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143. Wilhelm Franke und Ezz-Eldin M. Taha: Yurinoxydierende 
Fermente aus Schimmelpilzen, 111. Mitteil. : Zur Henntnis der Alternaria- 

Uricssen") 
[Aus dem I b t i t u t  f~ Garungswissenschaft und Enzymcheniie an der Universitiit KBln] 

(Eingegangen am 13. April 1952) 

Wkihrend die Uricase aller bisher untersuchten Alternaria-Arten 
und -Stiimme Harnsaure unter Aufnahme eines Atoms Sauerstoff 
zu Allantoin oxydiert, vermittelt das Ferment eines agyptischen 
A l t e r n a r i a  tenuis-Stamms (VII)la)als einziges die doppl te  Sauer- 
stoffaufnahme. Als Zwischenprodul~t l&St sich auch in diesem Falle 
Allantoin nachweisen, das unter NH,-Abspaltung hochstwahrschein- 
lich zu Oxonshre (Allantoxansailre) weiter oxydiert wird. 

In der I. Mitteilungl) dieser Reihe war bereits erwiihnt worden, da13 Fer- 
ment-Losungen aus einem deutschen Al t e rna r i a  tenuis-Stamm (V1/l)la) 
HarnsBure in ein Produkt uberfiihren, das die rote Farbreaktion von R. Fosse  
u. V. Bossuytz)  gibt und das einstweilen mit Vorbehalt als Al lan to in  an- 
gesprochen wurde, obwohl es nach der geringen Spezifitat dieser Reaktion 
aueh Uroxansaure oder Oxyacetylen-diurejn-carbonsaure sein konnte. Da- 
gegen war bei der Wirkung des Ferments aus einem iigyptischen Al t e rna r i a  
tenuis-Stamm (VII )1  ), ?as als einziges die Aufnahrne von zwei Atomen 
Sauerstoff pro Harnsiiuremolekiil katalysiert (, ,Ukase II"), diese Farbreaktion 
negativ ausgefallen, und zwar gleichermafien bei 0,-Aufnahmen, die etwa lls, 

Nachdem in der 11. Mitteilung3) die quantitative Verfolgung der Uricolyse 
am Aspergillus-Ferment ausgearbeitet worden war, sollte in der vorliegen- 
den Arbeit eine Klarung der Verhliltnisse bei den beiden Ferment-Typen von 
Al t e rna r i a  erfolgen, die fruher kurz als ,,Uricase I" und ,,Uricase 11" be- 
zeichnet worden waren. 

1.) , ,Uricase I" 
Da nach den Ergebnissen der vorangehenden beiden Mitteilungen , ,TJri- 

case I" aus Aspergi l lus  und aus Al t e rna r i a  in ihren Eigenschaften und 
ihrem Wirkungsmechanismus weitgehend ubereinstimmen. war eine solche 
Ubereinstimmung auch fur den Chemismus der Enzymreaktion zu erwarten. 

a) Verha l tn i s  von  0,-Aufnahme, Harnsau re -Abnahme  u n d  Al-  
l an to in -Bi ldung :  In  der folgenden Doppel-Abbild. l sind, wie friiher ahn- 
lich bei Aspergillus fumigatus, fur gereinigte Ferment-Losungen aus A1 t e r  - 
n a r i a  t enu i sVI / l  und Al t e rna r i a  so lan i  VI/1 die Werte fur 0,-Verbrauch, 
verschwundene Harnsaure und gebildetes Allantoin zu bestimmten Versuchs- 
zeiten dargestellt . 

tage. 

/2 und 2/3 des theoretischen Endwerts betragen hatten. 

*) Herrn Geheimrat Professor H. W i e l a n d  in dankbarer Verehrung zum 75. Geburjs- 

1) W. F r a n k e ,  E. M. T a h a  u. L. Krieg, Arch. Mikrobiol. 17, 255 [1952]. 
*a) Herkunft und Bezeichnungsweise der Stgmrne (VI/l ,  VII usw.) ist die in der I. 

Xtteil. angegebene. 2) Compt. rend. Acad. Sciences 188,106 [1929]. 
W. F r a n k e  u. L. K r i e g ,  B. 85, 779 [1952]. 
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Abbild. 1. Korrigierte 0,-Aufnahme - , Harnsaure-Abnahme A-A-A und 
Allantoin-Bildung .--.-. mit gereinigten A l t e r n a r i a  -Fermenten (Ammonium- 

sulfatfiillungen bei 9/,,-Sattigung) 

I Brutto-0,-Aufnahme Enzymtrockengew. je Ansatz 
Ia Enzym-Eigenatmung Alt. t e n u i s  8.0 mg, 
I. Korrigierte 0,-Aufnahme Alt. so lan i  6.0mg 

Es handelt sich wieder um sog. ,,PJormalansiitze" von 5 ccm Gesamtvolumen, m/z50Li- 
thiumurat und m/25 Phosphatpuffer (PH 7.0) enthaltend, die bei 30° in Luft liefen. 

