suspensionen von B. pyocyaneuin eine wirksame I n d o p h e n o l -  
o r y d a s e  enthalten sollen, hinzu, so diirften die wesentlichen 
Arbeiten iiber die Isolierung von Bakterien-desmolasen ziemlich 
vollstandig zitiert sein. 

II. Untersuchungen an ,,Friersaften". 
Von den bisher zur Enzjmfreilegung aus Bakterien in 

Anwendung gekommenen drei Methoden, der A u t o l y s e ,  dem 
Z e r m a h l e n  der  Zellen in Spezialmiihlen und der  Struktur- 
zerstorung durch wierlerholtes F r i e r e n  und A u f t a u e n ,  
haben wir zunachst die letztere eingehender gepriift, da sie 
aller Voraussicht nach ein ziemlich ,,schonendes" Verfahren 
darstellte, das - von dem oben erwahnten, bereits in den 
Zeitraurn der vorliegeuden Untersuchung f allenden Einzel- 
befund an eineni B a k t e r i u m  abgeseheii - schon vor mehr 
als 25 Jahrenll) und  in neuester Zeit wieder in den Handen 
von Lynenle) bei Hefe zu ermunternden Erfolgen gefiihrt hat .  

14 verschiedene, den Familien der Coccaceen, Bacteriaceen, 
Bacillaceen und Spirillaceen angehorige Bakterienarten wurden 
auf Bouillonagar geziichtet, das Zellmaterial geerntet, wiederholt 
gewaschen und nach dem Abzentrifugleren 5mal in fliissiger Luft 
gefroren und wieder aufgetaut, wobei meist Verfliissigung eintrat. 

W freier Safte und Extrakte  aus Hefe u n d  teilweise auch 
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Nach dem Verdiinnen rnit einem dern Feuchtgewicht der ein- 
gesetzten Bakteriennienge ungef ahr entsprechenden Volumen 
Phosphatpuffer (PH 7,5) und 12stiindigem Stehenlassen wurde 
zentrifugiert und der gewonnene, praktisch Hare und zellfreie, 
meist schwach gelb gefarbte ,,Friersaft" im l\lethplenblauversuch 
nach Thunberg auf sein Dehydrierungsvermogen gegeniiher organi- 
schen Sauren untersucht. p a  Vorversuche an verschiedeneii Arten 
i n t a k t e r  (,,ruhender") Bakterien ergeben hatten. daB sich nnch 
der Methylenblautechnik - im Gegensatz zur aeroben Methodik'3) 
- rnit einiger RegelmaBigkeit und in groBerer Aktivitat nur die 
Dehydrasen der Mil c h s  au  r e , B er  ns t ei  ns a u r  e und allenf alls 
Anieisensaure nachweisen lassen (wozu in einigeu Fallen noch 
Apfelsaure, Brenztraubensaure, Glutaminsaure und vielleicht einige 
andere kommen), wurde zur Orientierung in den Friersaftversuchen 
nur auf die Donatoraktivitat der erstgenannten drei Sauren syste- 
matisch gepriift. 

Das erste Versuchsergebllis war, da13 die zellfreien Frier- 
saf te  L a c t i c o - ,  S u c c i n o -  u n d  F o r r n i c o - d e h y d r a s e  iu 
wechselnder Aktivitat, je nach der Bakterienart, enthalten. 
Meist ist die Wirksamkeit der drei Dehydrierungsfermente in 
der angegebenen Reihenfolge abgestuft, u. a. auch in B. c o l i ,  
dessen Friers i f te  unter samtlichen uutersuchten Bakterien- 
spezies die beste Durchschnittsaktivitit aufwiesen; in anderen 
Fallen kann nur eine Dehydrase in groljerer Menge isoliert 
werden, z. B. Lactico-dehydrase aus Sarcina l u t e a ,  Succino- 
dehydrase aus B a c .  m e g a t h e r i u r n .  

a) Urn ein ungefahres Bild der im einzelnen erheblichen 
quantitativen Unterschiede zu geben, seien in der folgenden Tabelle 
die auf ein Durchschnittstrockengewicht der Friersafte von 10 mg/cms 
korrigierten E n  t f a r b  u ngs z ei  t e n  t im , ,NormaIansatz" (Gesamt- 
volumen 4,O cm3, T = 37.5O) 
1,0 cms Friersaft 
1,0 cm3 11I/,,-Substratlosung 0,5 cm3 Methylenblau 1 : 5000 (- 1 1 1 / ~ ~ , , ~ )  

fur 5 verschiedene Bakterienarten angegeben: 

