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Propert ies  of ~he IqAD-Specific Hydrogenase  from Hydrogenomonas H 16 

Summary. A soluble hydrogenase from cell-free extracts of HydrogenomonasH16 
has been purified 45-fold up to a specific activity of 36,500 units per g protein. The 
enzyme catalyzes the reduction of NAD with molecular hydrogen. I t  does not 
require cofactors. The l~AD-reduction catalyzed by this enzyme is influenced to 
only a small extent by the presence of NAI)~, ATP, bicarbonate or magnesium 
ions. The enzyme is free from flavins and pyridine nueleotides, reacts only with 
~ I )  and not with oxygen, NADP, ~W/_~, FAD or methylene blue. F~_N, FAD and 
methylene blue are reduced only in the presence of catalytic amounts of I~AD. The 
lag-phase of the reduction of I~&D can be eliminated by preineubating the enzyme 
in the presence of NADH or molecular hydrogen; I~AD is ineffective. The inhibi- 
tion of the hydrogenase reaction by oxygen is negligible. Reducing agents such as 
mercaptoethanol or sulfide decreased the reaction rate. 

The Miehaelis constant of the soluble hydrogenase for molecular hydrogen is 
K H~ = 1.9 �9 10 -4 M. Half maximal activity is attained at a l~AD-eoncentration 
of [N&D]0.5 (v) = 1.3 �9 10 -5 ~ .  The pH-optimum is 8.5 in 0.05 ~ potassium phos- 
phate buffer and 7.9 in 0.05 1~ Tris-HCl-buffer; reaction rates were maximal at 
36 ~ C under the conditions employed. The activation energy was calculated to be 
10.4 keal/mol. 

Zusammenfassung. Aus zellfreiem Extrakt yon Hydrogenomona8 H 16 wurde 
die 16sliche ttydrogenase 45faeh his zu einer spezifiseheu Aktivit~t yon 36500 E/g 
Protein angereichert. Das Enzym katalysiert die Reduktion yon NAD mit mole- 
kularem Wasserstoff. Ein Cofaktorbedfirfnis konnte nicht festgestellt werden. Der 
Einfinl~ yon IqADH, ATP, Biearbonat und magnesium auf die hydrogenasekataly- 
sierte IqAD-Reduktion war unerheblieh. Das angereicherte Enzym ist flavin- und 
pyridinnueleotidfrei und reagiert mit NAD, nieht mit 02, NADP, F1Vf_N, FAD oder 
~ethylenblau. Die drei letztgenannten Wasserstoff-Aeceptoren werden lediglich in 
Gegenwart katalytiseher ~engen I~AD reduziert. Die lag-Phase der Reduktion yon 
IqAD l~Bt sich durch Vorinkubation des Enzyms mit NADH oder Wasserstoff, 
nicht jedoch mit I~AD eliminieren. Die Hemmung der Hydrogenasereaktion dutch 

Abkiirzungen: E ~ Enzymeinheit (~mole Substrat]min); AE~ = Extinktions. 
~nderung bei der Wellenl~nge x nm; Ext.x = Extinktion bei der Wellenl~nge x nm; 
KP = Kaliumphosphat (KHePOd-K2HPOt-Gemisch); ~ B  ~ ~ethylenblau; NAD 

l~icotinamid-adenin-dinucleotid; NADH -~ rednziertes NAD; TEAE ---- Tri- 
~thylamino~thyl; Tris = Tris(hydroxymethyl)aminomethan. 

5* 
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Sauerstoff ist gering. Reduzierende Agenzien wie ~ercapto~thanol oder Sulfid 
setzten die Reak$ionsrate herab. 