Die Bestimmung der 0,-Aufnahme erfolgte wiederum manometrisch, die Bestimmung 
von Harnsiiure und Allantoin photometrisch nach den in der 11. Mitteil.3) gemachten 
methodischen Augaben. Die OrdinatenmaWstiibe sind so abgeglichen, da13 224 cmm 0, 
(= 10 pMol) 3.36 mg HarnsBure und 3.16 mg Allantoin (jeweils = 20 pMol) entsprechen. 

Die Abbild. 1 la& eindeutig erkennen, daS auch bei der Wirkung des Al -  
ternaria-Ferments je aufgenommenes Sauerstoff-Atom ein Molekul Harn- 
sSiure verschwindet und ein Molekul Allantoin (oder eine Sihnliche Substanz) 
entsteht. 

b) Bestimmung des Respirationsquotienten (RQ): Da nur bei der 
Bildung von Allantoin aus Harnstiure gleichzeitig ein Molekul CO, abgespalten 
wird, gestattet u. U. schon die Bestimmung des Respirationsquotienten allein 
eine Entscheidung fiber das die Farbreaktion gebende Produkt 9. 

Die Tafel 1 enthtilt in der ublichen Anordnung fiir die oben erwahnten 
beiden Alternaria-Arten Angaben uber die unkorrigierten und die (um die 
Eneym-Eigenatmung) korrigierten Respirationsquotienten (R Q bzw. R Q A ) .  

4) Zwischen Oxyacetylen-diurein-carbonsaure und UroxansLure kann allerdings allein 
auf Grund des R Q  (= 0) nicht unterschieden werden. Hierzu miil3te u.U. eine NH,- 
Gruppen-Bestimmung herangesogen werden (vergl. F. W. K l e m p e r e r ,  Journ. biol. 
Chem. 160, 111 [1945]). 
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Zeit 
(Min.) 

_ _  

cmm 0, cmm CO, _ _  - --I R Q  1 RQn 
___ . -I--- ohne H. 1 mit H. I A ohne H. 1 mit H. I A 

Die (bei Leeratmungen dieser CroBe maBgebenden5)) korrigierten R Q-Werte 
liegen nur wenig unter 2, dem theoretischen Wert fur quantitative Allantoin- 
Bildung6). 

Sollte den Abweichungen von diesem Werte wirklich Bedeutung zukommen (was bei 
der geringen Zahl der Yersuche nicht zu entscheiden ist), so wiirde die Menge u.U. gebil- 
deter, nicht CO, liefernder Nebenprodukte doch hochstens 10% betragen. 

2.) ,,Uricase 11" 

Die Untersuchungen an diesem Ferment-Typ und seinen Wirkungen waren 
sehr behindert durch die allmiihliche Degeneration des hierfur allein zur Ver- 
fugung stehenden Al te rnar ia  tenuis-Stamms VII, uber die in der I. Mit- 
teil. bereits berichtet worden war. 

Innerhalb von 11/, Jahren nahm der (aus der Anfangjgeschwindigkeit berechnete) 
Q0,-Wert7) von Rohextrakten von 17 auf 6 ab. In  diesen schwacher gewordenen Fer- 
ment-Losungen war aber zugleich eine Labilisierung des Ferments erfolgt, so &I3 schlieS- 
lich als Endwert der 0,-Aufnahme nur noch 1/3-1/4 des theoretischen (2Atome 0 je 
Harmiiuremolekiil) erreicht wurde. Trotzdem war der Ferment-Typ als solcher erhalten 
geblieben, wie spater (in Abbild. 2) noch gezeigt werden wird. 

Es gelang zwischenduroh (August 1951), durch Anderung des Niihrrnediums (Czapek- 
Dox-Losung + Hefewasser 1 : 1 statt Czapek-Dox-Losung allein) eine weitgehende 
Regenerierung der Fermentaktivitat unseres Stammes zu erreichen, entsprechend Q0,- 
Werten der Rohextrakte von etwa 13. Aus dieser Zeit stammen die meisten der nach- 
folgend beschriebenen Versuche. Die Reaktivierung des Stammes envies sich als nur 
voriibergehend. Nach wenigen Wochen setztq erneuter Aktivitatsabfall ein, der sich 
durch weitere Variationen des Niihrmediums nicht mehr nennenswert aufhalten l&B. Zu- 
letzt verwendeten wir zur Zuchtung des Pilzes meist eine modifizierte Czapek-Dox- 
Losung mit Harnsaure ah Stickstoffquelle. 

