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lEs wurde eine Theorie aufgestellt,  die es gestat tet ,  die Kinet ik  
bes t immter  enzymatischer t tydro lysen  und die Aktivit/~t des 
daran beteiligten Enzyms zu verfolgen. Die spezif. Aktivitii.t k des 
Enzyms ist dureh diejenige I~eaktionsgesehwindigkeit gegeben, 
die dureh die Einheit  der Enzymmasse in der Volumseinheit 
pro Zeiteinheit bewirkt  wird. Nach der hier aufgestellten Theorie 
h/~ngt die spezif. Akt iv i t~ t  des Enzyms nieht yore Molekular- 
gewieht und der Konzentra t ion des verwendeten Substrates ab. 

A theory has been set for tracing the kinetics of some hydro- 
lysis enzymes, which Mlows to determine the ac t iv i ty  of the 
enzyme par t ic ipat ing in them. The specific act ivi ty/c  of the la t ter  
is determined through the reaction rate  in a uni t  of volume by  
a unit  of enzyme muss for a unit  of t ime (era 3. g - t .  see-l) .  Accord- 
ing to this theory,  ~he specific ac t iv i ty  of the enzyme does not  
depend on the molecular weight and the concentration of the sub- 
strafe used. 

E i n f f i h r u n g  

t I y d r o l y s e n r e a k t i o n e n  sind in der  :Biosph/~re weir  verbre i te t .  Man  
ve r s t eh t  d a r u n t e r  t~eakt ionen,  in welehen un te r  der  ka t a ly s i e r enden  
W i r k u n g  der  t t y d r o l a s e n  genann ten  E n z y m e  b e s t i m m t e  Bindungem 
gesprengt  a n d  gleichzeit ig die E lemen te  des Wassers  an  die en t s t andenen  
]~ragmente add ie r t  werden.  

* Her rn  Prof. Dr. T. Tranda]ilov zum 60. Geburts tag gewidmet. 
** Gegenw~rtige Adresse : Ins t i tu t  fiir Bioehemie der ]3uIgarischen 

Akademie der Wissensehaften, Sofia. 
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Die Methode der viskosimetrischen Verfolgung des Hydrolysen- 
vorganges wird zur quMitativen Bestimmung des ka~alysierenden Enzyms 
verwendet und weist einige wesentliche Vorteile auf: Empfindlichkeit, 
gute l~eproduzierbarkeiL die MSglichkeit, den :Beginn der Reaktion zu 
erfassen und ihre Xinetik zn verfolgen. In den bis jetz~ ver6ffen~liehten 
Arbeiten, die sich dieser Methode dureh Bestimmung der spezifisehen 
Viskosifi/it bedienen, werden ffir die Aktivit/~t des beteiligten Enzyms 
versehiedene Einheiten verwendet. In vielen F/~llen sind diese Einheiten 
ganz willkiMieh gew//hlt, weil die versehiedenen Autoren einen nnter- 
sehiedliehen Abbaugrad des Substra~s annehmen L 

Das Ziel dervorliegenden Arbeit war die Auffindung einer Gleichnng, 
welehe die Kinetik des Abbaues des Subsgrats beschreibt, wenn man die 
~eaktion durch Bestimmung der Anderung der spezifischen Viskosit/~t 
verfolgt. Aus der l%eaktionsgesehwindigkeitskons~ante dieser t~eak~ion 
1/fftt sieh die spezifisehe Akgivitgt des beteiligten Enzyms ermitteln, welehe 
yon der Konzentration, dem 5foleknlargewieht und der Konzentration 
des Substrats unabh/ingig ist. 

T h e o r i e  

Wir fiihren in eine enzymkatalysierte Hydrolysenreaktion die ~olgen- 
den Symbole und Bedeutungen ein: 

IS] Substratkonzentration in mg/ml 

[El Enzymkonzentr~tio13_ in mg/ml 

dynamische Viskosit~ der LSstmg 

dynamische Viskosi~it des reinen L6sungsmittels ~o 

~--~o 
~sp-- 

~0 

~sp 
z ~ -  IS] 

[~]~ l imZ~ 
[S]-~0 

spezifische Viskosit~it 

Viskosit~itszahl 

GrenzviskositStszahl 

[So] die Anfangskonzenbration des Substrats, [Pr162 die nach theorebisch 
unendlicher tKydrolysezeit vorhandene Konzentr0~tion der Reaktionsproduk~e. 

Im allgemeinsten Fall 1/~l~t sich die Abh/ingigkeit der Viskosit/~s- 
zaht yon der Substratkonzentration als Potenzreihe 2 darstellen: 

Z ~ = A  + B [ S ]  + C [ S ] 2  + . . .  (1) 

1 V .  I .  B i l a i ,  Biologically active substances of microscopic fungi and 
their alterations. Kiev: Nauk. I)umka 1965. 