Die 3~ichaeliskonstante der 15sliehen Hydrogenase flit molekularen Wasserstoff 
betr[igt K~, = 1,9.10 -~ M. Die NAD-Konzentration, bei der halbmaximale 
Aktivit~Lt erreicht wird, be~r~gt [NAD]0,5 (v) ~ 1,3 �9 10 -a M. Das pH-Optimum wird 
in 0,05 l~ Kaliumphosphat-Puffer bei pH 8,5 und in 0,05 ~ Tris-HC1-Puffer bei 
pH 7,9 erreieht. Unter den angegebenen Bedhagungen lag das Temperatur-0p- 
timum bei 36 ~ C. Die Aktivierungsenergie der 15sliehen Hydrogenase warde als 
10,4 keal/mol ermRtelt. 

Mehrere anaerobe Bakterien entledigen sich der iiberschiissigen Elek- 
tronen dutch die Bildung yon molekularem Wasserstoff (Gray u. Gest, 
1965). Demgegen/iber verwenden viele phototrophe Bakterien, Algen 
sowie aerobe und anaerob-atmende Bakterien molekularen Wasserstoff 
als Elektronen-Donator.  Sowohl die H2-Bfldung als auch der I-[2-Ver- 
brauch werden dutch ttyclrogenase katalysiert.  

Die Hydrogenasen der H~-oxydierenden Knallgasbakterien unter- 
scheiden sich voneinander in der Reaktionsf/ihigkeit mit  1NAD und un- 
physiologischen Elektronen-Aceeptoren (Peck, 1968). I n  einigen F&llen 
liel3en sich eine 15sliche NAD-reduzierende und eine partikelgebundene 
Hydrogenase im selben Organismus nachweisen (Bone, 1960; Witten- 
berger u. Repaske, 1961; Bone et al., 1963; Eberhardt ,  1966). Bei Hy- 
drogenomonas H 16 ist die Hydrogenaseaktiviti~t auf  zwei Frak~ionen 
verteilt, die sieh dttrch einstfindige Zentrffuga~ion bei 100000 g vonein- 
ander trennen lassen (Eberhardt,  1966). Die im l~berstand befinclliche 
15sliche I tydrogenase reduziert NAD, Methylenblau (MB) und andere 
Acceptoren. Mit der Partikeffraktion lassen sieh zwar ~ B  und andere 
unphysiologische Acceptoren reduzieren, nieht iedoch NAD. 

Die vorliegenden Arbeit befaI~t sich mit  der Anreicherung und Cha- 
rakterisierung der lSsliehen t tydrogenase aus Hydrogenomonas H 16. 

Material und Methoden 

Der yon Wilde (1962) isolierte Stature Hydrogenomonas H 16 wurde autotroph, 
wie bei Schlegel et al. (1961) angegeben, angezogen. 

Herstellung des zell]reien Extrakts. Die Zellen wurden mittels einer Cepa-Dureh- 
laufzentrifuge (Fa. C. Padberg, Lahr, Baden) geerntet. Die erhaltene Zellpaste 
wurde in 0,05 1~ Kaliumphosphat-Puffer (KP-Puffer) suspendiert. AnschlieBend 
wurde mit Ultraschall von 20 kHz bei -k 5~ aufgesohlossen (Ultraschall-Des- 
integrator, Fa. Schoeller & Co., Frankfurt a. iVL). Der Extrakt wurde durch Zen- 
~rifugation bei 7500 g (15 rain) und 28000 g (30 rain) yon restliehen Zellen und 
groBen Partikeln befreit. Das 28000 g-~-berstehende wh'd als Rohextrakt bezeiehnet. 

Proteinbestimmungen. Ffir Proben mit einem Proteingehalt yon weniger als 
1 mg/ml wurde die Extinktion bei 280 nm und 1 em Sehichtdicke bestimmt. Ext.~s0 
yon 1,08 entsprach 1 nag Protein/ml. Protein in der Konzentration yon mehr als 
1 mg/ml wurde mit 20~ Triohloressigs~ure ausgefiillt. Ansatz: 0,1--0,5 ml 
Proteinl6sung, Wasser ad 4,0 ml, 0,5 ml 20~ Trichloressigs~ure. 1Vs der 
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Ex~inktion bei 578 nm und 2 cm Schiehtdieke. Ext.a~ s yon 0,46 entsprach 1 mg 
Protein/Ansatz. Xm nucleins~urehaltigen Rohextrakt wurde Protein mit den yon 
Schmidt et al. (1963) verwendcten Biuret-Reagentien bestimmt. 