5) Naah fruheren Befundens) durfen Leeratmungen bis etwa 30% des Bruttowerts 
zur Ermittlung des tatsgchlichen Harnsiiure-Abbaus voll abgezogen werden. 

'3) Bei dieser Gelegenheit wurde auch noch in einem Doppelversuch der Respirations- 
quotient fiif daa Ferment von Fusarium sambucinum bestimmt; es wurde fur RQ 
(nach 30 und 90 Min.) 1.97 und 1.8, fur RQd 2.0 und 2.1 gefunden. 

- unter den Bedingungen des ,,Normalansatzes". cmm 
') "2 = mg Enzymtrockengew. x Stdn. 
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Enzym- 
Losung 

_ _  
I 

I1 
111 
IV 

a) Die Hes t immung des  Resp i r a t ionsquo t i en ten  (Tafel2) wurde 
hier mit einer Reihe gereinigter Ferment-Losungen in einem gro13eren Bereich 
der 0,-Aufnahme durchgefiihrt. Im iibrigen entsprachen die Bedingungen ganz 
depen der Versuche von Tafel 1. 

Tafel2. R e s p i r a t i o n s q u o t i e n t  des  H a r n s a u r e -  A b b a u s  d u r c h  A l t e r n a r i a -  
UriCase I1 

Ammoniumsulfatfallungen (g/lo-Ssittigung) ; Enzymtrockengew. je Ansatz zwischen 
3.4 und 5.1 mg; Versuchszeiten zwischen 15 und 180 Min.; H = Harnsilure 

