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3 -Dim 3 t h y  1 a mino m e t h y l  e n - o x in  d o  1 (,,Dehydro - oxygramin") : 20 g N -  Ace - 
t y l -  3 - a t h o x y me t h y 1 e n  - o x indo  1 wurden mit 120 ccm wasserfreiem Dime t 11 y l a  ni in  
im Autoklaven 2 Stdn. auf 120-130° erhitzt. Die nach dem Abdampfen der fliiasigen 
Bestandteile hinbrbleibende golbbraune kristallisierte Subshnz wurde mit wenig Alkohol 
von Schmieren befreit und aus mehr Alkohol umkristallieiert; Ausb. 14 g. BlaBgelbe, 
glanzende Bliittchen vom Schmp. 202O. Loslich in 2nHC1; daraus mit Natronlauge a h  
01 fallbar, das rasch mit unveriindertem Schmelzpunkt kristallisiert. 

C,,H,,ON, (188.1) 
P i k r a t  aus Alkohol: Braungelbe Prismen voni Zersp. 195O. 

C,Hl,0N2.C,H,N,0, (417.1) Ber. N 16.79 Gef. N 16.54 
N - A c e t y 1 - 3 - d i p  h e n yla  m i n o m e t 11 y 1 e n  - o s in d o 1 : wird aus 3.3 1 g A' - A c e t y1- 

ii t h o x  y m e  t h y l e n -  o x indol  und 1.69 g D i p  h e n y l a m i n  wie oben beschrieben erhalten. 
Aus Eisessig und Alkohol mehrfach umhistallisiert. gelbe Prismen vom Schmp. 196O. 

___ 

Ber. C 70.21 H 6.38 N 14.89 Gef. C 70.26 H 6.42 N 14.21 

C,,Hl,O,N, (354.2) Ber. C 77.93 H 5.12 N 7.91 COCH, 12.15 
Gef. C 77.65 H 5.20 N 8.27 COCH, 12.08 

3 - [(p - Diii t h y 1 a m i n o  - iith y 1) - a m i n o  m e t h y l  e n] - o x in  d o 1 : Entsteht aus 0 xindol-  
a l d e h y d  und iiberschiiss. N. N - D i a t. h y l -  a t h y1 e n  d i a m  in. Aus Benzol hlaBgelbe R'a- 
dcln vom Schmp. 123O. 

CISH2.0N3 (259.2) 
3-  [(P-Carbiithoxy-iithy1)-aminomethylenl-oxindol: 1.6 g Oxindola ldehyd 

und 1.53 g p -Am in o - propion  sa u r eii t h y les  t e r  - h y d r o  ch lor id wurden in Pyridin 
l,'z Stde. bei Wrtsserbadtemperatur gehalten, nach dem Abdampfen des Pyridins der Riick- 
stand in Chloroform aufgenommen nnd rnit wenig verd. Schwefelsliure durchgeschiittelt. 
Der Chloroform-Ruckstand kristallisierte heim Anreiben mit Ather. AUS Alkohol braun- 
liohe BliZttchen vom Schmp. 107O. 

Ber. C 69.45 €1 8.17 R' 16.21 Gef. C 69.64 H 8.01 K 16.63 

C,4H,,03N2 (280.1) 
3 - [(p - P he n y l -  a t  11 y 1) - a m i n o  m e t h y le n] - o xi n do1 : Die Verbindung wurde wie vor- 

stehend beschrieben aus 0 xindola  Id e h y d und P hen  ylii t h y lam i n  - h y d r o c h lo  r id 
dargestellt. Aus Alkohol blaegelbe Nadeln vom Schmp. 158O. 

Ber. C64.58 H6.20 N 10.77 Gef. C64.38 H 6.12 E; 10.03 

C,,H,,ON, (264.1) Ber. C77.30 H6.11 N 10.61 Gef. C77.05 H6.06 N 10.21 
- ... -- 

126. Wilhelm Franke und Liselotte Krieg: Purinoxydierende Fer- 
mente aus Schimmelpilzen, 11. Mitteil. : Zur Kenntnis der Aspergillus- 

Uricase*) **) 
[Aus dem Institut fur Giirungswissenschaft und Enzymchemie an der Universit& Koln] 

(Eingegnngen am 17. Marz 10521 

Die unliingst in Aspergillus fumigatus (und anderen Schimmel- 
pilzen) entdeckte Uricase wurde hinsichtlich ihrer Eigenschaften, ihres 
Wirkungsmechanismus und ihrer Renktionsprodukte niiher unbr-  
sucht. Das leicht extrahierbare Ferment erweist sich als eine typi- 
sche, auch mit Acceptorfarbstoffen reagierende Aerodehydrm, sehr 
iihnlich der friiher untersuchten sog. Glucose-oxydase aus Schimmel- 
pilzen. Beim Wirkungsoptimum von p H  7 fiihrt sie Harnsaure prak- 
tisch quantitativ in Allantoin und CO, iiber. 

I n  der vorangehenden I. Mitteilung war - entgegen alteren Angaben von 
A. Brunel l )  fur Aspergi l lus  n iger  .- das sehr verbreitete Vorkommen harn- 
aiiureoxydierender Fermente in Schimmelpilzen verschiedener Gattungen uncl 

*) H e m  Geheimrat Professor Heinr ich  U'ieland, dem Schopfer dar Dehydricrungs- 
theorie, in dankbarer Verehrung gewidmet. 

**) I. Mitteil.: M': F r a n k e ,  E. M. T a h a  11. L. Kr ieg ,  Arch. Mikrobiol. 17, 256 [1952]. 
1) Bull. SOC. Chirn. bid. 21, 388 [l9:39]. 
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Arten nachgewiesen worden, bei deren Wirkung im allgemeinen e in  Atom 
Sauerstoff je Harnsauremolekiil aufgenommen wurde (,,Uricase I"), mit Aus- 
nahme desFerments aus einem Al t e rna r i a  t e n u i s -  Stamm, bei dem der End- 
wert der 0,-Aufnahme zwei Atome betrug (,,Uricase II"),). An Al t e rna r i a -  
Rohextrakten waren einige orientierende Versuche Uber diese beiden Ferment- 
typen ausgefuhrt worden, die u. a. Hinweise dafur ergaben, daI3 der Typ I, nicht 
dagegen der Typ 11, Al lan to in  als Reaktionsprodukt liefert. Es war ferner ge- 
zeigt worden, daI3 diese meist oder iiberwiegend konstitutiven Fermente leicht 
aus der Zelle abgetrennt werden konnen und dalj ihre Aktivitiit in moglichst 
jungem Mycel am hochsfen ist. 

In  der vorliegenden Mitteilung sol1 eine allgemeine Charakteristik des nor- 
malen Ferment-Typs I ,  des Mechanismus und Chemismus seiner Wirkung gege- 
ben werden. Fiir die Untersuchung dieses verbreiteten Typs wurde als Fer- 
mentausgangsmaterid ein auf Wiirzeagar weitergezuchteter Stamm von Asp er- 
g i l lus  f u m i g a t u s  gewfihlt, der sich durch gute und uber zwei Jahre hin fast 
konstante Fermentaktiviti-it auszeichnete. Soweit ein Vergleich mit anderen 
Schimmelpilzen (z.B. A l t e r n a r i a -  Arten, vergl. die I. Mitteil.) moglich ist, 
kehrt dieser Ferment-Typ dort in ganz ahnlicher Form wieder, so daS3 die im 
folgenden mitgeteilten Ergebnisse als charakteristisch fur ,,Uricase I'' ange- 
sehen werden konnen. 

Zur Enzymgewinnung wurden durchweg zwei Tage auf Czapek-Dox- 
Nahrlosung (mit NaNO, als N- Quelle) geziichtete, noch fast konidienfreie 
Myceldecken verwendet, die unter Verreiben mit Quarzsand mit Wasser extya- 
hiert wurden. Zu den folgenden Fermentversuchen wurden teils solche zentri- 
fugiehen Rohextrakte oder (gegen Leitungswasser) dialysierte Extrakte, teils 
durch Ammoniumsulfatfallung (meist bei 2/3-SiittigUng) und anschlieI3ende Dia. 
lyse oder (seltener) durch Acetonfiillung (Extrakt : Aceton meist 1 : 2) gereinigte 
Enzymprfiparate benutzt. 

Die A k t i v i t  iit der Ferment-Losungen wird im folgenden hiiufig in Form 

der 7,Atmungs@oBe" Qo2 = e-T&&kengew. &dn. unter ,,Normalbedin- 
gungen" (rn/,,,-HarnsLure, PH 7.0, Luft, 30°) angegeben. 

cmm 0, 

Diese sind erfiillt im sog. ,,Normalansatn" der Warburg-Versuche: 
0.1-2.0 ccm Enzym-Losung, 
1.0 ccm m/,-Phosphatpuffer PH 7, 
1.0 ccm m/,,-Lithiumurat, 
H,O zum Gesamtvolumen 5.0 corn. 

Bisweilen findet sich auch die Angabe der um die Eigenatmung der Enzym-Losung 
(q ) korrigierten AtmungsgroIje ( QOz- so). Der Berechnung wurde in jedem Falle die 
Anfangsgeschwindigkeit, d. h. die 0,-Aufnahme in den ersten 15 Min., zugrunde gelegt. 

Trockengewichtmngaben beziehen sich bei Rohextrakten auf undialysierte, bei ge- 
reinigten Enzympriiparaten auf dialysierte Losungen. 

0% 

,) Die Frage, ob ,,Uricase 11" einheitlich oder komplex ist, wurde offen gelassen. 
3, Vergl. z.B. K. Bernhauer, Gtirungschemisches Praktikum (Berlin 1939), oder 

A. Janke, Arbeitsmethoden der Mikrobiologie I (Dresden u. Leipzig 1946). 
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1.) Kinetik der Urioasewirkung 
Typische Reaktionskurven (Abhiingigkeit des Umsatzes von der Zeit) 

sind in den Abbildd. 5 und 6 (S. 797, 798) wiedergegeben. 
a) EinfluB der Enzymkonzentration: Nur in einem Bereich niedriger 

oder mittlerer Enzymkonzentrationen besteht zumeist angeniiherte Proportio- 
nalitit zwischen Reaktionsgeschwindigkeit ( Anfangsgeschwindigkeit ) und En- 
zymkonzentration, wiihrend bei hoheren Enzymkonzentrationen die Reak- 
tionsgeschwindigkeit verhliltnismlidig langsamer zunimmt (Abbild. 1). 

ccm €nzyrn 
Abbild. 1. EinfluD der Enzymkonzentration auf die 

Geschwindigkeit der Harnsiiureoxydation 

I1 Ammoniumsulfatfallung (bei a/,-Slittigung, 
4.6 mg Trockengew./ccm) 
Normalansiitze; 0,-Aufnahmen nach 15 Min. 

I Rohext rak t  (23 mg Trockengew./ccm) 

Fiir hahere Enzymkonzentrationen gilt die Schiitzsche Regel*) recht gut. So be- 
rechnet sich beispielsweise aus den Kurven I und I1 der Abbild. 1 fur den Quotienten 

cmm Oa in 15 Min. 
l/--i 

bei ccm Enzym 0.25 0.5 1.0 2.0 
I (47) 58 60 67 

11 (60) 89 89 82 
4) Zur Interpretation der Schiitzschen Regel vergl. z.B. J. B. S. Haldane u. K. G. 

Stern ,  Allgemeke Chemie der Enzyme, S. 117 (Dresden u. Leipzig 1932); E. A. Moel- 
wyn-Hughes, a) inNord-Weidenhagen, Handb. d. Enzymol. I, S. 220 (Leipaig 1940), 
b) in Sumner-MyrbBck, The enzymes I, S. 28 (New Pork 1950). 



Diese Erscheinung, die heim Vergleich von Enzymaktivitiiten (2.B. bei 
Reinigungs- und Hemniungsvcrsuchen) durch Verwendung nicht zu groljer 
Fermentmengen stets beriicksichtigt werden mul3, trat sowohl bei Roh- als 
auch bei gereinigten Fermentpriiparaten (Ammoniumsulfat- und Acetonfgl- 
iungen) auf. 

Haufig wurde andererseits auch beobachtet, da13 niedrigc Fermentkonzentrationen 
,,iiberproportional" hohe Anfangsgeschwindigkeiten zeigten, die aber im weiteren Verlaufe 
des Versuchs stark ahfielen, so daS auch nach Stunden kein Endwert erreicht werdcn 
konnte. In  solchen Fallen wurde Aktivitktsberechnungen die niedrigste Fermentkonzen- 
tration xugriiiide gelegt, bei der der theoretische Hndwert dcr 0,-Aufnalime noch erreicht 
wurde bzw. seine Erreichung wahrscheinlich war. 

