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ABSTRACT

THE CALORIC EQUIVALENT OF ATP-TURNOVER OF AEROBIC AND ANOXIC
METABOLISM.

The turnover rate of ATP is one cf the most general bioenergetic
quantities independent of the type of metabolism (aerobic or fer-
mentative) and of the coupling efficiency (P/2e ratio etc.). It
links the various processes of catabolism and anabolism as an ex-—
pression of the "biochemical speed of rotation". Similarly, the
rate of heat production is considered an unspecific measure of me-
tabolic rate applicable under aerobic and anoxic conditions. The
interpretation of biocalorimetric data in terms of ATP-turnover,
however, requires a detailed thermochemical analysis of the bio-
chemical pathways, i.e. of their stoichiometries and reaction en-
thalpies under physiological conditions, and of the molar ATP egui-
valent of any particular pathway. Such analyses are presentec for
aerobic and fermentative catabolism characteristic of organisms
ranging from bacteria to higher animals including man.

The caloric.equivalent of disspative ATP-turnover under non-gro-
wing conditions, CiATP varies from 76 to 83 kJ.mol | ATP in acrobic
metabolism, assuming a P/O-ratio of 3. In contrast to the uniform
catabolic pathway in aerobic organisms a variety of fermentative
reactions exists which differ with respect to reaction enthalpy
and efficiency of phosphorylation. Under anoxia the caloric equi-
valent of ATP turnover is reduced under most conditions relative
to the aerobic CSATP' This reduction amounts to up to 303 in lac-
tate and etlanol fermentation of glucose and from 30 to 50% in
propionate and acetate fermentation. Hence anoxic rates of heat
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production may be significantly less than the aerobic rate without
a corresponding reduction of metabolic rate expressed as ATP-turn-
over. Direct comparison of rates of heat production observed under
different physiological conditions may lead to erroneous conclusions
regarding the metabolic activity of organisms.

Organisms growing aerobically on glucose may theoretically con-
serve up to, but rather less than 25% of the catabolic rea-tion en-
thalpy in net biosynthesis. Uncertainties of energy balance calcu-
lations, however, stem primarily from the variability of physiologi-
cal "side reactions", such as enthalpies of neutralization and com-
plexation. Their significance in the estimation of caloric efficien-
cies of metabolism is discussed on the basis of the present state
of biological thermochemistry. An experimental example with aqua-
tic invertebrates illustrates the unique potential of the direct
calorimetric method in quantitative biocenergetics, while it also
points to some specific problems associated with the biochemical

interpretation of thermometric measurements.

DIREKTE KALORIMETRIE UND ATP-UMSATZ.

Die direkte Kalorimetrie erm8glicht die Quantifizierung der me-
tabolischen Aktivitdt von Organismen unabhdngig von den spezifi-
schen Prozessen der Energietransformation. Die vom Organismus mit
der Umgebung ausgetauschte Wdrme stellt ein meist ungeniitztes Be-
gleitprodukt des Stoffwechsels dar, dessen Produktion jedoch gesetz-
mdBig mit den physiologischen, lebensbestimmenden Reaktionen der
Zelle verkniipft ist. Die biologisch sinnvolle Interpretation direkt
kalorimetrischer Daten verlangt deshalb eine thermodynamische Ana-
lyse der biochemischen Reaktionen des Energiestoffwechsels. Der
Aufldsungsgrad oder umgekehrt das Unbestimmtheitsniveau dieser Ana-
lyse begrenzt den Informationswert kalorimetrischer Ergebnisse.

