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Verseifungsgeschwindigkeit der Ester?).

Ester inl\gzlcem ccm n/,o-Ba(OH), nach Minuten
Pyridin| /s 1 2 | 3 | 4 5 | 10 ] 20

Acetylglykolsdure- | 5.10-s| — | 006 | 012 | 0.15 | 0.18 | 0.21 | 0.28 | 0.43

naphthylamid-(2) : i
Acetylglykolsiure- : i

[1-brom-naphthyl- (

amid-(2)]....... 5.103 | — 0.05 | 010 | 0.213 | 0.16 | 0.19 | 0.29 | 0.40
Acetylglykolsdure-

[1-methoxy-naph- .

thylamid-(2)] ... | 5.10-% | — 0.04 | 0.07 | 0.11 |{ 0.15 | 0.18 | 0.30 | 0.39
Acetylglykolsdure-

[3-methoxy-naph-

thylamid-(2)] ... | 5.10-% | — 0.01 | 0.03 | 0.06 | 0.09 | 0.12 | 0.26 | 0.36
Acetylglykolsdure-

[6-methoxy-naph-

thylamid-(2)] ... | 5.10-s{ — | 007 | 0.12 | 0.17 | 0.22 | 0.26 | 0.41 | 0.42
Acetylglykolsdure-

[7-methoxy-naph-

thylamid-(2)] ... | 5.10*| — 0.07 | 0.14 | 0.21 | 0.27 | 0.32 | 044 | 046
Phenanthroyl-(9)-

carbinolacetat .. | 5.10-8| — 0.03 | 0.05 | 0.08 | 0.13 { 0.18 | 0.37 | 0.42
Jhenanthroyl-(2)-

.carbinolacetat .. | 5.10-3] — | 0.09 | 0.24 | 0.39 | 044 | 046 | — —
Phenanthroyl-(3)- -

carbinolacetat .. | 5.10-%] 0.12 | 0.28 | 0.42 | 0.46 | 0.47 | 0.47 — —
Buttersiuremethyl-

ester .......... 10-2 — — — — — — | 0.05 | 0.16

242. Fritz Schlenk, Harry Hellstrém und Hans v. Euler:
Desamino-cozymase.
[Aus d. Biochem. Institut d. Universitdt Stockholm.]
(Eingegangen am 8. Juni 1938.)
1) DieDesamino-cozymasealsCo-Enzymderalkoholischen Gdarung.
Im Molekiil der Cozymase wurde die Funktion des quartir gebundenen
Nicotinsdureamids als wasserstoffiibertragende Gruppe von Euler, Adler
und Hellstrém aufgekiart!): Uber die Bedeutung des Adenylsdure-Teiles
hingegen lieBen sich bisher keine Aussagen machen. Zwei Annahmen lagen
besonders nahe: Erstens, dafl dieser Molekiilbezirk (insbesondere die Amino-
gruppe des Adenins) bei der Bindung des Co-Enzyms an das Apo-Enzym
beteiligt sei, zweitens, daB die im Molekiil vorhandene Adenosin-5-
phosphorsidure wihrend der Funktion der Cozymase als Codehydrase,
z. B. bei der alkoholischen Girung, als Co-phosphorylase (phosphatiiber-
tragendes Co-Enzym) neben der Co-dehydrase-Wirkung (Wasserstoffiiber-

31y MeBmethode nach W. Langenbeck u. F. Baehren, a. a. O. . 318.
1) Svensk kem. Tidskr. 47, 290 [1935]; Ztschr. physiol. Chem. 241, 239 [1936].
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tragung) fungieren konne?), wobei entweder die Cozymase selbst PO, auf-
nimmt und wieder abgibt, oder wihrend der Wirkung als Codehydrase eine
reversible enzymatische Spaltung und Freilegung der Adenylsiure erfolgt.

Wir haben die Nachpriifung dieser beiden Fragen unternommen und
berichten im folgenden iiber die ersten Ergebnisse dieser Untersuchung.

