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(Mit 3 Textfiguren)

(Vorgelegt in der Sitzung am 12, Mai 1932)

Im Verlauf friilherer Untersuchungen konnte des ofteren be-
obachtet werden, daB bestrahlte Saccharaselosungen beim Stehen
ihre restiiche Wirkung verlieren. Im nachstehenden sind Versuchs-
ergebnisse mitgeteilt, welche {iber den Verlauf dieser Nachinakti-
vierung in Abhingigkeit von der Bestrahlungszeit Aufschluf geben.
Im Zusammenhange damit wurde auch der EinfluB studiert, den
Tryptophan und Hefegummi auf die Inaktivierung beim Stehen
ausiiben. Diese beiden Substanzen sind selbst in den reinsten
Hefesaccharasepriparaten in wechselnden Mengen zu finden*®,
wenn es auch in einzelnen Féllen ? gelungen ist, eine von beiden
abzutrennen. Es konnte gezeigt werden® daB der Tryptophan-
gehalt in den Priparaten bei der Reinigung ansteigt und bei der
Dialyse mit dem Ansteigen und Abfallen der Wirksamkeit mit-
geht. Dies legt die Vermutung nahe, daB Tryptophan und Hefe-
gummi fiir die Wirkung nicht bedeutungslos sind, sondern nach
modernen Vorstellungen * ither das Wesen des Enzyms als Triger
fiir die enzymatische Substanz wirken. Aus diesen Griinden war
der EinfluB dieser beiden Korper auf die Nachinaktivierung von
Interesse.

Versuchsmethodik.

Hinsichtlich der Darstellung der Saccharasepriparate und

t H. Evrer und K. Josepsson, Ber. D. c¢h. G. 57, 1924, S. 859.

2 R. WiLLSTATTER, K. ScENemErR und E. Bavasy, Z. physiol. Chem.
142, 1925, 8. 248; R. WiLLsTATTER und K. ScHNEDER, Z. physiol. Chem. 142,
1925, 8. 257.

3 G. GoreacE und K. Lercy, Biochem. Ztschr. 235, 1931, S. 259,

¢ A. Fopor, Das Fermentproblem. II. Aufl. Steinkopf 1929.
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der Bestrahlung wurde die Versuchstechnik der fritheren Mittei-
lungen ® beibehalten. Die Wirksamkeit steliten wir refraktome-
trisch ¢ unter den Bedingungen der Zeitwertsbestimmung nach
O. SurLivay und Trompson 7 fest. Fiir 50 cm® 16%iger Rohrzucker-
16sung wurden in jedem Falle 25 ¢m® Enzymlosung verwendet.
Zur Vereinfachung der MeBmethode wurde nicht der Zeitwert,
sondern die Anderung des Brechungsexponenten wihrend der
Rohrzuckerspaltung in 30 Minuten bestimmt. Die in den Tabellen
angegebenen Zahlen stellen diese Anderung in Refraktometerteil-
strichen (Sk. T.) vor. Das fiir die Versuche bendtigte Tryptophan
bezogen wir von der Firma Merck. Das Hefegummi wurde nach
den Vorschriften von Sarkowskr aus Bierhefe gewonnen. Von die-
sen Substanzen wurden 0-2%ige Losungen hergestellt und davon
10 cm?® der gleichen Menge bestrahlter Enzymlosung zugemischt,
so daB die endgiiltige Konzentration des Tryptophans bzw. des Hefe-
gummis in der Mischung 0-1% betrug. Als Kontrollssung diente
eine auf das Doppelte verdiinnte bestrahlte Enzymldsung. Die Wir-
kung dieser drei Losungen wurde sofort und nach 6, 24, 48 und
96 Stunden nach der Bestrahlung ermittelt.

Versuchsergebnisse.