Bestimmung der Enzymaktivltdt. Die Aktivit~t der •AD-spezifischcn Hydro- 
genase wurde optisch (Eppendorf-Photometer) bestimmt. Eine Enzymeinheit E 
setz~ 1 ~mol Substrat pro ~inute (min) urn. Die spezifische Aktlvit~t wird als E/g 
Protein angegeben. 3 ml-Ansatz: 286 ~mole Tris-HCI-Puffer (pH 7,8; wasserstoff- 
ges~ttigt); 2,1 ~mole NAD; Start mit 0,04 ml Extrakt. Ermitflung der Extinktions- 
~nderung AE/min bei 366 nm und 25 ~ C in 1 cm:Cuvetten, die mit Teflon-Stopfen 
versehlieBbar sind. AEa6 ~ yon 1,0 entspricht 0,303 ~mole NAD- (bzw. I-I2- ) Umsatz/ml. 
AuBerdem kann die im besehriebcnen Ansatz tats~chlich wirksame H~-Konzen- 
tration auf Grund des Extink~ionsendwertes bei 366 nm ermittelt werden. Ver- 
schiedene l:f2-Konzentrationen lassen sich dureh S~ttigung des Puffers mit Wasser- 
stoff und Argon in untersehiedlichen Mischungsverh~ltnissen (Fischer & Porter- 
Z~hlrohre) erzielen. 

Anreicherung der NAD.spezi]ischen Hydrogenase. Alle Schritte wurden bei 
0--5 ~ C durchgefiihrt. 

Protaminsul[at-F~dlung. Die Nucleins~uren des wasserstoffges~ittigten l~oh- 
extrakts wurden mit 1/10 des betreffenden Fraktionsvolumens l~ Protamin- 
sulfaflSsung ausgef~llt. 

Ammoniumsul/at-Fraktionierung. Das zwischen 250/0 und 556/0 Ammonium- 
sulfat-S~ttigung ausgefKllte Protein wurde in etwa 10 ml 0,05 ~ KP-Puffer ~ H  7,8) 
aufgenommen. 

ErwSrmung. Die maximal mi~ 4 ml ]~nzyml6sung in einem knrzen, dfinn- 
wandigen Reagensglas durehgeffihrte ]~rw~rmnng auf 47 ~ C (4 rain) lieB einen Tefl 
des Begleitproteins denaturieren. Der Zentrifugationsiiberstand wurde anaerob 
10 Std gegen I 1 wasserstoffges~ttigten 0,02 ~ KP-Puffer (pH 7,5) dialysiert. 

Calviumlghosphatgel-Adsorptlon. Das nach der Vorschrfft yon Keilin u. Hartree 
(1938) hergestellte Calcinmphosphatgel war 2--4 ~onate alt und enthielt 23,8 mg 
Trockensubstanz/ml Gelsuspension. Zun~chst warden bei niedriger Gel-Konzen- 
tration (0,7 ml/10 mg Protein) inaktive Proteine enbfernt. AnschlieBend wurde bci 
hSherer Gel-Konzentration (1,2 ml/10 mg Protein) das Enzym adsorbier~. Nach 
dem Waschen lieB sich das Enzym mit 0,16 ~ KP-Puffer (pH 7,8) in 1 Std unter 
Riihren eluieren. Das Gel wurde abzentrifugiert and der aktive ~berstand wie oben 
anaerob dialysiert. 

TEAE-Cellulose-S~tulenchromatographie. Auf die mit dem Startpuffer i~qui- 
librierte TEAE-Cellulose-S~ule (20 cm L~nge; 1,8 em ~)  wurde das Dialysat ge- 
geben nnd mit 200 ml wasserstoffges~ttigtem Kaliumphosphat-Kaliumchlorid- 
Puffer (pH 7,8), mi$ einem linear ansteigenden Konzentrationsgradienten (0,05 bis 
0,11Vf an Kaliumphosphat sowie an Kaliumehlorid) 10 Std unter Druek yon Wasser- 
stoffgas einiert (DurchfluBgeschwindigkeit 25 ml/Std). Die aufgefangenen 5 ml- 
Fraktionen wurden sofort beztiglich ihres Proteingehalts, ihrer AktivitEt und ihrer 
Leitf~higkeit untersueht. 