Der Weg war folgender: Durch Einwirkung von salpetriger Siure auf
Cozymase wurde die Aminogruppe des im Molekiil vorhandenen Adenins
entfernt:

Nicotinsdureamid-ribose - phosphors. -phosphors.-ribose-Adenin N0 o
Nicotinsiureamid-ribose-phosphors.-phosphors.-ribose-Hypoxanthin.
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Abbild. 1a. Abbild. 1b.

Vergleich von Cozymase und Desamino-cozymase als Aktivatoren bei der
alkoholischen Girung.

Halbmikrogirmethodik nach Myrbick.

Kurve 1: 19.6 ¥ Cozymase Kurve 4: 19.6 y Cozymase
» 2: 364 y | Desamino-cozymase nach ,, 5: 28.6 ¥ | Desamino-cozymase nach
» 3: 546y fder 1. HNO,-Behandlung ,, 6: 42.9 vy { der 2. HNO,-Behandlung

Die so erhaltene Desamino-cozymase enthilt mit Ausnahme der Amino-
gruppe des Adenins alle Gruppen des Cozymase-Molekiils, die fiir die Bindung
an das Apo-Enzym in Betracht kommen. Bei der Priiffung der Desamino-
cozymase im Girsystem mit Apozymase zeigte es sich, daB die Aktivitit
als Co-Enzym nur etwa !/; von der der Cozymase war3). Der Aminogruppe
im Cozymase-Molekiil kommt also fiir die Bindung an das Apo-Enzym und
somit die Holo-Enzymwirkung betrichtliche Bedeutung zu. (Vergl. Abbild.
la u. 1b.)

Die spektrophotometrischen Untersuchungen (vergl. S. 1475) zeigen be-
sonders deutlich die quantitativen Beziehungen bei der Bindung Co-Enzym-
Apo-Enzym und bei der Wasserstoffiibertragung.

%) v. Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Ark. Kem. Mineral. Geol.
(B) 12, Nr. 24 [1936]; Schlenk, v. Euler, Heiwinkel, Gleim u. Nystrém, Ztschr.
physiol. Chem. 247, 23 [1937]; Ostern, Baranowski u. Terszakowec, Ztschr.
physiol. Chem. 251, 258 [1938].

3) Schlenk, v. Euler u. Giinther, Ark Kem. Mineral. Geol. (B) 12, Nr.53
{1938]; v. Euler u. Hellstrém, ebenda Nr. 55 [1938].
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Da die Cozymase mehrere Apo-Enzyme zu Holo-Enzymen erginzen
kann, soll in den -entsprechenden Fillen die Co-Enzym-Wirkung der Des-
amino-cozymase untersucht werden. Es ist moéglich, daB sich Unterschiede
fiir die einzelnen Systeme ergeben werden, indem die Aminogruppe der Cozy-
mase vielleicht nicht bei allen Apodehydrasen eine bindungsvermittelnde
Rolle spielt.

Auch fiir die Klirung der Frage, ob die Cozymase bei der alkoholischen
Garung zu Co-phosphorylase und einem wasserstoffiibertragenden Rest re-
versibel aufgespalten wird, kommt der Desamino-cozymase Bedeutung zu.

Der Aufspaltung der Cozymase zu Adenylsiure (Adenosin-diphosphor-
siure, Adenosin) (Gl 1) im Apozymase-Test wiirde an Desamino-cozymase
eine Aufspaltung zu einem Derivat der Inosinsiure entsprechen (Gl. 2).

Cozymase = Nicotinsiureamid-nucleotid 4 Adenylsiure (Gl. 1)
Desamino-cozymase = Nicotinsdureamid-nucleotid + Inosinsaure (Gl. 2).

Die Derivate der Inosinsiure kénnen aber nicht als phosphatiibertragende
Co-Enzyme wirken. Der Umstand, daB die Desamino-cozymase die Cozymase
bei der alkoholischen Girung vertreten kann (vergl. Abbild. 2), spricht also
gegen die Auffassung, daB die erforderliche Co-phosphorylase durch inter-
mediire Spaltung der Cozymase (Freilegung der Adenylsiure) entsteht.

