Franke u. Banerjee: Zur Isolierung von Bakteriendehydrasen

Mark, K.H. Meyer, de Boer und Hermans hervorzulieben.
Namentlich der letztgenannte Forscher hat in seinen vielfach
erwahnten Arbeiten den Versuch unternommen, das
mechanische Verhalten unmittelbar an die Geometrie der
Deformationsvorginge anzuschlieBen. Die Darstellung dieser
Zusammenhinge bediirfte aber eines eigenen Aufsatzes.
Unerwahnt sind auch zwei fiir feinbauliche Untersuchungen
im festen Zustand héchst bedeutsame Methoden geblieben: die
Elektronenbeugung und das Elektronenmikroskop.
Wenn mit diesen Hilfsmitteln aunch bisher auf unserem be-
sonderen Gebiet noch keine entscheidenden Ergebnisse erzielt
worden sind, so darf doch erwartet werden, dafl ihnen in der
Zukunft auch hier eine groBe Bedeutung zufillt. Die neueren
Elektronenbeugungsversuche mnamentlich am ThieBenschen
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Institut’®), sowie die elektronenmikroskopischen Arbeiten aus
dem gleichen Institut™?), den Forschungsinstituten von Sie-
mens & Halske™), der AEG?2), dem Hochspannungslaboratorium
der Technischen Hochschule Berlin’®) und dem Laboratorium
M. v. Avdenne™> ) zeigen, welch hoher Stand der Technik
in apparativer Hinsicht wie in der Anwendung auf Probleme
des kolloiden Zustandes hier schon erreicht werden konnte.
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I. Ubersicht.

Wéhrend itber Garungs- und Oxydationsleistungen zell-
freier Safte und Extrakte aus Hefe und teilweise auch
Schimmelpilzen eine umfangreiche Literatur vorliegt, sind
die Schrifttumsangaben iiber isolierbare Desmolasen vou
Bakterien ziemlich vereinzelt und unsystematisch.

Ein frither Versuch Buchners (1906), das bei der Hefe-
zymase bewidhrte Prefsaftverfahren auch auf das glykolytische
Ferment der Milchsdurebakterien?!) sowie auf das alkoholsiuernde
Prinzip der Essigbakterien?) anzuwenden, fiithrte nicht zum Erfolg.
Erst mehr als 20 Jahre spiter gliickte Stephenson®) auf dem Wege
der Autolyse die erstmmalige einwandfreie Abtrennung eines
bakteriellen Oxydationsferments, der TLactico-dehydrase des
B.coli, von der Zellstruktur, ein Ergebnis, das sich spédter auch
bei anderen Bakterien (z. B. Gonokokken?) realisieren lieB.
1929 konnte Stickland®) die Formico-dehydrase aus B.coli
auf Grund ihrer erheblichen Bestindigkeit gegen langdauernde
Einwirkung von Verdauungsenzymen 4 Fluorid von den iibrigen
Zelldehydrasen abtrennen und in zellfreie, doch stark zelltriimmer-
haltige ,,Losung iiberfiihren. Galet) hat 1939 die Befunde Sticklands
an Zelltriimmersuspensionen des gleichen Organismus, die in der
nafimahlenden Bakterienmiihle von Booth u. Green?) erhalten
worden waren, bestdtigt und erweitert, Nach demselben Verfahren
hat dieser Autor kiirzlich, zusammen mit Stephenson®), die Isolierung
einer 16slichen, coenzymabhidngigen Malico-dehydrase aus
B. coli durchgefiihrt. Nimmt man noch den Befund der v. Euler-
schen Schule?), dal im FExtrakt wiederholt gefrorener Colibakterien
eine — durch Codehydrase II zu voller Aktivitit ergédnzbare —
Glutaminsdure-dehydrase nachweisbar ist, und die Angabe
Yamagutchis'®), wonach Berkefeld-Filtrate kurze Zeit autolysierter
Suspensionen von B.pyocyaneum eine wirksame Indophemnol-
oxydase enthalten sollen, hinzu, so diirften die wesentlichen
Arbeiten iiber die Isolierung von Bakterien-desmolasen ziemlich
vollstindig zitiert sein.