Der in Abbildung 1 dargestellte Verlauf der Wirmeproduktion von
aquatischen Evertebraten im Hungerstoffwechsel wird durch drei phy-
siologisch unterscheidbare Situationen bestimmt: (I) konstante Wir-
meproduktion unter anoxischen Bedingungen, (II) konstante Wiarme-
produktion unter aeroben Bedingungen, (I-II) transitorisch erhdhte
Warmeproduktionsrate (overshoot) beim Ubergang von anoxischen zu
aeroben Verhdltnissen. In diesem Versuch zeigt sich sowohl der be-

soncdere Vorteil der direkten Kalorimetrie als der einzigen Methode,
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Fig. 1. Heat production of Lumbriculus wvariegatus (Oligochaeta)

in fresh water measured in a LKB-2107 flow sorption microcalori-
+ o . ] -
meter. The mean - standard deviation of the mean is given for 5

experiments at 12%. ¢ is the minimal rate of heat production

min
disregarding periodical or irregular peaks of activity; 100% is

1

equivalent to -0.4 mW.g ' wet weight = 0.1 S.D. For methodologi-

cal details see Gnaiger (19). I:anoxic steady state rate of heat
production, II: aerobic steady state rate, I-II: overshoot during
anoxic—aerboic transition.

If the rates of heat production in these different physiological
situations are to be interpreted in terms of metabolic rate (ATP-
turnover), appropriate correction factors have to be applied, as
the caloric equivalent of ATP-turnover may be significantly dif-
ferent under varied conditions.
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welche ein derart komplexes und variables Stoffwechselgeschehen
kontinuierlich aufzuldsen vermag, wie sich auch die Problematik
der Interpretation der Warmeproduktion im Sinne einer "physiolo-
gischen Aktivitdt" exemplarisch verdeutlichen l#Bt.

Die allgemeine Grundlage des bioenergetischen Stoffwechsels be-
steht in der Ausbeutung physiko-chemischer Potentiale zur inter-
medidren Bildung eines einheitlichen Energietr&gers, Adenosintri-
phosphat (ATP). Der ATP-Umsatz stellt die zentrale bioenergetische
GroBe dar, die zwischen den vielfiltigen Prozessen des Katabolismus
und des Anabolismus als ein MaB der "biochemischen Drehzahl" ver-
mittelt (Abb.2). Die Rate des ATP-Umsatzes ist hier definiert als
die Geschwindigkeit, mit der ATP zu ADP (Adenosindiphosphat) irre-
versibel dephosphoryliert und wieder regeneriert wird.

Die verschiedenen Nukleotidtriphosphate werden als thermodyna-
misch identisch behandelt (38). Auf die M&glichkeit direkter Kop-
pelung einzelner kataboler und anaboler Reaktionen (3) sowie auf
die Bedeutung des nicht durch ATP vermittelten Ionentransportes (34)
sel hier nur verwiesen, ohne daB ndher darauf eingegangen wird.

Die zentrale Rolle des ATP-Umsatzes wird deutlich, wenn die ge-
koppelten Reaktionen des Energie-~ und Stoffumsatzes als eine Reihe
ineinander verzahnter Halbzyklen klassifiziert werden (Abb.2). In
nicht wachsenden biologischen Systemen wird der Halbzyklus des Ana-—
bolismus symmetrisch durch den "dissipativen Zyklus" ergdnzt und
geschlossen, nur wenn gleichzeitig keine Arbeit nach auBen ver-
richtet wird. Der ATP-Umsatz entspricht dann einem rein "dissipa-
tiven Stoffwechsel"” (Erhaltungsstoffwechsel im weitesten Sinn,
Situation I und II in Abb.71). Beli Nettoleistungen der Biosynthese
(Wachstum, Differenzierung, Reorganisation) ist der dissipative
Zyklus jedoch nicht geschlossen (im gegebenen Beispiel in der tran-
sitorischen Situation I-II, Abb.1, wenn anoxische Endprodukte zu
Glvkogen resynthetisiert werden).

In Analogie zur Unspezifitdt der Wdrmeproduktionsmessung driickt
der ATP-Umsatz die metabolische Aktivitdt unabhidngig von den jewei-
ligen Stoffwechselvorgdngen aus, iiber welche die verschiedenen Ener-
giequellen geleitet und physiologisch nutzbar gemacht werden. Ist
jedoch auch das Verhdltnis von Warmeaustausch und ATP-Umsatz in-~
variant gegeniiber qualitativen Ver&@nderungen des Stoffwechselge—
schehens? Nur die Konstanz dieser kalorimetrisch-biochemischen