A

////

= Minuten 3
Abbild. 2. Garungsaktlwetung durch Desammo—cozymase bel Zusatz
von Co-phosphorylase.

Kurve 1: 52 y Desamino-cozymase

o,
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[/ﬂ[ﬂz ~

', 2: 52y ' . 220 y Adenosin
w 3:52«y ' " 400 vy Adenosin-diphosphorsiure
. 4152y " " 250 y Adenylséiure

Im Girungssystem mit Desamino-cozymase und Apozymase kann man
auch noch auf andere Weise priifen, ob Gleichung 2 zutrifft. Bei Zusatz
von Adenosin, Adenylsiure oder Adenosin-diphosphorsiure miilte nim-
lich durch Vereinigung dieser Verbindungen mit dem nach Gl 2 ent-
standenen wasserstoffiibertragenden Rest (Nicotinsiureamid-nucleotid bzw.
-nucleosid) Cozymase gebildet werden, die durch ihre dreimal griBere Garungs-
aktivierung leicht zu erkennen wire. Die in Abbild. 2 wiedergegebenen Ex-
perimente zeigen, daB dies nicht der Fall ist. «



1474 Schlenk, Hellstrém, v. Euler: Desamino-cozymase. [Jahrg. 71

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dal das von uns
kiirzlich mit Hilfe der Bredereck-Phosphatase?) dargestelite Nicotinsdure-
amid-nucleosid®) bei der alkohol. Girung im Apozymase-System nicht als
Codehydrase wirken kann und die Fihigkeit hierzu auch dann nicht erlangt,
wenn man dem Giransatz neben dieser Verbindung die oben aufgezihlten,
als Co-phosphorylase wirkfihigen Verbindungen zusetzt. Dieses Ergebnis
spricht ebenfalls gegen die reversible Aufspaltung der Cozymase beim Wirkungs-
vorgang wihrend der alkoholischen Girung.

2) Darstellung der Desamino-cozymase.

500 mg Cozymase werden unter Eiskiihlung in 30 ccm 2-n.Essigsiure
gelost und ohne zu rithren 4 g NaNO,, gelst in 15 ccm H,O, tropfenweise
zugegeben. Nach 6-stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur setzt man verd.
NaOH bis pg = 8 und 2ccm 20-proz. Bariumacetat-Losung zu und fallt
unter Kiihlung mit 10 Vol. absol. Alkohol. Der Niederschlag wird abzentri-
fugiert und mit 50 ccm 90-proz. Alkohol gewaschen, in wenig H,O geldst
und mit H,SO, Ba’’ entfernt, die Losung mit 3 ccm gesittigter Bleiacetat-
16sung versetzt und verd. NaOH bis pg 6—7 zugegeben. Das Volumen
soll 50 ccm nicht iiberschreiten; wenn erforderlich, engt man im Vak. ein.
Erneute Alkohol-Fallung (10 Vol.), abzentrifugieren, Niederschlag in Wasser
aufnehmen, Lésung mit HNO; schwach ansiuern, mit H,S zersetzen, filtrieren
beliiften. Die so erhaltene L osung wird im Vak. auf 30 ccm eingeengt und mit
300 ccm absol. Alkohol unter Eiskiihlung allmihlich versetzt, die Fillung
zuerst mit 90-proz., dann mit absol. Alkohol sorgfiltig gewaschen und ge-
trocknet. Ausb. 200—300 mg. Weiles staubfeines Pulver, das, im Exsiccator
getrocknet, unverindert haltbar ist. Die so gewonnene Desamino-cozymase
zeigt im Garungsversuch etwa 379, der Aktivitit der Cozymase (vergl.
Abbild. 1a). Sie enthilt bisweilen noch Spuren von Nitrit, die durch Um-
fallen aus willr. Losung mit Alkohol beseitigt werden. Zum Beweis dafiir,
dall das Aktivierungsvermdgen der Desamino-cozymase im Girungssystem
nicht auf beigemengte unverinderte Cozymase zuriickzufiihren ist, wurde
ein solches Priaparat erneut der Behandlung mit HNO, nach obigem Schema
unterworfen. Die Aktivitat blieb dabei unverindert (vergl. Abbild. 1b).

