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A sulfite reductase from spinach has been purified 125 fold. Throughout all stages of purification 
the reduction of sulfite has been found dependent on ferredoxin. Reduced ferredoxin has been 
provided either by photosynthetic reduction in isolated, broken chloroplasts or by NADPH via the 
ferredoxin-NADP-oxidoreductase. During the purification procedure ferredoxin as electrondonor 
has been replaced by reduced methylviologen.

Einleitung

Die Sulfitreduktase aus Spinat ist eingehend von 
A sada 1 und Asada et al. 2 > 3 untersucht worden. 
NADH oder NADPH konnten nicht als Elektronen­
donatoren verwendet werden. Da in ihren Arbeiten 
nur im Rohextrakt Ferredoxin als Elektronencarrier 
dienen konnte und das gereinigte Enzym Methyl­
viologen abhängig war, nannten diese Autoren das 
Enzym ausdrücklich Methylviologen-abhängige Sul­
fitreduktase. Schm idt4 ’ 7  gelang es mit einer 16,5- 
fach und T am ura 5 mit einer 29-fach angereicher­
ten Spinat-Sulfitreduktase eine Ferredoxin-Abhän- 
gigkeit nachzuweisen. In dieser Arbeit soll die Ab­
hängigkeit der Sulfitreduktion von dem natürlichen 
Elektronencarrier Ferredoxin mit dem gereinigten 
Enzym in zwei unterschiedlichen Testsystemen be­
schrieben werden.

Material und Methoden

Die verwendeten Lamellarsysteme (osmotisch auf­
gebrochene und dreimal gewaschene Chloroplasten) 
(broken chloroplasts) sind nach der Methode von 
Arnon 6 hergestellt worden. Das Ferredoxin wurde 
nach Shin, Tagawa und A rnon 8 und Ferredoxin- 
NADP-Oxidoreduktase in Anlehnung an die Vor­
schrift von W essels9  und Shin, Tagawa und Ar­
non 8  isoliert.

Requests for reprints should be sent to Dr. H.-H. Hen­
nies, Lehrstuhl für Biochemie der Pflanzen, D-4630 Bo­
chum, Postfach 2148, West Germany.

Testsysteme für die Sulfitreduktion

a. Optisches Testsystem mit reduziertem Methyl­
viologen als Elektronendonator

Dieses anaerobe Testsystem, das in dieser Arbeit 
für die Enzymanreicherung verwendet wurde, ist 
von Asada 1 entwickelt worden. In Thunbergküvet- 
ten wird die Oxidation des reduzierten Methyl- 
viologens im Spektralphotometer bei 604 nm ge­
messen. Aus dem Extinktionskoeffizienten und der 
Stöchiometrie von 6 : 1  (MV0X zu H 2 S) läßt sich die 
gebildete H 2 S-Menge errechnen (A sada1).

b. Radioaktives Testsystem mit reduziertem Fer­
redoxin als Elektronendonator

1. Photosynthetische Reduktion des Elektronen­
donators mit isolierten Lamellarsystemen aus 
Spinatchloroplasten im Licht

Der Ansatz von 3 ml enthält in //m ol: Natrium ­
sulfit 2,5 mit einer Radioaktivität von 5 //Ci S35; 
Tris-HCl-Puffer pH 7,8 100; MgCl2 10; Ferredoxin 
aus Spinat 0,03; ADP 5; anorganisches Phosphat 
5; Sulfitreduktase mit wechselnden Proteinmengen 
je nach Reinheit des Enzyms und 0,4 mg Chloro­
phyll. Nach 3 min Begasung mit Stickstoff in War- 
burg-Gefäßen wird für 30 min mit 35 000 lx bei 
25 °C belichtet.

2 . Reduktion des Elektronendonators mit der Fer- 
redoxin-NADP-Oxidoreduktase und NADPH

Das reduzierte Pyridinnucleotid wird durch ein 
NADPH-regenerierendes System erhalten (G-6 -P 
und G-6 -P-dehydrogenase). Der Ansatz von 3 ml ent­
hält in //m ol: Natriumsulfit 2,5 mit einer Radio­
aktivität von 5 /<Ci S35; Tris-HCl-Puffer pH 7,8 
100; MgCl2 10; G-6 -P 5 ; Ferredoxin aus Spinat
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0,03; NADP 0,4; G-6 -P-Dehydrogenase 7,5 jug 
Protein, Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase 0,7 mg 
Protein; Sulfitreduktase mit wechselnden Protein­
mengen je nach Reinheit des Enzyms. Nach Bega­
sung mit Stickstoff wird 1 Stunde bei 30 °C inku­
biert.

Bestimmung des radioaktiven Sulfids

Die Enzymansätze mit radioaktivem Substrat 
werden nach beendeter Inkubation in Eis gestellt und 
anschließend in eine D estillationsapparatur4  über­
geführt. Nach Zugabe von einigen Tropfen Oktanol, 
20 //mol Trägersulfid und 0,4 ml 6  N Salzsäure 
können im Stickstoffstrom Sulfat, Sulfid und Sulfit 
voneinander getrennt werden. Das Sulfid, als CdS 
ausgefällt, wird am Endfesterzählrohr ausgezählt.

