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Mediums. 13is zu 100 belegte Zuchtd6schen werden in 
mehreren Lagen in durchsichtige Polystyrendosen (gleich- 
ches Format  wie Dose B, unten) eingefiillt und bei 26~ 
(bis 29 ~ m6glich) und Dauerlicht (zur Verhinderung der 
Diapause) inkubiert. Die Luftfeuchtigkeit in der Klima- 
kammer spielt kein.e Rolle. Falls fiir bestimlnte Versuche 
frisch geh~utete 1,5 ben6tigt werden, ist eine gewisse 
Synchronisation dadurch erreichbar, dass die Zucht- 
d6scheu, sobald die ersten L 4 kurz vor der H~utung ste- 
hen, 2-3 Tage lung auf 15 ~ gektihlt werden. Wenn diese 
Tiere auf 26 ~ zuriickgebracht werden, h/iuten sich die 
meisten innerhalb eines halben Tages 5. 

Nach Ablauf yon 14 Tagen (bei h6herer Temperatur  
entsprechend friiher) werden die D6schen ge6ffnet und in 
einfacher Lage in flache Polystyrendosen gelegt (140 • 
75 • 35 mm; Art. Nr. 4554, 13rac AG), die auf einer der 
Breitseiten ein Loch yon ca. 10 mm Durchmesser auf- 
weisen (Figur 1, Dose A). Die Luftfeuchtigkeiten in die- 
sen Dosen wird relativ hoch, was wiederum ein st~rkeres 
Austrocknen des Mediums verhindert.  

Je 2 der Dosen A werden in eine durchsichtige Poly- 
styrendose gelegt (190 • 90 • 80 mm; Art. Nr. 3871, 13rac 
AG), die auf allen Seiten grosse, mit  Organdi iiberspannte 
Liiftungs6ffnungen besitzt (Figur 1, Dose ]3). In den 
freien Raum zwischen den Dosen A und Dose 13 werden 
20 mm breite Streifen yon Wellkarton gelegt. Die Ver- 
puppungsdosen halten wit in einer I~limakammer yon 
26~ und 50% re1 Feuchtigkeit  (R.H. bis 70% k6nnen 
toleriert werden). 

Die verpuppungsbereiten Larven verhalten sich ne- 
gativ hygrotaktisc~: und suchen trockene Verpuppungs- 
nischen. Sie folgen daher dem abnehmenden Feuchtig- 
keitsgradienten dutch das Loch in Dose A und verpuppen 
sich in den Wellkartonstreifen in Dose /3. 

Nachdem sich alle Larven in den Wellkartonstreifen 
e ingesponnen  und verpuppt haben, werden die Streifen 

in gut gelfiftete Dosen gebracht oder sic werden ge6ffnet 
und die Puppen nach Geschlechtern getrennt in Joghurt- 
bechern bei 26 ~ und 50-70% R.H. bis zum Schliipfen der 
Falter aufbewahrt. Ein Hinausz6gern des Schliipftermins 
mittels tieferer Temperaturen lohnt sich in der Regel 
nicht, da die so behandelten Puppen oft Falter mit he- 
ringer Fertilit/~t und Fekundit~it ergeben. 

Die Zucht der Falter und die Eigewinnung erfolgt in 
Joghurtbechern, die innen mit  2 mm starkem Schaum- 
stoff ausgekleidet sind. Der Schaumstoffbelag wird nicht 
angeklebt, damit er fiir die Reinigung leicht herausge- 
nommen werden kann. Im 13oden des 13echers befindet 
sich ein Loch yon 15 mm Durchmesser, durch das ein 
Schaumstoffpfropfen (30)<20 mm) eingezogen ist. Er 
dient den Faltern als Tr~inke und ragt in einen darunter 
geschachtelten zweiten Joghurtbecher, der ca. i0 mm 

hoch mit Wasser geffillt ist. Start  YVasser kann such 
10%ige Saccharosel6sung mit  0,3% Sorbins~ure verwen- 
det werden, was bei gewissen St~mmen yon L. pomonella 
die Fekundit/it  erh6ht. D~e obere Offnung der Zucht- 
becher wird mit einer Cellophanfolie verschlossen, die von 
einem Gummiband festgehalten wird (Figur 2). Durch die 
Schaumstoffauskleidung der 13echer wird erreicht, dass 
praktisch alle Eier auf die glatte Cellophanfolie abgelegt 
werden, die je nach 13edarf gewechselt werden kann. 