Ergebnisse 
Nach  dem un te r  , ,Methoden"  beschr iebenen Anre icherungsver fahren  

lieB sich die NAD-reduz ie rende  H y d r o g e n a s e  aus Hydrogenomonas H 16 
45fach  bis zu einer spezifischen Aktiviti~$ yon  36500 E/g  P ro t e in  an- 
reichern.  Die einzelnen Anre icherungss tufen  s ind in  Tab .  1 aufgeffihrt .  
N u t  die  a k t i v s t e n  F r a k t i o n e n  der  TEAE-Cellulose-Si~ulenchromato-  
graphie  (mindestens  15000 E/g  Prote in)  wurden  fiir die nachfo lgenden  
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Tabelle 1. Anreicherung der l~slichen Hydrogenase aus einem Rohextrakt 
yon Hydrogenomonas H 16 

Frak~ion Gesamts- Spez. _Akt.  GesamSan- Gesamt- 
pro~in (E/g Prof.) reicherungs- aktivi$~t 
(mg) faktor (~ 

Rohextrakt 1200 817 1,0 100 

Protaminsulfat - 
~rberstehendes 1084 982 1,2 101 

Ammoniumsulfa~ 
(25--55%) 479 2010 2,5 98 

~bers~ehendes nach Er- 
w~rmung, dialysier~ 252 3000 3,7 77 

Ca-Phosphatgel-Elua~, 
dialysiert 63,5 8380 10,3 54 

TEAE-Cellulose-EIua~ 
~'rak$. 14 1,62 36500 45 5,5 

Versuche verwende~. Sie erlitten in der Regel nach 10t/~giger Auf- 
bewahrung bei -- 16 ~ C einea Aktivit/~tsverlusr yon nahezu 30~ . Durch 
Ausfgllung des Enzymproteins in 80% ges~tggter Ammoniumsulfat- 
LSsung und Wiederaufl5sung in 0,05 M KP-Puffer (pH 7,5), dem 25 9M 
Mn++, Fe++ und Mg++ zugesetzt waren, lie$ sich tier AkCivit/~tsverlusC 
auf  18~ vermindern. 

Das Absorptionsspektrum der angereicherCen 15slichen Hydrogenase 
(Abb. 1, gestrichelte Kurve) weisC bei 272 nm eine ffir pyridinnucleofid- 
abh/~ngige Dehydrogenasen charakteristische Proteinbande auf. Dutch 
Reduktion des Enzympr/~parats mi~ molekularem Wasserstoff erfolgte 
keine Ver/~nderung des Absorptionsspektrums. Danach is~ die an- 
gereicherte Hydrogenase frei yon Pyridinnucleotiden und Flavinen. Um 
400 nm sind zwei kleinere Banden sich~bar (Abb. 1, durchgezogene Kurve), 
die m5glicherweise durch ein l~ichth~m-Eisenprotein hervorgerufen wet- 
den (Beinert, 1965). Es ist nicht sicher, ob diese Banden dem Hydro- 
genase-Protein zuzuordnen sin& 

Die Hydrogenase reagiert lediglich mi~ NAD ais Wassers~off-Acceptor. 
M_B, FM-N und FAD werden nur reduziert, wenn katalyCische Mengen 
NAD anwesend sind (Abb. 2). NADP und molekularer Sauerstoff werden 
auch unter cliesen Bedingungen nicht reduzierC. Dieser Befuad steht im 
Gegensatz zu den Acceptorspezifit/~ten des Rohextrakts. In  Gegenwart 
yon Wasserstoff reduzieren Rohextrakte und 15sliche Fraktionen aus 
H 16 FMN, FAD und MB auch ohne NAD-Zus/~tze (Eberhardt, 1966). 
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Abb. 2 
Abb. 1. Absorptionsspektrum der NAD-reduzierenden Hydrogenase. Durchgezogene 
Kurve: unverdiinntes Enzym (25700 E/g Protein), 0,68 mg Protein/ml; gestricheRe 