E rgebnisse

Zur Enzymanreicherung (in Anlehnung an 
Asada 1 und Asada et al. 3) wurde von 6  kg Spinat 
ausgegangen. Die Blätter mit entfernten Mittelrip­
pen wurden durch die Dreiwalzenmühle gepreßt und 
der Preßsaft abzentrifugiert. Nach der Zentrifuga­
tion wurde das lösliche Protein des Preßsaftes mit 
Hilfe von Aceton fraktioniert. Das Protein, das bei 
einem Acetongehalt von 30 — 50% ausfiel, wurde bei 
1 0 0 0 0  X g  für 10 min abzentrifugiert und in 0,01 M 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,75 dialysiert. Nach der 
angeschlossenen Ammoniumsulfatfällung (festes 
Salz) wurde das Protein, das zwischen 40 — 55% 
Sättigung ausfiel, abzentrifugiert und in 0,01 M 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,75 aufgenommen und 
dialysiert. Die nächste Anreicherung fand auf 
einer DE-52-Cellulosesäule (Fließgeschwindigkeit 
50 ml/h, Säule 3,7 x 5,0 cm) statt. Zur Elution 
dienten 1000 ml Kaliumphosphatpuffer pH 7,75 
mit einem linearen Gradienten von 0,01 — 0,1 M 
(Abb. 1) (Fraktionen zu 5 ml wurden gesammelt).

Abb. 1. Enzymchromatographie an der DE-52-Cellulosesäule. 
-Q-O-» relative Sulfitreduktase-Aktivität, Protein.

Die sulfitreduzierenden Hauptfraktionen, von
0  — 65% Sättigung mit festem Ammoniumsulfat ge­
fällt, zentrifugiert und in 0,01 M Kaliumphosphat­
puffer pH 7,75 auf genommen, wurden dialysiert.

Bei der sich anschließenden Gelfiltration auf 
Sephadex G- 2 0 0  (Säule 2 , 2  x 67 cm, Fließgeschwin­
digkeit 10,4 ml/h, Fraktionen zu 5 ml) ist Tris-HCl- 
Puffer pH 7,8; 0,02 m als Elutionsmittel verwendet 
worden (Abb. 2 ).

Abb. 2. Enzymchromatographie an der Sephadex G-200-Säule. 
- 0 - 0 - > relative Sulfitreduktase-Aktivität, Protein.

Die gesammelten Hauptfraktionen wurden mit 
festem Ammoniumsulfat von 0 bis 80% Sättigung 
gefällt. Der Niederschlag wurde in 0,02 M Tris-HCl- 
pH 7,8 aufgenommen und gegen denselben Puffer 
dialysiert. Das erhaltene Protein, von schwach 
bräunlicher Färbung, zeigte bei einer Elektrophorese 
auf 7,5-prozentigen Polyacrylamidgelen nur eine 
Bande 17.

Tab. I. Enzymanreicherung der Spinat-Sulfitreduktase.

Enzym nach: nmol
MVox/h/mg
Prot.

nmol
H2S/h/mg
Prot.

Anreiche­
rung

Aceton und Am-
moniumsulfat-
Fällung 618 103 1
DE-52-Cell.
Chromatogr. 15 600 2 600 25
SG-200-
Chromatogr. 76 800 12 800 125

In Tab. I ist die Enzymanreicherung der Spinat- 
Sulfitreduktase mit Methylviologen als Elektronen­
donator wiedergegeben. Der Anreicherungsfaktor 
beträgt 125.

Die Enzymanreicherung wurde mit dem Methyl- 
viologentestsystem (Tab. I) bestimmt. In den fol­
genden Tabn. II and III ist die Sulfitreduktion auf 
allen Anreicherungsstufen in Abhängigkeit von dem 
Elektronendonator Ferredoxin gemessen worden.



H.-H. Hennies • Sulfitreduktase aus Spinacea oleracea 361

Tabn. I —III zeigen, daß die Spinat-Sulfitreduk- 
tase neben dem artifiziellen Elektronencarrier Me­
thylviologen auch an den Cofaktor Ferredoxin an­
gekoppelt werden kann. Dabei bleibt die Abhängig­
keit von dem natürlichen Elektronendonator Fer­
redoxin bei der Anreicherung bis zum homogenen 
Enzym erhalten.

Tab. II. Reduktion von Sulfit zu Sulfid über Ferredoxin. 
Das Ferredoxin wurde photosynthetisch mit Hilfe von isolier­
ten Lamellarsystemen aus Spinatchloroplasten reduziert. 

Enzymatischer Ansatz, siehe Methoden.

Enzym nach: Zugabe zum 
kompletten Ansatz 
ohne Ferredoxin

nmol
H2S/h/mg
Prot.