Je Zuchtbecher werden 1-2 Falterpaare angesetzt. Wir 
halten die Becher in einer Glashaus-Kabine bei 26-28 ~ 
80-90% 1R.H. und natiirlicher Abendd~tmmerung. Hohe 
Luftfeuchtigkeit ist notwendig, damit  die Eier auf der 
Cellophanfolie nicht austrocknen; hingegen ist D/~mme- 
rung nicht notwendig ffir den Zuchterfolg z. 

Ftir die fortlaufenden Zuchten lassen wir die Eierfolien 
auf den Falterbechern, bis die ersten Embryonen das 
Schwarzkopfss erreicht haben. Falls hingegen 
genau datierte Eier ben6tigt werden, Wechselt man die 
Folien t~Lglich. Sie werden samt den Eiern in einer 
10%igen Formalinl6sung wXhrend 2-3 min desinfiziert, 
mit dest. Wasser gut gespiilt und hierauf soweit getrock- 
net, bis kein freies Wasser mehr sichtbar ist. Die nicht 
vollkommen trockenen Eierfolien werden dann locker in 
Polystyrendosen (Typ 13) geschichtet und diese, zusam- 
men mit  einem 13allen nassen Filterpapiers, in Poly- 
aethylens/icke eingeschlossen. Falls das Schl/ipfen der 
Eirgupchen verz6gert werden soll, werden die Eier bis zu 
7 Tage bei 13~ aufbewahrt, sonst bei 26~ Die ge- 
schliipften R~upchen mfissen t/tglich mindestens einmal 
abgelesen und auf N~hrmedium angesetzt werden. 

Nach der oben beschriebenen Methode wurden an 
unserem Inst i tut  bisher mehr Ms 30 fortlaufende Genera- 
tionen yon L. pomonella gezfichtet, wobei durchschnitt- 
liche Aufwuchsraten vom L 1 bis zur Puppe yon 70-80% 
erreicht werden. 

Summary. A method for the individual rearing of the 
codling moth Laspeyresia pomonellc~ is described. The 
method allows the collection of exactly dated eggs and 
the rearing of a large number of larvae in a small space. 
By using the second medium described, it is possible to 
watch all developmental stages at any t ime without 
disturbing them. The average larval survival rate is 
70-80%. 
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Propert ies  of Hexok inase  Bound  to Glass  

I t  has been shown previously 1 that  hexokinase in solu- 
tion is capable of effecting the phosphorylation of the D- 
glucose and D-fructose present in formose sugars. In order 
to operate continuously, it would be desirable to utilize the 
enzyme bound to an insoluble support. We present here 
some of our results with hexokinase bound to glass. 

Previous reports 2-~ have described the covalent attach- 
ment  of several enzymes to porous glass. The procedure 
used here for hexokinase is as follows: Porous 96% silica 

glass particles (Corning Glass Works, Corning, N.Y.), 
40=60 mesh, pore diameter 55 q- 4.4 ram, pore volume 
1.4 ml/g, were cleaned in boiling 5 % HNO 3 in an ultrasonic 
bath, washed with water and dried at 150 ~ A silyl deri- 
vat ive was prepared 5 by refluxing with 10% y-amino- 
propyltriethoxysilane in toluene. The product was reacted 
with p-nitrobenzoyl chloride and the aryl nitro group was 
subsequently reduced * to an amino group. ]Binding of 
yeast hexokinase (Gallard-Schlesinger Co., Long Island, 



1262 Specialia EXPERIENTIA 28/10 

N.Y.,  Grade  I) was  accompl i shed  b y  d iazot iz ing  the  a ry l  
a m i n e  glass 7 and  t h e n  add ing  50 m g  of e n z y m e  per  g of 
glass d e r i v a t i v e  in a p H  8.5 (0.1M) NaHCO3 buffer  a n d  
t h e n  ho ld ing  t h e  m i x t u r e  a~c 0 ~ for 3 h. A p r o t e i n  deter -  
m i n a t i o n  b y  a modi f i ed  Low~Y m e t h o d  s as descr ibed b y  
WELIKu 9 revea led  t h a t  5.6 m g  of p r o t e i n  was b o u n d  per  
g r am of glass der iva t ive .  