0 , j  cm3 ul/,-Phosphatpuffer PH 7,5 

- >3liO >3GO > Y W  > 360 >3tiO 

Jmtnt  . . . . . . . . . 
Succinat . . . . . . . . 
Yorullat . . . . . . . .  1 >3$ 1 >m5 I 1m5 1 45 1 %& 

210 1 1  

Erganzt man die Friersafte durch C o d e h y d r a s e z u s a t z ,  
so lassen sich in ihnen weitere Dehydrasen nachweisen, u. a. die 
der Glutaminsaure, Apfelsaure und Glucose. 

b) Verwendet wurde ein codehydrase-11-haltiges Cozyniase- 
priiparat (nach u. Euler, AZbers u. S c l i m 1 . 1 ; ~ ~ ) ) .  Die Ansatze mit 
Milch- und Apfelsaure erhielten auBerdem einen Zusatz von m/9D- 
Semicarbazid zur Bindung der dmch Dehydrienrng gebildeten. 
hemmend wirkenden Ketonsauren'j). 111 einem bis auf das erliohte 
Gesamtvolumen yon 6 cma dem obigen ,,Normalansatz" ent- 
sprechenden Versuch mit Coli-Friersaft wurden z. B. die folgenden 
Entfarbungszeiten gemessen (in Minuten) : 

ohne Donator . . . . . . 150 rnit Succinat . . . . . 33 
init Lactat . .  . . . . . . . mit Glucose.. . . . . 55 
mit Glutaminat . . . . 7.5 mit Formiat . . . . . 83 
rnit Malat.. . .. . . . . . 25 

4,5 
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>4) I?. v. Euler, AZbers u. SchZenk, Hoppe6eyler's 2. phpiol. Ohem. 240, 113 [193G]. 
11) Vgl. D. E. &em 0. Mitarb., B i o c M d  J. SO, 1489, 2095 [1936]; 31, 865 [193i]. 

I 62 dngeltiandte Chemie 
53.Jahrg.1940.  A ' r , I S / I 6  



L e c h n e r :  U b e r  d i e  V e r h e f u n g  d e r  P e n t o s e n  

Bei diesen Versuchen wurde gleichzeitig die Beobachtung 
gemacht, dalJ die Lactico-dehydrase der Bakterien (genau wie 
die Formico-16) und die Succino-dehydrase) im Gegensatz zu 
Angaben Yudkinsl') liei nes dialysablen Co-Ferments bedarf ; 
dies unterscheidet sie vorn tierischen Enzym und stellt sie an 
die Seite des Hefefermentsl*). 

111. Untersuchungen an Autolysaten gefrorener 
Bakterien. 

Wenn sich auch die Friersaftherstellung grundsatzlich 
zur Isolierung von Bakteriendehydrasen geeignet erwiesen hat, 
so stellt sie doch ein sehr verlustreiches Verfahren dar; selbst 
von der gut loslichen (s. spater) Lactico-dehydrase gehen nur 
einige wenige Prozent der urspriinglich in den Zellen vor- 
handenen Enzymmenge in Losung. (Indes ist zu bedenken, 
daW auch das Buchnevsche PreBsaftverfahren bei Pilzen nur 
Ausbeuten voii einigen Prozent liefertls)). Es wurden daher 
die zentrifugierten Zellriickstande der Friersaftdarstellung 
bei PH 7,5 und 37O einer 10--2Otrigigen Autolyse (oline 
weitere Zusatze) unterworfen. Alle Dehydrasen, auf die in 
den Friersaften mit Erfolg gepriift worden war, fanden sich 
auch in den zentrifngierten zellfreien Autolysaten, doch mit 
einer - yon Succino- und Glutamino-dehydrase abgesehen - 
hoheren sp  ezif isc hen  A k t iv i  t a t (= Aktivitat /Trocken- 
gewicht) als in den Friersaften. 

a)  So wurdetl in einem dem Versuch I Ib  vollkommeii ent- 
sprechenden Ansatz mit 1 cms Coli-Autolysat (= 10 mg Tr.-Gem.) 
folgende Entfarbungszeiten (in Minuten) beobachtet : 

ohne Donator . . . . . . 100 mit Succinat . . . . . 53 
rnit Lactat.. . . . . . . . mit Glucose.. . . . . 28 
mit Glutaminat . . . . 13,5 mit Formiat . . . . . 28 
mit Malat.. . . . . . . . . 