cmm 0, 
___-.-. - 

ohne H. I mit H. I A 
10 86 76 
23 137 I 114 
20 214 194 

~~~ 

42 290 i 248 

cmm CO, 

ohneH.1 mitH.  . I . - - - _ _ _ ~  A - -~ 

30 239 I 209 1.12 
43 308 265 1.06 

1 62 1 400 1 338 ! 1.06 

1.73 
1.51 
1.08 
1.07 
1.04 

Hier fiillt der Respirationsquotient, abweichend von den Verhiiltnissen bei 
Uricase I, mit steigender 0,-Aufnahme ab, und zwar von wenigstens 1.7 bis 
auf rund 1 ; schon bei Aufnahme von eiriem Atom Sauerstoff (224 cmm) ist 
dieser Grenzwert praktisch erreicht. Der Reaktionsablauf ist hier also nicht 
einheitlich ; der hohe Anfangswert des Respirationsquotienten deutet darauf 
hin, da13 auch bei der Wirkung von ,,Uricase 11" prirniir Allantoin gebildet 
wird, spiiter aber wieder verschwindet. 

Minuten Min u fen 
Abbild. 2. Korrigierte 0,-Aufnahme - , Harnsiiure-Abnahme A-A-A 
und Allantoin-Bildung 0-*-• mit gereinigtem A1 t e r n  a r i a  - Ferment (Am- 

moniumsulfatfallung bei 9/,,-Sattigung) 
I Brutto-0,-Aufnahme I1 Harnsaure-Abnahme 
I a Enzym-Eigenatmung I11 Allantoin-Zunrthme 
I, Korrigierte 0,-Aufnahme 

Enzymtrockengew. je Ansatz 9 1  t. t enuis  VII. a : 4.0 mg, b : 7.0 mg 
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b) Verha l tn i s  von  0,-Aufnahme, Harnsau re -Abnahme  u n d  Al-  
l an to in -Bi ldung :  Qualitative Vorversuche ergaben, daB in der Tat die Farb- 
reaktion auf Allantoin hier nur bei kurzen Versuchszeiten (15-30 Min.) positiv 
ausfkllt, wahrend andrerseits die Farbreaktion der Harnsliure (nach Fo l in  u. 
W u) auch bei mehrstdg. Versuchsdauer nicht vollstandig verschwindet. 

Die Abbild. 2 a gibt das Ergebnis einer Versuchsreihe mit gereinigtem Fer- 
ment guter Aktivitat wieder, in der wie friiher (Abbild. 1) aul3er der 0,-Auf- 
nahme zu bestimmten Zeiten auch Allantoin und Harnsiiure quantitativ be- 
stimmt wurden. Auch die Wahl der MaDstiibe war die gleiche wie in Abbild. 1. 
Die Abbild. 2b  zeigt zum Vergleich einen Versuch au8 letzter Zeit rnit dem 
Enzym des bereits degenerierten Stamms. 

Es ist klar ersichtlich, daB Al lan to in  hier nur in den friihen Reaktions- 
phasen in nennenswertem MaBe auftritt, um spater wieder zu verschwinden. 
Die Abnahme der H a r n s  a ur  e erfolgt (verglichen rnit der 0,-Aufnahme) lang- 
samer als bei der Wirkung von Uricase I; bei Aufnahme von einem Atom 
Saueratoff (nach etwa 120 Min.) sind erst annlihernd der eingesetzten Harn- 
same verschwunden; bis in die Nahe des Endwerts der 0,-Aufnahme lassen 
sich noch kleine Harnsauremengen nachweisen. 

So wurden in vier Versuchen rnit verschiedenen Enzympraparaten bei hoheren 0,. 
Aufnahmen noch folgende Harnsiiuremengen (in yo der Ausgangsmenge) gefunden : 

__ 

cmm 0, .............. 286 323 396 450 

yo HarnsiGure ......... 21 18 17 13 
cmm 0, korr.. ......... 238 29 1 352 380 

Bemerkenswert ist die Konstanz des F e r m e n t - T y p s  auch in dem ge- 
schwachten Ferment der degenerierten Kultur. Unsere adhgl iche Vermu- 
tung, daS die Reduktion der 0,-Aufnahme auf einem'nergang von ,,Uri- 
case 11" in ,,Uricase I" beruhe, hat sich nicht bestatigt. 

c) Al lan to in  a l s  S u b s t r a t :  Erfolgte der Harnsaure-Abbau auch bei 
,,Uricase 11" uber Allantoin, so muate dieses auch als alleiniges Substrat mit 
lihnlicher Geschwindigkeit umgesetzt werden wie Harnsiiure. Dies war nun 
in der Tat der Fall. An fiinf verschiedenen aktiven Enzym-Losungen - drei 
Rohextrakten und zwei Ammoniumsulfatf&llungen (l/,-Slittigung) - wurde das 
Verhaltnis der Oxydationsgeschwindigkeiten von Allantoin und Harnsliure 
unter den Bedingungen des Normalansatzes bestimmt : die Anfangsgeschwin- 
digkeit der Allantoin-Oxydation variierte zwischen 57 und 84 derjenigen 
der Harnsliure-Oxydation. 

Fur die Einzelprgparate wurden folgende Geschwindigkeitsverhiiltnisse Allantoinj 
Harmsure (in yo) gefunden: 

