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Im Verlauf friiherer Untersuehungen konnte des 5fteren be- 
obachtet werden, da.~ bestrahlte SaccharaselOsungen beim Stehen 
ihre restliche Wirkung verlieren. Im naehstehenden sind Versuchs- 
ergebnisse mitgeteilt, welche tiber den Verlauf dieser Naehinakti- 
vierung in Abh~ngigkeit yon der Bestrahlungszeit Aufschlul~ geben. 
Im Zusammenhange damit wurde a ueh der Einflug studiert, den 
Tryptophan und Hefegummi auf die Ina~:tivierung beim Stehen 
ausiiben. Diese beiden Substanzen sind selbst in 4en reinsten 
Hefesaccharasepr~tparaten in wechselnden Mengen zu finden 1, 
wonn os auch in einzelnen F~llen 2 gelungen ist, eine von beiden 
abzutrennen. Es konnte gezei,gt werden5 dal3 der Tryptophan- 
gehalt in den Pr~paraten bei der Reinigung ansteigt und bei dor 
Dialyse mit dem Ansteigen und ~bfallen der Wirksamkeit mit- 
geht. Dies legt die Vermutung nahe, dal~ Tryptoph.an und Hefe- 
gummi fiir die Wirkung nicht bedeutungslos sind, sondern nach 
mo dernen Vorst ellungen 4 fiber das Wesen des Enzyms als Tr~ger 
ftir die enzymatisehe Substanz wirken. Aus diesen Grtinden war 
der Einflul~ dieser beiden KOrper auf die Nachinaktivieru~g yon 
Interesse. 

V e r s u c h s m e t h o  d i k .  

Hinsichtlich der Darstellung der Saccharasepraparate und 

1 H. ]~ULER und K. J0SEpt:ISON~ Ber. D. ch. G. 57, 1924, S. 859. 
2 R. WILLSTXTTER~ t~. SCHNEIDER und E. BAMAIglg~ Z. physiol. Chem. 

142, 1925, S. 248; R. WILLSTXTTER und K. SCHNEIDER, Z. physiol. Chem. 1~2, 
19251 S. 257. 

3 G. GORBAOtt und K. LEI~CU, Biochem. Ztschr. 235, 1931, S. 259. 
4 A. FODOR~ Das Fermentproblem. II. Aufl. Steinkopf 1929. 
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der Bestrahlung wurde die Versuchsteehnik der frttheren Mittei- 
lungen ~ beibehalten. Die Wirksamkeit stellten wit refraktome- 
triseh 6 unter den Bedingungen der Zeitwertsbestimmung nach 
O. SULL~VA~ und TRO~rSON ~ fest. Far  50 c m  s 16%iger Rohrzueker- 
15sung wurden in jedem Falle 2.5 c m  a EnzymlSsung verwendet. 
Zur Vereinfaehung der Mel~methode wurde nieht der Zeitwert, 
sondern die Xnderung des Breehungsexponenten wghrend der 
Rohrzucker'spaltung in 30 Minuten bestimmt. Die in den Tabellen 
ange,gebenen Zahlen stellen diese Xnderung in Refraktometerteil- 
strichen (Sk. T.) vor. Das for die Versuehe benStigte Tryptophan 
bezogen wit yon der Firma Merck. Das Hefegummi wurde naeh 
den Vorsehriften yon SALKOWSKI aus Bierhefe gewonnen. Won die- 
sen Substanzen wurden 0.2%ige LSsungen hergestellt und davon 
10 c m  s der gleiehen Menge bestrahlter EnzymlSsung zugemiseht, 
so .dal~ die endg~lltige Konzentration des Tryptophans bzw. des Hefe- 
gummis in der Misehung 0.1% betrug. Als KontrollSsung diente 
eine a~f das Doppelte verdilnnte bestrahlte EnzymlSs~ng. Die Wir- 
kung dieser drei LSsungen wurde sofort und naeh 6, 24, 48 und 
96 Stunden naeh der Bestrahlung ermittelt. 

V e r s u e h s e r g e b n i s s e .  