1 ) )  Der E in f luQ de r  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  wurde inNormalansiitzen 
mit Rohextrakten im Bereich zwischen rnIm und nilso untcrsucht. Es ergab 
sich eine Kurve mit einem Konzentrationsoptimum der Reaktionsgeschwindig- 
keit zwischen rn/loo und rn/125 (Abbild. Z) ,  aus der sich fiir die Enzym-Substrat- 
Verbindung eiue Dissoziationskonstante von ctwa 2 x m ermitteln I i iOt .  
Piit. tierische TJricase (aus Rinderniere)'hatte M. %. Grynberg5)  eiii Konzcn- 
trationsoptimum bei etwa rt1/140 und eineMichaelis-Konstante ron 4.3 x 1 0 - 3  m 
rtngegehen. 

m Harnsaure 

Abbild. 2. EinfluS der Harnshurekonzentration 

I Rohextrakt rnit Substrat ( p ~  7 )  
0,) 

auf die Oxydationsgeschwindigkeit ( Q 

11 Rohextrakt ohne Substrat (Eigenatmung q 
02) 

Punktierte Linien dienen der Ermittlung der 
Michaelis- Konstanten 

(unter Abzug der Emym-Eigenatmung) 

Bei der graphischen Ermittlung der Michaelis-Konstanten (Abbild. 2 )  war die Enzym- 
Eigenatmung in Abzug gebracht worden. Dies ist nach Versuchen mit gleichzeitiger Be- 
stimmung von 0,-Verbrauch und Reaktionsprodukt, iiber die im Versuchsteil beriohtet 
wird (Tafel 11, 6. 802), in  erster Anniiherung zulkssig. 

j) Biochem. Ztrichr. 236,138 [1931]. 
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c) Der pH-EinfluG auf die A k t i v i t a t  und S t a b i l i t a t  der Aspergi l lus-  
Uricase ist in der Abbild. 3 (Kurve I und 11) zur Darstellung gebracht. Das 

PH 
Abbild. 3. pH-EinfluB auf Enzymaktivitat (I) und 

Enzymstabilitii,t (11) in Rohextrakten 
In I: PH 6-8 Phosphatpuffer 

PH 9 Boratpuffer 
In  I1 : Incubation des Enzyms mit Veronal-Acetat-Puffer 

( p ~  3-9; 15 Min. bei 20°), dann Neutralisierung 
und Zusatz yon Phosphatpuffer PH 7 

Versuche bei 30° 

nicht sehr ausgepragte Wirkungsoptimum - die Prufung tieferer pH-Werte 
verbot die Schwerloslichkeit der freien Harnsaure - liegt beim Neutralpunkt , 
also um etwa zwei pa-Einheiten tiefer ale beim tierischen Enzym 6, '). Das Enzym 
ist im schwach alkalischen Gebiet bestlndig, wahrend unterhalb PH 7 ein he- 
trachtlicher Aktivitatsabfall erfolgt, so daB unter den im Versuch gewahlten 
Einwirkungsbedingungen - 15 Min. bei 20° - schon bei p~ 5 nur mehr etwa 
die halbe Aktivitat erhalten bleibt. 

d) Der Einf luB des  0 , -Par t ia ldrucks  erwies sich als auffallend gering, 
die Affinitat des Enzyms zum Sauerstoff dementsprechend als hoch. I m  
Partialdruckbereich zwischen 1.0 und 0.06 (O,N,, Luft) zeigte die Reak- 
tionsgeschwindigkeit in Normalansatzen keine wesentliche -&&mng, wie die 
folgende Tafel 1 an den aus den 0,-Aufnahmen nach 15 Min. errechneten Qo,- 
Werten dartut. 

Tafel 1. Abhiingigkei t  d e r  Reaktionsgeschwindigkeit 
vom 0 , - P a r t i a l d r u c k  

0,-Partialdruck 1 1.0 I 0.21 1 0.05 ~ 0.006 
- - -  

~- -~~ --[ 5.3 1 5.0 -- 1 4.6 1 4.7 
Qo2 

&r Befund ist insofern iiberraschend, als sich beim tierischen Enzym ein starker Ein- 
f h S  des 0,-Partialdrucks zeigt. So wurde beim tfbergang von Luft zu reinem Sauerstoff 

6 )  R. Truszkowski  u. S. G u b e r m a n o w n a ,  Biochem. Journ. 29,2787 [1935]. 
7 )  D. Kei l in  u. E. F. H a r t r e e ,  Proc. Roy. SOC. London [B] 119, 114, 141 L19361. 
Chemiseha Berichte Jahrg. 85. 53 
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von F. Bat te l l i  u. L. Sterns) und Grynberg5) fur Rohenzympraparate eine Steige- 
rung der Reaktionsgeschwindigkeit auf etwa das Doppelte, von J. N. Davidsons) fur 
weitgehend gereinigte Prkiparate sogar auf das Dreifache angegeben1O). 

e) tfber den Einf luB de r  Tempera tu r  sowohl auf Reaktionsgeschwin- 
digkeit wie auf Enzymstabilitiit unterrichtet die Abbild. 4 (Kurve I und 11). 
Das Temperaturoptimum der Enzymwirkung liegt bei 30°, die ,,Totungs- 
tempera tur"  nach v. Eulera  Definition bei 46O. Fur die tierische Uricase 
(aus Rinderniere) gibt K. Rbll)  ein Temperaturoptimum von 45O an. 

Abbild. 4. TemperatureinfluB auf Enzymaktivitiit (I) 
und Enzymstabilitiit (11) in Rohextrakten 

In I : Normalansiltze bei verschiedenen Temperaturen 
In 11: Normalanslitze bei 30° nach vorheriger '/&dg. 

Erwarmung des substratfreien Ansatzes a.uf 
verrcchied. Temperaturen 

Punktierte Linien dienen der Ermittlung der ,,Totugs- 
temperatur" 

2.) Beeinflussung des  Fe rmen t s  du rch  Inh ib i to ren  
Fur tierische Uricase ist wiederholt starke Hemmung durch Cyanid an- 

gegeben ~ o r d e n ~ t g j ~ ~ ) ;  schon rn KCN 
praktisch vollstindig.. Weit geringer war die Hemmung durch Natriumazid 
(in der Konzentration n7/500 28 bzw. 40% bei PH 8.0 bzw. 6.8)7), wiihrend 
Natriumsulfid und Kohlenoxyd (CO/O, = 8-49) praktisch wirkungslos 
waren'. 9712). 

m KCN hemmt zu etwa 90%, 

*) Biochem. Ztschr. 19,219 [1909]. D, Biochem. Journ. 36,252 [1942]. 
10) Fast durchweg reagieren die (metallfreien) Aerodehydrasen, zu denen nach spli- 

teren Befunden wold auch die Uricase zu rechnen ist, mit Luft betrilchtlich langsamer als 
mit reinem 0, (Lit. s. W. Franke ,  Die Oxhydrasen, in Bamann-MyrbLck, Die Me- 
thoden der Fermentforsch. 111, S. 2385, Leipzig 1941). Zu den wenigen Ausnahmen gehort 
die d-Aminosiiure-oxydase (H. A. Krebs,  Biochem. Journ. 29, 1020 [1936]). 

Il) Journ. Biochem. (Jap.) 14, 361 113321. 
la) C. G. Holmberg, Biochem. Journ. 83,1901 [1939]. 
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Die Frage, ob tierische Uricase ein Metall-, im besonderen ein Eisen- oder 
Zink-Proteid sei, ist vie1 diskutiert worden, doch bis heute noch nicht ent- 
schiedens> 12,13*14715) ; die neueren Befunde (uneinheitliches Hemmungsbild, 
geringe Metallgehalte der reinsten Praparate, z.B. 0.1-0.2% Fe, 0.06-0.09% 
Zn, mangelnde Proportionalitat zwischen Metallgehalt und AktivitBt) sprechen 
nicht sonderlich fur diese Auffassungl6). 

Es schien daher von Interesse, auch beim pflanzlichen Enzym die Wirkung 
von Schwermetallkomplexbildnern zu priifen. Daruber hinaus wurden auch 
einige andere typische Fermentinhibitoren (Narcotica, Jodessigsaure, Natrium- 
fluorid) untersucht. Da die Hemmungen bisweilen zeitlich veranderlich sind, 
geben wir in der folgenden Tafel2 die fiir 15 und 60 Min. Versuchszeit beob- 
achteten Hemmungen in %. 

Tafel 2. Hemmungsversuche 
Normalansiitze mit Ammoniumsulfatfiillungen (2J3-S&ttigung) 

Inhibitor 

KCN ............. 

Na,S17) ........... 
NaN3 ............ 
=,OH .......... 

X2H4 ............. 

Phenylurethan .... 
Phknylharnstoff .... 
Na-jodacetat ..... 
NaF ............. 

% Hemmung 
in 15 Min. 

30 
51 
51 
60 
63 
34 
36 
28 
32 
24 
35 
38 
35 
40 

5 

in60Min. 

40 
58 
62 
68 
71 
32 
24 
27 
39 
17 
45 
30 
29 
31 
0 

Im grol3en Ganzen ist das Verhalten der Pilzuricase gegenuber Inhibitoren 
wenig chamkteristisch, zumal wenn man die fiir solche Versuche z.T1. betracht- 
lichen Inhibitor-Konzentrationen beriicksichtigt. In keinem Falle lie13 sich 
eine auch nur annahernd vollst&ndige Hemmung erzielen. Dies gilt im beson- 
deren auch fur die BlausBure, die zwar einwandfrei, doch wesentlich schwacher 

13) J. N. Davidson, Biochem. Journ. 32,1386 [X938]. 
14) L. W. Wachtel, E. Hove, C. A. Elvehjem u. E. B. H a r t ,  Journ. biol. Chem. 

158,361 [1941]. 
16) llhnliche Hemmungsverhiiltnisse wie bei der Uricase finden sich auch bei der 

Diamin-oxydase (Histaminase) (E. A. Zeller, Advanc. enzymol. 2,93 119423; E. 
Werle, Fermentforsch. 17, 103 [1943]), die als Flavin-Proteid zu betrachten ist (B. 
Swedin, Acta. Med. Scand. 114,210 [1943]; R. Kapeller-Adler, Biochem. Journ. 44, 
70 [1949]). HCN wirkt hier offenbar als Carbonylgruppen-Inhibitor. 

17) Hemmungsgrade nach Abzug cier (enzpkata.lysie&n) Autoxydation des N+S. 

15) E. Prae tor ius ,  Biochim., Biophys. Acta 2,590 [1948]. 
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als beim tierischen Ferment hemmend wirkt's) ; selbst m,lloo KCN htmmt nur 
etwa zu 2 / J .  Die Hemmungswirkung der ubrigen Schwermetallkomplexbildner 
ist noch weniger ausgesprochen. 

Hine gewisse Hemmungswirkung der beideii Karcotica ist unverkennbar. 
Freilich schwanken die Literaturangaben fur Dehydrasen an sich in weiten 
Grenzen] 9). Die J odessigsaure-Hemmung (von den Narcotica vergleichbarem 
AusmaB) reicht nicht aus, uni die Pilzuricase unter die typischen Sulfhydryl- 
enzyme einzureihenZ0). 

3.) Orient ie rende  Rein igungsversuche  
Obwohl eine systematische Keinigung der Pilzuricase auI3erhalb des Iiah- 

mew der vorliegenden Mitteilung lag, haben mir uns doch in einigen orieii- 
tierenden 17ersuchen davon iiberzeugt, dal3 eine weitergehende Anreicherunp 
des Ferments, z. R. durch Phllung mit Ammoniumsulfat oder organischen Lo- 
sungsmitteln (besonders Aceton) moglich ist. Wesentlich war auch der schon 
in der I. Mitteil. erhobene Befund, da13 Rohextrakte ohne grol3eren Enzym- 
verlust eine 12-36stdg. Dialyse gegen flieRendes Leitungswasser vertragen21), 
wobei eine etwa dreifache Aktivitatssteigerung (bez. auf des Trockengewicht ) 
erfolgt ; daraus folgt zugleich, daB die Pilzuricase keines dialysierbaren Cofer- 
ments oder Aktivators bedarf. 

a) Ammoniumsul fa t fa l lung  : In der folgenden typischen Versuchsreihe 
wurden Rohextrakte der Ammoniumsnlfatfallung bei den Siittigungsgraden 
0.5,0.67 und 0.9 unterworfen und die wieder in Wasser aufgenommenen Nieder- 
schliige nach einthgiger Dialyse gegen f lieSendes Leitungswasser auf ihre Aliti- 
vitat gepriift, wobei zur Ermittlung des Proportionalitatsbereichs stets meh- 
rere Konzentrationen untersucht wurden (S. 781). In  der Tafel3 werden 
neben den Qo,- Wer t en  der einzelnen Praparate die zugehorigen E nz ym - 
e inhe i ten  (EE = QO,x mg Gesamttrockengewicht), die Anreicherungs-  
grade  Qo,/QOo, (bez. auf Itohextrakt) und die prozentischen E n z y m a u s -  
beu ten  (EE/EEox 100) bei der Ammoniumsulfatfallung angegeben. 

Wie ersichtlich, steigen Anreicherungsgrad und Enzymausbeute mit stei- 
gender Ammoniumsulfatkonzentration in anniihernd gleichem Verhaltnis. 

Noch etwas bessere Reinigungseffekte wurden erzielt, wenn vor der Ammoniumsulfat- 
fallung der Rohextrakt i. Vak. (maximale Innentemp. 23O) eingedampft und zentrifugiert 
wurde. So gab ein Rohextrakt vom Q 6.9 (dialysiert 15.6) eine Ammoniumsulfat- 
fallung (2 &i,ttigung) mit Q 152, entsprechend einer 22- bzw. 9.8fachen Anreicherunp. 