Iroh I I w h  IIIroh I re in  I I re in  

nach 15 Min. .......... 57 81 84 65 73 
mch 60 ............ 55 68 82 71 71 

Auch in Ferment-Losungen aus der degenerierten Kultur war das Geschwin- 
digkeitsverhaltnis nicht nennenswert verlindert. Wir geben zur Illustrierung 
in der Tafel 3 typische Reaktionsbilder zweier Rohextrakte vom Anfang und 
vom Ende dieser Untersuchung. 
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Tafel 3. 0,-Aufnahmen zweier R o h e x t r b k t e  m i t  H a r n s a u r e  u n d  A l l a n t o i n  
cmm0,; Normalansiitze mit 2ccm Enzym (53 bzw. 26mg Trockengew.) 

A = Allantoin, H = Harnsaure, A/H x 100 = proz. Geschwindigkeitsverhkltnis 

Dez. 1950 M%rz 1952 

15 
30 
45 
60 

Die Oxydation von Allantoin ist unseres Wissens als isolierte Ferment- 
reaktion noch nicht beschrieben wordens). 

d) Wei te re  Ur i co lyse -Produk te  a l s  S u b s t r a t e :  Wir haben beidieser 
Gelegenheit auch noch das Verhalten zweier weiterer unter bestimmten Be- 
dingungen als Produkte der Uricolyse auftretender Verbindungen, namlich der 

FO,H Hzy YHZ 

bO,H HN-H-NH 
HZN. OC.  HN 1 C.NH. CO *NH, 07 CO,H GO 

I I1 

Uroxansaure  (I) und der Allantoinsi iure  (II)e), gepriift, und zwar bei der 
ublichen Konzentration (miuo) des Normalansatzes. Die Abbild. 3 gestattet 
einen Vergleich der Umsetzungsgeschwindigkeiten von Harnsaure, Allantoin, 
Allantoinsiiure und Uroxansaure. 

Ersichtlich kommt nur Allantoin der Harnsiiure hinsichtlich der Reaktions- 
fhhigkeit nahe, wobei noch zu berucksichtigen ist, daB die 0,-Endabsorptionen 
im Verhaltnis 1 : 2 stehen (s. u.). Die besonders geringe Umsetzungsgeschwin- 
digkeit der AllantoinsSiure, verglichen mit Allantoin, schlieBt bei dessen enz y- 
matischer Oxydation eine primare Hydrolyse aus. 

Damit im Einklang stehen in der I. Mitteil.') bereits mitgeteilte Befunde, wonach 
A l l a n t  o inase  in unseren Enzympraparaten nicht oder nur spurenweise vorkommt. 
Allantoin, das vor der Oxydation 1 Stde. im Vakuumrohrchen mit Enzym bei 30° in- 
cubiert worden war, zeigte demeritsprechend auch die gleiche Oxydationsgeschwindig- 
keit wie nicht incubiertes Allantoin. 

e) Chemismus de r  A l l an to in -Oxyda t ion :  Zunachat .wurden die 0,- 
Aufnahme und der Allantoinschwund - dieser wieder mit der modifizierten 
photometrischen Methode nach Posse  u. Bossuy t  - vergleichend verfolgt. 

*) St. J. P r z y l e c k i  (Arch. internat. physiol. 84, 238 [1925]) hatte einen oxydativen 
Mantoin-Abbau zu Harnstoff, NH, und Oxalsiiure zwar fur Amphibiengewebe (Frosch) 
nngegeben, ohne jedoch nlhere Belege fur den Ablauf dieser zweifellos komplexen Reaktion 
zu geben. 

g,  ober  die Rolle dieser Verbindungen bei der Uricolyse vergl. die Literaturubersicht 
der 11. Mitteil. 3). 



Nr. 9-10/1952] Fermente aus Schimmelpilzen ( I l l . )  919 

" 
30 60 90 

Minuten 

Abbild. 3. 0,-Aufnahme durch Harnsiiure und einige ihrer Abbauprodukte in 
Gegenwart gereinigten A l t  e r n a r i a  -Ferments (Ammoniurnsulfatfallung bei 
I/,-Slttigung) I Harnsiiure, I1 Allantoin, 111 Uroxansiiure, IV Allantoinskre, 

Y Kontrolle (Enzym allein) 
Normalansatze; Enzymtrockengew. j e  Ansatz 4.6 mg ; 0-gquivalent der Sub. 

strate 224cmm 

Die Abbild. 4 zeigt, da13 je Aufnahme eines  Sauerstoffatoms ein Allantoin- 
molekiil verschwindet. 

30 60 90 I20 750 780 
Minuten 

Abb. 4. Korrigierte 0,-Aufnahme - und Allantoin-Abnahme 0-0-0 mit 
gereinigtem A l t e r n e r i a  - Ferment (Ammoniumsulfatf&llung bei '/,-S&ttigung) 
I Brutto-0,-Aufnahme, Ia Enzym-Eigenatmung, I, korrigierte 0,-Aufnahme 

Normalansiitze; Enzymtrockengew. je Ansatz 9.5 mg 
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Piir den It es  pir a t ions  q u o t i e n t  e n der Allantoin-Oxydation war nach 