Aceton- und -  Fd 0,61
Ammonsulfat-
Fällung +  Fd 15,50
DE-52-Cell. -  Fd 18,50
Chromatogr. +  Fd 93,00
SG-200- -  Fd 15,70
Chromatogr. +  Fd 161,88

Tab. III. Reduktion von Sulfit zu Sulfid mit Ferredoxin als 
Elektronendonator. Das reduzierte Ferredoxin wurde durch 
NADPH und der Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase erhal­

ten. Enzymatischer Ansatz, siehe Methoden.

Enzym nach: Zugabe um 
kompletten Ansatz 
ohne Ferredoxin

nmol
HoS/h/mg
Prot.

Aceton- und Am- -  Fd 0,42
moniumsulfat-
Fällung +  Fd 1,90
DE-52-Cell. -  Fd 17,50
Chromatogr. +  Fd 79,00
SG-200- -  Fd 19,46
Chromatogr. +  Fd 147,60

Auf Grund der obigen Ergebnisse kann ange­
nommen werden, daß Ferredoxin der in vivo  Elek­
tronencarrier der Spinat-Sulfitreduktase ist.

Sulfitreduktasen katalysieren in einem 6 -Elektro- 
nenübergang die Reduktion von Sulfit zu Sulfid nach 
folgender Gleichung:

___ - Sulfitreduktase, Ce __
S 0 32' ------------------- > S2" .

Die Sulfitreduktasen vieler Mikroorganismen sind 
NADPH-abhängig. Diese Enzyme, die in der Regel 
ein recht hohes Molekulargewicht aufweisen, ver­
fügen über einen Flavinanteil 10>n . Neben diesen 
hochmolekularen Enzymen kommt eine zweite, weni­
ger gut untersuchte Gruppe von Sulfitreduktasen 
vor, die Ferredoxin-abhängig ist.

So sind Ferredoxin-abhängige Sulfitreduktasen 
unter anderem aus C lostrid ium 13> 14, Desulfo- 
vibrio  15, der Rotalge Porphyra  1 6  und Spinacia be­
schrieben worden. Die Ferredoxinabhängigkeit des 
Spinatenzyms wurde in älteren Arbeiten in Frage 
gestellt, da zunächst nur mit reduziertem Methyl­
viologen eine Sulfitreduktion katalysiert werden 
konnte. Ergebnisse dieser Arbeit und auch andere 
Veröffentlichungen 4" 71 5 > 1 7  zeigen jedoch, daß die 
Spinat-Sulfitreduktase ein Ferredoxin-abhängiges 
Enzym ist. Ferner könnte der Elektronendonor für 
die Sulfitreduktase zahlreicher photosynthetischer 
Bakterien ebenfalls Ferredoxin se in 12.

Wie die Ergebnisse gezeigt haben, sind die Um­
satzraten der Sulfitreduktase im anaeroben Test­
system über Methylviologen hoch im Vergleich zu 
den Raten, die mit den Testsystemen über Ferredo­
xin erreicht werden. In der folgenden Abb. 3 ist 
die Sulfitreduktion mit Ferredoxin veranschaulicht:

Der Hauptgrund für die unterschiedlichen Reduk­
tionsraten ist in den verschiedenen Testsystemen 
selbst zu suchen. Dient reduziertes Methylviologen 
als Elektronencarrier, so wird nicht das gebildete 
S2-, sondern die Oxidation des Methylviologens in 
Thunberg-Küvetten gemessen. Da diese optische 
Methode sehr empfindlich ist, kann, bedingt durch

Diskussion

Li cht
Thylakoidsystem  

' aus  
Chloroplast en

Abb. 3. Schematische Darstellung der Sulfit­
reduktion über Ferredoxin.
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Reaktionszeiten von nur wenigen Minuten, die An­
fangsgeschwindigkeit der Reaktion erfaßt werden.

Findet reduziertes Ferredoxin als Elektronen­
donator Verwendung, so wird das gebildete S2_ 
direkt bestimmt. Um eine ausreichend hohe Menge 
dieses Endproduktes zu erhalten die oberhalb der 
unteren Nachweisgrenze liegt, werden Inkubations­
zeiten von mindestens 2 0  min benötigt.

Eine Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit 
der Reaktion ist mit diesen Testmethoden nicht mög­
lich, so daß die Umsatzraten außerhalb des linearen 
Bereiches liegen. Aus diesem Grunde werden nur 
verhältnismäßig geringe Raten in der Ferredoxin- 
abhängigen Sulfitreduktion gemessen.

Über die physiologische Bedeutung der Sulfit­
reduktasen in höheren Pflanzen herrscht zum Teil 
noch Unklarheit, da freies Sulfit in eukaryotischen 
Zellen in vivo  nicht auftreten soll. Bandurski et al. 
(Hefe) 18,19, Asahi (Chloroplasten) 26, 27, Torii 
und Bandurski (Hefe) 2 0  und Schwenn (Chloro­
plasten) 21> 2 2  beschreiben ein niedermolekulares
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