1,5 

8 
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Vor allem war die Enzymausbeute  wegen des gleich- 
zeitig mehrfach hoheren Trockengewichts der Autolysate 
durchweg wesentlich besser als in den Friersaften; rd. ein 
Viertel der Ausgangsmenge an Lactico-dehydrase, ein Siebentel 
derjenigen von Formico-dehydrase (doch nur wenige Prozent 
der in der Zelle vorhandenen Succino-dehydrase, die - ebenso 
wie die Glutamino-dehydrase - wahrend der Autolyse offen- 
bar eine Schadigung erfahrt), wurden in den Autolyselosungen 
wiedergefunden. 

Die Autolyse intakter Bakterien wies gegenuber derjenigen 
gefrorener Zellen verschiedene Nachteile auf (z. B. groBe Zah- 
fliissigkeit und dementsprechend schwere Zentrifugierbarkeit der 
Autolysate) und lie13 nicht die mit letzteren erzielten guten Aus- 
beuten erreichen. 

IV. Losungszustand der isolierten Dehydrasen. 
Nach Filtration der auf die eine oder andere Art gewoilnenen 

Enzymlosungen durch bakteriendichte Filter (1 p Poren- 
weite) findet man die Formico-dehydrase nicht mehr. die 
Lactico-dehydrase vollstandig, die iibrigen Dehydrasen teil- 
weise (zu z / I s a / : , )  im Filtrat wieder. Mit Ausnahme der 
Formico-dehydrase, fur die schon Sticklands) u. Gale6) zu 
gleichen Befundeii gelangt waren, handelt es sich bei den iso- 
lierten Bakteriendehydtasen also um grunclsatzlich ,,losliche" 
Enzyme (in dem in der Enzymchemie gebraiuchlichen Sintie). 

Dieses Ergebnis ist iiberraschend fur die erstmals aus Baktericii 
isolierte S uccino-de h ydr a se ,  da ein analoger Filtrationsversuch 
an einer aus Pferdeherz (nach Thunberglo)) dargestellten Succino- 
dehydraselosung einen rd. 90%igen Aktivitatsverlust ergah. 

Nach den vorliegenden Ergebnissen, uber die an anderer 
Stelle ausfiihrlicher berichtet wirdzl), scheinen sich die beiden 
Verfahren der Friersaft- und Autolysatherstellung aus ge- 
frorenen Zellen allgemein fur die Isolierung von Desmolasen 
aus Bakterien (und wohl auch anderen Mikroorganismen) zu 
eignen und sollen in dieser Richtung weiter gepriift und aus- 
gebaut werden. Bangrg. 15 .  Mur :  1940. [A. 30.1 

T. Thitnberg bet Oppenheimer-Pincwse$: Die Method& d. Femente, S. 112ii 
CLelpzig 19291. 1') 1V. Frank  u. B. Banneriee, Biorhem. 2. im Druck. 

Uber die Verhefwng der Pentosen*) 
Yon D r . - I n g .  habil .  R I C H A R D  L E C H N E R ,  

I n s t i l u l  f i l v  Garungsgewerbe u n d  Starkefabrikal ion an  d e r l a n d w i r t s c h a f t l i c h e v z  Fakul ta t  der Universitat  B e r l i n  