den fur die spateren Phasen der Harnsaure-Oxydation gemachten Feststel- 
luiigen (Tafel2) von vorneherein ein niedriger Wert zu erwarten. Die Ergeb- 
nisse der Tafel4 bestiitigen diese Annahme. 

- -~ 

Tafel4. Respirations qu o t ien t der Alla n t o in  - 0 x y da t ion d ur c h 
Alternaria- Ferment 

Ammoniumsulfatfallung bei ‘/,-S&ttigung; Enzymtrockengew. je Ansatz 3.9 mg; 
A = Allantoin 

45 22 136 114 ~ 19 26 1 7 0.19 0.06 
95 1 35 1 244 1 209 I 30 1 78 1 48 1 0.32 1 0.23 

Auch bei fast erreichtem Endwert der enzymatischen Oxydation liefert ein 
Allantoinmolekul hochstens 0.12 Mol. CO,, was einer unbedeutenden Neben- 
bz w. Folgereaktion entspricht . 

Fur das P r o d u k t  der  , ,Uricase 11“-Wirkung lie13 sich nach den bis- 
herigen Ergebnissen aussagen, da13 es aus der Zwischenstufe Allantoin durch 
direkten oxydativen bzw. dehydrierenden Angriff ohne primiire Hydrolyse und 
ohne C0,-Abgabe entstanden sein muBte. Unter Beriicksichtigung des Um- 
stands, da13 die chemische Struktur des Allantoins eine weitere Oxydation nur 
an den beiden miteinander verbundenen C-Atomen (C4 und C5 der Harnsaure) 
erlaubt, erscheinen drei Moglichkeiten vom chemischen und enzymatischen 
Standpunkt aus diskutierbar : 

1. Unter oxydativer Ringsprengung und Seitenketten-Abspaltung werden 
Oxa l sau re  und Harns to f f  gebildet. 

2. Unter oxydativer Abspaltung der Seitenkette allein werden P a r a b a n -  
sau re  und Harns to f f  gebildet. 

3. Unter Verkurzung der Seitenkette durch Ammoniak-  Abspaltung und 
gleichzeitiger Dehydrierung entsteht 0 x o n s a u r  e (All a n t  o x a n  saure)  : 

~ - C H - N H ’  

+ n  OC-NH 
I -  

‘CO + CO(NH,), 
+ O  + O L N H /  

\+ZZO 
-U HO,C OC-NH 

Von diesen Reaktionswegen ist der erste, die oxydative Bildung von Oxal- 
saure und Harnstoff, enzymchemisch nicht sonderlich wahrscheinlich, der vie1 
naher liegende hydrolytisch-oxydative (iiber Glyoxylsiiure) wegen des Ausfalls 
der Allantoinasewirkung hier nicht gangbar. 
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Die von H. Kleinmann u. H. Bork'o) angegebene Bildung von Oxalsaure und 
Harnstoff neben Allantoin beim Harnsiiure-Abbau durch Leberferment bietet keine 
Stiitze. Allantoin wird niimlich von dem verwendeten Uricasepriiparat nicht angegriffen 
und die Autoren nehmen daher an, daB die Gabelung der Reaktionswege bereits bei der 
Oxyacetylen-diurein-carbonsaure bzw. ihrem Decarboxylierungsprodukt, dem Oxyace- 
tylen-diurein, erfolgt, das einmal nichtoxydativ in Allantoin, das andere Ma1 oxydativ 
in Oxalsilure und Harnstoff zerfallen solI1*). 

Die zweite und die dritte Reaktionsmoglichkeit erscheinen chemisch ziem- 
lich gleichwertig. Da im einen Falle Harnstoff, im anderen Ammoniak als 
zweites Reaktionsprodukt auftreten sollte, wurde durch NH,-Bestimmung in 
ReaktionsansMzen eine Entscheidung versucht. 

Bei der angewandten Methode wurde NH, durch Zugabe gesiittigten Boratpuffers von 
PH 10.1 zur Reaktions-Losung ausgetrieben, bei 50-55" i. Vak. in verd. Schwefelsaure ab- 
sorbiert und mit Nesslers Reagens colorimetrisch bestimmt. Die im substratfreien Kon- 
trollansatz nachweisbare NF&-Menge wurde bei der Berechnung in Abzug gebracht. 

In der folgenden Tafel5 ist das Ergebnis zweier derartiger Bestimmungen 
in Ansktzen mit Allantoin als Substrat zusammengestellt. 

In  Fettdruck sind y i  0,-Aufnahme und % NH,-Bildung hervorgehoben. Die ein- 
gesetzte Allantoinmenge (20 pMol) wiirde bei vollstiindiger Oxydation nach dem Reak- 
tionsweg 3 224 cmm 0, verbrauchen und 2.0 ccm miloo NH, bilden. 

Tafel 5. 0,Aufnahme und KH,-Bildung bei der  enzymatischen Allantoin- 
Oxydation 

Ammoniumsulfatfiillung bei '/,-Sattigung; Qo, (Harnsiiure) 66.; Enzymtrockengewicht 
je Ansatz 3.8 mg. A = Allantoin 

Zeit 

-- 

45 24 108 
150 50 

Nach 45 Min. stimmen 0,-Verbrauch und NH,-Bildung fast theoretisch 