0 2  

la) Ahnliches gilt auch fur das Verhslten von tierischer und pflanzhcher H i s t a m i n s s e  
(E. Werle  u. A. Zabel ,  Biochern. Ztsohr. 318,554 [1948]). 

le) Vergl. z.B. die stark gehemmte Succ inodehydrase  mit der kaum gehemmten 
X a n t h i n d e h y d r a s e  (K. C .  S e n ,  Bioohem. tJourn. ?5,849 [1931]). Bei der Pi le-Glu-  
cose-oxydase  hemmen Narcotica erheblich nur im sauren Gebiet ( p ~  4.4), nicht bdni 
Xeutralpunkt (U7. P r a n k e  u. F. Lorenz ,  A. 5%, 1 [1937]). 

2") Das gleiche gilt fur die besser untersuchte t ie r i sehe  Uricase (E. S. G .  Barron 
u. T. P. Singer ,  Journ. biol. Chem. 157,221,241 [1945]). 

21) Dagegen vertragen weder Rohextrakte noch gelldste Ammoniumsulfatfallungen die 
Filtration durch ein bakteriendichtes Schott-Filter, dies im Gegensatz zu Glucose-oxg- 
dam-Losungen (J. P r e i m a n n  u. W. F r a n k e ,  A. 559,199 [1948]); derart filtrierte Emrase- 
Losungen Eeigrn hcichstens wahrend der ersten 5-10 Min. einen gewissen 0,-Verbrauch. 

0 2  

__ - - _  



Nr. 7-8/1952] aus Schitnmelpilzen (II.) 787 

Tafel 3. E n  z y m  r e i n i g u n g d u r c h A m m o n i u m s u I f a  t f a  1 I u 

Reinigungsstufe 

Rohextrakt I ....................... 
(dialysiert. Extrakt) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
hnmoniumsulfatfallung (0.5) dialysiert . 
tiohextrakt I1 ...................... 
(dialysiert. Extrakt) .................. 
Ammoniumsulfatfiillung (0.67) dialysiert 
Rohextrakt I1 ...................... 
(dialysiert. Extrakt) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
~4mmoniumsulfatfallung (0.9) dialysiert . 

6.7 
(19) 
85 

(14) 
5.2 

107 
5.2 

(14) 
129 

= 
EE 

6300 

2600 
9700 

6900 
6500 

5200 

QoJQOo, 
~ 

12.7 (4.5) 

20.6 (i.i) 

24.8 (9.2) 
*) Die in  Klammeni angegebenen Anreicherungsgrade bezieheu sich auf dialysierte Extra 

$*I 

EE/EEo 
x 100 

41 

71 

80 

Dagegen gelang die haufig (z. B. bei der Glueose-oxyda~e2~) ) mit Erfolg angewandte 
-4usfiillung inaktiven Proteins durch kunes Erhitzen von Rohextrakten auf hohere Tem- 
peratur h i x  nicht; schon 5 Mm. lange Kinwirkung c4nrr Temperatur von 55O fuhrte 
zu starken Enzymverlusten. 

Eine weitere Versuchsreihe befal3te sich mit der Moglichkeit f r ak t io -  
n i e r t e r  Fal lung.  Einer Vorfallung bei den Sattigungsgraden 0.15, 0.25 und 
0.33 schlol3 sich jeweils die Hauptf6llung beim Sattigungsgrad 0.67 an. Wir 
beschranken uns auf die Wiedergabe der Ergebnisse des ersten Versuchs, da 
nur die Vorfallung beim niedrigsten Sattigungsgrad einen Vorteil gegeniiber 
der nichtfraktionierten li'allung bietet, doch auch hier nur hinsichtlich des 
Reinigunpseffektes, nicht hinsichtlich der Jqermentausbeute 23) (Tafel 4). 
Tafel 4. E n z y m r e i n i g u n g  d u r c h  f r a k t i o n i e r t e  A m m o n i u m s u l f a t f a l l u n g * )  
_-____-__ 

Reinigungsstufe I Qo2 I EE I Qu2!Qou2-W- 
Kohextralrt ......................... 
(dialysiert. Extrakt) .................. 

Ammoniumsulfatfiillung (0.15-0.67) ... 
*) s. Anm. Tlliel 3. 

Ammonium8ulfatfiillung (0-0.15) . . . . . .  

4.8 
(13) 
11 

121 

I I I 

28600 

b) Fa l lungen  rnit organischen Losungsmi t te ln  haben den Vorteil, 
daB sie zu Trockenprgparaten fiihren. Wir wandten zwei bei der Glucose- 
axydase bewahrte Verfahren an, 1.) die Pallung mit dem lofaohen Volumen 
Alkohol-Ather-Gemisch (2 : 1) und 2.) die Flillung mit dem doppelten Volumen 
Bceton, beides bei Oo.  In beiden Fallen ist rasches Zentrifugieren und Trocknen 
der Niederschlage zur Vermeidung von Aktivitatsverlusten notwendig. 

Die Alkohol-&her-Fallnngen zeigten nur -etwa lz- 2 /3  der Aktivitat von 
ilcetonpraparaten und zudem geringere Haltbarkeit, so daB ihre Darstellung 
nicht weiter verfolgt wurde. Yon den hellbraunen Trockenpriiparaten geht 
weniger als die Hiilfte in wafirige Losung -- der Riickstand ist nahezu inaktiv - 
und hiervon ist wiederum /2-2113 dialysierbar. 

92) W. F r a n k e  u. M. Defifner, A. 541,117 [1939]. 
23) Es scheint, da13 die jeweils niehrstundigen Filtrationen der nichtzentrifugierbaren 

Faillungen selbst im Eisschrank merkliche Enzymverluste mit sich fuhren. 



788 F r a n k e ,  K r i e g :  Purinoxydierende Fermente [Jahrg. 85 

Die Tafel5 zeigt das Ergebnis zweier typischer Reinigungsversuche mit Aceton, in 
des Aus- 

Die QoI-Werte der Acetonfallungen beziehen sich auf deren zentrifugierte und dial>-- 

denen der Rohextrakt vor der Fallung i.Vak. (Innentemp. 20-24O) auf etwa 
gangsvolumens eingeengt worden war. 

sierte Losungen. 
Tafel 5. Enzymreinigung durch  Acetonfilllung*) 

(dialysiert. Extrakt) .................. 
Acetonfallnng ....................... 

Reinigungsstufe 

(19) 
92 

- - - - 

6.9 35000 

108 29800 
200 , 20200 

(18) 

14900 I 
14000 
32200 

26000 

. . 

15.7 ( 6.0) 
29.0(11.1) 

- -_.__ _ _ _ _  . 

10.5 (3.9) 1 94 

14.6 (4.8) j 81 

Die Reinigungseffekte sind betrtichtlich, doch kleiner als bei der Ammo- 
niumsulfatfiillung, die Ausbeute eher groBer. Wesentlich ist, daB die Trocken- 
priiparate, im Vakuumexsiccator auf bewahrt, eine gewisse, wenn auch be- 
grenzte Haltbarkeit besitzen. 

Sie lasseu sich wenigstens eine Woche ohne nennenswerten Aktivitatsverlust auf- 
bewahren. Dann erfolgt ein dlmiihlicher, sich iiber Wochen hinziehender Aktivitiits- 
abfall, der sich besonders auf die spilteren Reaktionsphasen bezieht, wie BUS der folgen- 
den Gegeniiberstellung von 0,-Aufmhmen (in ccm) hervorgeht : 

Zeit (Mm.) ....................... 5 10 15 30 45 60 
Frischea Pdparat (6 mg). .......... 42 59 68 114 169 194 
4 Wochen altes Priiparat (6mg) .... 30 50 66 91 117 142 

Es scheint, da.B diese alteren PriLparate irgendwie labilisiert sind, so d a D  sie wiihrend 

Hierher gehort vielleicht auch die Beobachtung, daB sich fraktionierte Acetonfiillung 
Reinigungsmethode nicht bewahrte. Es gelingt zwar,. beim Aceton/ Wasserverhiiltnis 

0.15 eine betriichtliche, nahezu inaktive Vorfiaktion abzuscheiden. Aber die folgende 
Hauptfraktion (Aceton/Wasser 0.3-0.4) ist trotz, guter Anfangsrtktivitiit ( Qo, 80-130) so 
hbil, daD keine vollsthndige Hamsiiureoxydation mehr erreichbar ist. Gleiches gilt fur 
die Endfraktion (Acetonmasaer 0.8-2.0) mit Anfangs- Qo;Werten von 23-70. 

c) Schlieljlich wurde noch die Hombina t ion  von Aceton- und  Am- 
moniumsulfatfiillung versucht. Sie fiihrte bei rund 3Ofacher Anreiche- 
rung gegenuber dem Rohextrakt zum bisher besten Enzympr&parat von Qo, 
= 200 bei 58% Ausbeute. 

der Reaktion eine sfirkere Schildigung erfahren. 

Tafel 6. Kombinierte Aceton- und Amrnoniumsulfatflilluna*) 
__  

Reinigungsstufe 

Rohextrakt ......................... 
(didysiert. Extrakt) .................. 
Acetonfidlung 1 : 2  .................. 
Ammoniumsulfatfiillung (0.67) ......... 
*) s. Anm. Tafel 3, 

~ . _ _  - -- 

EE/EEO 
x 100 

85 
58 
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In einem weiteren Reinigungsversuch dieser Art lieferte ein Rohextrakt von Q 6.8 
(dialysiert 16) eine Acetonfdlung mit Qo866 und diese eine AmmoniumdfatfUung (0.67) 
d t  Qo, =, 193. Das Verfahren ist also hinsichtlich des Endeffektes der Reinigung repro- 
duzierbar. 

4.) Wirkungsweise der  Uricase 

a) Die Reakt ion mit  Sauerstoff 

0, 

DaB bei der aeroben Wirkung tierischer Uricase Hydroperoxyd gebil- 
det wird, haben eine Reihe von Untersuchern angegeben. 

Kei l in  und Har t ree ' )  konnten bei Rohenzym die intermedikre Entstehung von H,O, 
nur indirekt - . durch den Naclhweis der sekundkren Oxydation von p-Phenylendiamin 
(i.Ggw. von Peroxydase) und von Alkohol (i.Ggw. von Katalase) - belegen, wahrend 
H o l m  b erg',) und D a v i d  so no) bei weitgehend gereinigtem Ferment auf H,O,-Bildung 
aus Messungen des Respirationsquotienten (CO,/O,) und der Druckiinderungen bei nach- 
triiglichem Katalasezusatz schlossen. Ein chemischer Nachweis des gebildeten H,O, scheint , 
auch in ihren Arbeiten nicht gefiihrt worden zu sein. 

Wir bedienten uns zum H,O,-Nachweis einer friiher bei der Glucose-oxy- 
dase 24) mit Erfolg angewandten Methode, niimlich der selektiven Vergiftung 
der Katalase, die in Rohextrakten wie auch Enzymflillungen noch in erheb- 
lioher Komentration vorhanden war. 

Zur Orientierung bestimmten wir in EnzymansBtzen mit m/,,,H,O, als Substrat (End- 
wert der 0,-Entwicklung 374 ccm) die Geschwindigkeit der H,O,-Spaltung durch Roh- 
extrakt und Ammoniumsulfatfallung in einem Bereich, in dem anniihernde Proportio- 
nalitht zwischen Spaltungsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration gegeben wan (bei 
Rohextrakt etwa 1 mg, bei Ammoniumsulfatfallung etwa 0.05 ccm auf 5 ccm). Aus dieser 
Reaktionsgeschwindigkeit (innerhalb der 1. Min.) wurde ein Wert Qo, der 0,-Entwick- 
lung, analog dem Q der 0,-Aufnahme berechnet: 

0, 
Rohextrakt Ammoniumsulfatfiillung 

Uricase Qo, . . . , .  . 5.7 98 
Katalase Qo2 ...... 2100 loo00 

Mit der in den folgenden Versuchen verwendeten 20fach hoheren Fermentmenge ist 
das eingesetzte H,O, in weniger ah 1 E n .  vollstiindig zersetzt. 

Als Inhibitor der Katalase erschien aus verschiedenen Grunden (geringe 
Hemmung der Uricase, vergl, Tafel2, Nichtf luchtigkeit und relative BestLn- 
digkeit) Hydroxylamin besonders geeignetZ5). Schon in den ersten orien- 
tierenden Versuchen mit misoo NH,OH lie13 sich H,02 in NormalansBtzen rnit 
angesliuerter Kaliumjodid-Losung einwandfrei nachweisen. 

Eine typische Versuohsreihe mit einer Ammoniumsulfatfaillung von Qo, 98 
(*/s-SBttigung), in der 0,-Aufnahme und (jodometrisch bestimmte) H,O,-Bil- 
dung mcch bestimmten Zeiten miteinander verglichen wurden, ist in der Tafel7 
wiedergegeben. 