Fiir die Untersuchung der Nachaktivierung diente als Enzym-
priparat ein Tonerdeeluat, welches bei einem Trockenriickstand
von 1-5 mglem® die Wirksamkeit von 0-36 Sk.T. in 30 Minuten
aufwies. Es war aus einem mehrere Monate alten Hefeautolysat
durch Essigsiurefdllung, Dialyse, Adsorption an Tonerde C und
nachfolgende Elution mit verdiinntem Ammoniak erhalten worden.
Seine Reaktion entsprach py = 9-6. Das Eluat wurde in Mengen
von je 10 ¢m® wihrend 5, 10, 20 und 40 Minuten mit der Quarz-
lampe bestrahlt und die Wirkung sofort nach der Bestrahlung und
nach 6, 24, 48 und 96 Stunden bestimmt. Die auf diese Weise
erhaltenen Versuchsergebnisse sind in der Tabelle 1 enthalten.
Die prozentuelle Inaktivierung wurde unter Zugrundelegung der
Wirksamkeit des unbestrahlten Eluates errechnet. Mit Hilfe dieser
Werte ist in Fig. 1 der Inaktivierungsverlauf der verschieden
lang bestrahlten Enzymlosungen graphisch dargestellt. Unmittel-
bar nach der Bestrahlung erhilt man einen, monomolekularen Re-

5 G. GorBacH, Biochem. Ztschr. 217, 1930, S. 440.

¢ G. GorBaceH und K. LercH, Biochem. Ztschr, 279, 1930, S. 122.

7 0. C. Svruvany und F. W. THompsoN, Journ. Chem. Soe. London
57, 1890, S. 834.
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aktionen #hnlichen Kurvenverlanf, was mit fritheren Beobachtun-
gen ® iibereinstimmt. Die 40 Minuten dauernde Bestrahlung hatte
einen Riickgang der Wirksamkeit auf 36% des urspriinglichen
Wertes zur Folge.

%
]ﬂaP(t
9 e
H - \"\..___\
w e .
i IS Y A
Y] i 1
iy [ B i TS
60 !}'/ Il "
iy
L) i
¥
R

/ Jnaktivierung
A —— () Stunden
// —_———f s nach der )
Vi —=o-—2% v (Bestrahling —
—O=4F
" e o ]
L]
/A Vi 30 Minuten 40
Fig. 1.
Tabelle 1.
g
& o 8 | Wirksamkeit in Sk.T./30" nach: | Ber. Inaktivierung in % nach:
£85
Beg
2 %‘E Oh 6h | 24h | 48h | 96h | Oh 6h | 24h | 48h | 96h
0 10-36|0-36|0-36|0-36 | 0-36 0 0 0 0 0
5 [0:22]0-22|0°20 | 020 | 0-20 | 39 39 45 45 45
10 10-19 | 0-12 | 0-07 ;, 005 | 0-03 | 47 67 80 87 92
20 {014 | 0:12 | 0-10 | 0-04 | 0:03 | 61 67 72 89 92
40 10-13(0-13 | 0-10 | 0-07 | 0-02] 64 64 72 80 94

Fiir die Versuche unter Zusatz von Tryptophan und Hefe-
gummi stand uns ebenfalls ein Ammoniakeluat aus Tonerde C mit
einer Wirksamkeit von 0-37 Sk.T./30" und einem Trockenriick-
stand von 1 mg/em® zur Verfigung. Die Wasserstoffionenkonzen-

8 G. GorBacH und H. Pick, Monatsh., Chem. 61, 1932, bzw. Sitzb. Ak.
Wiss. Wien (I b) 141, 1932.
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tration des Eluates entsprach py = 96. Je 30 cm® dieses Eluats
wurden durch 30 und 60 Minuten bestrahlt und davon dann je
10 cm® mit der gleichen Menge Wasser, Tryptophan und Hefe-
gummilosung versetzt. Die nur mit Wasser verdiinnte Enzym-
losung diente als Kontrollosung. Die auf diese Weise erhaltenen
Losungen 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, wobei aber in diesem Falle die Wirkung des auf
das Doppelte verdiinnten Enzyms (0-30 Sk. T./30") als Rechnungs-
grundlage diente. Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle 2 zu-
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sammengefaBt. Fig. 2 gibt diese Resultate in graphischer Dar-
stellung wieder, wobei die Kurven I und I a den mit Tryptophan
versetzten und 30 bzw. 60 Minuten bestrahlten Enzymgemischen,
II und 11 a den ebenso lange bestrahlten Hefegummiproben und
endlich IIT und IITl a den gleich behandelten zusatzfreien Enzym-
I6sungen entsprechen.