H. Untersuchungen an ,,Friersiften‘*.

Von den bisher zur Enzymfreilegung aus Bakterien in
Anwendung gekommenen drei Methoden, der Autolyse, dem
Zermahlen der Zellen in Spezialmiihlen und der Struktur-
zerstorung durch wiederholtes Frieren wund Auftauen,
haben wir zunichst die letztere eingehiender gepriift, da sie
aller Voraussicht nach ein ziemlich ,schonendes* Verfahren
darstellte, das — von dem oben erwihnten, bereits in den
Zeitranm der vorliegenden Untersuchung fallenden FEinzel-
befund an einem Bakterium abgesehen — schon vor mehr
als 25 Jahren') und in neuester Zeit wieder in den Hinden
von Lynen't) bei Hefe zu ermunternden Erfolgen gefiihrt hat.

14 verschiedene, den Familien der Coccaceen, Bacteriaceen,
Bacillaceen und Spirillaceen angehérige 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.
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Nach dem Verdiinnen mit einem dem Feuchtgewicht der ein-
gesetzten Bakterienmenge ungefdhr entsprechenden Volumen
Phosphatpuffer (pg 7,5) und 12stiindigem Stehenlassen wurde
zentrifugiert und der gewonnene, praktisch klare und zellfreie,
meist schwach gelb gefdrbte , Friersaft” im Methylenblauversuch
nach Thunberg auf sein Dehydrierungsvermogen gegeniiber organi-
schen Siduren untersucht. Da Vorversuche an verschiedenen Arten
intakter (,rubender’’) Bakterien ergeben hatten, daB sich nach
der Methylenblautechnik — im Gegensatz zur aeroben Methodik!3)
— mit einiger RegelmiBigkeit und in gréBerer Aktivitit nur die
Dehydrasen der Milchsiure, Bermsteinsdure wund allenfalls
Ameisensdure nachweisen lassen (wozu in einigeu Fillen noch
Apfelsiure, Brenztraubensiure, Glutaminsiure und vielleicht einige
andere kommen), wurde zur Orientierung in den Friersaftversuchen
nur auf die Donatoraktivitit der erstgemannten drei Sduren syste-
matisch gepriift.

Das erste Versuchsergebnis war, dall die zellfreien Frier-
sifte Lactico-, Succino- und Formico-dehydrase in
wechselnder Aktivitit, je nach der Bakterienart, enthalten,
Meist ist die Wirksamkéit der drei Deliydrierungsfermente in
der angegebenen Reihenfolge abgestuft, u. a. auch in B. coli,
dessen Friersifte unter samtlichen uuntersuchten Bakterien-
spezies die beste Durchschnittsaktivitat aufwiesen; in anderen
Fillen kann nur eine Dehydrase in gréferer Menge isoliert
werden, z. B. Lactico-dehydrase aus Sarcina lutea, Succino-
dehydrase aus Bac. megatherium.

a) Um ein ungefihres Bild der im einzelnen erheblichen
quantitativen Unterschiede zu geben, seien in der folgenden Tabelle
die auf ein Durchschnittstrockengewicht der Friersifte von 10 mg/cm?

korrigierten Entfirbungszeiten t im ,,Normalansatz” (Gesamt-
volumen 4,0 cm3, T = 37,59

1,0 cm? Friersaft 0,5 cm3 w/.-Phosphatpuffer py 7,5

1,0 cm?® m/f -Substratlosung 0,5 cm® Methylenblau 1:5000 (~ m/,.0)
fiir 5 verschiedene Bakterienarten angegeben:

t (min.)
Donat: a0
onator Microc.aureus| Sarc, lutea B. coli | B. vulgare megftjx:rinm
— >360 =360 >360 >360 >360
Formiat ........ >360 > 360 120 62 >3i50
Jactat ......... 11,5 8,5 L) 33 >360
SBuceinat ........ 22 210 21 7 11

Erganzt man die Friersafte durch Codehydrasezusatz,
so lassen sich in ihnen weitere Dehydrasen nachweisen, u. a. die
der Glutaminsaure, Apfelsdure und Glucose.