Relation wilirde die Warmeproduktion als ein allgemeines MafB fiir den
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Fig. 2. ATP-turnover as the basic parameter of the metabolic rate,
linking catabolic and anabolic reactions (half cycles K and A). If
the ATP-cycle (ATP-turnover) and the dissipative cycle (D, protein-
turnover etc.) are closed, the three sites of heat production add
up to the total enthalpy of reaction in the catabolic half cycle,
'%gk(P)' Hence the caloric equivalent in the dissipative metabolism,
cmATP is a simple function °f‘AEk(p) and the ATP ccupling coeffi-
cient, VATP(?) (see equ.1).

quantitativen Vergleich der Stoffwechselrate von Organismen aus-—
zeichnen - die ausgetauschte Widrme selbst ist ja als ein "Abfall-
produkt" zundchst physiologisch irrelevant.

Die stochiometrischen Beziehungen des Katabolismus definieren
(unter Annahme konstanter Koppelung von Phosphorylierung und Elek-
tronentransport, P/2e") 1 den stdchiometrischen ATP-Koeffizienten,
VATP(P) 2 einer Stoffwechsel-Bilanzgleichung @, die sich aus der
Reaktion oder Reaktionsfolge Kk(p) des katabolen Haibzyklus (Abb.2)
und den damit gekoppelten Phosphorylierungsreaktionen zusammen-—

Tauf die mogliche Variabilit#t des P/2e -Verh&iltnisses (7) und auf
die Problematik der P/O-Bestimmung (25, 50) soll hier wiederum
nur verwiesen werden.
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setzt. Fiir das kalorische Aquivalent des dissipativen ATP-Umsatzes,

d . 3 .
ConTp {in kJ pro Mol =ATP) gilt dann
AHy (p) .
CiATP = v (o) (1)
aTp ‘P

‘bﬂk(P) ist die Enthalpiednderung einer Reaktion des (entkoppelten)
katabolen Halbzyklus, k(p). Wenn alle stSchiometrischen Koeffi-
zienten, v, (p) der katabolen Reaktion k(p) auf 1 Mol «=ATP normiert
werden, resultiert eine auf den ATP-Umsatz bezogene Reaktionsglei-—

chung mit den stdchiometrischen Koeffizienten, Damit ver-—

V. -
i/ATP
einfacht sich Gleichung (1) zur gleichbedeutenden Definition des

kalorischen Aquivalents des dissipativen ATP-Umsatzes

d _ - .
CoaTp = AH, (<ATP) (1")

Sdmtliche intermedidr gespeicherte Energie geht im dissipativen

Stoffwechsel irreversibel verloren, sodaB die katabole Reaktions-

enthalpie gleich der theoretisch zu erwartenden Warmeproduktion ist.

VATP(p) UND STOCHIOMETRISCHE BILANZGLEICHUNGEN DES STOFFWECHSELS

Die Berechnungen der Enthalpiednderungen eines Stoffwechselweges
basieren auf der stdchiometrischen Beziehung zwischen Substrat (en)
und Endprodukt(en), in welcher das Redox- (NAD/NADH-)Gleichgewicht
erhalten bleibt (17). Die Stoffwechselbilanzgleichung selbst ent-
spricht keinam physiologischen Reaktionsmechanismus, sondern faBt
die biochemische Reaktionsabfolge in einer der thermodynamischen

2Reaktionsgleichungen werden meist auf 1 Mol Substrat (s) oder 1

Mol Produkt (p) bezogen, weshalb sich die Unterscheidung vATP/s
und Vag als praktisch erweist, die den stdchiometrischen
ATP-KoegéEzienten in einer Bilanzgleichung pro Mol Substrat bzw.
pro Mol Produkt symbolisieren. Entsprechendes gilt fiir die sub-
strat- bzw.produktbezogenen katabolen Reaktionsenthalpien,

AH (s) und AH, (p) etc.

©«ATP symbolisiert ein den ATP-Zyvklus (Abb.2) durchlaufendes Adeno-
sintriphosphat, z.B. fiir die ATP-Umsatzrate, n A P/t (in Mol «=ATP
pro Zeit). Dadurch soll eine Verwechslung mit gat ATP-Bildungs-
rate, dnATP/dt (in Mol ATP pro Z2eit) vermieden werden.