Priparat I. 4.150, 4.185 mg Sbst.: 5.50, 5.55mg CO,, 1.58, 1.58 mg H,0. —
2.818, 2.609 mg Sbst. : 2.29, 2.13 ccm n/,0-HCL. — 1.961, 3.846 mg Sbst.: 12,10, 23.50 mg
Ammoniumphosphormolybdat.

Priparat II. 4.370, 4.070 mg Sbst.: 5.80, 540 mg CO,, 1.65, 1.55 mg H,0. —
3.338, 3.500 mg Sbst.: 2.73, 2.86 ccm nfy0-HCL. — 2.569, 2.961 mg Shst. : 15.45, 17.65 mg
Ammoniumphosphormolybdat.

Die N-Bestimmungen wurden nach der Methode von Kjeldahl-
Friedrich ausgefiihrt (C, H u. N-Bestimmungen Dr. Wallenfels, Heidel-
berg).

CyHypO, NP, +2H,0. Ber. C 36.00, H 4.28, N 12.00, P 8.86.
Préparat I. Gef. ,, 36.14, 36.17, ,, 4.26, 4.22, ,, 11.39, 11.44, ,, 8.97, 8.90.
Préparat II. Gef. ,, 36.20, 36.19, ,, 4.22, 4.26, ,, 11.46, 11.45, ,, 8.75, 8.67.

Titration: 0.330 X 10~*Mol: 0.34 x 10-* Aquiv. NaOH; Desamino-cozymase ist also
einbasisch.

%) Bredereck, B. 71, 408 [1938].
%) Schlenk, Giinther u. v. Euler, Svensk. Vet. Akad. Ark. Kemi 12 B, 56
[1938].
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Isolierung der beiden Basen aus Desamino-cozymase.

Bei der Desaminierung der Cozvmase unter den oben beschriebenen Be-
dingungen wird nur die NH,-Gruppe der Purinbase mit HNO, umgesetzt,
die Saureamidgruppe der Pyridinbase bleibt erwartungsgemifl unverindert.
Der Beweis hierfiir wurde durch Isolierung der beiden Basen aus Desamino-
cozymase und ihre Identifizierung erbracht.

26.4 mg Desamino-cozymase wurden in 3 ccm n/,,-H,S0, gel6st und
21/, Stdn. im siedenden Wasserbade hydrolysiert. Nach dem Abkiihlen
wurden 2 ccm gesittigte Ag,S0,-Liésung zugesetzt und nach kurzem Stehen-
lassen in der Kilte zentrifugiert. Der Niederschlag wurde mit verd. Ag,SO,-
Losung gewaschen, in H,O mit H,S zerlegt, beliiftet, abfiltriert, von Spuren
H,SO, mittels Ba(OH), befreit, auf sehr geringes Volumen eingedampft und
zur heilen Losung wenig Pikrinsiure-Losung gegeben. Beim Stehen in der
Kilte schieden sich die typischen, wetzsteinartigen Krystalle des Hypo-
xanthinpikrates ab. Sie wurden abgesaugt und mit wenigen Tropfen H,O
gewaschen. Ausb. 10.3 mg.

Bei Zimmertemp. im Hochvakuum getrocknet: kein Gew.-Verlust.

3.030 mg Sbst.: 0.674 ccm N, (239, 761 mm).
CH,N,O, CH,N;0, + H,O0. Ber. N 25.60. Gef. N 25.67.

