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Short Communications and Preliminary Notes 

WIRKUNG DES 

OXYDIERENDEN GXRUNGSFERMENTES IN GEGENWART 

KATALYTISCHER ARSENIATKONZENTRATIONEN 

v0n 

THEODOR B?3CHER UND KARL-HEINZ GARBADE 

Ph~siologisch-Chemisches Institut der Universit~tt Hamburg (Deutschland) 

Wit haben die Kinetik der Wasserstofffibertragung yon Fischer-Ester (3-Phosphoglycerin - 
aldehyd) auf DPN (Diphosphopyridinnucleotid) in C~egenwart wechselnder Arseniatkonzentrationen 
und unter der Katalyse verschiedener Mengen oxydierenden G~rungsfermentes aus Hefe 1 untersucht. 
Die Figur zeigt zwei Ans~tze (derart aufgetragen, dass Reaktionsabl~ufe zweiter Ordnung linear 
liegen), bei denen die Menge des Ferments bei konstanter, a b e r -  relativ zu den Substratkonzen- 
t r a t i o n e n -  niedriger Arseniatkonzentration variiert wurde (Kreuze). Bei einem drit ten Ansatz 
(Punkte) war die Arseniatkonzentration gross gegen die eingesetzten Substratmengen; die Ferment- 
konzentration wurde bei diesem Ansatz soweit erniedrigt, dass die Anfangsgeschwindigkeit mit 
einem der anderen Ans~tze iibereinstimmte. 

Die Versuche zeigen: (I) Der Endwert  der Reaktion ist in erster N~herung unabh~ngig yon 
der eingesetzten Arseniatmenge; Arseniat wirkt katalytisch. (2) Der Typ des Reaktionsablaufs ist 
unabh~ngig yon der Arseniatkonzentration; diejenigen Versuche, bei denen die geringe verffigbare 
Arseniatmenge w~.hrend der Reaktiou wiederholt umfiesetzt wird, laufen nach dem gleichen kine- 
tischen Gesetz wie diejenigen, bei denen ein grosser Uberschuss yon Arseniat zur Verffigung steht. 
(3) Auch bei den geringsten Arseniatkonzentrationen ist die Reaktionsgeschwindigkeit noch propor- 
tional zur Fermentkonzentration; der Gesamtablauf der Reaktion wird durch die Fermentkatalyse 
determiniert.  

OTTO WARBURG hat zur Erkl~irung der Wirkung von Arseniat bei der Oxydationsreaktion der 
G~irung folgenden Reaktionsablauf vorgeschlagen 1, 2: 

3-Phosphoglycerinaldehyd + Arseniat ~- 
~--~ I-Arseno-3-Phosphoglycerinaldehyd (I) 

I-Arseno-3-Phosphoglycerinaldehyd + DPNox v---~ 
~--~ i-Arseno-3-Phosphoglycerins~ure + DPNred (2) 

I-Arseno-3-Phosphoglycerinsiiure + H20 ~--- 
--~,-- Arseniat + 3-PhosphoglycerinsAure (3) 

bei dem der eigentlichen Fermentreaktion je eine Vor- und eine Nachreaktion zugeordnet werden. 
Unsere Versuche geben keinen Anhalt fiir die Existenz solcher Vor- und Nachreaktionen. Das 

