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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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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) 
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freiwill ig u n d  der  F e r m e n t r e a k t i o n  vo rgescha l t e t  ist ,  d a n n  h a t  m a n  beziiglich des  S u b s t r a t s  fiir die 
K o n s t a n t e  der  Fe rmen td i s soz i a t i on  zu schre iben :  

Cfreies Ferment 
K2 = C~'3"Diphc~ph°glycerinaldehyd Cwirkendes Ferment 

u n d  es mi iss te  die (formal  auch  in  d i e sem Fa l l  definierbaxe) D i s soz i a t i onskons t an t e  des  F ischer -  
E s t e r s  a m  F e r m e n t  

Cfreies Ferment (3) 
K 8 = Cphosphoglyeerinaldehyd Cwirkendes Ferment 

zu e iner  F u n k t i o n  der P h o s p h a t k o n z e n t r a t i o n  werden  

K8 K x • K, (4),  
Cphosphat 

s ich  u m g e k e h r t  p ropor t iona l  zur  P h o s p h a t k o n z e n t r a t i o n  ve rha l t en ;  oder  m i t  ande ren  W o r t e n :  die 
Affini t~t  zwischen F i sche r -Es t e r  u n d  F e r m e n t  mi iss te  m i t  s t e igender  P h o s p h a t k o n z e n t r a t i o n  an-  
wachsen .  Ble ib t  e in  solcher  Effekt  aus,  d a n n  bedar f  es kompl iz ie r te r  H i l f shypo thesen ,  u m  die Theorie  
e iner  Vor reak t ion  au f rech tzue rha l t en .  

In  Gegenwar t  von  Arsen ia t  sol l ten die Verh~l tn isse  qua l i t a t i v  g le ichgear te t  sein. 
W i r  h a b e n  in d iesem Sinne  die Aff ini t~ten yon  F i sche r -Es t e r  u n d  Glyce r ina ldehyd  in Abh~ngig-  

ke i t  yon  der A r s e n i a t k o n z e n t r a t i o n  gemessen .  Die  v e r w a n d t e n  P r~pa ra t e  waren  racemisch .  I h r  
R e i n h e i t s g r a d  war  besser  a ls  9 5 % .  Das  ve rwende te  DPN-Pr /~para t  war  v o m  Re inhe i t sg r ad  6 5 % ,  
Das  F e r m e n t - P r ~ p a r a t  war  kr i s ta l l i s ie r tes  O x y d a t i o n s f e r m e n t  aus  B~ckerhefe 1. Die Anfangsge-  
s chwind igke i t en  der  R e a k t i o n e n  wurden  nach  d e m  in der F igu r  der  v o r a n s t e h e n d e n  Mi t t e i l ung  
skizzier ten  Ver fah ren  e r m i t t e l t  u n d  die  sche inba ren  K o n s t a n t e n  der  Fe rmen td i s soz i a t i onen  
(MICHAELIS-Konstanten) n a c h  LINEWEAVER UND BURK 3 b e s t i m m t .  Die ers ten  beiden Spal ten  der  
Tabe l len  I u n d  I I  e n t h a l t e n  die K o n z e n t r a t i o n e n  an  D P N  u n d  Arsen ia t  in den  e inze lnen  Versuchs-  
reihen,  die le tz te  Spal tc  zeigt  die bei  d iesem Spiegel b e s t i m m t e  K o n s t a n t e  fiir das  Subs t ra t .  

T A B E L L E  I 

VARIATION VON 3-PHOSPHOGLYCERINALD•HYD 

K o n z e n t r a t i o n e n :  Mol. I o 4 pro L i t e r ;  F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n :  2. 4 ?/ml (Zur Ve r suchs t echn ik  
vergle iche  Fig.  i der  v o r a n g e g a n g e n e n  Mi t te i lung) .  

CDPN CArseniat 

1.2 63 
O.42 63 
1.2 I5.8 
1.8 6. 3 

K~ 
[Mol] /Li te r  

1.6 • Io  -4 
0.96" IO -4 
0.67 • I O  - 4  

0.30. io -4 

T A B E L L E  I I  

VARIATION V0N GLYCERINALDEHYD 

K o n z e n t r a t i o n e n :  Mol. io  4 pro Li te r ;  F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n  : o. 12 m g / m l ;  B ica rbona tkoh len -  
s~urepuffer  PH 7.7; 0.25 m g / m l  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 .  