iiberein, wahrend nach 150 Min. die letztere um etwa l/, hinter dem ersteren 
zuruckbleibt. Dieses Ergebnis bedeutet zusammen mit den friiher mitgeteilten 
immerhineine starke Stutzeder Oxonsiiure -Theorie. Hinzu kommt,daB Oxon- 

lo) Biochem. Ztschr. 262, 20 [1933]. 
11) Die Angabe von Kleinmann u. Bork ist unseres Wissens die einzige, monaoh 

fur die Uricolyse im Warmblii ter eine uber 1 Atom 0 je Harnsauremolekul hinaus- 
gehende 02-Aufnahme anzunehmen ware (fur die Uricolyse im Ka l tb lu t e r  vergl. da- 
gegen S t .  J. Przyleokis)). Leider wurde der 0,-Verbrauch als solcher in der Unter- 
suchung nicht gemessen. Bei der Arbeit von Kleinmann u. Borlc'O) fiillt auf, daD sie 
mit ungewahnlich langen Versuchszeiten (24-72 Stdn. bei 37 "), zudem unter 0,-Durch- 
leitung arbeiteten. Da von der Zugabe eines Antkepticums nicht die Rede ist, wird man 
an die Wirkung von Bakter ien  zu denken haben, von denen viele Arten Harnsiiure 
abzubauen vermogen (vergl. z.B. J. L. Morris u. E. E. Ecker,  Journ. infect. diseas. 
84,592 [1924]; R. F. Hanzal  u. E. E. Ecker,  Proc. 900. exp. Biol. Med. 28,815 119311; 
R. Truszkowski, Biochem. Journ. 24,1340 [l930]). Auch zeigt w h  unseren Erfah- 
rungen nioht ganz reine Harnsiiure eine betrilchtliche Autoxydation (vergl. A. Ionescu 
Matiu u. A. Popesco, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 21, 264 [1939]). 
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saure als Substrat vom Enzym uberhaupt nicht angegriffen wird ; die 0,-Auf- 
nahmen mit und ohne Kaliumoxonat sind innerhalb der Fehlergrenzen 
gleich. 

Als ein indirektes Argument fur die Oxonsiiure-Bildung (das sich direkt nur gegen die 
lteaktionsmoglichkeiten 1 und 2 richtet) wiire noch der betriichtliche Urease-Gehalt un- 
serer Enzympriiparate anzufuhren 2). 

So bildete eine gereini,$e Enzym-Losung (Ammoniumsulfatfiillung, Qo, (Harnsiiure) 
104, Enzymtrockengewicht je Ansatz 7.2 mg) im Normalansatz mit 1 ccm m/so Harn- 
stoff als Substrat folgende NH,-Mengen : 

Xach Minuten ......... 15 40 90 120 
ccm m/,oo NH, ......... 1.74 2.20 3.05 3.50 
% d. Maximalmenge .... 44 55 76 88 

Wenn hier auch die doppelte Enzymmenge verwendet wurde wie in dem Versuch der 
Tafel5, so bedeutet die Anwesenheit von Urease auf jeden Pall, daB primar gebildeter 
Harnstoff in erheblichem Umfang zu NH, und CO, aufgespalten wird und da13 RQ bei 
der Allantoin-Oxydation dann nicht mehr bei 0, sondern hoher (max. bei 2) liegen mu& 
Dagegen sprechen aber die Befunde der Tafel4. 

Da durch die Degeneration unseres Pilzstammes der geplante praparative 
Nachweis der Oxonskure unmoglich geworden war13) und die IJntersuchungen 
&us auBeren Grunden zudem einige Zeit unterbrochen werden miissen, haben 
wir unsere vorlaufigen Ergebnisse hier mitgeteilt, obwohl die Bildung von 
Oxonsaure durch sie nicht bewiesen, sondern nur sehr wahrscheinlich gemacht 
worden ist. Oxonsaure erscheint aber als enzymatisches Reaktionsprodukt auch 
insofern verstandlich, als fiir sie schon lange bekannt ist, da13 sie - ahnlich 
wie die anderen Produkte der 1Jricolyse (Oxyacetylen-diurein-carbonsaure, 
Allant,oin, IJroxansaure) - bei der alkalischen Oxydation von Harnsaure auf 
rein'chemischem Wege, sei es mit S a ~ e r s t o f f ~ ~ . ~ ~ ) ,  sei es mit Permanganatl4l la), 

leicht erhalten werden kann. 
Ungeklart bleibt einstweilen auch die Frage, ob die Allantoin-Oxydation 

noch in den Spezifitatsbereich der ,,Uricase 11" - die bisher auf eine einzige 
Variante von A l t e r n a r i a  t e n u i s  beschrankt scheintl') - fallt, oder aber 
durch eine spezifische, mit der ,,normalen" Uricase vergesellschaftete Allan-  
t o in -oxydase  bzw. - ae rodehydrase  zustande kommt, was vom enzym- 
chemischen Standpunkte aus wohl wahrscheinlicher wiire. Denn im erst- 