2 p .  W .  A l l e n ,  Techniques of polymer characterization, p. 226. London: 
Butterworth 1952. 
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Im Falle unendlieher Verdiinnung, wenn also die Substratkonzentration 
sieh dem W e r t  Null nghert, bestimmt das erste Glied dieser Reihe die 
Grenzviskositatszahl 

[~] = lira Z~ -- A, 
is] ~ o (2) 

die naeh (3) andererseits dem Molekulargewioht M des polymeren Sub- 
strats proportionM ist: 

[~] = K - M  a (3) 

K and a sind Konstante, die nicht nur yon der chemischen Zusammensetztmg 
and Struktur der einzelnen hoehmolekularen Verbindungen abh/ingen, son- 
dern aueh vom L6sungsmittel and, zu einem geringeren Grade, yon der 
Temperatur. Im allgemeinen ist 

0 < a ~ 2  u n d K < l .  

Ftir a = 1 nimmt die Abh~tngigkeit eine einfachere Form an ~. K und a k6rmen 
graphiseh aus dem Diagramm der logarithmisehen Form yon G1. (3) ermittelt 
werden. 

Fiir den t~all einer unilateralen (irreversiblen, einseitigen, eindeutigen) 
Umwandlung (Transformation) eines Substrats kann die enzymatische 
Hydrolyse dutch die allgemeine I~eaktionsgleiehung 

k 
[s0] + [El ~oc, ~ *  [E] + [P| (5) 

besehrieben werden. 
Bezeiehnen wir m i t m  das Molekulargewieht des Elemengarbausteins 

und mit n den Polymerisationsgrad des Polymeren, dann ist das Molekular- 
gewieht des polymeren Substrats zu Beginn der enzymatisehen Hydrolyse 
M0 = m" n. Im Verlaufe der enzymatisehen I-Iydrolyse wire dieses 
Anfangsmolekulargewieht abnehmen und naeh unendlich langer Zeit 

k 
M0 + n .  m ~ , o  = n .  m + n .  ~H~o > n M |  = n (m + mH~o) (5) 

betragen. 
M = n + mi~eo bedeutet darin das Molekul~rgewieht des naeh tmend- 

~0 
lich langer Enzymeinwirkung erhMtenen l~eaktionsprodukts and micro das 
Molekulargewie!at des Wassers. 

Infolgeclessen wird im Verlaufe der enzymatisehen Hydrolyse eine 
kontinuierliehe Abnahme des Molekulargewiehtes des Substrats beob- 
aehtet, n/~mlieh 

M0(0) ~ M(t) > M| (6) 

3 H. Mark, Der feste KSrper, p. 103. Leipzig: ttirzel 1938; R. Houwink, 
~r. prakt. Chem. 157, 15 (1940). 

4 H. Staudinger und W. Heuer, Ber. dtseh, chem. Ges. 63, 222 (1930); 
H. Staudinger und W, Nodzy, Ber. dtseh, chem. Ges. 63, 721 (1930). 
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worin M (t) das Molekutargewieht des abgebauten Substrats im Zeit- 
punkt t naeh Beginn der enzymatisehen Hydrolyse ist. Die Abnahme des 
3s des Substrats im Zeitpunkt t ist der Enzymkonzen- 
tration [El, dem gerade vorhandenen Molekulargewieht M und der Zeit 
d t des Abbaues proportional : 

a M  = - - k  M [E] d t. (7) 

k ist die Reaktionsgesehwindigkeitskonstante des Substratabbaues, 
h/ingt spezifiseh yore Enzym ab und ist eine fiir jedes Enzym eharakteri- 
stisehe Gr6Be, die unabhgngig ist vom 15{olekulargewieht des abgebauten 
Substrats und seiner Konzentmtion. k hgngt hingegen ab yon der Tempera- 
tur, vom pH, yon Inhibitoren und Aktivatoren. Hydrolysiert das Enzym 
such noeh andere Substrate, so wird /c, unter optimalen Bedingungen, 
einen anderen Weft besitzen. Die Reaktionsgesehwindigkeitskonstante 
eharakterisiert daher das Enzym--Substrat-Paar und hgngt weder yon 
der Konzentration des Enzyms noeh der des Substrats ab, noeh vom 
Molekulargewieht des letzteren. Sie erscheint da.her als MaB ftir die 
spezifisehe Aktivitgt des Enzyms in der Hydrolysereaktion. Im CGS- 
System besitzt k die Dimension [em 3. g-l.see-1] und ist gleieh der 
Gesehwindigkeit der Reaktion einer Masseneinheit des Enzyms pro 
Volumseinheit in der Zeiteinheit. 