Mutterlauge und Waschwasser der Ag-Fillung wurden mit H,S behandelt,
filtriert, von H,SO, mittels Baryts befreit, auf geringes Volumen eingedampft,
mit Baryt schwach alkalisch gemacht und mit 10 Vol. absol. Alkohol versetzt.
Der Niederschlag (pentosephosphorsaures Barium) wurde abzentrifugiert, die
alkohol. Lésung mit H,SO, von Spuren an Ba’* genau befreit, dann zur Trockne
verdampft und der Riickstand mit 1 cem H,O aufgenommen, filtriert und zur
Losung 1/, com wilr. gesittigte Pikrinsiurelésung gegeben. Nach kurzem
Stehenlassen in der Kilte krystallisierte das Nicotinsidurepikrat in langen
haarfeinen Nadeln aus. Schmp. 192°. Ausb. 8 mg.

Bei 60° im Hochvakuum getr.: 0.5%, Gew.-Verlust.

3.003 mg Sbst.: 0.520 ccem N, (23°, 756 mm).

CoH,ON,, CHON,. Ber. N 10.95. Gef. N 10.86.
(N-Bestimmungen von Dr. Schoeller, Berlin.)

3) Spektrophotometrische Untersuchungen an der
Desamino-cozymase.

Die Verinderung im Cozymase-Molekiil bei der Desaminierung l48t,
wie schon oben erwihnt war, die oxydoreduktiven Wirkungen in der Haupt-
sache intakt, was auch vorauszusehen war, da die Aminogruppe im Purin-
kern abgespalten wird, wihtend die Stelle im Molekiil, in welcher sich die
Oxydation abspielt, keine konstitutionelle Anderung erfahrt. Es war jedoch
zu erwarten, dafl die Desaminierung eine kleine Verinderung in den elektro-
chemischen Eigenschaften des ganzen Molekiils hervorruft, was sich im Oxydo-
reduktionsgleichgewicht bzw. dessen pyp-Abhingigkeit im Vergleich zu der
Cozymase zeigen kénnte. Es war auch zu erwarten, dal3 die Hydrierungs-
geschwindigkeit der Desamino-cozymase im Verhiltnis zu der der Cozymase
bei der Alkohol-Dehydrierung anders ausfallen wiirde.

In der Tat zeigen die Gleichgewichtsmessungen, dal} die Gleichgewichts-
konstanten der Desamino-cozymase und der Cozymase beziiglich der Alkohol-
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Dehydrierung bei pg = 7.5 nahe iibereinstimmende Werte besitzen, wihrend
im sauren Gebiet der pg-Kurve der Konstanten ein starker Anstieg auf das
2—3-fache beobachtet wurde.

Die Unterschiede kommen auch sehr stark in der Reaktionsgeschwindig-
keit der Alkohol-Dehydrierung zum Ausdruck. Werden Cozymase und
Desamino-cozymase unter denselben Bedingungen im System Co-Enzym-
Alkohol-Apodehydrase reduziert, so wird bei derselben Enzymkonzentration
im Anfang der Hydrierung die Cozymase etwa 10-mal schneller reduziert als
die Desamino-cozymase. Diese Tatsache steht in bester Ubereinstimmung
mit dem obigen Befund, daf} die Garwirkung der Desamino-cozymase nur etwa
ein Drittel von der der Cozymase ist.