Ubereinstimmend mit den fritheren Befunden nimmt die
Wirkung beim Stehen nach der Bestrahlung langsam ab. Nach
96 Stunden hat die durch 30 Minuten bestrahlte Lisung 27%, die
durch 60 Minuten bestrahlte 33% ihrer restlichen Wirkung ver-
loren. Der Zusatz von Hefegummi und Tryptophan verstirkt diese
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Tabelle 2.
Py = 9°6 Wirksamkeit in Sk, T./30’ nach|©*" I“?j‘ti/:’ terung

10 cm3 bestr.

Eluat + 10 cm? Oh | 6h | 24h | 48h | 96L | O | 6] (240|480 96n
= destilliertes Wasser.. |0-2610:24|0-2010-20|0-15]13|20|33,33| 50
N
X —
.E;% Hefegummilésung ... |0-2710-20/0-09|0-05|0-03|10|33}70|83| 90
=
£
223
& Tryptophanlésung .. |0:27[0-27|0-13|0-10|0-08]10{10 |56 |66 | 73

destilliertes Wasser.. |0-20}0-18|0-14|0-12|0-10} 33|40 |53 |60 | 66

Hefegummilsung ... [0°10]0-08|0-05(0-040-00]66| 73| 83|86 100

Tryptophanlgsung .. {0-12{0-10 0-05|0-03|0-00| 60| 66 | 83 | 90 [100

Bestrahlungszeit
60’

Nachwirkung des ultravioletten Lichtes. Der Einfluf des Hefe-
gummis ist dabei gréBer als der des Tryptophans. Dieser Unter-
schied tritt besonders deutlich bei der durch 30 Minuten bestrahl-
ten Losung hervor. Nach 96 Stunden erscheint die zusatzireie
Enzymlosung um 50%, die Enzymlosung mit Tryptophan um 73%
und jene mit Hefegummi um 90% geschidigt. Die durch 60 Mi-
nuten bestrahlte Losung zeigt bedeutend geringere Unterschiede,
denn nach 96 Stunden ist sowohl das mit Tryptopban als auch das
mit Hefegummi versetzte Enzympriparat unwirksam geworden.
Dafiir setzt aber die alleinige Zugabe dieser Substanzen unmittel-
bar nach der Bestrahlung die Wirkung wesentlich herab. Die
EinbuBle an Wirksamkeit betrigt bei Tryptophan 27%, bei Hefe-
gummi 33%. Diese Erscheinung wurde bei der durch 30 Minuten
bestrahlten Enzymldsung nicht beobachtet.

Beim Versetzen der durch 60 Minuten belichteten schwach
gelb gefirbten Enzymlosung mit Tryptophan verfirbte sie sich
und wurde braun. Diese Braunfirbung erhdlt man auch bei der
direkten Bestrahlung von reinen Tryptophanlésungen. Anfinglich
fiihrten wir diese Verdnderung des Tryptophans auf die alkalische
Reaktion des Eluats zuriick und wiederholten deshalb die Ver-
suchsreihe mit einem durch verdiinnte Salzsdure neutralisierten
Eluat. Die Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle 3 nieder-
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Tabelle 3.
S Wirksamkeit in Sk.T. /30’ nach|>e™ I“fft},/;’ lerung
10 cm? bestr.
Eluat + 10 cme Obh | 6h | 24h | 48h | 96h | Ob|6h|24h/48hi96h
= destilliertes Wasser., ]0-25)0-24/0-19 1 0-17|0-10]16 20 | 36 | 45 | 66
N
=2 | Hefegummilésung... [0-23]0-16|0-12{0-10|0-07|23 | 46|60 |66 | 76
= B
£
= Tryptophanlésung .. |0-28]0-19{0-15{0-10|0-09|23 36|50 |66 | 70
= destilliertes Wasser.. |0:17]0-15/0-10(0:08|0-05|43{50|66 |73 | 83
::E;OD Hefegummilésung... |0°12|0-12|0-05|0-02|0-00] 60 | 60| 83|93 [100
£
@
& Tryptophanlsung .. }0-12|0+11|0-09 | 0-05|0-0060 |63 |70 |83 [100
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gelegt und in Fig. 3 graphisch ausgewertet. I und Ia entspre-
chen 30 bzw. 60 Minuten belichteten, mit Tryptophan versetzten
Enzymlosungen, II und Il a mit Hefegummi gemischten Proben
und III und IIT a den ebenso bestrahlten Kontrollen.
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In Ubereinstimmung mit dem fritheren Versuch wirkt auch
beim neutralisierten Eluat Hefegummi stirker inaktivierend als
Tryptophan. Trotz der Neutralisation tritt die Braunfirbung beim
Zumischen der Tryptophanlosung auf, womit eine Inaktivierung
der Enzymlosung einhergeht, gleichgiiltig, ob eine durch 30 oder
60 Minuten bestrahlte Enzymlosung Verwendung findet. Sie e-
triagt im ersteren Fall 7%, im letzteren 17%.

