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Aus allgemeineren theoretischen Griinden sind die SchluB- 
folgerungen einer friiheren Arbeit ~ definiert, welche sich auf die 
viskosirnetrische Verfolgtmg der Kinet ik bestimrnter Enzyrn- 
reaktionen beziehen. Es wird eine neue Methode zur viskosi- 
rnetrischen Bestimmung der M i c h a e l i s - - M e n t e n - K o n s t a n t e  an- 
gegeben. 

Enlargement  o] the Theory  ]or the Viscosimetrie  S t u d y  o] 
the Kine t i c s  o] Certain E n z y m a t i c  Reactions:  A N e w  Method  
]or the Viscosimetric  Determinat ion  o] the Michae l i s -Men ten  
Constant  

The inferences made in a preceding paper 1 dealing with the 
viscosimetric tracing of the kinetics of certain enzyme reactions 
were redefined for general reasons of a theoretical nature. A new 
method for the viscosirnetrie determination of the M i c h a e l i s - -  
M e n t e n  constant is described. 

E i n f i i h r u n g  

Die Methode der viskosimetrischen Verfolgung yon Enzymreak t ionen ,  
bei weleher ein Abbau  hoehmolekularer  Subst ra te  vor sieh geht, wurde 
von versehiedenen Autoren  erfolgreich zur Bes t immung  der ka ta ly t i sehen  
Aktivit/~t verschiedener E n z y m e :  Amylasen,  Nukleasen,  Proteasen,  
Pekt inasen,  Hyaluronidasen ,  Cx-Cellulasen usw. angewandt .  

1 2Fl. Tsehetkarov und D. Kole]], Mh. Chem. {)8, 1908 (1967). 
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D a  in der  L i t e r a t u r  ausre ichende theore t i sche  Vorausse tzungen  und  
Sehlugfolgerungen fiir l~eakt ionen fehlen, bei  denen sieh der  E n z y m -  
a b b a u  yon  hochmoleku la ren  Verb indungen  vol lzieht ,  sahert sieh die 
e inze laen  Au to ren  gezwungen,  die Versuchsbed ingungen  sowie die Ein-  
he i ten  zur  ]~ewertung der  A k t i v i t s  der  mi%virkencten E n z y m e  willkt ir l ich 
zu w/ihlen. Auf  diese Weise war  es aasgesehlossen,  v iskos imetr iseh  die 
einzelnen die E n z y m r e a k t i o n  besehre ibenden  K o n s t a n t e n  zu bes t immen.  

I n  einer f r i iheren Arbe i t  1 be fag t en  wir  uns mi t  gewissen theore t i sehen  
Vorausse tzungen  einer v i skos imet r i schen  Verfolgung yon  E a z y m r e a k t i o -  
hen der  soeben besehr iebenen  Art .  I n  einer anseMieBenden Arbe i t  2, 
welehe die k inet ische  Verfolgung der E n z y m r e a k t i o n  zwisehen dem 
E n z y m  Cellulase (EC 3.2.1.4 ~- l ,4 -Gluean-4-g lucanohydrolase)  und  dem 
S u b s t r a t  Na t r iumearboxymeghylee l lu lose  (Na-CMC) behandel te ,  wurden  
die uus der  Theorie  abge le i te ten  Sehlul3folgerungen exper imente l l  i iber-  
prfif t  und  best~t ig t .  

Die vor l iegende A b h a n d l u n g  s te l l t  eine Erwe i t e rung  der  berei ts  fest- 
ges te l l ten  Vorausse tzungen  aus a l lgemeineren Gr i inden dar .  ]:)as erm6gl ieht  
einerseits ,  unsere f r i iheren Vorausse tzungen  zu begrt inden,  und  anderer-  
seits zu neuen SchluBfolgerungen zur v i skos imet r i schen  Verfolgung der  
K i n e t i k  be s t immte r  E n z y m r e a k t i o n e n  zu kommen .  