genannten Falle miiote es zwei IJricasen unterschiedlicher Spezifitat geben, 
wofur unseres Wissens kein ahnlich gelagerter Fall bekannt ist . Andrerseits 
erlaubt das in dieser und der I. Mitteilung beigebrachte Material keinen siche- 
pen SchluB auf eine zusammengesetzte Natur der ,,Uricase 11". 

12) Das Vorkommen einer aktiven Urease in Aspergillen ist wiederholt festgestellt 
und untersucht worden (D. Bach, Bull. Soo. chim. biol. 11,1007 [1927]; A. Brunel,  
ebenda 19,747 [1937], 21, 380 [1939]). 

13) Versuche, &us Einzell-Kulturen wieder aktives Mycelmaterial zu erhalten, sind 
vorgesehen. 

14) H. Biltz u. R. Robl,  B.S3,1967 [1920]. 
15) W. Schuler u. W. Reindel,  Ztschr. physiol. Chem. 215,258 [1933]. 
la) E. E. Sundwik, Ztschr. physiol. Chem. 20,335 [1895]. 
17) Von einer Mutente  kann man hier wohl nicht sprechen, da der agyptische Al- 

ternaria-Stamm ja mehr leistet ale die ubrigen, u.U. ein Enzym mehr enthiilt als jene. 
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Von dem von Priiparat zu Priiparat etwas variierenden Verhiiltnis der Allantoin- zur 
HarnGure-Oxydation (0.57-0.84) abgesehen, waren fruher') auch schon gewisse quanti- 
tative Unterschiede zwischen den beiden Uricase-Typen beobachtet worden, so hinsicht- 
lich der Empfindlichkeit gegen niedere HCN- und NH,OH-Konsentrationen sowie im 
Verhalten gegenuber Acceptorfarbstoffen. Gegenuber den zahlreichen gemeinsamen Zu- 
gen traten diese kleinen Differenzen aber stark zuriick. Auch in der Spezifithtsfrage kann 
eine Entacheidung nur durch neue Versuche, insbesondere Fermentreinigungsversuche, 
erreicht werden, deren Erfolg aber an das Vorliegen aktiven Ausgangsmaterials geknupft ist. 

Der Notgemeinschaft  der  Deutschen Wissenschaft danken wir fur finanzielle 
Forderung dieser Untersuchung. 

Besohreibung der Versuche 

Methodisch schliel3t sich die vorliegende Untersuchung vollstandig an die voran- 
gehende 11. Mitteilungs) an. Die dortigen Ausfiihrungen iiber Pilzmaterial, Herstellung 
von Enzym-Losungen, Bestimmung von Enzymwirkungen, Harns&ure-Bestiimung, Al- 
lantoin-Bestimmung und Bewertung der Enzym-Eigenatmung gelten auch fur die vor- 
liegende Arbeit. 

Fur die NIX,-Bestimmungen dient eine Spezialapparatur, die aus einem mit 
Capillartropftrichter versehenen Mikro-Kjeldahl-Kolben, von dem seitlich ein weites 
U-formig gekrummtes Ableitungsrohr abzweigt, das am unteren Ende durch Schliff mit 
einem 50-corn-Rundkdben verbunden istl*). Zum Austreiben des NH, aus der Versuchs- 
Losung dient ein Boratpuffer, der im I 94 g Borax und 17 g Natriumhydroxyd p.a. ent- 
hllt, zur Absorption des N€& n/,,H,SO,. 

Nach Evakuiemg der Apparatur durch den Tropftriehter werden durch diesen vor- 
sichtig 2 ccm Boratpuffer zu der im Kjeldahl-Kolben befindlichen Reaktions-Lijsung gege- 
ben. Der Kjeldahl-Kolben wird hierauf 5 Min. in ein Wasserbad von 50-55", die Schliff- 
Vorlage in Eiswasser eingetaucht. Vom Deatillat wird ein aliquoter Teil mit Nesslers 
Reagens analysiert, so da13 die colorimetrisch zu bestimmende m-Menge  nicht uber 
1.5 mg liegt. Kontroll-Bestimmungen an m/,,NH,Cl lieferten 90- 100% PITH,. 

P r a p a r a  te: All a n t  oinl9) und Uroxansaure20) wurden nach bewahrten Literatur- 
angaben durch Permanganat-Oxydation von Harnsaure, Kaliumoxonatls) durch Aut- 
oxydation von Harnsllure in alkal. Losung, Allantoinsaures') durch Alkalispaltung 
von Allantoin dargestellt. 

Hrn. cand. rer. nat. H. Frehse sind wir fur die Darstellung dieser Praparate zu Dank 
verpflichtet. 

Is)  Beschreibung mit Abbild. in F. C. Koch u. M, E. Hanke ,  Practical methoas 
in biochemistry, S. 253 (Baltimore 1948). $I 

' 2  v 18) Org. Syntheses, Collect. Vol. 11, S. 21 (New York 1943). 
20) H. Biltz u. R. Robl,  B. 53, 1950 [1920]. 
21) R. Behrend u. R. Schul tz ,  A. %5,21 [1909]. ;r 