Der Bereohnung der prozentischen H,O,-Ausbeute wurden die um die Eigenatmung 
des Ferments (die in NH,OH-Gegenwart kein H,O, liefert) korrigierten 0,-Aufnahmen 
zugrunde gelegt. Nach der Gleichung DH, + 0, ---t D + H,O, entspricht 1.0 ccm n/,,,H,O, 
(bzw. Na,S,03) 112 ccm 0,. 

s4) W. F r a n k e  u. F. L o r e n z ,  A.632, 1 [1937]. 
85) Vergl. iihnliche Hemmungsversuche bei pflanzlichen Katalasen von K. S h i b a t a  

u. E. Y a k u s h i j i  (Naturwiss. 21,267 [1933]; Acta phytochim. 7 ,93  [I93311 u. K. Oku-  
n u k i  (Acta phytochim. 11,27 [1939]). 
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cmm 0, cmm 0, korr. 
~ 

t (Min.) 

15 72 68 
25 105 101 
45 181 170 
60 218 204 

26) Vergl. zur nichtenzymatischen Harnstiureoxydation rnit H,02: C. S. V c n a b l e  
(u. F. J. Moore), Journ. Amer. chem. Soc.39, 1750 [1917], 40,1099 [1918]; F. J. 
Moore u. R. M. Thomas ,  Journ. Amer. chem. SOC. 40,1120 [1918]; F. Chrometzka ,  
Ztschr. physiol. Chem. 169, 219 [1927]; H. Wieland  u. T. P. Macrac,  Ztschr. physiol. 
Chem. 303,83 119311. 

27) DalJ Hydroxylamin durch schwache Oxydationsmittel eu N,O bzw. N, oxydiert 
wird, ist lange bekannt (vergl. H o f m a n n - R u d o r f f ,  Anorgan. Chemie, S. 135, Braun- 
schweig 1951). Die hier zur Katalasehemmung verwendete KH,OH-Konzentration war 
offenbar etwas zu hoch. 

28) H. W i e l a n d  u. B. Rosenfeld, ,A.  477,32 [1929]; H. W i e l a n d  u. T .  F. Macrse,  
A. 488,217 [1930]. 

$9) Vergl. fur  P h e n o l o x p d a s e n  H. W i e l a n d  u. H. S u t t e r  (B.61,1060 [1928]), 
c'. R. Dnwson u. B. J. Ludwig  (Journ. Amer. chem. SOC.  60,1617 [1938]), F. K u b o -  
wi tz  (Biocheni. Ztschr. 999,32 [1938]), fur Cytochrom-(Indophenol-)oxydase D. 
Kei l in  u. E. F. H a r t r e e  (Proc. Roy. SOC. London [B] 196,171 [l938]), fur Ascorb in-  
s a u r e - o x y d a s e  H.. S t e i n m a n  u. C. R.  Dawson (Journ. Amer. chem. SOC. 64,1212 
[1942]), D. B. H a n d  u. E. C. Orcisen (Journ. Amer. ohem. SOC. 64,358 [1942]). 

3O) Vergl. W. F r a n k e ,  Die Oxhydrasen in Ramann-Myrbaok,  Die Methoden der 
Fermentforsch. 111, 8. 2385 (Leipzig 1941). 

..... ~ 

ccm niIoo H,O, yo H,O, d. Th. 

46 0.277 
0.495 55 
0.900 59 
1.26 69 

I - 
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Tafel 7 .  H,O,-Bildung be i  d e r  enzymatisch 'en H a r n s i i u r e d e h y d r i e r u n g  i n  
Gegenwar t  v o n  mi,,, NH,OH 

Es werden bei unseren Versuchen also die Halfte bis zwei Drittel des nach 
cier theoretischen Dehydrierungsgleichung zu erwartenden Hydroperoxyds ge- 
fal3t. 

Worauf das Defizit zuruckgeht, wurde nicht mit Sicherheit entschicden. Die Katalase- 
hemmung durch Hydroxylamin ist nach Versuchen mit und ohne Harnsaure unter rein- 
stem Stickstoff offenbar vollstitndig (vergl. Versuchskil, Tafel la). Es bleibt eine Re- 
aktion intermediilr gebildeten Hydroperoxyds mit Harnsaure oder Hydroxylamin. Ein 
Schwund anaeroben Enzypansatzen zugesetzten Hydroperoxyds ist in bescheidenem Aus- 
maB mit Hydroxylamin, nicht siclier mit Hydroxylamin + Harnsiture feststellbar. Auf- 
fallenderweise ist dieaer H,02- Schwund in enzymfreien Ansiitzen vie1 deutlicher und 
nimmt in der Reihenfolge der Ansatze Hydroxylamin +- Harnsaure < Harnsaure allein < 
Hydroxylamin allein stark zu 26, 27). Es sieht so aus, als ob Hydroxylamin und Harnsaure 
sich gegenseitig vor dem Angriff des H20, schutzen wiirden (vergl. Versuchsteil, Tafel 13). 
Es bleibt nur dio Annahme, da13 nascierendes H,O, starker oxydierend wirkt (offenbar 
hauptsiichlich auf Hydroxylamin) als zugesetztes, eine Annahme, die nach Erfahrungen 
z. B. bei Uricase') und Xmthin-dehydrasez*) durchaus einleuchtend ist. 

Die Tatsache der Hydroperoxyd-Bildung zusammen mit der geringen HCN- 
Empf indlichkeit spricht gegen eine Metallproteid-Natur der Pilzuricase ; denn 
bisher wurde bei der Wirkuiig metallhaltiger Oxydationsfermente in keinem 
Falle H,O,-Bildung beobachtet 29), wohl aber bei der Wirkung metallfreier 
(hauptsiichlich F la~in- )Fermente~~) .  Es w&re nicht iiberraschend, wenn auch 
die Vricase eines Tages als Flavinferment erkannt wiirde. 

26) Vergl. zur nichknzymatischen Harnsiiureoxydation rnit H,02: C. S. V c n a b l e  
(u. F. J. Moore), Journ. Amer. chem. Soc.39, 1750 [1917], 40,1099 [1918]; F. J. 
Moore u. R. M. Thomas ,  Journ. Amer. chem. SOC. 40,1120 [1918]; F. Chrometzka ,  
Ztschr. physiol. Chem. 169, 219 [1927]; H. Wieland  u. T. P. Macrac,  Ztschr. physiol. 
Chem. 303,83 119311. 

27) DalJ Hydroxylamin durch schwache Oxydationsmittel eu N,O bzw. N, oxydiert 
wird, ist lange bekannt (vergl. H o f m a n n - R u d o r f f ,  Anorgan. Chemie, S. 135, Braun- 
schweig 1951). Die hier zur Katalasehemmung verwendete KH,OH-Konzentration war 
offenbar etwas zu hoch. 

28) H. W i e l a n d  u. B. Rosenfeld, ,A.  477,32 [1929]; H. W i e l a n d  u. T .  F. Macrae, 
A. 488,217 [1930]. 

$9) Vergl. fur  P h e n o l o x p d a s e n  H. W i e l a n d  u. H. S u t t e r  (B.61,1060 [1928]), 
c'. R. Dnwson u. B. J. Ludwig  (Journ. Amer. chem. SOC. 60,1617 [1938]), F. K u b o -  
wi tz  (Biocheni. Ztschr. 999,32 [1938]), fur Cytochrom-(Indophenol-)oxydase D. 
Kei l in  u. E. F. H a r t r e e  (Proc. Roy. Soc. London [B] 196,171 [1938]), fur Ascorb in-  
s a u r e - o x y d a s e  H.. S t e i n m a n  u. C. R.  Dawson (Journ. Amer. chem. Soc. 64,1212 
[1942]), D. B. H a n d  u. E. C. Orcisen (Journ. Amer. ohem. SOC. 64,358 [1942]). 

3O) Vergl. W. F r a n k e ,  Die Oxhydrasen in Ramann-Myrbaok,  Die Methoden der 
Fermentforsch. 111, 8. 2385 (Leipzig 1941). 
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Enzym Qo, 

Acet~nfdl .  108 
Ammonium- 
suIfatfSll. 73 

Ammonium- 
sulfatfall. 73 

Komb. Ace- 
ton- u. Am- 
moniumsul- 
fatf&U. 200 

b) V er  suc  h e  mi t ande r  en  W a ss er  s t off a c c ep  t or  en 
St. J. P r z y l e c k i  u. R. TruszkowskPl)  hatten nur einen spurenweisen Harnsiiure- 

angriff durch tierische Uricase i. Ggw. von Methylenblau beobachtet und K e i l i n  u. 
Rartree?) eke Acceptorwirkung von Methylenblau und Indophenolen bei rohem Leber- 
oder Nierenenzym uberhaupt vermibt. Hochgereinigte Fermentpraparate wurden bisher 
nicht untersucht. 

Wir konnten zunachst nach der iiblichen Thunberg-Methodik bei Roh- 
extrakten aus Asp  er  g i l lu  s f u m ig a t u s rine Verwertung von M e t h y le n b lau  
nicht mit Sicherheit, eine solche von 2 . 6  - Di c h lo  r - p h eno  1 - i n  d o p hen01 
(Tillmans Reagens) nicht in allen Fallen feststellen. Dagegen war mit 
Aceton- und Ammoniumsulfantfiillungen (2,!:,-Siittigung) fur beide Farbstoffe 
(Konzentration m /400000) einwandfreie Acceptorfunktion zu beobachten. Die 
Tafel8 gibt das Resultat einer Reihe typischer Entftirbungsversuche wieder. 

Die Ansiitze entsprachen im wesentlichen dem ,,Normalansatz" (S. 780) bis auf den 
Zusatz der Farbstoffe. to und t sind die Entfiirbungszeiten in Ansatzen ohne und mit 
Substrat, J die daraus berechnete ,,Dehydrierungsintensitiit" nach Thun berg  : J= 100 
(l/t-l/t,,). Die vorletzte Spalte enthiilt den Quotienten Dehydrierungsintensitiit/Enzym- 
trockengewicht (J/mg) als anaerobes AktivitatsmaB, die letzte einen Ausdruck fur das 
VerMtmis von anaerober und aerober Fermentaktivitiit. 

~ 

ccm mgfccm 

1 2.5 

2 4.8 

1 4.8 

1 2.2 

Tafel 8. Anaerobe  Acceptorversuche  rnit P i lzur icase  

J 

0.67 

1.20 

0.80 

1.05 

2.5 

13.9 

5.7 

4.9 

J!mg 

0.27 

0.13 

0.17 

0.48 

0.19 

1.46 

1.20 

1.98 

Rohextrakt 
Ammonium- 
sulfatfall. 

Ammonium- 
sulfatfall. 

Ammonium- 
sulfatfdl. I1 

Farbstoff 

7.9 1 13.1 

73 2 4.8 

73 1 4.8 

82 1.3 1.9 

Iethylenblai 

,, 

, 
Indophenol 

,, 

9 

- 
~ 

t o  
(Min.) 

303 

51 

84 

- 

> 500 

40 

3 6 

61 

29 

- - 
t' 

Min.) 

100 

31 

49 

95 

20 

6 

13 

12 

- 
J!mg 
Qo* 
0.0023 

0.0021 I 
0.0024 

0.024 

0.018 

0.024 

Wie ersichtlich, reagiert Methylenblau auch mit gereinigten Fermentpriipa- 
raten wesentlich langsamer als das Indophenol, so daB sein Versagen im Versuch 
mit Rohenzym vgrstiindlich wird. Andererseits nimmt , wie die anniihernde 
Konstanz der Quotienten der letzten Spalte fiir die beiden Farbstoffe zeigt, bei 
der Enzymreinigung aerobe und anaerobe Fermentaktivitiit in annaheriid glei- 
chem Umfang zu. Dies nspricht fur die Identitat und Einheitlichkeit des bei 
0,- und Farbstoffreduktion wirksamen Ferments. 

31) Compt. rend. SOC. Biol. 98, 789 [1928]. 
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ohne HCN .............. 129 54 
mit m/l,,oo HCN . . . . . . . . .  132 70 
mit m/looo HCN ......... 120 75 

In die gleiche Richtung weist die Beobachtupg, daS auch die Farbstoff- 
reduktion durch Cyanid betriichtlich gehemmt wird, wie dies die Tafel9 Wr 
die Reduktion von Tillmans Reagens i. Ggw. eines Acetonprkparates ( Q,o, 108) 
belegt; die anaerobe Hemmung stimmt auch zahlenmal3ig gut rnit der aeroben 
(vergl. die Tafel2) uberein. 

Tafel 9. Hemmune der anaeroben Farbstoffreduktion durch HCN') 

1.07 
0.67 37 
0.50 54 

38) W. Franke ,  A. 555,111 [1944]. 
33) C. Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen, Suppl.11 ( D e n h a g  1939). 
34) Bei der Glucose-oxydase waren Farbstoffe mit hoherem Potential ah dem des 

Pyocyanins (-0.034 bei PH 7), dazu Chinon und (sehr langsam) Cytochrom c als Accep- 
toren verwertet worden221 a). 

Z 5 )  Ein iihnliches Ergebnis wurde auch bet Verwendung des (farblmen, irreversibel 
zum roten Formazan reduzierbaren) Triphenyl-tetrazolium-chlorids (in der Ge- 
samtkonzentration 0.02 yo = m/la,s) erhalten. 
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In die gleiche Riclitung weist die Beobachtupg, dal3 auch die Farbstoff- 
reduktion durch Cyanid  betrachtlich gehemmt wird, wie dies die Tafel9 fiir 
die ltcduktion \.on 'I'illmans Reagens i. Ggw. eines Acetonpraparates (Yo, 108) 
belegt; die anaerobe Hemmung stimmt auch zalilenmaBig gut mit der aeroben 
(vergl. die Tafcl2) uberein. 