T h e o r i e  

Zur Beschreibung der enzym-katMytischen Reakt ionen verwenden wir 
folgende Symbole bzw. Bedeutungen:  

Substrat Enzyrn 

Gewiehtskonzentration in mg/ml . . . . . . . . . . . . . . . . . .  IS] [E] 
Aufget6ste Einwaage, mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  M s  MEt. 
Kutalyt iseh akt ive Masse des gel6sten Enzyms, mg . . . - -  M E 
Volumen der L6sung, ml . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  V V 
Masse eines Molektils, mg . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ms m E 
Molekulargewicht, mg/mMol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~xs ~a E 
Anzahl  der Molekiile in der gel6sten Masse . . . . . . . . . .  N s  N z  
Anzahl der Molekiile pro Volumeneinheit,  1 ml . . . . . .  ns  nE 
Avogadro-Zahl pro 1 mMol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  No No 
Anzahl der akt iven Zentren in einem Enzymmoleki i l  - -  z 

Derngem/~g kSnnen die Konzentra t ionen des Substrats  und Enzyms din'oh 

M s  m s  N s  
i S ] =  V - -  V (1) 

ME mE NE 
[ E ] -  V - -  V (2) 

M. Tschetkarov, D. Kole]] und S. Banilcova, Mh. Chem. 08, 1916 (1967). 
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und die Zahl ihrer Molekfile in einer VolumeneinheiV durch 

N s  IS] IS] No 
- -  - -  ( 3 )  n s - -  V m,s y.s 

NE [E] [E] No 
n~ - - - (4) 

V mE ~E 

ausgedrfiektwerden. 

Bei der Ver/inderung der Masse eines Substratmolekiils, bzw. des 
Moleku]argewiehts des Subs~rats, k6nnen wit die G1. (1) folgenderma~en 
formulieren: 

M~ E mi N~ E tt~ N~ (a) 
IS] - v - v v N o  

Wenn wir fiir die Gesamtzahl der Substratmolekiile die Gleichung 
Ns--~ ~] N~, mit Gewicht ri = Ni /Ns ,  einfiihren, so ergibt sich fiir das 
durchschnits statistische Molekulargewicht des Substrats 

Z ~l rl Z/_t~ Ni/IVs Z ~ti Ni  
- -  - -  ( b )  

I~s -- y. r~ E Ni/Ns N s - -  

oder 

Dann folgt aus G1. (a): 

/~s N s  = Z #4 Ni. (e) 

[S] -- #s  Ns  
v No (d) 

oder 

N s  [S] No 
n s = - V - -  /~s ' 

was mit (3) fibereinstimmt. 
Zu Beginn der Enzymreaktion wird die Zahl der aktiven Zentren 

der Enzymmolektile in einer Volumeneinheit durch 

n~ : z n ~ - -  z [EJN~ (5) 

ausgedriickt. 
Im Verlaufe der Enzymreaktion verbindet sich ein Tell der aktiven 

Zentren mit den Substratmolekiilen, wi~hrend ein anderer Tell unbeteiligt, 
d .h .  frei bleibt. Wenn sieh alle aktiven Zentren der Enzymmolekiile 
mit den Substratmolekiilen verbunden haben, erreicht die Enzymreaktion 
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ihre maximale Geschwindigkeit. Die Enzymmolektile k6nnen ein (z = 1) 
oder mehrere (z > 1) aktive Zentren haben. Wenn aUe akt ivea Zentren 
bloekiert sind (z. B. dutch Bindung an Hemmstoffe),  wird z ---- 0. 

In  den meisten F/~llen haben die angewandten Enzyme eine chemische 
l~einheit verschiedenen Grades, welche yore Verh/fltnis 

M E  
r ~ - -  

MEL 

best immt wird. 
Einsetzen yon (6) in G1. (2) ergibt 

oder 

<~ 1 (6) 

[ E l  - -  
MEL -ME mE NE 

V r V  r V  

NE r [E] 

V mE ' 

so dai] G1. (5) [aus (4) und (8)] fibergeht in: 

(7) 

(8) 

o , =u z r [E] __ z r [E] N o _ p [E] N o 
n E - - - - z n E : z  V - -  mE tzE ~zn ' (9) 

worin p ---- z r. 
Der Ausdruck (3) zeigt an, da/] im Vertaufe des enzymatischen Ab- 

baues unter Abnahme des .Molekulargewichts ~zs des Substrats die Anzahl 
der ~olekfile in einer Volumeneinheit, ns, w~chst, bis sie nach Beenden 
der Reaktion den definierten Endwert  ns| bekommt.  

Bei der Wechselwirkung zwischen dem Enzym und dem hochmoleku- 
laren Substrat  soll die Reaktion v o n d e r  Art 

k + l  

nE -~ ns  <--~+ 
k -  1 

rea]isiert werden, in welcher 
Dimensionen haben : 

k+2 
(nEns) -> nE -~ ns~r (10) 

die Geschwindigkeitskonstanten folgende 

k+l (L -a T- l ) ,  k-1 (T- l ) ,  k+2 @-1).  