F~ir die Untersuehung der Naehaktivierung diente als Enzym- 
pr~iparat ein Tonerdeeluat, welches bei einem Trockenriickstand 
yon 1.5 m g / c m  3 die Wirksamkeit yon 0.36 Sk. T. in 30 Minuten 
aufwies. Es war ~us einem mehrere Monate a,lten He'feautolysat 
dureh Essigs~i, urefii.llung, Dialyse, Adsorption an Toner de C und 
naehfolgende Elution mit verdiinntem Ammoniak erhalten worden. 
Seine Reaktion entsprach PH = 9"6. Das Eluat wurde in Mengen 
yon je 10 c m  8 w~ihrend 5, 10, 20 und 40 Minuten mit der Quarz- 
lampe bestrahlt und die Wirkung sofort naeh der Bestrahlung und 
nach 6, 24, 48 und 96 Stunden bestimmt. Die a uf diese Weise 
erhaltenen ~ersuchsergebnis,se s,ind in tier Tabelle ] enthalten. 
Die prozentuelle Inaktivierung wurde unter Zugrundelegung der 
Wirksamkeit des unbestrahlten Eluates erreehnet. Mit Hilfe dieser 
W.erte ist in Fig. 1 der Inaktivierungsverlauf der verschieden 
]ang bestrahlten EnzymlSsungen graphiseh dargestellt. Unmittel- 
bar nach der Bestrahlung erhiilt man einen, monomolekularen Re- 

G. GORBAC~, Biochem. Ztschr. 217, 1930, S. 440. 
6 G. GORBAC~ und K. LERc~, Biochem. Ztschr. 219, 1930, S. 122. 
70. C. SULLIVAN und F. W. T~oMPsoN, Journ. Chem. Soc. London 

57, 1890, S. 834. 
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sktionen ~hnlichen Kurvenverlauf, was mit frfiheren Beobachtun- 
gen s fibereinstimmt. Die 40 3{inuten dauernde Bestrahlung hatte 

einen Rtickgang der Wirksamkeit auf 36% des urspriinglichen 

Wertes zur Folge. 
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Fig. 1. 

Tabelle 1. 

' - ~  Wirksamkeit in Sk.T./30' nach: Ber. Inaktivierung in % nach: 

5~ 

~o Oh 6h 24h 48 h 96 h O h 

10 

20 

40 

0"36 

0'22 

0"19 

0"14 

0"13 

0"36 

0"22 

0"12 

0"12 

0"13 

0"36 

0"20 

0.07 

0"10 

0"10 

0"86 

0'20 

0"05 

0"04 

0"07 

0"36 

0"20 

0"03 

0"03 

0"02 

0 

39 

47 

61 

64 

6h 24h 

0 0 

39 45 

67 80 

67 72 

64 72 

48h 96h 

0 0 

45 45 

87 92 

89 92 

80 94 

Ftir die Versuche unter Zusatz yon Tryptophan und Hefe- 
gum,mi stand uns ebenfalls ein Ammoniakeluat aus Tonerde C mit 
einer Wirksamkeit yon 0.37 Sk. T./30" und einem Trockenrtick- 
stand yon ] mg/cm 3 zur Verfiigung. Die Wasserstoffionenkonzen- 

s G. GORBACH und H. PICK, Monatsh. Chem. 61, 1932, bzw. Sitzb. Ak. 
Wiss. Wien (II b) 1~1, 1932. 
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tration des Eluates entsprach Pn--9"6. Je 30 c m  a dieses Eluats 
wurden durch 30 und 60 Minuten bestrahlt und davon dann j~ 
10 c m  ~ mit der gleic'hen Menge Wasser, Tryptophan und Hefe- 
gummilSsung versetzt. Die nur mit Was ser verdfinnte Enzym- 
15sung diente als KontrollSsung. Die auf diese Weise erhaltenen 
L6sungen wurden unmittelbar nach der Bestrahlung und nach 
6~ 24,  48 und 96 Stunden auf ihre Wirksamkeit gepriift. Unter 
Verwendung des Ursprungswertes errechneten wir die prozentuelle 
Inaktivierung, wobe,i aber in diesem Falle die Wirkung des auf 
das Doppelte verdiinnten Enzyms (0"30 Sk. %/30') als l~echnungs- 
grundlage diente. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 2 zu- 
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Fig. 2. 

sammengefa~t. Fig. 2 gibt diese Resultate in graphischer Dar- 
stellung wieder, wobei die Kurven I and I a den mit Tryptophan 
versetzten und 30 bzw. 60 Minuten bestra.hlten Enzymgemischen~ 
II un~d II a den ebenso lange bestrahlten Hefegummiproben und 
endlich III uncl TIT a den gleich behandelten zusatzfreiea Enzym- 
l(isul~gen ent'sprechen. 