bedeutet, dass solche Reaktionen, wenn sie freiwillig verlaufen, hohe Geschwindigkeitskonstanten 
besitzen miissen. Ftir die Reaktion (3) des obenstehenden Schemas kCnnen wir aus den mitgeteilten 
Versuchen einen Minimalwert folgendermassen abschiitzen: Eine Anh/iufung des gemischten S~ure- 
anhydrids wiirde die Fermentreaktion (neben einer konkurrierenden Blockierung der Wirkungsstellen 
des Ferments) dadurch verlangsamen, dass sie Arseniat aus dem System nimmt. Wie ein Vergleich 
der Versuche (2) und (3), besonders aber die in der folgenden Mitteilung geschilderte Wirkung yon 
Arseniat auf die Siittigung des Ferments mit  DPN zeigt, h~ngt die Geschwindigkeit der Ferment- 
katalyse yon der Arseniatkonzentration ab. Geht man davon aus, dass eine Verminderung der vor- 
handenen Arseniatkonzentration um 2o% beim Vergleich der Kinetiken unserer Versuche qualitativ 
und quanti tat i  verkennbar sein miisste und stellt  man in Rechnung, dass beispielsweise in Versuch (2) 
eine der vorhandenen Arseniatmenge entsprechende Substratquantit~t in etwa einer halben Minute urn- 
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Fig. I. O x y d a t i o n s r e a k t i o n  in Gegenwar t  von  Arse-  
n ia t .  Ord ina t e :  Rec iprokwer t  der E x t i n k t i o n  bei 366 
m/~ u n d  der Sch ich td icke  2 cm.  Abszisse  : Rec iprok-  
wer t  der  Minu t en .  Z u s a m m e n s e t z u n g  der  Tes t -  
16sung in Molarit~tten: D P N  2. 4 . i o  -4, racem.  
F i sche r -Es t e r  4 . 8 , i o  -4, Ar sen i a t :  Ve r such  i u n d  2: 
o .3 .1o  -4, Ver such  3: 0.9 "1o-3, Puffer :  Bicarbo-  
na tkoh lens / iu re  m i t  A e t h y l e n d i a m i n t e t r a a c e t a t *  
(o.25 g / l ) P H =  7.7- Kr i s ta l l i s i e r t es  He fe f e rmen t :  
Ver such  i : 12.5 y/ml, Versuch  2 : 5  ° ~/ml ,  Versuch  3: 
1.2 y /ml .  Anfangsgeschwind igke i t  : Versuch  I : o, i2, 

Ve r such  2 u n d  3 : o . 4 9  

20[ 

$ 

gese tz t  wird, so e r rechne t  s ich  der M i n i ma l wer t  der -I / 
K o n s t a n t e  der m o n o m o l e k u l a r e n  Zer fa l l s reak t ion  (3) 
au s  der  m a x i m a l  m6gl i chen  Lage des d y n a m i s c h e n  
Gle ichgewichts  yon  F e r m e n t  u n d  Fo lge reak t ion  zu 

AC I X IOO IO rec iproken  Minu ten .  05 
k - -  A t X  C - -  o . 5 × 2 ~ - -  

- - -  _ , /  ~*~/~ 

Dieser  W e r t  i s t  u m  drei Gr6s seno rdnungen  gr6sser  a ls  derjenige,  welcher  yon  NEGELEIN UND BRbMEL 8 
fiir die en t sp r echende  P h o s p h a t v e r b i n d u n g  b e s t i m n l t  wurde.  
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BEZIEHUNG DES OXYDIERENDEN GARUNGSFERMENTS 

ZU FISCHER-ESTER BEI VERSCHIEDENEN 

ARSENIATKONZENTRATI.ONEN 

von  

T H E O D O R  B I J C H E R  OND K A R L - H E I N Z  G A R B A D E  

Physiologisch-Chemisches Institut der Universit~t Hamburg (Deutschland) 

Zur  B e a n t w o r t u n g  der  Frage,  ob die p h o s p h a t b i n d e n d e  R e a k t i o n  der G~rung  m6gl icherweise  
eine freiwill ig ve r laufende  R e a k t i o n  zwischen  F i sche r -Es t e r  u n d  P h o s p h a t  sei:  

K1 = C3-Phosphoglycerinaldehyd" CPhosphat (I) 
C x,3-Diphosphoglyeerinaldehyd 

welche d e m  e igen t l i chen  Prozess  tier Wasse r s to f f f ibe r t r agnng  a m  o x y d i e r e n d e n  G ~ r u n g s f e r m e n t  I vor-  
gescha l t e t  ist,  s ind  k ine t i sche  Expe r imen te ,  wie sie die v o r a n s t e h e n d e  Mi t t e i lung  enth~l t ,  wie i ibrigens 
auch  Gle ichgewich tsans~tze  ~, wenig  geeignet ,  w e n n  ihr  E rgebn i s  n i ch t  pos i t iv  ist.  

Miss t  m a n  jedoch  die  B indungs fe s t i gke i t  des S u b s t r a t s  a m  F e r m e n t  in  Abh~ng igke i t  v o n d e r  
K o n z e n t r a t i o n  des Phospha t s ,  d a n n  ve rhM t  es s ich gerade  u m g e k e h r t .  W e n n  n~ml i ch  die R e a k t i o n  (i) 