Monohydro-desamino-cozymase: Zur weiteren Charakterisierung
der Desamino-cozymase wurde diese in bezug auf die Bildung der mono-
hydrierten Form mit der Cozymase verglichen. Wird Desamino-cozymase
in 0.1-n. NaOH geldst und mit Na-Hydrosulfit reduziert, so entsteht die der
Monohydro-cozymase®) oder gelben Stufe?) entsprechende Verbindung. Die
hydrosulfithaltige Lésung, die hellgelb gefirbt ist, behilt ihre Farbe beim
Aufbewahren im Kiihlschrank iiber Nacht., Bei etwa 12-stdg. Stehen bei
Zimmertemperatur wird die Lésung entfirbt, wobei die Bildung der Dihydro-
form nachgewiesen werden kann. Qualitativ liegt kein Unterschied zwischen
der gelben Stufe der Cozymase und der Desamino-cozymase vor. Die Mono-
hydro-Form der letzteren besitzt eine Bande im nahen Ultraviolett mit dem
Maximum bei 360 mp.. Die molare Extinktion wurde ein wenig héher gefunden
als fiir die entsprechende Verbindung der Cozymase. Die monohydrierte Form
der Desamino-cozymase scheint stabiler gegen Luftoxydation zu sein. Die
Bildung der Monchydro-Form geht langsamer vor sich als bei der Cozymase.
Wihrend die letztere in weniger als 10 Sek. bei einer Hydrosulfitkonzentration
gleich 1 mgj/ccm hydriert wird, kann die Monohydrierung der Desamino-

cozymase bei der gleichen Konzentration von Hydrosulfit bequem verfolgt
werden.

In einem Versuch wurden 0.5 ccm Desamino-cozymase mit Wasser auf
5 cem verdiinnt und 5 mg Hydrosulfit hinzugegeben, worauf die Extinktion
bei 404 mp -bei verschiedenen Zeiten gemessen wurde. Der Verlauf der
Extinktionsinderung geht aus der Abbild. 3 hervor. Man sieht, daB sich
die Reaktion erst mach etwa 10 Min. vollzogen hat. Der UberschuB von
Hydrosulfit wurde durch Beliiften der Lésung oxydiert und das Absorptions-
spektrum durchgemessen (Kurve a, Abbild. 4). Nun wurde CO, eingeleitet,
wobei die gelbe Stufe in einigen Minuten verschwand, was aus dem raschen
Extinktionsabfall im Absorptionsmaximum der gelben Stufe bei 365 mp
hervorging. Dag Spektrum wurde wieder durchgemessen (Kurve b), wobei
es sich zeigte, daf} die Dihydro-Form sich zu etwa 319 gebildet hatte, wihrend
die Dismutation der Monohydro-Form 509, bedingt, gemdB der Gleichung

2CoH = CoH, + Co.

Es ergibt sich also, daB die Monohydro-Form der Desamino-cozymase in der
oxydierten und der voll reduzierten Form leichter disproportioniert wird als

%) Hellstrom, Ztschr. physiol. Chem. 246, 155 [1937].
7) Adler, Hellstrém u, v. Euler, Ztschr. physiol. Chem. 242, 225 [1936].
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die Monohydro-cozymase, die sich beim Einleiten von CO, quantitativ in
Cozymase und Hydrosulfit gemi8 der Gleichung

2CoH 4 2NaHSO; = 2Co 4 Na,S,0, + 2H,0
umsetzt 8).

4) Die Gleichgewichtskonstanten der Cozymase und der
Desamino-cozymase.

Der Vergleich der Gleichgewichtskonstanten der Cozymase mit dem
Desaminierungs-Produkt erfordert genaue Messungen der Konstanten bei
verschiedenen py. Bei dieser Gelegenheit schien es uns wichtig, eine Neube-
stimmung der Gleichgewichtskonstante des Systems Cozymase-Alkohol vor-
zunehmen. Mit einem reinen Cozymase-Praparat (Nr. 1811) wurden Doppel-
bestimmungen®) der Konstanten bei verschiedenen py, unter Einhalten der
giinstigsten Bedingungen (Minimum der Fehler), die erfiillt werden durch eine
Bemessung der Konzentrationen der Cozymase und des Alkohols in der Weise,
daB angenihert 589, der Cozymase umgesetzt werden, ausgefiihrt. Wegen
der Methodik im iibrigen verweisen wir

auf die frilheren Arbeiten. Die Zahlen- €
werte der Konstante findet man in PR
Tafel 1 wieder. Die friilheren Werte?) 46 7 W
451 / \
w1/
Lo N\
43 ( 6/ \.
O
/_// 92 + \+
/ ar /
l’f
Alnmu 400 380 360 M0 320 300
Abbild. 4. Absorptionsspektren der
2 4 6 8 ,‘l/'/{” z % r beiden Hydrierungsstufen der Des-
Abbild. 3. Zeitreaktion der Bildung der amino-cozymase. Kurve a: Mono-