- - - 

Tafel 9. Hcmmung dcr anaeroben Farbstoffrediiktion durch HC-1") 

Hinsichtlich des Permenttypus erweisen sich die Verhliltnisse bei der Pilz- 
uricase also reeht Lhnlich den friiher bei der Gluoose-oxydase der Bchimmel- 
pilze gefundenen22sz4,32). Wie diese gehort auch die Pilzuricase in die Gruppe 
der Aerodehydrasen  mit betonter Acceptorspezifitlit zurn molekularen 
Sauerstoff (0 x h y dr a s  e n  nach 0 p p en  heim er  33). 

Die SelektivitLt der Acceptorverwertung ist bei der Uricase - allerdings 
zum erheblichen Teil aus sekundiiren Griinden - noch ausgesprochener als 
bei der Glucose-oxydase. Bei einer Reihe weiterer Acceptorfmbstoffe, aber 
auch bei Chinon und Cytochrom c, wurden bisher hinsichtlich der Verwertung 
nur unsichere oder negative Befunde erhalten s4). 

In einer Versuchsreihe mit Farbstoffen arbeiteten wir mit der hoheren Gesamtkonzen- 
tration m/,oooo, die durch die geringe Farbintensittit einzelner Farbstoffe bedingt war. In 
der gepriiften Farbstoffkeihe 

2.6-Dichlor-phenol-indophenol > Toluylenblau > Thionin > Methylenblau 
> Pyocyanin > Indigodisulfonat > Safranin 

nahm das Redoxpotential von 0.217 V bis auf -0.289 V (bei PH 7 )  ab. Allein das Indo- 
phenol zeigte gute Acceptorwirkung (J= 3.5-6.6). Toluylenblau und Thionin konnten 
nicht verwendet werden, da sie i. Ggw. von Harnshure ausflockten. Die Methylenblau- 
Entfarbung wurde bei der angegebenen Konzentration durch Harnsaure zum mindesten 
nicht beschleunigt, diejenige von Pyocyanin und Indigod&dfonat erfolgte i. Ggw. von 
Harnshure sogar langsamer als in ihrer Ab~esenheita~). Safranin war im Substrat- wie 
im Kontrollversuch auch nach 12 Stdn. noch nicht entfiirbt. Im aeroben Versuoh hatte das 
verwend'ete Enzymprhparat (Ammoniumsulfatfitllung) gute Aktivitat gezeigt ( Qo, = 86). 

Es bestand die Moglichkeit, daB das Enzym durch die Farbstoffe als solohe gehemmt 
wurde. Wir lieBen daher einige aerobe ,,Norma.lansiitze" bei Farbstoffzugabe (m/loooo) 
laufen. Nur Safranin zeigte eine leichte (10-36%), Indigodisulfonat eine sthrkere Hem- 
mungswirkung (2o-60%, je nach Versuchsdauer). Das (bei der Glucose-oxydase besonders 
wirksam befundene) Pyocyanin bewirkt eine so enorme Steigerung der Enzymeigen- 

38) W. Franke ,  A. 555,111 [1944]. 
33) C. Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen, Suppl.11 (Dennaag 1939). 
34) Bei der Glucose-oxydase waren Farbstoffe mit hoherem Potential ah dem des 

Pyocyanins (-0.034 bei PH 7), dazu Chinon und (sehr langsam) Cytochrom c als Accep- 
toren verwertet worden221 a). 

Z 5 )  Ein iihnliches Ergebnis wurde auch bet Verwendung des (farblmen, irreversibel 
zum roten Formazan reduzierbaren) Triphenyl-tetrazolium-chlorids (in der Ge- 
samtkonzentration 0.02 yo = m/la,s) erhalten. 



Nr. 7-8/1952] aus Schimmelpilzen (11.) 793 

atmung (um das 10-15fache), daB die 50-SO-proz. Steigerung der Gesamtoxydation un- 
auswertbar wird ; sie kann Beschleunigung oder Hemmung der Harnsaureoxydation in 
sich schlie13en. 

Naturlich konnte das Versagen der Farbstoffe tieferen Potentials thermodynamisch 
bedingt seinS6). Solange die freie Energie der Harnsaure-Abbaureaktion nicht bekannt 
ist, kann dariiber nichts Definitive5 ausgesagt werden. Dagegen miiBte Chinon thermo- 
dynamisch sicher imstande sein, Harnsiiure zu dehydrieren (Redoxpotential 0.271 bei PH 7). 
In anaeroben Normalansiitzen mit m/,,Chinon lie13 sich zwar jodometrisch eine betriicht- 
liche Chinonabnahme (unter tiefer Rotbraunfarbung der Ansiitze) feststellen, die aber 
ohne und mit Harnsiiurezusatz nahezu gleich war (9. Versuchsteil, Tafell4). 

Der Versuch ist aber insofern nicht eindeutig, als wir im ublichen 0,-Versuch eine 
betriichtliche Hemmungswirkung von Chinon beobachteten, die bei der verwendeten Kon- 
zentration (mi,,,) und unter Beriicksichtigung der nicht unbetriichtlichen Autoxydation 
des Chinons im Kontrollversuch (mit Enzym und ohne Harnsiiure) 7 5 4 5 %  ausmachte 
(s. Versuchsteil, Tafel 15). 

Die IJntersuchung des zellvertrauten Acceptors Cyt  o chrom c war einmal 
im Hinblick auf eine neuere Angabe von L. Margules  u. M. Griffiths37) 
von Interesse, wonach Harnsaure (und Alloxan) Cytochrom c schon nicht- 
enzymatisch im schwach alkalischen Gebiet, langsamer beim Neutralpunkt, 
reduzieren. Wir komten &re Beobachtungen bestltigen, fanden aber, daB 
Enzymzusatz die Cytochrom-Reduktion nicht beschleunigt, sondern verlang- 
samt (9. Versuchsteil, Tafel 16). Wir fanden weiter, daI3 auch gereinigte Enzym- 
Losungen (Ammoniumsulfatfallungen bei 2/,-S8ttigung mit Qo2-Werten zwi- 
schen 70 und 90) nach Zugabe von Natriumdithionit schwache Hamochromo- 
genbanden bei 550 und 525mp erkennen lieBen (nach Vergleich mit einem 
Cytochrom c-Priiparat von bekanntem Gehalt waren im mg Enzym etwa 0.7 
bis 2 . 8 ~  10-7 Milliatome Hamin-Pe vorhanden3*) ). Rei anaerober Incubation 
von Normalansltzen sowohl bei PH 7 als 8 mit und ohne Harnsaure-Zusatz 
traten aber im Verlauf einer Stunde in keinem Falle Hamochromogenbanden 
auf ; der geringe Haminkorpergehalt unserer Enzymprliparate ist also offen- 
bar fur deren Uricase-Aktivitlit belanglos. 

Wie wir bei Gelegenheit feststellten, enthalten auch unsere gereinigten Praparate noch 
Cytochrom-(Indophenol-)oxydase. Beispielsweise zeigte ein Priiparat mit der Uri- 
case-AktivitAt Q0,lOS die Indophenoloxydase-Aktivit5.t 180 (mit m/50 p-Phenylendiamin). 
Die Wirkung war thermolabil und wurde durch rn/500 HCN praktisch vollstiindig gehemmt. 
Weiterer Zusatz von Cytochrom c (bis zur Konzentration 6 . 6 ~  m) erhohte die 
Enzymwirkung n i ~ h t ~ ~ )  

5.) C hem ism us  der  Asp erg  ill us  - Uric  a s  e - W i r  bung  
Uber die Uricolyse, insbesondere durch tierische Fermente, ist vie1 ge- 

arbeitet worden, ohne daB die Frage der Reaktionsprodukte bis heute restlos 

s8) Bei der Glucose-oxydaae war das nicht der Fall (vergl. neuere exakte Bestimmun- 
gen dea Glucose-GluconsiLure-Potentials (-0.4'3 bei pH 7) von H. J. St recker  u. S. Kor -  
kes, Nature 168,913 [1951]). 

57) Arch. Biochem. 29,225 [1950]. 
38) Bei einem angenommenen Mo1.-Crew. des Ferments von 70000 wiirde dies 0.5 bis 

2% eines Fe-Atoms entsprechen. 
39) Die Rolle des Cytochromsystems bei der Atmung von Aspergillen ist noch wenig 

klar. Es soheint nach H. Tamiya  (Advanc. enzymol. 2, 183 [1942]) nur in Schiittel- 
und jungem Deckenmycel an der Atmung ma13geblich beteiligt zu sein. 
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gelrlart ware. Seit den schonen l+ntersuchunge__ von IT. WiechowskiQ0) 
(1907) wurde vielfach Al lan to in  als einziges oder zum mindesten ganz uher- 
wiegendes Produkt, der t.ierischen Uricolyse angesehen. 

Dazu stimmte auch der Respirationsquotient (COJO,) von annahernd 2 ,  den B a t  - 
t e l l i  u. S t e r n H )  wenig spater beiverwendung frischen Gewebematerials gefunden hatten. 
Grynberg j )  erhielt mit Glycerinextrakten Werte von RQ zwischen 1.5 und 2.0, H o l m -  
bergI2) neuerdings mit weitgehend gereinigtem Leberferment ( Qo, etwa 6000) nahezu theo- 
ret,ische RQ-Werte von 1 oder 2, je nach Ab- oder Anwesenheit von Katalase. D a v i d -  
son*) isolierte am Ansatzen mit iihnlich weitgehend gereinigtem Ferment nur Allantoin 
als Reaktionsprodukt (30% d.Th. Ausb.). 

Demgegeniiber stehen seit den .Untersuchungen von K. Fe l ix ,  P. Scheel  
u. W. S chulerQ1) (1929) mehrfach Befunde, wonach der Reaktionsverlauf der 
lTricolyse weniger einheitlich uiid stark durch die jeweiligen lhaktionsbedin- 
gungen ( p ~ ,  Puffersubstanz) bedingt, ist. 

Die gcnannten Autoren berichteten erstmals uber Versuche rnit rohem Leberferment, 
in denen bei tieferen pH-Werten die C0,-Entwicklung gegenuber der 0,-Aufnahme zuruck- 
hlieb, woraus auf das Vorkommen zweier verschiedener Fermente fur  Oxydation und 
Decarboxylierung geschlossen wurde. Spbter fuhrte w. S c hul  er47 weitere Versuche z. T1. 
praparativer ,4rt durch, die stark fur die Rolle der ,,Oxyacetylen-diurein-carbonsaure" (TI) 
ills Znischonprodukt auf dem \$'egg von der Harnsaure (I) zum Allant.oin (111) sprachenax). 

H2N - co, 
Hh' C-KH, - OC CO NH, 

HN--- - CO T02H 
t o  

~- '4 
06 NH, H,O 

1 1  ' ,c;o OC( I CO I 1 ,CO 
HX---h i lH HN C NH' HN---- CH-NH 

I I1 111 
OH 

I n  Erweiterung dieser Befundct stellte Fa W. K l e r n ~ e r e r ~ ~ )  1945, rnit nur schwacli 
xngereichertem Fcrnient arbcitend, fest, daB neben Allantoin und ,,Oxyacetylen-diurein- 

carbonslure" auch Uroxansiiure (IV) entstehe45). 
Das Mengenverhaltnis dieser drei Produkte hing 
auBer vom PH der Reaktionsldsung auch stark vom 
venvendeten Puffer ab: bei PH 7.9 begiinstigt Phos- 
phat, bei p~ 9.1 Glykokoll die Allantoin-Bildiing 

vie1 starker als Borat vom gleichen PH. l m  allgemeinen begiinstigt nied6ges PH die 
Bildung von ,,Oxyacetylen-diurein-carbonsaure" (was mit den Befunden von F e l i x  u. 

CO,H 
H,K . O(:. HN . A. NH . C'O . NH, 

I 
CO,H IV 

40) Beitr. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 295 [1907], 11, 101) [1908]. 
41) Ztschr. physiol. Chem. lS0,90 119291. 
42) Ztschr. physiol. Chem. 208,237 [1932]; W. Schuler  u. W. Reindel ,  ebenda 215, 

158 [1933]. 
43) Uas gleiche Intcrmediarprodiikt war schon fruher von R. B e h r e n d  (A. 338, 141 

119041) fur  die rein chernische Harnsaureoxydation (z. B. mit KMnO,) angenommen wor- 
den und wurde spater durch ITr. Schuler  u. W. R e i n d e l  (Ztschr. physiol. Chem. 208, 
248 [1932]) clort auch tatsachlieh als Trisilbersalz gefaBt. Neuere Isotopenversuche haben 
sowohl fiir die chemische (L. F. Caval ie r i  u. G. B. Brown,  Journ. Amer. chem. SOC. 
i0, 1242 [19481) wie die enzymatische Uricolyse (G. 13. Brown,  P. M. Roll u. L. F. 
Caval ie r i ,  Journ. biol. Chem. 171, 835 [1947]) die Rildung eines symnietrischcn Zwi- 
schenprodukts eindeutig bewiesen. 