Ubereinstimmead mit den frtiheren Befunden nimmt die 
Wirkung beim Stehen nach der Bestrahlung langsam ab. Nach 
96 Stunden hat die durch 30 Minuten bestrahlte LSsung 27%, die 
durch 60 Minuten bestra, hlte 33% ihrer restlichen Wirkuag ver- 
ioren. Der Zusatz yon He fegummi und Tryptophan versti~rkt diese 
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Tabelle 2. 

PH---- 9"6 
10 c m  3 bestr. 

Eluat + 10 c m  3 

, . , Bet Inaktivierung 
IWirksam~zeitmSk'T'/30nachl " in % 

I 0h 6h 24h 48h 96h10h 6524h48h]96h 

destilliertes Wasser.. [ 0-26 0"24 

"i ttefegummil~sung... 0"27 0"20 

TryptophanlSsung .. 1 0"27 0"27 

0-20 0"20 0-15 

0"09 0"05 0"03 

0"13 0"10 0"08 

13 20 33 33 50 

10 33!70 83 90 

i 
10 10 56 66 73 

b J0 

r 

I destilliertesWasser.. 

HefegummilOsung ... 

TryptophanlSsung .. 

0"20 

0"i0 

0"12 

0"18 

0"08 

0"10 

0"14 

0"05! 

0" 05 

0"12 

0"04 

0"03 

0"10 

0"00 

0"00 

33 

66 

60 

4O 53 

73 83 

66 83 

E 

90 100 

Naehwirkung des ultravioletten Lichtes. De r  Einflul3 des Hefe- 
gumcnis ist d~bei gr0f~er als der des Tryptophans. Dieser Unter- 
schied tritt besonders deutlich bei der durch 30 Minuten bestrahl- 
ten L0sung hervor. Naeh 96 Stunden erscheint clie zusatzfreie 
EnzymlSsung u,m 50%, die En.zyml0sung mit Tryptophan um 73% 
und jene mit Hefegummi um 90% geschi~digt. Die dutch 60 )/[i- 
nuten bestrahlte LSsung zeigt bedeutend geringere Unterschiede, 
denn nach 96 Stunden ist sowohl das mit  Tryptophan als auch das 
mit Hefegummi versetzte Enzympr~parat unwirksam geworden. 
Dafiir set zt aber die alleinige Zugabe dieser Substanzen unmittel- 
bar nach der Bestrahlung die Wirkung wesentlieh herab. Die 
Einbul~e an Wirksamkeit betr~gt bei Tryptophan 27%, bei Hefe- 
gum~ni 33%. Diese Erscheinung wurde bei der durch 30 Minuten 
bestrahlten Enzyml0sung nicht beobachtet. 

Beim Versetzen der durch 60 Minuten belichteten schwa, ch 
gelb gef~rhten EnzymlS.sung mit Tryptophan verf~rbte sie sich 
und wurde braun. Die se Braunf~rbung erh~lt man auch bei der 
direkten Bestrahlung yon reinen Tryptophanl0sungen. Anfi~nglich 
fiihrten wir diese Veri~nderung des Tryptophans auf die alkalische 
Reaktion des Eluats zurfick und wiederholten deshalb die Ver- 
suchsreihe mit einem durch verdtinnte Salzs~ure neutra]isierten 
Eluat. Die Resultate dieser Versucge sind in der Tabelle 3 nieder- 
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Tabelle 3. 

4.z 

o~ 

pH = 7"0 
10 c m  ~ bestr. 

Eluat + 10 c m  3 

destilliertes Wasser.. 

HefegummilOsung... 

TryptophanlSsung .. 

destilliertes Wasser.. 