Aus der algebraischen Summe der Entstehungs- und Abbaugeschwin- 
digkeit des Enzym--Subs t ra t -Komplexes  

~ d  __ 0 = ]r247 h E n S - -  (k-1 ~ k+2) (nEns) ( i l )  
(hEns) 

d t  

erhglt man, indem man die Anzahl der freien aktiven Zentren des Enzyms 
in Rechnung setzt, 

nE : z n ~ -  (hEns) -~ n ~ - -  (hEns) (12) 
Monatshef te  fiir Chemie, 10013 63 
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ffir die Konzentrat ion des Enzym--Subs t ra t -Komplexes  zu einem be- 
s t immten Zeitpunkt den Ausdruck 

o 
/ b E  • S  

- , , (13 )  (hEns) K,~ + ns 
worin 

k-1 "-~ k+2 
K'm --  , (14) 

]%1 

die Michae l i s - -Men ten -Kons tan t e  (Dimension der Konzentrat ion;  L -3) 
ist. 

Die Geschwindigkeit, mit  der die Konzentrat ion us  der sieh unter 
Einwirkung des Enzyms abbauenden SubstratmolekiiIe ws ist der 
Abbaugeschwindigkeit des Enzym--Subs t ra t -Komplexes  gleieh, d. h. 

d n s  d (hE ns)  
- - k+~ (hE  n,s)  ( 1 5 )  

dt  d t  

oder, unter Beriicksichtigung yon (13): 

d n s  k+2  n ~  us 
(16) 

d t  K '  ' m -~- ~bS 

was mit  der Michael i s - -Menten-GIe iehung identisch ist a. 
Wenn man die Ausdriieke (3) und (9) in G1. (16) einsetzt, erh~lt man 

d ~ s _  k * [ E ] ~  (17) 
d t K m  tzs + [S] ' 

worin 

k* - -  p k+~ (18) 

und ~zE 
K~n k-1 4- k+2 

K m  --  - -  (19) 
No No k+l 

gesetzt wurde; die Michae l i s - -Men ten -Kons tan t e  (Kin) hat  nun die 
Dimension einer Molarkonzentration (M). 

Die DifferentiMg]eiehung (17) driiekt die Geschwindigkeit aus, mit  
der das tgolekulargewieht des Substrats im Verlauf der Enzymreakt ion 
abnimmt.  Man kann die G1. (20) 

g'S - -  tzfi~ ~ ~zS - -  ~zS cv t 

~SO - -  lz.gm iZSO - -  ~ S ~  0 

unter definierten Grenzbedingungea 16sen: 

a M.  Dixon und E. Webb, Enzymes, 2nd Ed., Longmans, p. 63 (1964). 

(20) 
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~zs0 - -  Molekulargewicht des Ansgangsubstrats. 
~zs~ - -  Molekulargewieht des Produkts (ungefs dem Gewieht des 

)5onomeren gleich). 
Izs - -  ~olekulargewicht des Substrats im Zeitpunkt t, vom Beginn 

der Enzymreaktion an gereehnet. 
LSsung der G1. (20) ergibt die Abh/~ngigkeit : 

in [zs-- tzs~ _~ [S] ( 1 1 ) _  k*[E] 
[zso - -  [zs  ~ - ~ m  so  -~ ~zs o~ [ z s - -  [ z s  ~ K m  t (21) 

welehe in impliziter Art die Ver/~nderung des Molekulargewichts ~zs 
des Substrats mit der Zeit t zeigt. 

Die Ausdriicke (17) und (21) weisen darauf hin, dM~ die Kinetik des 
Abbaus des Substrats wesentlich vom Yerh/fltnis zwisehen den Ko~- 
zentrationen [E] and IS] des Enzyms und des Substrats sowie vom 
Molekulargewicht des letzteren abh//ngig sein wird. 