Kurve: 1 zu 10 mit 0,05 ~ KP-Puffer (pH 7,6) verdiinntes Enzym 

Abb.2. Hydrogenaseaktivit~ mit verschiedenen Wassers~off-Acceptoren in An- 
und Abwesenheit kataly~ischer l~engen I~AD. Die Enzymaktivit~ warde mano- 
metrisch an der Au~ahme yon H~ gemessen. Die WarburggefiiBe en~hielten in 
2,2 ml l~liissigkeitsvolumen 20 t~g Enzymprotein, 160 I~mole Tris-HC1-Puffer 
(p]~ 7,8) und jeweils 4 ~mole des Wasserstoff-Acceptors (NAD, FAD, ~V[RT oder 
MB); die (in Klammern angegebene) katalytische l~enge lqAD be~rug 2 m~mole; 

H~-Atmosph~re; 30 ~ C 

l~iir die Reaktionskinetik der NAD-spezifischen Hydrogenase aus 
H 16 ist eine lag-Phase charakteristisch (Ahrens, 1966). Dutch 15mi- 
niitiges Vorinkubieren des Enzymproteins mlt NADH oder H~, niche 
jedoch mi~ !qAD, lieB sich die Anlaufphase ausschalten. Die Geschwindig- 
keit der NAD-Reduktion h~ng~ yon der Konzen~ration des molekularen 
Wasserstoffs im Reaktionsgemisch ab. Es erwies sich als gleichgfiltig, 
ob Stickstoff oder Argon als Verdiinnungsgase verwendet wurden (Abb.3). 
Sauerstoff erniedrigte die Reaktionsrate besonders bei geringen H~- 
Konzentrationen. Der Effekt des Sauers~offs war jedoch unerwartet  
gering. 

Die Abhi~ngigkei~ tier ReaktionsgeschwindigkeR der Hydrogenase 
yon der Konzentration an gelSstem Wasserstoff ist fiir zwei NAD-Kon- 
zentrationen (0,2 mM und 0,7 mM) in Abb.4a dargestellt. Es ist ersicht- 
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Abb.3. Substr~ts~ttigungskurve der lOslichen l~ydrogenase f ~  H~ unter dem 
EinfluB verschiedener l~iillgase. Die Hydrogenaseaktivi~t warde an der Ex- 
tinktionszunahme bei 366 nm in einem 3 ml-Reaktionsansatz bei 25 ~ C gemessen: 
290 ~mole Tris-HC1-Puffer (pH 7,8) und 2,1 ~mole NAD, beides mit verschiedenen 
Gasgemischen ges~ttig~; gest~rte~ wurde die Reaktion durch den Zusatz yon 9 ~g 
Enzymprotein. Gasgemische: ~olekularer Wasserstoff mi~ Argon (~), S~ickstoff (~) 
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Abb.4. Abh~ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der 16sliehen Hydrogenase 
yon der Wasserstoffkonzen~ration (a Subs~ratsgttigungskurve; b Lineweaver- 
Burk-Auf~ragung bei NAD-Sgttigung). D~s 3 ml-Re~ktionsgemisch en~hielC 95 raN[ 
Tris-HCI-Puffer ([oH 7,8) und 0,7 bzw. 0,2 m ~  NAD, beides gesgttigt mit ver- 
schiedenen Gemischen yon H 2 und Argon; Start der Reaktion dureh 9 ~g Enzym- 