Aus beiden Versuchsreihen geht hervor, daf es unter diesen
Versuchsbedingungen durch Zusatz von Tryptophan und Hefe-
gummi nicht gelingt, eine Reaktivierung bestrahlter Saccharase-
priparate zu erzielen oder die Nachinaktivierung hintanzuhalten.
Es wird im Gegenteil eine Inaktivierung des Enzyms herbeigefiihrt.
Die Verinderung der Farbe beim Zumischen des Tryptophans
weist darauf hin, daB 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 schiitzen, sondern fiihrt, wie die Abnahme der
Wirksamkeit zeigt, zu einer Zerstérung dieser. Nimmt man an,
daf Tryptophan bzw. Tryptophanpeptid und Hefegummi die Tré-
ger der zymoaktiven Substanz sind, ohne welche sie nicht be-
stindig sein soll, so hat man auch fiir die Instabilitit der rest-
lichen Wirkung nach der Bestrahlung eine Erklirung gefunden.
Withrend der Bestrahlung werden wegen ihrer starken Absorption
des ultravioletten Lichtes zuerst die Tryptophanenzymkomplexe
und in weit geringerem Mafle die Hefegummikomplexe zerstort.
Nach der Bestrahlung treten die dabei entstandenen Zerfallspro-
dukte mit den noch wirksamen Enzymkomplexen in Reaktion und
bewirken eine Inaktivierung. Der Zusatz von Tryptophan und
Hefegummi, mit denen die Zerfallsprodukte der Bestrahlung eben-
falls reagieren, hat, wie nach dem Massenwirkungsgesetz einzu-
sehen ist, eine Verstirkung dieses Effektes zur Folge. '

Zusammenfassung.

Die Versuche iiber das Verhalten der Enzymlosungen nach
erfolgter Bestrahlung und iiber den EinfluB von Tryptophan und
Hefegummi haben zu folgenden Ergebnissen gefiihrt:

1. Zehn Minuten und linger bestrahlte Saccharaseldosungen
von bestimmtem Reinheitsgrad verlieren beim Stehen nach der
Bestrahlung ihre restliche Wirksamkeit, wéhrend kiirzer bestrahite
Enzymlosungen sich als stabil erweisen.

2. Durch Zusatz von Tryptophan und Hefegummi kann unter



46 G. Gorbach und D. Kimovec

den gewihlten Versuchsbedingungen keine Reaktivierung erzielt
werden. Es wird im Gegenteil die Nachinaktivierung beim Stehen
beschleunigt, wobei Hefegummi stirker als Tryptophan wirks.
Sowohl neutrale als auch alkalische Tonerdeeluate fithren zu dem-
selben Ergebnis.

3. Schon der Zusatz von Tryptophan und Hefegummi allein
geniigt, um eine teilweise Inaktivierung bestrahlter Enzymlésun-
gen herbeizufiihren.