46) Uroxansaure-Bildung uber ,,Oxyacetylen-diurein-carbonskure" ist fur die che- 
inische Harnsaureoxydation ebenfalls schon 1904 von Be hrend43) angenommcn worden ; 
Uroxanshre erhalt man leicht beim Eindampfen der alkalischen, Allantoin beim IGn- 
dampfen der leicht angesauerten oxydiertcn Reaktionslosung. 

44) Journ. biol. Chem. 160, 111 [1945]. 
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Mitarbb. in Einklang stehen wiirde), mittleres die von Uroxansaure und lioheres die von 
Allantoin. Da nach K l e m p e r e r  die drei erwahnten R,eaktionsprodukte i. Ggw. von 
Uricase bestiindig sind, nimmt er als Primtirstufe der Enzymwirkung eine instabile 
Verbindung C,N,O,H, an, die nichtenzymatisch in die drei Endprodukte zerfallen soll. 

Nach einer neueren spektrophotometrischen Analpse des Reaktionsablaufs von E. Pr a e  - 
t o r i ~ s ~ ~ )  geht das hypothetische Primarprodukt iiber eine weitere Zwischenstufe in 
Allantoin iiber (beschleunigt durch pH-Steigerung), wiihrend ein zweiter Reaktionsweg 
(gefordert durch Borat) zur Oxyacetylen-diurein-carbonsiiure und iiber diese z. T1. weiter 
zur Uroxansaure fiihrt. 

Was die weit seltener und weniger eingehend studierte pf lanz l iche  Uri- 
colyse anbetrifft - untersucht wurden zumeist TJeguminosen473 48) und hohere 
Pilze (Basidiomyceten)49) -, so geht sie primtir offenbar ebenfalls zu Allan- 
toin,, das nach den Untersuchungen von Fosse  und B r ~ n e l ~ ~ )  weiterhin 
hydrolytisoh aufgespalten werden kann. 

Es handelt sich hier um die beiden Enzyme Al lan to inase  und Al lan to icase ,  
deren weite Verbreitung in Pflanzen (aber auch in Kaltblutern und Wirbellosen) von den 
Autoren dargetan worden ist50). Die Reaktionsfolge L t  : 

111 - ~ -+ I + 2CO(NH,), I I ” _I___ C!HO 
HN-CH Glyoxyl- Harnstoff -&H 

Allantoinsiure siurc 

Auch in Asperg i l lus  n iger  und Asperg i l lus  phoenic is  wurden diese beiden 
Hydrolasen nachgewiesen5I) (dagegen keine Uricase‘) ). 

I n  der I, Mitteil. war bereits erwiihnt worden, da13 sich bei Verwendung 
von Enzym-Losungen verschiedener Herkunft (Arten von Aspergi l lus ,  
Penio i l l ium,  Al t e rna r i a ,  S t emphy l ium und Fusa r ium)  gegen Xnde 
der Harnsaureoxydation mit der Parbreaktion von R. Fosse  u. V. Bossuyt62) 
ein mit Vorbehalt als Allantoin angesprochenes Reaktionsprodukt nachweisen 
1ieB; denn Schuler  u. Reinde143) haben spiiter gezeigt, daB diese Reaktion 
(im Prinzip nur Glyoxylsaure erfassend) wenig spezifisch ist und auch bei 
Alloxansliure, Uroxansaure und Oxyacetylen-diurein-carbonstiure positiv aus- 
fallt. Zur Entscheidung in der Frage des Reaktionsprodukts bzw. der 
Reaktionsprodukte war also wenigstens noch die Bestimmung des R esp i ra  - 

4‘3) Biochim., Biophys. Acta 2,602 [1948]. 
47) A. Nijmec, Biochem. Ztschr. 118,286 [1921]. 
48) R. Fosse ,  A. B r u n e l  u. P. d e  G r a e v e ,  Compt. rend. Acad. Sciences 189, 716 

[1929], 190,79 119301; R. Fossc,  P. d e  G r a e v e  u. P.-E. Thomas ,  ebenda 194,1408 
[1932], 195,1198 119321. 

49) A. Brunel ,  Bull. SOC. Chim. biol. 19,747 [1937]. 
5 0 )  R. Fosse  u. A. Brunel ,  Compt. rend. Acad. Sciences 188,426,1067 [1929]; R. 

Fosse ,  A. B r u n e l  u. P. d e  Graeve ,  ebenda 189,716 [1929]; A. Brunel ,  ebenda 192, 
442 [1931], Bull. SOC. Chim. biol. 19,805,1027,1683 [1937]; R. Fosse,  Ur6ogenBse et  
mhtabolisme de l’azote purique chez les v6gktaux (Paris 1939). 

9) A. Brunel ,  Bull. SOC. Chim. biol. 21, 380 [1939]. 
52) R. Fosse u. V. B o s s u y t ,  Compt. rend. Acad. Sciences 188, 106 [1929]. 
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t i  on s quo t i en t  en RQ erforderlich ; denn von den bei der Harnsaureoxy- 
dation in Frage kommenden Xtoffen entsteht nur da5 Allantoin unter gleich- 
zeitiger C0,-Entwicklung. Wir haben daher am Beispiel der Aspergillus-Uri- 
case zuntichst den Respirationsquotienten der Uricolyse bestimmt. 

a) Der Resp i r a t ionsquo t i en t  RQ wurde in einer Reihe paralleler 
Normalanstitze mit gereinigtem Ferment (Ammoniumsulfatfallungen I, I1 und 
I11 bei 50- bzw. 67- bzw. 80-proz. Sattigung) nach der sog. ,,direkten Me- 
t,hode''53) (mit und ohne NaOH im Mitteleinsatz der Warburg -  GefaBe) er- 
mittelt. Nach bestimmten 0,-Aufnahmen wurde jeweils ein Ansatz durch 
SZiurezugabe unterbrochen. Die Tafel 10 enthlilt Angaben uber die unkorri- 
gierten und die (um die Leeratmung) korrigierten Respirationsquotienten (R Q 
bzw. RQA). 

~ __ 

Tafel 10. Respirations quotient des enz yma t is  chen H arnskiu re a b b aus  
Eingesetzte Enzymtrockengewichte zwischen 5.7 und 7.8 mg; Versuchszeiten 

zwischen 10 und 105 Min.; H = Harnsliure 

Enzym- cmm 0, 

I11 23 130 107 
I11 222 180 

cmm CO, 
ohneH I mitH 1 A 

1.71 1 2.0 
1.75 1.88 
2.05 I 2.25 
2.0 j 2.24 

Der Respirationsquotient liegt fur unsere (noch stark katalasehaltigen, 
S. 789) Enzym-Losungen in der Ntihe von 2, was die tatsllchliche Bildung 
von Al lan to in  durch das Pilzenzym sehr wahrscheinlich macht. 

I n  weiteren Versuchsreihen uturde das Verhiiltnis von O,-Aufnahme, Harn- 
slure-Abnahme und Allantoin-Bildung messend verfolgt . 

b) Zur Bes t immung  d e r  Harnsau re -Abnahme  wurde von einer An- 
zahl paralleler Normalansatze zu bestimmten Zeiten jeweils einer abge- 
brochen und in einer Probe (0.2-0.5 ccm, je nach der noch vorhandenen Sub- 
stratmenge j eine oolorimetrische Harnsliure-Bestimmung nach der empf ind- 
lichen und recht genauen Methode von 0. Fo l in  u. H. W U ~ ~ )  (in einer neueren 
Modifikation von M. B. E lauch  u. B'. C. KochS5j)  durchgefuhrt. In  der 
Abbild. 5 sind auSer den Kurven der 0,-Aufnahme - die gestrichelte ist um 
die Lceratmung korrigiert - die Werte der Harnsiiure-Abnahme eingetragen, 
wobei die MaBstLbe so gewiihlt wurden, daB 224 cmm 0, (= 10 pMol) 3.36 mg 
Harnsaure (= 20 yMol, Ausgangsmenge pro Ansatz) entsprachen. Die Abbil. 
dung zeigt - besonders gut stimmend fur die korrigierten O,-Werte -, daB je 
sufgenommenes Sauerstoffatom ein Mol. Harnsaure verschwindet. 

53) Vergl. z.B. W. W. Umbreit, R. H. Burris u. J. I?. Stauffer, Manometric 

54) Journ. biol. Chem. 88, 101 [1919]. 
65) Journ. biol. Chem. 180,443,455 [1940]; vergl. I?. C. Koch u. M. E. Hanke, 

techniques and tissue metabolism (Minneapolis 1949). 

Practical methods in biochemistry, S. 259 (Baltimore 1948). 
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c) Zur Bestimmung des Allantoins verwendeten wir die schon er- 
wiihnte Farbreaktion von F o s se u. B'o ss u y t 5 2 )  ) bei der. bekanntlich Allantoin 
zuniichst alkalisch zu Allantoinsaure und diese hierauf sauer zu Harnstoff + 
Glyoxyls%ure aufgespalten wird, welche letztere mit Phenylhydrazin und 

Minufen 
Abbild. 5. 02-Aufnahme, gemessen ( x ) bzw. urn Enzymeigenatmung 
korrigiert (o), UndHarnsiiureabnahme (A) mit einer Ammoniumsulfatfallung 

(Halbsattigung, Q,,, = 120) 
I, I1 0,-Aufnahme mit Harnsiiure 
Ia 0,-Aufnahme ohne Harnsiiure 

Punktierte Linie entspricht 10 pMol 0, bzw. 20 pMol Harnsaure 

K,FeCy, in starker Salzsaure eine intensive Rotfiirbung liefert. Diese nahm 
in unseren Versuohen mit steigender 0,-Aufnahme an Intensitiit stark zu. 
lTm das Verfahren zur quantitativen Allantoin-Bestimmung (wie dies schon 
K. R b66) vorgeschlagen hatte) verwenden zu konnen, wurde es gegenuber 
den Literaturangaben etwas modifiziert. Die Methode ist nicht sehr genau 
(5- 10 %), eignet sich aber infolge ihrer raschen Ausfuhrbarkeit gut zu Serien- 
Restimmungen 57). 

Die Abbild. 6 zeigt dasErgebnis einer Versuchsreihe, in der die 0,-Aufnahme 
und die entsprechende Allantoin-Bildung einander gegenubergestellt sind59. 
Aus cler eingesetzten Harnsauremenge (1.68 mg) konnten bei einer 0,-Auf- 

56) Journ. Biochem. (Jap.) 14,391 [1932]. 
57) Bei dem exakteren, aber ungleich langwierigeren Verfahren von R. Fosse ,  A. 

B r u n e l  u. P.-E. T h o m a s  (Compt. rend. Acad. Sciences 192,1615 [1931]) und von M. 
Fl'orkin u. G. Duohateau-Bosson  (Enzymol. 9 ,5  [1940]) wird die primare Aufspal- 
tung zu Allantoinsiiure enzymatisch (mit einem Soja-Priiparat etwa 12 Stdn. bei 40°) 
vorgenommen. 

58)  Um in den gunetigsten MeBbereich der Farbreaktion zu gelangen, wurde die Sub- 
stratkonzentrati6n hier gegeniiber der iiblichen auf die HtZlfte reduziert ( n ~ / ~ ~ ) .  
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nahme von 112 cmm theoretisch 1.58 mg Allantoin gebildet werden. Die 
ijbereinstimmung zwischen 02-Verbrauch und Allantoin-Bildung ist recht 
befriedigend. 

~- __ - - - 

Ablti:d. 6. 0,-Aufnahrne, gemessen ( x )  bzw. um Enzymeigen- 
atmunq korrigiert (o), und Allantoin-Bildung ( 0 )  mit einer Ammo. 

niumsulfatf&llung (‘/,-Siittigung, Q0, = 50) 
1: I1 0,-Aufnahme mit Harnsaure 
Ia 0,-Aufnahme ohne Harnsanre 

Puriktierte Linie entspricht 5 pMol 0, bzw. 10pMol Allantoin 

In  einer weiteren Versuchsserie mit Normalansatzen wurde teils bis zum Ende der 
0,-Aufnahme (75 Min.), teils noch 30 bzw. 60 Min. dariiber hinaus rnit Luft geschuttelt 
und die jeweils vorhandene Allantoinmenge ermittelt. Sie entsprach in allen drei Filllen 
innerhalb der Fehlergrenzen der Theorie (97-103 yo). 

Dementsprechend wnrde auch in Ansatzen, die statt HarnsiGure die Bquiv. Menge 
Allantoin (3.16 mg) als Substrat enthielten, nach 30-60 Min. kein die Enzymeigenetmung 
ubersteigeuder 0,-Verbrauch beobachtet und bei Versuchsende 90-100% des eingesetzten 
Allantoins wiedergefunden. 

Die Farbreaktion von Fosse u. Rossuyt,’in der oben angegebenen Form 
ausgefiihrt, gestattet nicht, zwischen Allantoin und Allantoinsiiure (bzw. Gly- 
oxylsiiure) zu unterscheiden. Diese Unterscheidung wird moglich, wenn man 
auf die alkalische Hydrolyse verzichtet und sich auf die saure beschrijnkt 59). 

Derartige Versuche haben ergeben, daB eine Allantoinasewirkung in unseren 
Enzympraparaten keine Rolle spielt. 