protein 
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Abb.5. Abh~ngigkeit der ReaktionsgeschwindigkeR der lSslichen Hydrogenase 
yon der NAD-Konzentration (Substrats~ttigtmgskurve und doppelLreziproke Dar- 
stellung bei H2-Siittigung ). Das 3 ml-Reaktionsgemisch enthielt 95 m ~  Tris-HC1- 
Puffer (pH 7,8), der entweder wasserstoffges~ttigt (0,6 ml~ EI= im Ansatz) oder 
wasserstoff-argon-ges~ttigt (0,06 m ~  H2 im Ansatz) verwendet wurde; die 57AD- 
Konzentrationen wurden variiert; Start der Reaktion durch 9 Fg Enzymprotein 
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Abb.6. pit-Optimum der ~[ydrogenaseaktivit~ in 0,05 ~ Kaliumphosphat-Puffer 
und 0,05 ~r Tris-HCl-~uffer. I)er 3 ml-Rea]~tionsansatz enthie]t 95 m~ wasserstoff- 
ges~ttigten Puffer des entsprechenden p~-Wertes und 0,7 m~r NAD; Start der 

Reaktion mit 6 Fg Enzymprotein 

lich, da~ die LSsHchkeit des molekularen Wasserstoffs bei 25 ~ C ausrcicht, 
um die Hydrogenaseakt ivi t i i t  bei H~-S~ttigung messen zu kSnnen. Bei 
nichts/~ttigender NAD-Konzen t ra t ion  (0,2 raM) wurden bei geringen 
Wasserstoffkonzentrat ionen etwas hShere Aktivit/~ten bes t immt  als bei 
NAD-S/i t t igung (0,7 raM). Aus der doppelt-reziproken Darstel lung 
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Abb.7. Tempera~urabh~ngigkeit der I-IydrogenaseaktivR~ (a 0p~imumskurve; 
b Arrhenius-Anftragung). Das 3 ml-Reaktionsgemisch fiir den photometrischen 
Test bei 365 nm enthielt im temperierbaren Cuvettenraum 278 ~mole wasserstoff- 
gesgttigten Tris-HCl-Puffer (pI-I 7,8) und 2,4 ~mole NAD, beides auf Versuchs- 
temperatur gebracht; die Reaktion wurde durch Zusatz yon 0,02 ml EnzymlSsung 
(6 ~g Enzymprotein) gestartet. Der Aktivitgtsbestimmung liegt die zwischen der 
1. und 2. rain gemessene Extinktionszunahme zugrunde. Die Temperaturbestim- 
mung wurde innerhalb des Reaktionsgemischs sofort naeh Reaktionsablauf vor- 

genommen 

(Abb.4b) ergibg sich fiir die Abhgngigkeit v o n d e r  Wasserstoffkonzen- 
t ra t ion bei NAD-S~t igung  eine Miehaeliskons~ante K~,  = 1,9.10-4M. 

Die Abh~ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrogenase 
yon der NAD-Konzentrat ion folgt einer hyperbolisehen Substrat- 
s~tt~igungskurve (Abb.5). Aus der Darstellung ist ersichtlich, dal~ bei 
niedrigen NAD-Konzentrat ionen der Wassers~offpartialdruck ohne Ein- 
flul~ auf  die Hydrogenaseakt iv i t i t  ist. Dies besagt, dab die NAD-Bindung 
an das Enzymprotein  der geschwindigkeitsbestimmende Reaktions- 
sehrit~ ist. Die doppelt-reziproke Auftragung ermSglicht keine gra- 
phisehe Ermit t lung der Michaeliskonstan~en fiir NAD. Stat~ dessen kann 
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Der Einflufl ver~chiedener Co]aktoren und Hemmsto//e au] die Aktivitiit 
der 16slichen Hydrogenase 

Zus~tze Endkonzentration Aktivit~t 
(m~) (~ 

ohne t00 
NADH 0,1 115 
ATP 0,1 128 
NaHCOa 1,0 100 
1~gC12 0,1 124 
o-Phenanthrolin 0,1 164 
~ercapto~thanol 5 98 
Mereapto~ithanol 10 93 
l~Iercapto~thanol 20 82 
Na~S 0,1 45 

Das 3 ml-Reakr enthielt 93 mM wasserstoffges~ttigten Tris-HC1- 
Puffer (pH 7,8); 0,5 mM NAD; Zus~tze in den in tier Tabelle angegebenen Kon- 
zentrationen; Start der Reaktion durch 12 ~g Enzymprotein. 

nach Atkinson (1966) die NAD-Konzentration angegeben werden, bei 
der halbmaximale Aktivit~t erreicht wurde : [NAD]0,5 (v) ~ 1,3-10 -4 1~. 