Erster Fall 

Bei geringer Konzentration [S] des Substrats, wenn im Zeitpunkt 
t = 0 die Ungleiehung Km tzs >> [S] gilt, wird wegen des :Nenners yon (17) 
die Enzymreaktion vorwiegend naeh einem Exponentialgesetz verlaufen. 
In diesem Falle wird in (21) das zweite Glied yon links viel kleiner als 
das erste bleiben; daher wird der Beginn der Enz)nnreaktion durch den 
Ausdruck 

tzs - -  tzs ~ ---- ([zzo - -  tzs ~) e-it [E] t (22) 

beschrieben werden, welcher die vorher yon uns 1 abgeleitete Abh/ingig- 
keit yon der Abnahme des Molekulargewiehts des Substrats darstellt. 
Laut  (14), (18) und (19) h~ngt die Konstante yon allen Konstanten, die 
die Enzymreaktion [Typ (10)] eharakterisieren, ab: 

k* pk+2 _ p k + l k + ~ N  o (23) 
k - -  K m  - -  Km ~ZE ( k - 1  - k  k + D  ~E " 

Wir haben den Vorschlag gemacht x, diese Konstante Ferm zu nennen, 
denn sie erleiehtert die Bestimmung aller internationalen Einheiten fiir 
die Aktivit/~t eines Enzyms. 

Die Abnahme des Molekulargewiehts ~zz des Substrats gem~13 G1. (22) 
h~ngt ausschlieBIich yon der Enzymkonzentration [E] ab. Je geringer 
die Enzymkonzentration [E] ist, desto langsamer nimmt das Molekulax- 
gewicht y,s des Substrats ab und desto 1/~nger ist das Zeitintervall, in dem 
die Relation (22) gtiltig ist. 

W/ihrend der Enzymreaktion, nach Ablauf der yon [E] bestimmten 
Zeit tl, kehrt sich die oben betrachtete Ungleichung urn. Zur Zeit t >> t~ 

63* 
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lautet  sie K m  ~z  ~ [S], und die Enzymreakt ioa  wird wegen des Nenaers 
yon (17) ausschliel~lieh nach einem hyperbolischen Gesetz weiter ver- 
laufen. In  diesem Falle wird das erste Glied von (21) viel kleiner als das 
zweite und folglieh wird der zweite Teil der Reakt ioa  vom Ausdruek 

1 _ i § k* [E] 
fzs - -  ~s ~ ~ts0 - -  ~zs ~ ~ -  t (24) 

beschrieben. 
Abb. 1 zeigt schematisch die Veriinderung des ~olekulargewichts des 

Substrats im Verlaufe seines Abbaus. Aus der Neigung der Geraden 
kSnnen wit, wenn wit die Abhi~ngigkeiten (22) und (24) in Abb. 1 auf- 
tragen, die Konstanten/c  und/c* best immen und aus (23) die Michael i s - -  

Menten-Kons tan te  berechnen : 

/c* 
Km = k " (25) 

Zweiter Fall  

Wenn eine geniigend gro•e Konzcntrat ion [S] des Substrats gew/ihlt 
wird, bei welcher Km ~s ~ [S], wird die Enzym--Subs t ra t -Reakt ion  
Typ (10) wegen des Nenners yon (17) ausschliei31ich nach hyperbolisehem 
Gesetz (24) verlaufen. 

V i s k o s i m e t r i s c h e s  V e r f a h r e n  

Die Ausdriicke (22) und (24) k5nnen zur viskosimetrischen Verfolgung 
der Kinetik best immter Enzymreaktionen, Typ (10), fiir hochmotekulare 
Substrate angewandt werden. 

1. Kleine Substratkonzentrationen [S] 

Laut  der von M a r k  und Houwink  4 auf empirischem Wege festgestellten 
Abh~ngigkeit zwischen der Viskosit~tszahl [~] und dem Molekulargewicht 
~s eines Substrats 

[~] = K i s  ~ , (26) 

worin 0 < a ~< 2, und wegen des Zusammenhanges 5 dieser Zahl mit  der 
spezifischen Viskositi~t der LSsung mit einer Konzentrat ion [S] desselben 
Substrats 

:qsp = ~]re~- 1 ~-- [~]] [S] + B IS] u -~- . . .  (27) 

4 H. Mark, Der feste KSrper, Hirzel Verlag, Leipzig, S. 103 (1948); 
R. Houwink, J. prakt. Chem. 157, 15 (1940). 

5 p .  Allen, Techniques of polymer characterization, Butterworth, London, 
p. 226 (1952). 
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fiir n ich t  besoaders  grol~e K o n z e n t r a t i o n e n  des le tz teren,  und  wenn m a n  
sich auf  d~s ers te  Glied der  R, eihe (27) beschr~nkt ,  wie das  crwogen 
wurde  2, folgt  aus (26) und  (27) 

its | / K  IS] n 

Setz t  m~n (28 t in (22) ein, so erh~l t  mai l  

~Sp (t) - - ~ s p  (~:X~) ---- [~p  (0) --'t~S p (CX))]  e - k  [ E l  t (29) 

~ L  

2 

J 

c 

Abb. 1. a,) Schematische Dars~ellung der Ver~nderuag des ~r ~ z des 
Substrats  mit  der Zeit t der Enzym--Subs t ra t -Reak t ion .  b) Schematisehe 
D~rstellung der Ver~nderung von In (~s - -  ~s~) mit  der Zeit t. 

k 
[E] A t 

c) Schematische Darstellung der Veri~nderung yon I mit  der Zeit t. 