Momnohydro-desamino-cozymase. hydrostufe, Kurve b: Dihydrostufe.

liegen alle haher, besonders die im alkalischen Gebiet, was wohl von einer
inaktiven Beimengung des damaligen Priparates herrithren diirfte. Die
GesetzmiBigkeit in der pp-Abhingigkeit des Gleichgewichts kommt besser
zum Ausdruck, wenn man die Variation des Redoxpotentials fiir das System
mit dem pm berechnet. Fiir das System in Gleichgewicht ist Expug =
Egocom,, Woraus folgt
p_m XL, (D-Co)Alk

v % =27 °B (D.CoH,Ald

Beim Einsetzen des numerischen Wertes fiir RT/2F erhilt man
E} — Ei = 0.03 log K.

= 0.03 log K.

8) Fiir die Doppelbestimmung sprechen wir auch hier Hrn. Fil. Kand. Gunnar
Giinther unseren Dank aus.
%) v.Euler, Adler u. Hellstrém, Ztschr. physiol. Chem. 241, 239 [1936)].



42

-04.

1478  Schlenk, Hellstrom, v. Euler: Desamino-cozymase. [Jahrg. 71

Das Normalpotential E; des Systems Alkohol/Aldehyd ist durch
E! = 0.195 — 0.06.px

gegeben'?). Setzt man diesen Wert in 3a ein, so erhilt man das Normalpotential
E; fiir das System D-Co/D-CoH,;:
E} = 0.195 — 0.06.pgr — 0.03 log K.
3'\ In der Abbild. 5, Kurvel, ist der

Wert von E; gegen pg abge-
I tragen. Die Punkte liegen sehr

genau auf einer Geraden, die die

<8 Neigung 0.034 Volt/pg gegen die
Abszisse hat, ein Wert, der dem
N theoretischen 0.03 nahekommt:.

| Die theoretische Folgerung da-
7+ von ist, daf im untersuchten
2 >,\1 pr-Gebiet keine Dissoziations-
Paod stufe vorhanden ist.
Die Gleichgewichtskonstante
= fir das System Desamino-
cozymase-Apodehydrase- Alko-
40 20 80 p,,— holliegt im Vergleich mit der des
Abbild. 5. Normalpotentiale der Cozymase-Alkohol- Cozymase -Apodehydrase -Alko-
apodehydrase, Kurve 1, und der Desamino-cozy- hol-Systems etwas hoher. Der
mase-Alkohol-apodehydrase, Kurve 2. Kurve 3: Unterschied macht sich beson-
Normalpotential des Systems Alkohol/Aldehyd. ders im sauren pr-Gebiet be-

merkbar. Bei pg6.85 ist die

Konstante doppelt so gro@, bei pg 6.3 etwa das dreifache des fiir Cozymase ge-
fundenen Wertes (s. Tafel 1). Wird auch hier aus der Gleichgewichtskonstante
das Normalpotential fiir Desamino- 07
cozymase-Alkoholapodehydrase be- *
rechnet (Abbild. 5, Kurve 2}, so
findet man eine gute Parallelitit mit
der Kurve der Cozymase zwischen _,, \
pr 7—8. Von pg6.75 ab dndert die ~
Kurve jedoch ihre Richtung und geht
zwischen diesem Wert und pg6.3
mit der Abszisse parallel. Die Rich-
tungsinderung 1aBt sich durch eine
elektrolytische Dissoziationsstufe bei S~
Pr 6.75 erkliren.

/"f / o/

\\.\\

Bei der Besprechung der obigen -g#
Potentialwerte fiir die Cozymase- 1

drase, Cozymase-Lactiodehydrase.