In  0,05 M KP-Puffer und 0,05 M Tris-HC1-Puffer wurde die Aktivit~t 
der 16slichen Hydrogenase bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen bestimmt (Abb.6). In  Phosphat-Puffer wurden stets hShero 
Reaktionsraten erzielt als in Tris-HC1-Puffer gleicher pH-Stufe. Die 
Hydrogenase bositzt ihr Aktivitgtsoptimum im Alkalisohen, uncl zwar 
in Tris-HC1-Puffer bei pH 7,9 und in KP-Puffer sogar bei pH 8,5. 

Das Temperatur-Optimum der Reaktionsgeschwindigkeit der Hy- 
drogenase wurde unter den angegebenen Bedingungon bei 36 ~ C erreicht 
(Abb.Ta). Zur Bestimmung der Ak~ivierungsenergie AH kann die 
Arrhenius-Konstante EA herangezogen werden (AH ~ E A -  RT). 
EA wird durch Auftragung yon log Vmax gegen 1/T (Abb.Tb) aus der 
Steigung der Kurve im linearen Bereich ermittelt. Der Steigung --  2,4-10 a 
ist --0,219 EA gleichzusetzen. Daraus orgibt sich ffir die Aktivierungs- 
energie 10,4 kcal/mol. Bei einer TemperaturerhShuug im iiblichen MeB- 
bereich yon i8 - -28~  toni3 daher mit einer 1,9fachen Zunahme tier 
NAD-spezifischen Hydrogenaseaktivitiit gerechne~ worden. 

Es konnte fiir das angereicherte Enzym kein Cofaktorbediirfnis fest- 
gestel]t werden. Der Eirdiui~ yon NADH, ATP, HCO 3- und Mg ++ auf die 
Hydrogenaseaktivit~t war goring (Tab.2). Lediglich die S~abilit~t des 
Enzyms wurde durch den Zusatz zweiwertiger 1V[etallionen wie 1V[g++, 
Mn++ und Fe ++ erh6ht. Wi~hrend des Anreicherungsganges wurde auch 
die nach Fry  und San Pietro (1962) bestimmte Eisenkonzentratiou auf 
das 3,6fache, und zwar auf 9,2 ~g Fe++/mg Protein erh6ht. Eine Kon- 
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zentration yon 0,1 mM o-Phenanthrolin ira Reak~ionsansatz verringerte 
jedoeh die Itydrogenaseaktivi~/~t nieht, sondern erhShte sie im Gegenteil 
auf das 1,6faehe. M5glicherweise beruht dieser Effek~ auf einer ~nderung 
der Enzymloroteinkonformation. Reduzierende Agenzien wie Mereapto- 
/~thanol und Sulfid setzten die Reaktionsrate herab (Tab. 2). 