b) Verwendet wurde ein codehydrase-II-haltiges Cozymase-
priparat (nach . Euler, Albers u. Schenk'¥). Die Ansdtze mit
Milch- und Apfelsiure erhielten aulerdem einen Zusatz von m/y-
Semicarbazid zur Bindung der durch Dehydrierung gebildeten,
hemmend wirkenden XKetonsduren!s). In einem bis auf das erhéhte
Gesamtvolumen von 6 cm? dem obigen , Normalansatz® ent-
sprechenden Versuch mit Coli-Friersaft wurden z. B. die folgenden
Entfarbungszeiten gemessen (in Minuten):

ohne Domnator ...... 150 mit Succinat ..... 33
mit Tactat......... 4,5 mit Glucose...... 55
mit Glutaminat .... 7.5 mit Formiat ..... 83
mit Malat.......... 25
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Bei diesen Versuchen wurde gleichzeitig die Beobachtung
gemacht, dal die Lactico-dehydrase der Bakterien (genau wie
die Formico-'® und die Succino-dehydrase) im Gegensatz zu
Angaben Yudkins'?) keines dialysablen Co-Ferments bedarf;
dies unterscheidet sie vom tierischen Enzym und stellt sie an
die Seite des Hefeferments'®).

III. Untersuchungen an Autolysaten gefrorener
Bakterien.

Wenn sich auch die Friersaftherstellung grundsitzlich
zur Isolierung von Bakteriendehydrasen geeignet erwiesen hat,
so stellt sie doch ein sehr verlustreiches Verfahren dar; selbst
von der gut léslichen (s. spater) Lactico-dehydrase gehen nur
einige wenige Prozent der urspriinglich in den Zellen vor-
handenen Enzymmenge in Losung. (Indes ist zu bedenken,
daB auch das Buchnersche Prellsaftverfahren bei Pilzen nur
Ausbeuten von einigen Prozent liefertl®), Es wurden daher
die zentrifugierten Zellriickstinde der Friersaftdarstellung
bei pg 7.5 und 37° einer 10—20tagigen Autolyse (olne
weitere Zusitze) unterworfen. Alle Dehydrasen, auf die in
den Friersidften mit Erfolg gepriift worden war, fanden sich
auch in den zentrifugierten zellfreien Autolysaten, doch mit
einer — von Succino- und Glutamino-dehydrase abgesehen —
hoéheren spezifischen Aktivitiat (= Aktivitat/Trocken-
gewicht) als in den Friersaften.

a) So wurden in einem dem Versuch IIb vollkommen ent-
sprechenden Ansatz mit 1 cm?® Coli-Autolysat (= 10 mg Tr.-Gew.)
folgende Entfirbungszeiten (in Minuten) beobachtet:

ohne Donator ...... 100 mit Succinat ..... 53
mit Lactat......... 1,5 mit Glucose...... 28
mit Glutaminat .... 13,5 mit Formiat ..... 28
mit Malat.......... 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 — wihrend der Autolyse offen-
bar eine Schidigung erfihrt), wurden in den Autolyselésungen
wiedergefunden.

Die Autolyse intakter Bakterien wies gegeniiber derjenigen
gefrorener Zellen verschiedene Nachteile auf (z. B. grofBe Zih-
fliissigkeit und dementsprechend schwere Zentrifugierbarkeit der

Autolysate) und lieB nicht die mit letzteren erzielten guten Aus-
beuten erreichen.

IV. Losungszustand der isolierten Dehydrasen.

Nach Filtration der auf die eine oder andere Art gewonnenen
Enzyml6sungen durch bakteriendichte Filter (1 u Poren-
weite) findet man die Formico-dehydrase nicht mehr, die
Lactico-dehydrase vollstandig, die iibrigen Dehydrasen teil-
weise (zu 2/,—?/,) im Filtrat wieder. Mit Ausnahme der
Formico-dehydrase, fiir die schon Stickland®) u. Gale®) zu
gleichen Befunden gelangt waren, handelt es sich bei den iso-
lierten Bakteriendehydrasen also um grundsitzlich ,1osliche
Enzyme (in dem in der Enzymchemie gebriuchlichien Sinne),

Dieses Ergebnis ist iiberraschend fiir die erstmals aus Baktericn
isolierte Succino-dehydrase, da ein analoger Filtrationsversuch
an einer aus Pferdeherz (nach Thunberg?®)) dargestellten Succino-
dehydraseldsung einen rd. 909%igen Aktivitdtsverlust ergab.