Durch Integration der G1. (7) in den dureh G1. (6) gegebenen Grenzen 
M - - ~ f  :~ t 

f - ~ [ E ]  a t .  (s) 

M o - - M ~  0 

erh//lt man den folgenden Ausdruek ffir die ~nderung des Molekutar- 
gewichts mit der Zeit: 

M(t) = (Mo-- M~) e-kiwi t + M~. (9) 

G1. (9) liefert das ~olekulargewicht M (t) des Substrats in einem beliebigen 
Zeitpunkt nach Beginn der enzymatisehen Hydrolyse. Fiir [El = 0 und 
t = 0 erhglt man aus (9) 

M (0) = Mo 

d.h. das Molekulargewieht des Substrats erleidet in Abwesenheit des 
Enzyms keine Xnderung. :Far E r 0 und t = ec ist M = M| d. h. das 
Molekulargewieht des Substrats ver/indert sieh unter dem EinfluB des 
Enzyms naeh einer hinreiehend langen Einwirkungszeit und erreieht 
sehliel31ieh den Weft des Molekulargewiehts des lgeaktionsprodukts. 

Diese Ver/inderung des Molekulargewiehts des Substrats kann mit 
Hilfe yon G1. (3) mit der spezifisehen Viskosit/~t der L6sung verkniipft 
werden 
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Far  nicht zu grol~e Konzentrationen kann [S] 2 vernachl~ssigt werden, 
d~ das 2. Glied der rechten Seite der Gleichung kleiner ist als d~s 1. Glied, 
Dies entsprieht einer fast ]inearen ]~eziehung zwischen ~]sp und [S]. 

Die Werte der Substrutanfangskonzentration [S] sind so gew/~hlt, daf~ 
sie den folgenden Bedingungen geh0rehen: 

[s] ~< b~0] [~] (11) 

B und [~] sind durch die lkTeigungen der fiir IS] ~ 0 extrapolierten Werte 
der Geraden 

Z~ = [~] + B [S] 

fiir die entspreehenclen MG des Substrats gegeben. Diese Bedingung 
erseheint ffir die viskosimetrisehe 1VIessung notwendig, um einen homo- 
genen Abbuu des Substr~ts im gesamten Volumen zu gew~hrleisten. Die 
Konzentration des Substr~ts ist so gew/~hlt, daft [E] ~< [S]. Damit kSnnea 
wir G]. (10) in folgender Weise sehreiben: 

al__ 
~ s p ( t )  = ~ ' p  (t) = Vk[S]M a = D M ( t )  (12) 

Dutch Einsetzen yon (9) in (12) erhalten wir 

~q]p (t) -= [D M o - -  D M ~] e -~[~]t + D M~ 

oder 

(13) 

~:~ (t) = [~: ,  (0) --~:~ (~)] ~-k~E~ + ~:, (~),  (14) 

gleichzeitig fiir D - M 0  = ~:p (0) und ffir D . M |  = ~'sp ( ~ )  wobei wir 
gesetzt haben. Durch Logarithmieren ]/iftt sich (14) in noch einfacherer 
Form anschreiben: 

In 0 (t) = in 0 (0) - -  k [E]  ~, (15) 
worin 

0 (t) = ~'s9 (t)--'q:p (c~) und 0 (0) = ~:p (0)--~}:p (c~). 

Die aus der Theorie gezogenen SehluBfolgerungen kennen experimentelI 
auf folgendem Wege geprfift werden: Man bedien~ sich eines Substrats mit 
verschiedenen ~V[olekulargewiehten M und miBt bei kleinen ]~onzentrationen 
IS] in einer Pufferlesung die spezif. ~Tiskosit~t ~sp (s. Abb. 1 a). Mit Hilfe der 
so erhaltenen Ergebnisse tr/%gt man Z~ = f([S]) auf und bestimmt dutch 
lineare Extrapolation die Grenzviskosi~ten [~3] und die :Neigungen B ~fir die 
verschiedenen Molekulargewichte M (Abb. 1 b). Aus dem Diagramm der 
logarithmischen Form von G1. (3) 

lg[~] = l g K  + a l g M  

kann K und a entnommen werden (Abb. 1 c). 
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Zu einer besgimmten Menge [S~ ~ [So] des Subsgra~s wird under optimMen 
Bedingungen (pI-I, T) eine bestimmte Menge des Enzyms en~spreehend der 
Konzentr ationsbedingung 

[E] < IS] 

H H 

J 

J 
J 

AIIM 

VSp (~) 