Tile hexok inase  a c t i v i t y  of t he  glass b o u n d  e n z y m e  was 
d e t e r m i n e d  b y  a modi f i ed  JosHI and  JAGANNATHAN pro- 
cedure  1~ Tile g lucose-6-phospha te  (G-6-P) p roduced  in 
t h e  presence  of hexok inase  a n d  s a t u r a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  
of glucose a n d  adenos ine  t r i p h o s p h a t e  (ATP) was measu r -  
ed b y  t he  increase  in a b s o r b a n c e  a t  340 n m  due  to t he  ior- 
m a r i o n  of r educed  n i c t o t i n a m i d e  aden i ne  d inuc leo t ide  
p h o s p h a t e  ( reduced NADP+) .  A s tock  so lu t ion  of r e a c t a n t s  
was  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  3 m l  of A T P  (Na+, 0 .03M)  and  
9 ml  eacll of glucose (0 .15M),  MgC12 (0.2M),  lrishydroxy- 
m e t h y l a m i n o e t h a n e  buf fe r  (0 .2M, p H  8.0), e thy lened i -  
a m i n e  t e t r a ace t i c  acid (d isodium salt,  0 .001M),  N A D P  + 
(0 .0013M) and  42 ml  of water .  

The  immobi l i zed  e n z y m e  was usua l ly  assayed  b y  t he  
co lumn  t e c h n i q u e  3, 4. A p p r o x i m a t e l y  125 m g  (dry weight)  
of t he  m a t e r i a l  was p laced  ill a 0.5 cm glass co lumn  a n d  
pr io r  to  each  assay, was  washed  w i t h  water .  G-6-P de- 
hyd rogenase  (Boehr inger  Co., M a n n h e i m ,  New York,  
N.Y.,  4 ~xl, 1 mg/ml)  was  added  to 6 ml  of t h e  s tock  solu- 
t ion  and  t he  m i x t u r e  was  passed  t h r o u g h  t he  c o l u m n  a t  a 
r a t e  of i ml /min .  The  f i rs t  2 ml  of e lua te  was d i sca rded  and  
t he  n e x t  3 ml  were col lected in a s p e c t r o p h o t o m e t e r  cu- 
ve t t e .  F r o m  the  increase  in O.D. d e t e r m i n e d  15 m i n  l a t e r  
a t  340 nm,  t h e  a m o u n t  of N A D P +  ut i l ized a n d  the re fore  
t he  a m o u n t  of G-6-P  wh ich  fo rmed  was ca lcula ted .  

The  glass b o u n d  b e x o k i n a s e  h a d  an  ac t i v i t y  of 0.5 un i t s  
pe r  g of glass a t  21~ (1 u n i t  ca ta lyzes  t he  f o r m a t i o n  of 1 
tzm of G-6~P pe r  min) .  This  cor responds  to  a r e t e n t i o n  of 
0 .3% of t h e  or ig inal  ac t iv i ty .  Assay  b y  t h e  co lumn  tech-  
n ique  m a y  no t  yield an  accura te  ref lec t ion  of t he  t o t a l  
a m o u n t  of ac t ive  e n z y m e  b o u n d  to the  glass. I n  a b a t c h  
analysis ,  58 m g  of immobi l i zed  hexok inase  was s t i r red  for 
10 m i n  w i t h  t he  r eac t ion  mix tu re ,  f i l tered r ap id ly  and  t he  
O.D. of t he  f i l t r a t e  d e t e r m i n e d  as before.  Tile a c t i v i t y  was 
ca lcu la ted  to  be  0.9 un i t s  pe r  g of glass. W e  ascr ibe  t he  
dif ference to  t he  g rea te r  r a t e  of d i f fus ion of r e a c t a n t s  and  
p r o d u c t s  in  t he  s t i r red  m i x t u r e  as c o m p a r e d  w i t h  t he  co- 
l u m n  s i tua t ion .  

The  Michael is  c o n s t a n t  (Kin) for glucose was d e t e r m i n e d  
us ing  glucose in c o n c e n t r a t i o n s  f rom 8 • 10 -5 to  4 • 10-~M 
a n d  was found  to  be  2.2 • 10-4M. Soluble  hexok inase  f rom 
yeas t  was 1.0 • 10-4M ~. 

W h e n  t he  glass c o l u m n  c o n t a i n i n g  immobi l i zed  e n z y m e  
was s tored a t  21 ~ and  t he  a c t i v i t y  d e t e r m i n e d  per iodic-  
ally, a b o u t  ~/2 t he  a c t i v i t y  r e m a i n e d  a f t e r  1 m o n t h .  A so- 
lu t ion  of h e x o k i n a s e  s tab i l i zed  w i t h  a l b u m e n  and  ma in -  
t a i n e d  a t  21 ~ lost  ~/2 i ts  a c t i v i t y  in 10 days.  W h e n  t he  

glass b o u n d  e n z y m e  was s to red  a t  4 ~ t he re  was no  de- 
t e c t a b l e  loss of a c t i v i t y  in 1 m o n t h .  