K '  8 
CDPN CArseniat [Mol] /Li ter  

0.52 37 I45" to -4  
1.7 3.7 zoo '  Io  -4 

Aus  den  e r s t en  be iden  Zeilen der  Tabel le  I k a n n  m a n  ersehen,  dass  zwischen  F i sche r -Es t e r  
u n d  D P N  ein V e r d r a n g u n g s v e r h a l t n i s  bes teh t ,  d enn  die B indungs fes t igke i t  des  F i sche r -Es t e r s  s ink t  
m i t  s t e igender  D P N - K o n z e n t r a t i o n .  W e g e n  des  in der  nach fo lgenden  Mi t te i lung  zu beschre ibenden  
Effektes  zwisehen  Arsen ia t  u n d  D P N  h a b e n  wir  die D P N - K o n z e n t r a t i o n  bei j e d e m  Arsen ia t -N iveau  
so e ingeste l l t ,  das s  das  F e r m e n t  zur  H~tlfte an  C o - F e r m e n t  gesa t t i g t  ist .  Diese M a s s n a h m e  h a t  ihr  
Fiir  u n d  Wider .  
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Die Versuche  zeigen, dass  K s fiir F i sche r -Es t e r  u m  das  drei fache ans te ig t ,  wenn  die Arsen ia t -  
konzen t r a t i on  u m  das  zehnfache  ges te iger t  wird, wAhrend die  ana loge  K o n s t a n t e  ftir G lyce r ina ldehyd  
K '  3 bei gleicher  Var ia t ion  des Arsen ia t s  in  ers ter  NAherung  k o n s t a n t  bleibt .  I m  Fal le  freiwilliger 
Vor reak t ionen  zwischen  F i sche r -Es t e r  u n d  Arsen ia t  bez iehungsweise  Glyce r ina ldehyd  u n d  Arsen ia t  
ht~tten die K o n s t a n t e n  na ch  der  Bez iehung  (4) in be iden FAllen u m  den  F a k t o r  io  absinken mfissen.  
Der VerdrAngungseffekt  zwischen  I )P N u n d  A l d e h y d  m a g  durch  die getroffene V e r s u c h s a n o r d n u n g  
n i ch t  v611ig ausgescha l t e t  se in;  die Diskrepanz  i iberwiegt  jedoch den  m6gl ichen  I r r t u m ,  u n d  es ergibt  
s ich  aus  unse ren  Versuchen  e in  hoher  Grad  von Unwahr sche in l i chke i t  fiir die Ex i s t enz  e iner  frei- 
wi l l igen Vor reak t ion  nach  Gle ichung  (I) - -  z u m i n d e s t  in Gegenwar t  yon  Arsen ia t .  

Die ausse ro rden t l i che  Versch iedenhe i t  der  B indungs fe s t igke i t en  yon  F i sche r -Es te r  u n d  Glycer in-  
a ldehyd ,  sowie der VerdrAngungseffekt  zwischen Arsen ia t  u n d  F i sche r -Es t e r  e rsche in t  uns  bemerkens -  
wert .  M6glicherweise  finder die B i n d u n g  des F i sche r -Es te r s  a m  F e r m e n t  an  zwei Haf t s t e l l en  s t a t t ,  
deren eine die P h o s p h a t g r u p p e  b inde t  u n d  die  n u r  der F i sche r -Es t e r  w a h r n e h m e n  k a n n  - - i n  Kon-  
kur renz  m i t  Arsen ia t .  
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I m  V e r l a u / d e r  Versuche,  welche in der  v o r s t e h e n d e n  Mi t t e i lung  beschr ieben  worden  s ind,  h a b e n  
wir  e inen  Einf luss  der A r s e n i a t k o n z e n t r a t i o n  auf  die Affinitttt  zwischen  o x y d i e r e n d e m  GArungs- 
f e r m e n t  u n d  D P N  gesehen,  den  wir  wegen seiner  B ez i ehung  zu den  v o r a n s t e h e n d e n  Ver suchen  
mi t te i len .  Unsere  Ver suchs t echn ik  war  die gleiche wie in den  v o r a n s t e h e n d e n  Mi t t e i lungen  (vergleiche 
die Legenden  zur  F igu r  in der e r s ten  Mi t t e i lung  u n d  zu den  Tabel len  in  der  zwei ten Mit te i lung) .  

Tabel le  I zeigt M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  fiir D P N  in Gegenwar t  k o n s t a n t e r  F i sche r -Es t e r  Mengen  
u n d  wechse lnder  Ar sen i a t konzen t r a t i onen .  I n  Fig. I s ind  nach  d e m  Ver fah ren  yon  LINEWEAVER 
UND BURK 1 drei Versuche  m i t  Glyce r ina ldehyd  e inge t ragen ,  bei denen  die A r s e n i a t k o n z e n t r a t i o n  
jeweils  u m  den  F a k t o r  io  va r i i e r t  wurde.  Sowohl i m  F i sche r -Es t e r -Tes t  wie bei Gegenwar t  yon  
Glyce r ina ldehyd  e r k e n n t  m a n  die f iberraschende Ta t sache ,  dass  (i) die AffinitAt zwischen  D F N  u n d  
o x y d i e r e n d e m  GArungsfe rment  (kr i s ta l l i s ie r tem F e r m e n t  au s  Here) bet rAcht l ich  m i t  wachsende r  
A r s e n i a t k o n z e n t r a t i o n  s teigt .  Aus  der  F igu r  e r s ieh t  m a n  ausserdem,  dass  im  Ver such  m i t  Glycer in-  
a l dehyd  (2) die K u r v e n  bei ve r sch iedenen  A r s e n i a t k o n z e n t r a t i o n e n  in e rs te r  N~iherung demse lben  
Grenzwer t  zus t reben ,  dass  also der  sehr  e rhebl iche  W i r k u n g s v e r l u s t  bei  Senkung  der  Arsen ia t -  
k o n z e n t r a t i o n  du rch  eine E r h 6 h u n g  der D P N - K o n z e n t r a t i o n  w e t t g e m a c h t  werden  kann .  

Auf  der Bas i s  der  Theor ie  von  MICHAELIS UND MENTEN 2, welche s ich  zur  D e u t u n g  der  K i n e t i k  
u n d  der  Ve rd rAngungse r sche inungen  bei ande ren  D P N - F e r m e n t e n  bewAhrt  h a t  3, l iegt  e ine m6gl i che  
D e u t u n g  in der  A n n a h m e ,  dass  der  e igen t l i chen  F e r m e n t r e a k t i o n  eine sehr  geschwinde,  freiwill ige 
R e a k t i o n  zwischen  D P N  und  Ar sen i a t  vo rgescha l t e t  ist .  