In einem Normalansatz mit einer Ammoniumsulfatfallung (a/,-S&ttigung, Q I 100) 
war nach 60Min. der Endwert der 0,-Aufnahme erreicht. Die nach saurer Hyhlyse 

4 

69) Vergl. M. P l o r k i n  u. G. Rosson, Bull. SOC. Chim. biol. 21; 865 [1939]. 
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beobachtete minimale Farbreaktion entsprach < 1 yo Allantoinsaure60). Das gleiche Er- 
gebnis wurde erhalten, als Allantoin 1 Stde. anaerob mit dem Enzym incubiert wurde. 

d) I so l ie rung  von  Al lan to in :  Zur Sicherheit wurde das enzymatisch 
gebildete Allantoin aus 14 gesammelten Warburg-Ansatzen auch noch als 
solches isoliert und identifiziert . Rei der Aufarbeitung der Ansiitze hielten 
wir uns im wesentlicb'en an die Vorschriften von W i e c h o ~ s k i ~ ~ )  zur Iso- 
lierung von Allantoin aus Harn, die uber die schwerlosliche Quecksilber(I1)- 
Verbindung erfolgte. Es wurde in 95 yo d.'Th. ein noch braunlich gefarbtes 
Rohkristallisat von Allantoin erhalten, aus dem durch Umkristallisieren und 
Entf6rben mit etwm Tierkohle 63 yo d.Th. an Rein-Allantoin gewonnen wur- 
den, das durch den Schmelzpunkt (229O) und Misch-Schmelzpunkt (2290) 
identifiziert wurde61). 

Es kann somit als erwiesen gelten, daB Al lan to in  praktisch das einzige 
Reaktionsprodukt der Einwirkung von Aspergi l lus-Uricase auf Harnsaure 
beim Wirkungsoptimum PH 7 darstellt. 

Der Notgemeinschaft  der  Deutschen Wissenschaft danken wir ergebenst fur 
die finanzielle Unterstiitzung dieser Untersuchung. 

Beslreibnng der Versnche 

1.) Pilzmaterial  
Die verwendete S tammkul tur  von Aspergillus fumigatus stammte aus dem 

Botanischen Institut der Universitiit Miinchen. 
Fur die Zuchtung in groBerem MaBstabe wurden zuniichst Vorkul turen  in Petri- 

schalen (10 cm 0) auf Wiirzeagar angelegt. Wenn gute Konidien-Bildung eingetreten 
war, wurden mit einem sterilen Korkbohrer kleine Mycelscheibchen (0.5 cm 0) ausge- 
stanzt und zur Beimpfung der eigentlichen Kulturlosung (nach Czapek-Dox, mit tech- 
nischer Glucose) verwendet ; traten bei dem Pilz ,,Ermiidungserscheinungen" ein, so wur- 
den der Kulturlosung 10% Hefewasser zugesetzt. In  der Haup tku l tu r  erfolgte die 
Pilzziichtung in Petrischalen von 19-22 cm 0 .  Nach zweitiigiger Incubation bei 280 
wurden die rein weiBen Myceldecken zwecks Veratmung von Eigensubstraten noch eine 
Nacht auf Leitungswasser gesetzt, am nilchsten Morgen gewaschen und in der Hand- 
presse stark abgepreBt (Trockengewicht 15-20%). 

2.) Herstellung von Enzym-Losungen 
a) Rohext rak te :  Das mit der Schere zerkleinerte PreBmycel wurde in der Reib- 

schale mit dem gleichen Gewicht Seesand etwa 10 Min. und nach Zugabe des etwa dop- 
pelten Volumens Wasser weitere 10 Min. intensiv verrieben. AnschlieBend wurde 10 Min. 
bei 3-4000 U/Min. zentrifugiert, wodurch gelblich gefiirbte, ziemlich stark getrubte 
Enzym-Losungen erhalten wurden, die in Eis oder im Eisschrank aufbewahrt wurden. 
Die Bestimmung ihrer Aktivitilt erfolgte in Reihen abgestufter Konzentration (zur Er- 
mittlung des Proportionalitiitsbereichs S. 781) regelmaBig noch am gleichen Tage. Sie 
konnen aber ohne groBeren Aktivitiitsverlust auch 1-2 Tage im Eisschrank aufbewahrt 
werden. 

6 0 )  Auch Brunel') hat in Aspergillus niger-Mycel, das auf Czapekscher Niihr- 
losung gezuchtet worden war, Allantoinase vermiBt, sie dagegen bei Venvendung Ber - 
trandscher Niihrlosung darin nachweisen konnen. Ein von uns durchgefiihrter orien- 
tierender Versuch mit Bertrandscher Nahrlosung (Ammoniumsulfat als N- Quelle) er- 
gab so uricasearmes Mycel, da13 wir auf die weitere Untersuchung verzichteten. 

el) Das Vergleichspriiparat, dargestellt naoh Org. Syntheses, Collect. Vol. IT, S. 21 
(New York 1943), schmolz bei 232O (wie stets unter Zersetzung). 
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T h y m o l  (0.1%) oder N a t r i u m f l u o r i d  (0.2%) eigncn eich an sich als nichthem- 
mende Ant ip t ica ,  wurden aber in den folgcndon Verauchen nicht verwendet. Chloro- 
form ist weniger geeignet, Toluol ungeeignet, da ihr Zusatz betrachtlichc bzw. enorme 
Steigerung der Enzym-Eigenatmung mit sich bringt. 

1 bie hochstens 2tagige Dia lyee  in Cellophan-Dialysierschhuchen (Kalle) gegen 
flieSendea Leitungswasser ist ebenfalls ohne grohm Enzymverluste moglich; meist be- 
gnugten wir u n ~  mit einem Tag. Bei 2tagigcr Dialysc (wie stets zu Trockengewichts- 
Bestimmungen von Enzym-Lijeungen) reduziert sich das Trockcngewicht auf 30-46y0, 
im Mittel 37%'von dem der Rohextrakte; 'entaprechend steigt Q auf daa 2.2-3.3fache. 

b) Ammoniumsulfatf i t l lungen:  Die Fallungen von Rohcxtrakten d e n  stets 
durch Zugabe des festen Salzes bis zu beetiminten Skttigungsgraden und unter Eiskiih- 
lung vorgenommen. Da die Niederschlilge bei 5OOOU/Min. nicht oder nur mangelhaft 
zentrifugierbar waren, wurden eie im Eisschrank durch Faltenfilter filtriert, waa mehrere 
Stunden in Anspruch nahm. Bei eintagiger Dialyse der in dest. Wasser aufgenommenen 
Fallungen setzten sich Niederschllge ab, die wegen h e r  schwcren Zentrifugierbarkeit 
wieder abfiltriert werden muSten. Ihre Aktivitiit war - bei betrichtlicher Eigenatmung - 
so gering, daS sic vernachlasaigt werden konnte. Am Ende wurden gelbstichige, Warner- 
klare Ferment-Losungen mit Trockengewichten zwischen 1.5 und 5.5 mg/ccm (nach 2tigi- 
ger Dialyse) erhalten. 

c) Alkohol -Ather -  u n d  Acetonfi i l lungen:  Im ersteren Fall tropfta der Enzym- 
Rohextrakt in 10 Volumina des auf.OO abgekiililten Alkohol-Ather-Gemischs (2 : 1) ein, 
im letztgenannten wurden 2 Volumina gekiihltes Aceton zur gleichfalls gekuhlten Enzym- 
Ibsung allmahlich zugegebcn. Die flockigen Fhllungen wurden m6glichst m c h  abzentri- 
fugiert. auf Tonteller geatrichen und in den Vakuumexsiccator gebracht. Zur Heratellung 
von Ferment-Losungen werden die gelbbraunen Riickstitnde mit etwa der 5Ofachen Menge 
\Vasser verrieben. \'om Unloslichen, dns nur minimale Aktivitiit zeigte, wurde abzentri- 
fugiert. Die Liisung wurde sls d c h e  zu Enzymversuchen verwendet, zu Trockengewichts- 
Bestimmungen dagcgen noch zwei Tage dialysicrt. 

0, 

3.) B e s t i m m u n g  von E n z y m w i r k u n g e n  
a) Aerobe  Vcrsuche  wurden durchweg bei 30° nach dcr Warburg-Methodik 

durchgefiihrt. Die Prufung von Ferment-Losungen auf ihre  Aktivitiit erfolgte meist im 
xog. ,,NormalamatzLL (S. 780) oder diesem ahnlichen Ansatzen (z. B. unter Variation des 
Puffers oder der Substratkonzentration). 

Substrat-L&ung wurde durch Eintragen umkristallisierter Harnsirure'Ja) in kochendes 
n/,, LiOH - dem p r i m k n  Urat entsprechend - taglich frisch bereitet (sclbst bei Auf- 
bewahren im Eisschrank nimmt der Gehalt allmahlich ab, die Autoxydabilititt erheblich 
zu ; gelbstichige Handelspraparate zeigcn bereita in frischer Lijsung betdchtliche Autoxy- 
dstion 63)). 

Zur Be s t i  mmu n g de  s R e  s p i r  a t i on8 qu o t i e n  t e n  liefen Parallelversuche mit und 
ohne NaOH im Mitteleinsatz der Warburg-CefaI3e. Zu den AnGtzen ohne C02-Ab- 
sorption wurde zu bestimmten Zeiten je 1 ccm 2nHaS0, aus einer seitlichen Schlifhtorte 
zugekippt und 80 der Differenzwert (CO,-O,) bestimmt. Entaprechende Ansiitze liefen 
fur die Eigenatmung der Enzym-Losung; ferner wurde auch das in den Ansatzen zu 
Versuchsbeginn gebunden vorhandene C 0 2  gesondert bcstimmt. Die Berechnung erfolgb 
in der ublichen Wcise53). 

Zur H y d r o p e r o  x y d  -Boa t i m m  u n g wurde zu bestimmten Versuchszeiten jeweils 
einer der m/,,,NH,OH enthaltenden AnsLtze durch Zusatz von 2 ccm 10-proz. Kalium- 
jodid-lijrtung + 1 ccm 2nH,S04 abgebrochen und daa ausgeschiedcne Jod nach 30 Min. 
&us einer Mikrobiirette mit n/,,, Na,S,O, titriert. (Meist negative) Kontrollen mit substrat- 
und MH,OH-freien Ansatzen liefen mit. 

6 z )  Hrn.%of. Dr. H. Bredereck ,  Stuttgart, sind wir fur Vberlassung von Harn- 
siiure amerikanischcr Provonicnz (Pfans t ieh l )  zu Dank verpflichtet. 

6s) Vergl. hienu A. ionesco  Mati; u. A. l 'opesco, Bull. SOC. chim. biol. 21, 264 
[ 19391. 
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b) Anaerobe Versuche wurden gleichfalls bei 30° im allgemeinen nach der Thun-  
berg-Methodik durchgefiihrt. Die Einstellung der Farbstoff-Losungen erfolgte mit 

Chinon-Aasiitze (1.4 ccm mlz0 Chinon auf 5 ccm enthaltend) wurden zu beatimmten 
Zeiten durch Emkippen des Thunberg- Rohrcheninhalts in 5 ccm 10-pros. Kaliumjodid- 
Liisung + 10 ccm 2n H,SO, gestoppt und das ausgeschiedene Jcd nach 30 Mh. mit n/*,, 
Na,S,O, aus einer Mikrobiirette titriert. 

I n  den Versuchen mit Cytochrom c als Acceptor wurden Normalansiltze mit 0.2 ccrn 
einer oxydierten 3.3 x 10-5m Cytochrom c - LosungG4) luftdicht in eine Ciivette von 2.8 ern 
Hohe eingefiillt. Das Auftreten der Banden des reduzierten Cytochroms (550 und 520 mp) 
wurde mit dem ZeiB-Handspektroskop D verfolgt, nachdem die Ciivette auf den Gh- 
tisch des Universalstativs gebracht worden war. Die Intensitiit der Banden wurde mit 
derjenigen einer Reihe von reduzierten Cytochrom-Lkungen bekannten &halts ver- 
glichen und so der Anteil des in der Versuchslosung reduzierten Cytochroms ermittelt; 
Versuchstemperatur 220. 

4.) HarnsBure-Bestimmung 
Zu 0.25-1.0 ccm Reaktionslosung werden 5 ccm einer Harnstoff-KCN-Losung (25- 

bzw. 2.5-proz.), hierauf 1 ccm einer 34-proz. Phosphorwolframai-Losung gegeben und 
mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt. Die sich entwickelnde Blaufilrbung wird nach wenig- 
stens 20 Min. im Leitz-Kompensationsphotometer mit Filter 620 in der 0.5 cm-Ciivette 
photometriert. An Hand einer Eichkurve, die an Harnsiiure-Losungen verschiedenen 
Gehalts aufgenommen wurde, wird die Harnsiiuremenge des Versuchsansatzes ermittelt. 
Enthalten auch die VergleichliSsungen Enzym, so kann auf die (im Originalverfahren55) 
fur Blut vorgesehene) Enteiweiaung verzichtet werden. 

Da die Eichkurve bei h6heren Hdurekomentrationen abflacht, wird zweckmiiBig 
im Bereich zwischen 0.025 und 0.2 mg HarnsiLure gearbeitet. Meist wurde der Harnsaure- 
gehalt der Versuchslosung aus zwei Pipettenproben verschiedener GriiSe ermittelt. 