Diskussion 

Hydrogenomonas H 16 verffigt fiber zwei Hydrogenasen. Dicse unter- 
scheiden sich hinsichtlieh flarer Lokalisation in der Zelle, ihrer Accelotor- 
sloezifi~i~t, ihrer Induktion und wahrseheinlich aueh ihrer Funk~ion im 
Zellstoffwechsel (Eberhardt, 1966; Pfitzner, 1969). Die 15sliche Hydro- 
genase rednziert HAD und wird auch w/~hrend des heterotrolohcn Wachs- 
turns, beisloielsweise mi~ Pyruva~ oder Fructose, gebildet. Demgegen- 
fiber ist die an Partikeln gebundene, Me~hylenblau-, nicht jedoch HAD- 
reduzierende Hydrogenase lediglieh nach autotrophem Waehstum vor- 
handen. Die yon Btaekkolb (1968) isolierten hydrogenasedefekten ~u- 
tanten besitzen keine ttydrogenaseaktivitiit, wenn sie auf Pyruvat oder 
Fructose gewaehsen waren. Da die loartikelgebundene Itydrogenase 
unter diesen Bedingungen nicht induziert wird, betriif$ der Enzym- 
defekt aller Wahrseheinliehkeit nach die 15sliehe, NAD-spezifisehe Ity- 
drogenase. Bei diesen Mutanten fibt molekularer Wasserstoff keine re- 
lorimierende Wirkung mehr auf die Verwertung yon Fructose aus; es ist 
daher anzunehmen, daS NADH selbst oder Folgeprodukte der NAD. 
sloezifischen Hydrogenasereaktion die Repression auslSsen. 

Die angereicherten NAD-spezifischen Hydrogenasen aus H 16 und 
aus Hydrogenomonas ruhlandil (Bone et al., 1963; Bone, 1963) weisen 
mehrere iibereinstimmende Merkmale auf: HAD ist alleiniger Wasserstoff- 
Accelotor , ein Cofaktorbedfirfnis ist nicht feststellbar, beide Enzyme sind 
wenig sauerstoffempfindlieh und werden dutch 0,1 mlV[ Sulfid stark ge- 
hemm$. Die lag-Phase in der Reaktionskinetik 1/iSt sich durch Pr/i- 
inkubation des Enzyms mit NADH oder t t  2 e]iminieren. Mit der Hydro- 
genase aus H. eutropha war dies nicht mSglich. 

W/~hrend die 15slichen Hydrogenasen aus H 16 und H. ruhlandii often- 
sichtlieh einen Hydrogenase-Typ verkSrloern, weicht die 15sliche Itydro- 
genase aus H. eutropha yon diesem wesen~lich ab. Letztere is~ aus- 
geslorochen sauerstoffempfindlich und der Zusatz reduzierender Agenzien 
wie Mercaloto/~thanol oder Sulfid steigert sowohl die Stabilit/~t wie die 
Aktivit/~t des Enzyms (Reloaske, 1962). Die NAD-Reduktionsrate einer 
6faeh angereicherten H. eutropha-Hydrogenase lies sieh durch FMN 
(6,7" 10-: M) 10fach steigern (Reloaske u. Dans, 1968). Auf die mit 
Methylenblau gemessene Aktivit/s war FMN ohne EinfluS. Dureh Auf- 
trennung eines Rohextrak$s an Selohadex G-100 erhielten die Autoren 
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u. a. eine ~ ' rakt ion,  deren Hydrogenaseakt iv i t /~ t  au f  ein 1Vfehrfaches durch  
Zusa tz  yon  ATP ,  Magnes ium-Ionen  und  yon  e inem noeh u n b e k a n n t e n  
F a k t o r  ges te iger t  werden  konnte .  Das  Vorl iegen eines Hydrogenase -  
Mul t i enzymkomplexes  bei  H. eutropha wird  yon  den A u to re n  ffir mSglich 
gehal ten .  

Sowohl m i t  Rohex~rak ten  als auch  mi t  15slichen F r a k t i o n e n  aus  
H./aci l is  gelang keine hydrogenaseka ta lys i e r t e  N A D - R e d u k t i o n  (At- 
k inson  u. McFadden ,  1954; Ahrens,  1966). Ob es sich bei  der  15sliehen 
H y d r o g e n a s e  aus  H./acilis,  die an  der  R e d u k t i o n  yon  Methy lenb lau  
le ieht  nachzuweisen  ist ,  u m  ein E n z y m  handel t ,  das  zwar  in  vivo N A D  
reduzier t ,  diese Fah igke i t  aber  durch  den Zellaufschlul~ ver l ier t ,  oder  ob 
der  Wassers to f f  tats/~chlieh p r i m i r  au f  e inen ande ren  Aeeep to r  fiber- 
t r agen  wird,  b le ib t  zu pri ifen.  
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