/ 

/ 
i 

Abb. I Abb. 2 

Abb. I. Schema~ische Darstellung a) der Abh~ngigkei~ der spezifisohen Viskositg~ ~sp yon der 
Subsf, ratkonzentra~ion [S]; b) der Abhgngigkei$ der u Z~ yon [S]; e) der Abhgngig- 

keit der Grenzviskositg~szahI [~] vom ~olekulargewicht M des Substra~s 

Abb. 2. Schematische Darstellung a) der Abhiingigkei~ der spezif. Viskosit~t ~sp yon der Zeit G t) 
der Enzymreaktion ftir ein Subs~rat des gegebenen Molekulargewieh~es M bei einer Enzymkonzen- 
tration [E]; b) der gleiehen Abh~ngigkei~ in logarithmiseher Form (vgl. Text); e) der Abh~ngigkei~ 

des Kehrwertes der l%elaxationszei~ k [E] ~ 1/~ yon der Enzymkonzentra~ion [E] 

zugesetzt  und die spezif. Viskosi~.~t ~sp(t) zu bes t immten  Zei tpunkten der 
enzymatischen Hydro]yse gemessen (Abb. 2 a). Ffir jeden Zeitpunkt t werden 
die ~u 

~sp = t/~sp (t) und  ~sp(~z) = 1/-~sp (~) 

berechnet  und  en~spreehend G1. (15) in 0 (t) = f (t) gegen die verschiedenon 
Molgewichte (21~ r) bei verschiedenen Enzymkonzentrationen [E] aufge~ragen 
(Abb. 2 b). -4us der Neigtmg der so erhaltenen Geraden kann man k [ E ]  
bestimmen und graphisch als Funktion yon [E] ausdriicken (Abb. 2 c). Die 
N e i g u n g  d e r  G e r a d e n  i s t  e i n  lYlag f i i r  d i e  spezif. A k t i v i t g t  des  E n z y m s  ]c 
( R e a k t i o n s g e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e ) .  
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Das mit einem reinen Enzym aufgestellte Eiehdiagramm (Abb. 2 e) ge- 
starter es, in beliebigen Proben einer enzymatisehen IIydrolyse der gleiehen 
Art die Konzentration [E]x des Enzyms zu bestitr~mem Es geniigt, fiir diese 
Probe die Diagramrae der Abb. 2a und 2 b zu zeiehnen und aus letzteren 
k [E]x in der angegebenen Weise zu bestimmen. 

Durch Differenzieren yon G1. (9) nach der Zeit erhi~lt man die An4erung 
des MG (M) des Substrats mit cter Zeit. Diese ~nderung ist, mit 4era ent- 
gegengesetzten Vorzeichen versehen, gleich der R G  

d M  
v(t)  - -  d t  - -  k [E] ( M o - - M ~ ) e - k [ E ] t  (16) 

der Enzymreaktion, die mit der Zeit t st/~ndig abnimmt. Der Anfangs- 
weft ist 

v (0) = k [El ( M o - - M ~ ) .  (17) 

Fiir den Fall sehr groBer Molekulargewichte des Polymeren M0 >~ Moo 
nimmt G1. (17) die Form 

v (0) = k [E]  Mo ( i s )  

an. Die Messung erfolgt in Internationalen Aktivit~tseinheiten (Bmol" 
�9 min-1). 

Die Beziehung zwischen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit v (0) 
un4 der Enzymkonzentration [E] bestimmt die spezifische Anfangs- 
aktivit~t 

v (0) 
- -  k Mo,  (19) 

[E]  

welche in der Einheit (cm 3 �9 rain -1) gemessen werden kann. 
Das Molekulargewicht des Substrats ist in einem beliebigen Zeitpunkt 

der Enzymreaktion gegeben durch 

M (t) = m ' n  (t), 

worin m wieder 4as ~olekulargewicht des Monomeren und n (t) der Poly- 
merisationsgrad ist. In  Ubereinstimmung mit G1. (18) kann die molekulare 
Anfangsaktivit/it [Z (0)] 4ann ausgedrtiekt werden durch 

z (o) = v (o_) = k [ E ]  n (0) (20) 
~n 

Der Anfangsgrud der Polymerisation ist hier gegeben durch 

Mo 
(o) = - - .  

m 
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Die Dimension der motekularen Aktivit//t in internationMen Einheiten 
ist rain -1. 

Die Beziehung zwisehen molekularer Anfangsaktivit/~t Z (0) und der 
Enzymkonzen~ration [E] bestimmt die spezifisehe molekulare Anfangs- 
aktivit/~t 

Z (0) 
- ~ n  (0 ) ,  (21) 

gemessen in Einheiten yon (era 3 �9 g-1 . rain-l). 
Da alle Ausdriicke fi~r die Enzymak~ivit/~t die Reak~ionsgeschwindig- 

keitskonstante k enthMten, schlagen wit vor, k = 1 (cm 3- g-l .see-1)  
ein Fer~n zu nennen. 