5.) Allantoin-Bestimmung 
a) colorimetrisch:] 0.05-0.5 ccrn eines Ansatzes werden mit Wasser auf 1 ccm auf- 

gefullt, mit 3 Tropfen 2nNaOH versetzt und 10 Min. im kochenden Wasserbad gehalten. 
Hierauf wird mit 2nHC1 gegen Phenolphthalein neutralisiert, 1 Tropfen Salzsilure im 
Uberschul3 zugegeben und wieder 2 Min. wie oben erhitzt. Es folgt Zusatz von 6 Tropfen 
taglich frisch bereiteter 0.5-proz. Phenylhydrazin-hydrochlorid-lasung und nach dem Ab- 
kiihlen von 2 Tropfen 5-proz. K,l?eCy,-Losung + 1.5 ccm konz. Salzsaure. Die entstan- 
dene Rotfarbung wird in der Schichtdicke 0.5 em unter Verwendung des Filters 530 photo- 
metriert. Die Auswertung erfolgt auch hier an Hand einer Eichkurve, die, i.Ggw. von 
Enzym aufgenommen, die EnteiweiBung erspart. EiweiBhaltige Losungen liefern etwas 
tiefere Extinktionswerte als eiweiBfreie. 

Die Methode ist am empfindlichsten im Bereich zwischen 0.02 und 0.1 mg Allantoin. 
Die Gemuigkeit der Einzelbestimmung diirfte kaum grol3er als 10-15% sein. Leicht 
werden zu tiefe Werte erhalten (vergl. Florkin u. D u c h a t e a u - B o ~ s o n ~ ~ ) ) .  Werden 
aber von jedem Ansatz mehrere (2-3) Pipettenproben entnommen, die im Verhilltnis 1 : 2 
bis 1 : 3 variieren, dann diirfte der Mittelwert fur die Ausgangskonzentration auf etwa 5% 
genau werden. 

b) p r lpa ra t iv :  14 Warburg-Ansatze, die mit jeweils 2 ccm (10 mg) gereinigtem 
Ferment (Ammoniumsulfatfiillung, 2/3-Siittigung, Q - 90) bis zum Endwert der 0,-Auf- 
nahme (bereita nach 20 Min. erreicht) geschiittelt wurden, wurden vereinigt (70 ccm, ur- 
spriinglich mit 47 mg Harnslure), zur EnteiweiBung mit 10 corn 8-proz. Schwefelsiiure 
und 2 ccm 10-proz. Phosphorwolframahre versetzt und nach 11/, Stdn. vom Niederschlag 
abfiltriert. Da die Losung zur Allantoinfallung sulfat- und phosphatfrei sein muB40), 

n/100 Tim,. 

0, - 

- 
64) Aus Pferdeherz dargestellt und bestimmt bach D. Keilin u. E. F. Har t r ee  

(Proc. Roy. SOC. London [B] 122, 298 [1937]) durch Extinktionsmessung bei 550 mp irn 
Leitz-Kompensationsphotometer (nach Reduktion mit Na,S,O,). 
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Zeit 
(Mill.) 

wurde sie mit etwa l o g  frisch gefalltem Bleicarbonat bis zum Aufhoren der C0,-Ent- 
wicklung versetzt. Das Filtrat gab beim Versetzen rnit basischem Bleiacetat keine Fiil- 
lung mehr. Die Losung wurde mit Schwefelwasserstoff entbleit, filtriert, durchluftet, neu- 
oralisiert und schlieBlich mit etwa 25 ccm Wiechowskis  Reagens (0.5-proz. Losung vor 
Quecksilber(I1)-acetat in etwa 30-proz. Natriumacetat) zur Allantoinfiillung versetzt. 
Nach mehrstundigem Stehen wurde der Niederschlag abfiltriert, gewaschen, in 30 ccm 
Wasser suspendiert und rnit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat wurde i.Vak. zu- 
nachst auf etwa 10 ccm eingeengt, nochmals filtriert und im warmen Luftstrom zur Trockne 
gedampft, wobei eine durchkristallisierte, etwas brilunlich gefarbte Masse (41.5 mg = 95% 
d.Th.) hinterblieb. Sie wurde aus moglichst wenig heiBem Wasser mit etwas Tierkohle 
umkristallisiert und lieferte 27.6 mg farbloser Kristalle (63% d.Th.) vom Schmp. 229O 
(Zers.). Eine Probe selbst hergestellten Allanhills schmolz bei 232" (Zers.). Der Misch- 
Schmelzpunkt lag bei 229O. 

6.) B e w e r t u n g  d e r  E n z y m e i g e n a t m u n g  
Ob man zur Ermittlung des Harnsiiureumsatzes generell die Enzymeigenatmung voll 

abziehen durfte, erschien - besonders bei groBeren Werten der letzteren wie in Roh- 
extrakten - zweifelhaft, da  eine Zuruckdriingung der Leeratmung in Substratgegenwart 
durchaus denkbar erschien. Als sptiter erkannt worden war, daR bei Vtrwendung gerei- 
nigten Ferments pro Aufnahme von 1 0-Atom genau 1 Mol. Harnsadre verschwindet 
(Abbild. 5), wurde zur Entscheidung bei einem Rohenzym mit betrachtlicher Eigenatmung 
neben dem 0,-Verbrauch auch die Harnsiiure-Abnahme photometrisch verfolgt, letztere 
in doppelten F'ipettenproben. Nachstehend ist das Ergebnis eines derartigen Versucha 
mit Normalansatzen wiedergegeben. Sowohl die 0,-Aufnahmen als auch die Harnsaure- 
Abnahmen sind in Prozente der Theorie (100 yo = 224 cmm 0, bztK. 3.36 mg Harnsaure) 
umgerechnet worden. 

cmm 0, 
I I1 

Tafel 11. V e r g l e i c h  v'on H a r n s i i u r e - A b n a h m e  u n d  0 , - A u f n a h m e  ( m i  t 
u n d  o h n e  B e r u c k s i c h t i g u n g  d e r  E n z y m e i g e n a t m u n g )  

Jeder Ansatz enthielt 2 ccm (= 39.6 mg) Rohextrakt 

40 29 2.25 33 

Wie ersichtlich, stimmen die in Prozenten angegebenen Harnsaure-Abnahmen weit 
bcsser mit den um die Leeratmung korrigierten (11-1) als den Brutto-0,-Aufnahmen(I1) 
uberein, d. h. die Leeratmung darf zur Ermittlung des HarnsiLureschwunds abgezogen 
werden 65). 

Die Enzymeigenatmung im obigen Versuch ist uberdurchschnittlich hoch (29 yo des 
Brutto-0,-Verbrauchs) ; im allgemeinen lag sie bei unseren Rohextrakten zwischen 10 
und 20%. 

7.) R e a k t i o n e n  d e s  H y d r o p e r o x y d s  
a) K a t a l a s e s p a l t u n g :  Die folgende Tafel12 gibt ein Bild der Katalascwirksamkeit 

einer Ammoniumsulfatfiillung ( 2/,-Sattigung, Q 98). I n  4 ccm phosphatgepufferter Lo- 

66) Dies scheint nicht generell zu gelten. I n  einem orientierenden Versuch mit einem 
Rohextrakt aus nichtvermmtem Mycel, dessen Eigenatmung rund 50% des Gesamt-0,- 
Verbrauchs ausmachte, naherten sich die Harnsiiure-Abnahmen stark den aus dem un- 
korrigierten 0,-Verbrauch berechneten. 

o, 
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6 
9 
6 
6 

sung ( p ~  7.0) waren zwischen 0.015 und 0.5 ccm Enzym-Losung (Trockengew. 3.4 mg/ccm) 
enthalten, wozu nach Temperaturausgleich 1 ccrn m/30 H,O, zugekippt wurde. Die beiden 
letzten Ansatze enthielten m/500 NH,OH, der letzte Ansatz aul3erdem m/260 Lithiumurat. 
Diese beiden GefiiBe waren mit reinstem N, gefiillt. 

Tafd 12. Kata lasew i rkung  g e r  e i n i g  t e r  E n z  y m  - L osn ng 

2 
0 
0 
0 

ccm Enzym 

m/a50 Harneiiure 
4 6 0 0  NHZOH 
Enzym 

0.015 

167 

ccm 12/60 HzOa + + + - 
- 

0.03 ' 0.06 

0.96 
0.75 
0.48 

- 
22 
37. 
64 

153 
255 

1.0 
0.96 
0.95 

- 
26 
57 

106 
242 
356 

0.85 
0.83 
0.81 

0.125 

- 
35 
76 

155 
310 
368 

1 .o 
1 .o 
0.96 

cmm 

0.25 

- 
62 

113 
220 
368 
368 

m/,,o-Harns%ure 
Enzym 
Zeit: 15 Min. 

7, 30 Y, 

5, 60 Y V  

9 .  120 11 

2 

0.5 

- 
132 
220 
373 
373 
373 

ccm nllo Chinon (Ausgangstiter 1.38) 
+ + + 

- + 
- 

1.33 1.14 1.10 
1.34 0.86 0.90 
1.35 0.62 0.64 
1.34 0.55 0.54 

+ NH,OH Om5 I+ + NH,OH .::au*, 

I 

1 .o 
0.92 
0.83 

Bei Erhohung der Hydmxylamjn-Kontration auf m/200 versarkt sich die H,O,- 
Abnahme. So wurden im (enzymfreien) Ansatz mit Hydroxylamin allein die H,O,-Werte 
0.68, 0.49 und 0.18, im Ansatz rnit Harnsiiure + Hydroxylemin die Werte 1.0, 0.93 und 
0.78 titnert. 

8.) Versuche mi t  Chinon 
a) Anaerobe Acceptorversuche: Es lief eine dreifache Reihe von Normalansatzen 

nachgebildeten T hun  berg -Am& t zen mit jeweile 1.4 ccm ml,, C h inon. Enzymzusatz : 
1 ccm (2.9 mg) einer Ammoniumulfatf&llung ( Qo, 85). Zu bestimmten %iten d e n  
je drei Anslitze nach 3b titriert (Tafel 14). 

Tafel 14. Acceptorversuche m i t  Chinon 
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37 3 
56 6 
75 15 

b) Chinonhemmung d e r  aerobsn  Uricasewirkung (Tafell5). Ansiitze analog 
den obigen, teils mit, teils ohne Chinon. 

Tafel 15. Chinonhemmunn der  0 , - R e a k t i o n  

14 
18 
25 

m/,,,-Harnsaure 1 -  
m/,,-C hinon 

9 9  30 97 18 
Y ,  60 7 9  32 

121 
178 

33 51 
58 1 94 

9.) Versuche mi t  Cytochrom 
In Ciivetten luftdicht abgeschlossene Ansiitze von der Art des Normalansatzes rnit 

0.2 ccm einer oxydierten 3.3 x m Cytochrom c - Losung, z.T1. 1 ccm (3.1 mg) gerei- 
nigtes Enzym (QOB 80) enthaltend, wurden bei 220 incubiert. Zu bestimmten Zeiten 
wurde das gebildete reduzierte Cytochmm c spektroskopisch (nach 3b) bestimmt. Die 
Egebnisse sind in der Tafell6 zusammengestellt. 

Tafel 16. Pr i i fung  v o n  Cytochrom c als Acceptor  

m/,,,-HarnsLure 
Enzym 

Zeit: 15 Min. 

0.2 0.2 0.2 

127. Leopold Horner und Fritz Hiibenett: Studien zum Ablauf der 
Substitution, IV. Mitteil.") **) : Nitrierung, Entalkylierung und Diazoqium- 
salzbildung als Ergebnis der Einwirkung von Stickstoffdioxyd***) auf Ather 

[Aus dem Institut fur Organische Chemie der UniversitLt Frankfurt/M.] 
(Eingegangen am 17. Marz 1952) 

EP wird gezeigt, d a B  die Einwirkung von Stickstoffdioxyd auf 
Ather iiber ,,Durchgangsradikale" verlhft, deren wesentliche Merk- 
male charakhrisiert werden. Als Hauptreaktion erfolgt die Substi- 
tution in p-  Stellung. Nebenreaktionen sind: Entalkylierung zum 
Phenol unter gleichzeitiger Nitrierung in 2- und 4-Stellung sowie Ein- 
fiihrung der Diazoniumgruppierung in p-Stellung. Substituenten mit 
,,Acceptoreigenschaften" verhindern praktisch alle 3 Reaktionen, 

Vor etwa 2 Jahren hat der eine von uns in der I. Mitteil. dieser Reihe**) 
als Arbeitshypothese theoretische ,,Vorstellungen zur oxydativen Entalky- 

*) Herrn Geheimrat If. Wieland in Verehrung zum 75. Geburtstag gewidmet. 
**) Als I. Mitteil. dieaer Reihe soll gelten: A. W , 6 0  [1950], ah 11. Mitteil.: Angew. 

***) Im Folgenden soll unter ,,Stickstoffdioxyd" das Gleichgewichtsgeinisch von Stick- 
Chem. 6'2, 369 [1950], ah 111. Nitteil.: Angew. Chem. 68,531 [1951]. 

stoffdioxyd und Stickstofftctroxyd verstnnden werden. 