Ber. Inaktivier g Wirksamkeit in Sk. T./30'nach in % 

Oh 61~ 245 481~ 96h Ohl 6h 24h48h96h 

0*25 0*24 0"19 0"17 0"10 16 20 36 4g 66 

0"23 

0"23 

0"17 

I 
I 

Hefegummil6sung... ] 0"12 

Tryptophanl6sung "" I 0"12 

0"16 0"12 0"10 

0"19 0"15 0-10 

0-15 0"10 

0"12 0"05 

0"11 0"09 

0"07 23 

0"09 23 

0"08 0"05143 

0"02 0"00]60 
I 

0"05 0"00 

46 60 

36 50 

50 66 

60 83 

66 76 

66 70 

73 83 

93 100 

100 
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gelegt  und in Fig. 3 graphisch ausgewertet .  I und I a entspre- 
chen 30 bzw. 60 Minuten belichteten, mit T ry p to p h an  ver,set,zten 
EnzymlSsungen,  II  und II a mit  Hefegummi g~mischten Proben  
und III  und I I I a  den ebenso bestr~hlten Kontrol len.  
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In Ubereinstimmung mit dem frfiheren Versueh wirkt aueh 
beim neutralisierten Eluat Hefegummi st~irker inaktivierend als 
Tryptophan. Trotz der Neutralisation tritt die BraunfS.rbung beirn 
Zumisehen der Tryptophanl~sung auf, womit eine Inaktivierung 
der Enzylnlt}sn~g einhergeht, gleiehgfiltig, ob eine dureh 30 oder 
60 Minuten bestrahlte EnzymlSsung Verwendung finder. Sie be- 
tr~igt im ersteren Fall 7%, im letzteren 17%. 

Aus beiden Versuehsreihen geht hervor, dal~ es unter diesen 
Versuehsbedingungen dutch Zus'atz yon Tryptophan und Hefe- 
gummi nieht gelingt, eine Reaktivierung bestrahlter Saeeharase- 
pr~parate zu erzielen oder die Naehinaktivierung hintanz,uhalten. 
Es wird im Gegenteil eine Inaktivierung des Enzyms herbeige~fihrt. 
Die Vergnderung der Farbe beim Zumischen des Tryptophans 
weist darauf hin, dal3 die bei der Bestrahlung entstandenen Zer- 
fallsprodukte mit dem Tryptophan in Reaktion treten. Das ver- 
~nderte Tryptophan ist nicht mehr geeignet, die vorhandenen En- 
zymkomplexe zu sehfitzen, sondern ffihrt, wie die Abnahme der 
Wirl~samkeit zeigt, zu einer ZerstSrung dieser. Nimmt man an, 
dal~ Tryptophan bzw. Tryptophanpeptid und Hefegummi die Trg- 
ger der zyInoaktiven Subst, anz sind, ohne welehe sie nieht be- 
stgndig sein soil, so hat man aaeh fiir die Instabilitgt der rest- 
lichen Wirkung naeh der Bestrahlung eine ErklSzung gefunden. 
Wghrend der Bestrahlung werden wegen ihrer starken Absorption 
des ultravioletten Lichtes zuerst die Tryptophanenzymkomplexe 
und in weit geringerem Ma~e die tte~fegummikomplexe zerstSrt. 
Naeh der Bestrahlung treten die dabei entstandenen Zerfallspro- 
dukte mit den noeh wirksamen Enzymkomplexen in Reaktion und 
bewirken eine Inaktivierung. Der Z~usatz yon Tryptophan und 
Hefegummi, mit denen die Zerfallsprodukte der Bestrahlung eben- 
fall.s reagieren, hat, wie naeh dem lVfassenwirkungs.gesetz einzu- 
sehen ist, eine Verst~irkung dieses Effektes zur Folge. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Die Versuehe fiber das Verhalten der Enzyml~s~ngen naeh 
erfolgter Be strahlung und fiber den Einfluit yon Tryptophan und 
IIefegummi haben zu folgenden Ergebnissen gef~ihrt: 

1. Zehn Minuten und l~inger be strahlte SaeeharaselSsur~gen 
yon bestimrntem Reinheitsgrad verlieren be}m Stehen naeh der 
Bestrahlung ihre restliehe Wirksamkeit, w~ihrend ktirzer bestrahlte 
Enzyml6,sungen sigh als stabil erweisen. 

2. Dureh Zus.atz von Tryptophan und ttefeg,ummi kann unter 
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den gew~ihlten Versuchsbedingungen keine Reaktivierung erzielt 
werden. Es wird im Gegenteil die Na.chinaktivierung beim Stehen 
beschleunigt, wobei Hefegummi st~.rker als Tryptophan wirkt. 
Sowohl neutra.le als auch alkalische Tonerdeeluate fiihren zu dem- 
selben Ergebnis. 

3. Schon der Z~satz yon Tryptophan und Hefegummi allein 
genfigt, um eine teilwei~se I~aktivierung bestrahlter EnzymlSsun- 
gen herbeizufiihren. 