The  o p t i m u m  p i t  for t he  immobi l i zed  e n z y m e  was 8. 
This  was  d e t e r m i n e d  b y  a d j u s t i n g  t h e  p H  of t he  in i t ia l  
buf fe r  to  5.8, 7.0, 8.0 a n d  9.0, o m i t t i n g  t h e  d e h y d r o g e n a s e  
and  pass ing  t he  so lu t ions  t h r o u g h  the  c o l u m n  of b o u n d  
hexokinase .  To 3 ml  of t h e  e lua te  was  i m m e d i a t e l y  added  
0.3 ml  of bu t f e r  (0 .3M,  p H  8), and  t he  dehydrogenase .  I t  
was found  t h a t  t i le a c t i v i t y  of t he  e n z y m e  a t  p H  5.8, 7.0 
and  9.0 was 46, 66, and  78 %, respect ively ,  of t h a t  obse rved  
a t  p H  8.0. 

H e x o k i n a s e  was no t  i r r evers ib ly  a t t a c h e d  to t he  porous  
glass. The  f i rs t  ev idence  t h a t  t he re  was ' l eakage '  was  t he  
o b s e r v a t i o n  t h a t  t he  a b s o r b a n c e  of t he  f ina l  m i x t u r e  n e v e r  
r eached  a t e r m i n a l  s t ab le  va lue  as was obse rved  w h e n  a 
k n o w n  a m o u n t  of G-6-P was assayed,  b u t  r a t h e r  increased  
a t  a slow r a t e  for e x t e n d e d  periods.  To e l im ina t e  t he  pos-  
s ib i l i ty  t h a t  t h i s  was due  to  f ine par t ic les  of t he  glass-en-  
zyme  complex,  t he  e lua te  was b o t h  f i l tered and  cen t r i -  
fuged, w i t h  no  effect. 

An  e x p e r i m e n t  des igned  to  q u a n t i f y  t he  a m o u n t  of en- 
zyma t i c  a c t i v i t y  e lu ted  f rom a c o l u m n  a t  d i f fe ren t  p H s  
was per formed.  Mix tu res  of MgC12 (0.6 ml,  0 .2M),  E D T A  
(0.6 ml,  0 .001M),  A T P  (3.6 ml,  0 .166M) and  N A D P  + 
(0.6 ml,  0 .0013M) were ad ju s t ed  to p H  6.2, 7.0 and  7.8 
w i t h  N a O H  and  m a d e  up  to a t o t a l  vo lume  of 6.0 m l  w i t h  
water .  Af te r  pass ing  these  so lu t ions  t h r o u g h  a f resh ly  pre-  
p a r e d  colunhn a t  a r a t e  of i m l /min ,  4.8 ml  of t he  e lua te  was 
c o m b i n e d  w i t h  0.6 ml  of buf fe r  (pFI 8.0, 0 .3M),  t he  de- 
hyd rogenase  added,  the  r eac t ion  s t a r t e d  b y  t he  a d d i t i o n  
of glucose (0.3 ml,  0 .15M) and  t he  increase  in O.D. de- 
t e r m i n e d  per iod ica l ly  for  1 h. The  r a t e  of. change  in O.D. 
was used to ca lcu la te  t he  un i t s  of e n z y m e  in t he  e luate .  I t  
Was found  t h a t  0.25, 0.30 and  0.37~o of t he  a c t i v i t y  on  t h e  
co lumn  was found  pe r  ml  of e lua te  a t  p i t  6.2, 7.0 and  7.8, 
respect ively .  The  p H  d e p e n d e n c e  wh ich  para l le l s  t he  so- 
lu b i l i ty  p roper t i e s  of glass suggests  t h e  poss ib i l i ty  t h a t  t he  
surface layer  of t he  glass is be ing  dissolved 1~. 

Rdsumd. De l ' hexok inase  soluble  a 6t6 li6e et  r e n d u e  in- 
soluble  p a r  r6ac t ion  avec  une  a m i n e  s t y l e  der iv6e du  ver re  
poreux .  L ' e n z y m e  garde  sa fonct ion,  ma i s  avec  une  act i -  
v i t6  mo ind re  e t  une  c o n s t a n t e  de Michael is  diff6rente.  
L 'u sage  pro long6 d ' u n e  co lonne  off l ' e n z y m e  es t  enrob6 
dans  du ver re  m o n t r e  que  l ' e n z y m e  se s6pare  l e n t e m e n t  
du ver re  poreux .  
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