Nach den vorliegenden Ergebnissen, itber die an anderer
Stelle ausfiihrlicher berichtet wird?!), scheinen sich die beiden
Verfahren der Friersaft- und Autolysatherstellung aus ge-
frorenen Zellen allgemein fiir die Isolierung von Desmolasen
ans Bakterien {(und wohl auch anderen Mikroorganismen) zu
eignen und sollen in dieser Richtung weiter gepriift und aus-
gebaut werden. Eingeg. 15. Mirs 1940. [A. 30.]
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nter den Kohlenhydraten nehmen die Pentosen, die

Zucker mit 5 Kohlenstoffatomen, einen untergeordneten
Platz ein. Sie gelten als unvergirbar und sind damit girungs-
chemisch gegenitber den Hexosen als Kohlenhydrate zweiten
Ranges gekennzeichnet. Auch {hre Ausnfitzung im tierischen
Organismus ist schlechter als die der Hexosen. Die Pentosen
sind in der Natur weit verbreitet. 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
betrichtlichen Pentosengehalt auf. So enthédlt Fichtenholz
oder Kiefernholz durchschnittlich 12-—139,, Buchenholz sogar
28—309%, 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-
setzung des Hemicellulosenanteils der beiden Holzarten. Die
grofte Bedeutung unter den Pentosen ltat die d-Xylose, die
im Holz fast ausschliefllich vorkommt. Von geringerem Inter-
esse sind die I-Arabinose, die Methylpentose Rhamnose und die
mit den Pentosen in enger Beziehung stehenden Hexuronsauren.

Bei der chemischen Verarbeitung des Holzes zur Zellstoff-
und Papierherstellung und bei der Hydrolyse des Holzes mit
Sduren finden sich in den Sulfitablaugen und Holzzucker-
losungen die Pentosen mehr oder minder vollstindig 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
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kann der Rohstoffbedarf in Verbindung mit der deutschen
Eigenversorgung nicht mehr wie frither ausschlieflich durch
Nadelholz gedeckt werden, sondern es mufl auch auf das sehr
pentosanreiche Laubholz, insbes, Buchenholz, zuriickgegriffen
werden. Die teilweise Umstellung der Zellstoffindustrie aunf
den Rohstoff Buchenholz hat einen vermehrten Anfall sebr
pentosenreicher Ablaugen zur Folge. Die Verwertung der
Buchenholzsulfitablaugen stellt die Zellstoffindustrie vor ncue
Aufgaben. Die Ausnutzung des XKohlenhydratanteils der
Buchenholzsulfitablaugen ist ein Problem der Pentosenver-
wertung geworden. Da die Konzentration der Pentosen in
Holzzuckerldsungen und Sulfitablaugen verhaltnismaBig 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 garungschemischen Verwertung von Zuckern
oder anderen geeigneten Kohlenstoffverbindungen sind grund-
satzlich zwel Wege zu unterscheiden. Erstens , Vergarung*
irgendwelcher Stoffe, d. h. ihre Aufspaltung in ein, zwei oder
mehrere Garungsprodukte, wie Alkohol, Kohlensiaure, Essig-
sdure usw., mit Hilfe von Mikroorganismen, welche diesen
Vargang mit ihren Enzymsystemen unter geeigneten Be-
dingungen auslésen, also gewissermaflen katalysieren, und
zweitens die ,,Zellsubstanzbildung”, indem die den Mikro-
organismen dargebotenen Kohlenstoffverbindungen bei Nahr-
salz- und Luftzufiihrung zum Aufbau neuer Zellsubstanz
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