Enzym-Verbindung mdchten  wir S

ferner eine bemerkenswerte Tatsache 6 7 8 9oy —=
erwihnen. Die Redoxpotentiale der Abbild. 6. Normalpotentiale der Systeme
Systeme Alkohol/ Aldehyd (Kurve 1, Alkohol/{kldehyd (1), M}lchséiyre/Brenz-
Abbild. 6) und Milchsiure/Brenz- traflb?nsaure (2) und Apfelsiure/Oxal-
traubensiure (Kurve 2 Abbild. 6) sind essigsaure.  Cozymase - Alkoholdehy-

10) Briefliche Mitteil. v. Hrn. W. Franke. Vergl. auch Wurmser u. Filitti-
Wurmser, Journ, Chim. physique 88, 577 [1936] (C. 1937 1, 4245).
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aus der Literatur bekannt. Fiir das erste System ist das Gleichgewicht hier
oben mitgeteilt, fiir das zweite liegen Messungen in frijheren Arbeiten!!) dieses
Institutes vor. Wird fiir das letzte System das Redoxpotential der Cozymase/
Lacticodehydrase-Verbindung, wie oben geschehen ist, berechnet, so findet
man einen Wert, der dem frilheren sehr nahe kommt (s. Abbild. 6 und
Tafel 2). Daraus folgt, daB in diesem Beispiel die gleichen Redoxpotentiale
fiir beide Systeme gefunden wurden.

In noch einem Falle kann ein solcher Vergleich angestellt werden, und
zwar fiir das System Apfelsiure/Oxalessigsaure (Kurve 3, Abbild. 6). Das
Reduktionspotential dieses Systems ist von Laki!?) bestimmt, und fiir die
Gleichgewichte liegen Messungen von Giinther!8) vor (Tafel 2). Hier findet
man einen Unterschied gegen die oben genannten Werte des Redoxpotentials
der Cozymase-Enzym-Verbindung um etwa 0.02 Volt.

Der Vergleich dieser drei Systeme ist von Interesse, weil durch derartige
Uberlegungen die Entscheidung getroffen werden kann, ob das Apo-Enzym
das Redoxpotential der Cozymase mitbestimmt bzw. in jedem besonderen
Falle das Potential auf das Substrat eingestellt ist. FEs wire natiirlich not-
wendig, dafiir ein gréBeres Material zur Verfiigung zu haben, bei dem sowohl
die Redoxpotentiale der Substrate/Reduktionsprodukte als auch die Gleich-
gewichte Cozymase-Substrat/Dihydrocozymase-Dehydrierungsprodukt genau
bekannt sind.

Tafel 1.
Cozymase Desamino-cozymase
PE K.10™ E}-F} -E} PH K.107® E! -E} -E}
8.17 0.445 0.080 0.375 8.06 0.90 0.089 0.381
7.77 1.245 0.093 0.366 7.69 1.77 0.097 0.365
7.61 1.960 0.098 0.361 7.31 4.44 0.109 0.354
7.34 3.350 0.105 0.353 7.18 6.66 0.114 0.351
7.15 5.160 0.111 0.346 6.85 19.8 0.129 0.346
6.85 11.4 0.122 0.339 6.60 33.6 0.136 0.339
6.30 38.0 0.137 0.314 6.39 110 0.151 0.340
Tafel 2.
Cozymase-
Lacticodehydrase Malicodehydrase
PE K.107® E) -E} -E? PH K.1073 E! -E} -E?
8.7 6.5 0.115 0.395 8.49 1.6 0.096 0.358
8.1 20.0 0.129 0.374 8.33 49 0.111 0.362
7.4 141 0.155 0.355 7.71 20.0 0.129 0.344

7.46 43.0 0.138 0.336

11) v, Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Ztschr. physiol. Chem. 245, 232
[1937]. '

12) Ztschr. physiol. Chem. 249, 63 [1937].

1%) v. Euler, Adler u. Giinther, Ztschr. physiol. Chem. 247, 65 [1937].
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