[El  h t 

eine Abhi ingigkei t ,  die frfiher yon  uns 1 abgele i te t  worden und  zur  Er-  
forschung der  E n z y m r e a k t i o n  zwischen Cellulase und  ~Na-CMC ange- 
w~ndt  worden is t  2. Aus  der  AbhSmgigkeit  (9) b e s t i m m t  m a n  Ieicht die 
Kons tun t e  /c. W i r d  (28) in (24) eingesetzt ,  b e k o m m t  m~n den Ausdruck  

1 _ 1 , k * [ E ]  
- -  t p t. (3o1 
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Aus dieser Abhgngigkeit kann man k* und weiter aus (25) die Michae l i s - -  
Men ten -Kons tan te  (Kin) bestimmen. 

2. Gro/3e Substratkonzentrationen [ S ]  

Wenn wir uns bei der viskosimetrischen Verfolgung einer E n z y m - -  
Substrat-Reaktion,  Typ (10), nieht auf das erste Glied der Reihe (27) be- 
schrgnken, welches den linearen Zusammenhang zwischen der spezifischen 
Viskositgt und dem ~olekulargewicht des Substrats, wie in (28), definieI% 
ist ein anderer Zusammenhang zwischen der Viskosit~t und dem Mole- 
kulargewieht des Substrats erforderlich. Baker  6 schIggt fo]gende Be- 
ziehung zwischen der Relativviskositgt ~qrel = ~q/~o, der Viskositgtszahl 
[~] und der Substratkonzentration [S] vor: 

Wir erhalten aus der G1. (31) und (26) fiir das ~olekulargewicht ~zs (t) 
des Substrats im Zeitpunkt t der Enzymreakt ion:  

- (32) 
~ s  = K [s] ' 

worin wit a, K und n als yon vornherein bestimmte Konstanten an- 
nehmen. F i i r n  wurde der Wef t  8 vorgeschlagen 7. So nehmen wir dureh 
(32) an, dag in jedem Zeitpunkt ~s des im Abbau befindlichen Sub- 
strats bekannt  ist. Setzt man (32) in (22) und (24) ein, so entfgllt bei 
der viskosimetrischen Verfolgung der Enzym--Subs t ra t -Reak t ion  die 
:Beschr/~nkung auf das erste Glied der Reihe (27). 

Aus der yon uns theoretisch abgeleiteten Abhangigkeit (24) erhalten wir 
unter der Bedingung ~s0, ~s >> ~z~0, welche fiir den Anfangszeitpunkt tier 
Reaktion giiltig ist, und aus den Beziehungen (31) und (26) 

( i / ~ , ~ ' - - 1 )  
N ]  - [ s ]  - K ~ 

[~] 11a 

V.,~ - K I/a 

den Ausdruck 

B [yj]--l/a= [~o]--l/a F [~]t, 

1~. Baker, J.  Chem. Soe. 103, 1653 (t913). 
K.  Hess und W. Philippo]], ]3er. dtsch, chem. Ges. 70, 639 (1937). 
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der  empir isch  abgele i te t  s, 9 und  unkor rek t  bei der  Best imxnung der  Aktivi$~.t 
des Cel lulasenenzyms angewand~ worden  ist. Die  K o n s t a n t e  

B = Ic* [E] K - - l / a  

wird  durch  unsere SchluBfolgertmgen mi t  les t  b e s t i m m t e n  Gr6Ben def inier t  
trod is~ eine L inear funk t ion  yon  [E], wie exper imente l l  9 bereiSs festgestel l t  
wurde.  

s K .  Almin  und  K.  E. Eriksson, Biochim.  biophys.  Ac ta  139, 238 (t967). 
9 K.  Almin, K.  E. Erilcsson und  C. Jansson, 1. c. 139, 248 (1967). 