nter den Kohlenhydraten nehmen die Pentosen, die U Zucker mit 5 Kohlenstoffatomen, einen untergeordneten 
Platz ein. Sie gelten als unvergarbar und sind damit giirungs- 
chemisch gegeniiber den Hexosen als Kohlenhydrate zweiten 
Ranges gekennzeichnet. Auch ihre Ausniitzung im tierischen 
Organismiis ist schlechter als die der Hexosen. Die Pentosen 
sind in der Natur weit wrbreitet. Sie kommen meist in 
polymerer Form als Pentosane vor und sind vornehmlich am 
Aufbau der Hemicellulosen beteiligt. Vor allem weisen Holz 
und Stroh und die Samen und Schalen vieler Pflanzen einen 
betrachtlichen Pentosengehalt auf. So enthalt Fichtenholz 
oder Kiefernholz durchschnittlich 12-13~0, Buchenholz sogar 
28-30% Pentosane. Die Angaben iiber die Pentosangehalte 
der Holzer schwanken und sind nicht einheitlich. Der auf- 
fallende Unterschied im Pentosangehalt von Nadel- und 
Laubholz beruht auf der grundverschiedenen Zusammen- 
setziing des Hemicellulosenanteils der beiden Holzarten. Die 
gro13te Bedcutung unter den Pentosen hat die d-Xylose, die 
im Holz fast ausschlieBlich vorkommt. Von geringerem Inter- 
esse sind die I-Arabinose, die Methylpentose Rhamnose und die 
mit den Pentosen in enger Beziehung stehenden Hexuronsauren. 

Bei der chendschen Verarbeitung des Holzes zur Zellstoff- 
und Papierherstellung und bei der Hydrolyse des Holzes mit 
Sauren finden sich in den Sulfitablaugen und Holzzucker- 
losungen die Pentosen mehr oder minder vollstandig und un- 
zersetzt wieder. Der Verwertung der Pentosen kommt vom 
Standpunkt der Rohstoffausnutzung und in wirtschaftlicher 
Hinsicht eine gewisse Bedeutung zu. Infolge der zunehmenden 
chemischen Verarbeitung von Holz auf Papier und Zellstoff 
*) Nach einern fUr die 52. Hauptversammlung des VDOh in Salaburg vorgesehonen 

Vortrag. 

kann der Rohstoffbedarf in Verbindung mit der deutschen 
Eigenversorgung nicht mehr a i e  friiher ausschlieBlich durch 
Nadelholz gedeckt werden, sondern es mui3 auch auf das sehr 
pentosanreiche Laubholz, insbes. Buchenholz, zuriickgegriffen 
werden. Die teilweise Urnstellung der Zellstoffindustrie auf 
den Rohstoff Buchenholz hat einen vermehrten Anfall sehr 
pentosenreicher Ablaugen zur Folge. Die Verwertung der 
Buchenholzsulfitablaugen stellt die Zellstoffindustrie %Tor ncue 
Aufgaben. Die Ausnutzung des Kohlenhydratanteils der 
Buchenholzsulfitablaugen ist ein Problem der Pentosenver- 
wertung geworden. Da die Konzentration der Pentosen in 
Holzzuckerlosungen und Sulfitablaugen verhaltnismiil3ig gering 
ist und eine Reihe teils bekannter, teils undefinierter Begleit- 
stoffe zugegen ist, ist die chemische Verarbeitung der Pentosen 
zu Furfurol oder die Gewinnung der Pentosen in fester oder 
reiner Form als Futtermittel, Diabetikernahrung usw., ab- 
gesehen von der Wirtschaftlichkeit, mit Schwierigkeiten ver- 
bunden. Die garungschemische Verwertung der Pentosen ist 
dadurch in den Vordergrund geriickt und zum Teil bereits 
gelost worden. 

Bei der garungscheniisclien Verwertung von Zuckei 11 
oder anderen geeigneten Kohlenstoffverbindungen sind grund- 
satzlich zwei Wege zu uiiterscheiden. Erstens ,,Vergiirung" 
irgendwelcher Stoffe, d. h. ihre Aufspaltung in ein, zwei oder 
mehrere Garungsprodukte, wie Alkohol, Kohlensawe, Essig- 
saure usw., mit Hilfe von Mikroorganismen, welche diesen 
Vorgang mit ihren Enzymsystemen unter geeigneten Be- 
dingungw auslosen, also gewissermaRen katalysieren, und 
zweitens die ,,Zellsubstanzbildung", indem die den Mikro- 
organismen dargebotenen Kohlenstoffverbindungen bei Nahr- 
salz- und Luftzufiihrung zum Aufbau neuer Zellsubstanz 

Anyewandle  Chemie 
5 3 . J a h r g . 1 9 1 0 .  Fr .16 /16  