3
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Analyse einfach zugdnglichen Form zusammen. Der durch eine Kette
von enzymatisch katalysierten Einzelreaktionen aktualisierteée (und
kompartimentierte) Stoffwechselweg interessiert dabei insoferne,
als er die chemische (und strukturelle) Maschinerie der ATP-Bil-
dung darstellt, durch welche der stéchiometrische ATP-Koeffizient
einer Bilanzgleichung bestimmt wird (abb.3).

Die biochemische Literatur, auf welcher das Schema des anoxi-
schen Stoffwechsels von Evertebraten und Vertebraten sowie vielen
Mikroorganismen und Pflanzen basiert, wurde bereits ausfiihrlich be-
sprochen (17, 59). Dem stdchiometrisch einfachen, "linearen" Typus
(53) der Laktat— und Athanol-Girung steht der komplexe, "verzweigte"
Stoffwechsel der Succinat- und Propionat-Gdrung gegeniiber: Auf dem
Niveau des Malats teilt sich der Stoffwechselweg in eine Vorwidrts-
und eine Riickwidrtskomponente des Krebs-Zyklus, der sich im gemein-
samen End- oder Zwischenprodukt Succinat wieder schlieB8t. Ausgehend
von Glukose sind die beiden Richtungen im Verhidltnis 1 (vorwidrts)
zu 5 (rlickwdrts, Fumarat —e Succinat) iber das gemeinsame Interme-
didrprodukt NADH (2[H] in Abb.3) gekoppelt.

+

1 C6H1206 + 4 HZO + 5 NAD =

- 2- - +

= 1c,H0, + 2 HCO;” + 5 NADH + 9 H (2)
2.5 CgH 0 + 5 HCO;~ + 5 NADH =

- 5c,H,0,2" + 10 H.O + 5 Nap* (3)

474 2

C _H,,0, + 2 HCO, = =2- (H,C,0,2” + H,0) + =2= H' (4)
67126 3.5 Y3 = 3.5 4“4%4 2 3.5

Im entsprechenden Verhdltnis gehen die ATP-Bildungsstellen in die

Bilanzgleichung ein (17). Aus vATP(Z) = 3 und vATP(3) 5% 2 er-
gibt sich fiir Reaktion (4)
= A3 _
vATP/s = 35 = 3.714 (Mol ATP/Mol Glukose}

In der Reaktionsgleichung wurden die S&uren in einer willkirli-
chen Dissoziationsform angeschrieben, wobei sich formell fiir den
stchiometrischen H' -Roeffizienten (Gleichung 4) im katabolen
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Fig. 3. Biochemical pathways in katabolism of glucose as intercon-

nected by the common intermediate NADH (2[H]). Anoxic end products
are formed without disturbance of the redox (NADH/NAD-)beclance via
linear (lactate, alanine), branched (succinate, propionate) and
coupled (acetate/succinate, acetate/propionate) pathways. In the
aerobic electron transport chain NADH is reoxidized at the expence
of oxygen, and the branched pathway is transformed into the cyclic
one (citric acid cycle). After Gnaiger (17).
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Halbzyklus vy+, (k) = 395 = 2.57 ergibt; bei pH 7 und 25°C gilt

jedoch fir den pH-abhingigen H' -Koeffizienten vﬁ+/s(k) = 2.67.

Es ist zu beachten, daB die Sduredissoziationskonstanten von der
Temperatur und Ionenstdrke abhdngig sind, wobei besonders die Dis-
soziationskonstante der Kohlensdure ins Gewicht f&llt, die hier mit
pKa = 6.37 (Handb.Chem.Phys. 1975) fiir reines Wasser eingesetzt ist.

Filir die Acetat-Gdrung 1l&dBt sich die einfache Reaktionsgleichung

CeH .0 = 3 CH0,” + 3 H' (5)

formulieren, obwohl kein linearer Stoffwechselweg zum Acetat fihrt.
Tatsdchlich entspricht die durch das Anoxibioseschema (Abb.3) defi-
nierte Acetat-Gdrung dem "gekoppelten” Stoffwechseltyp: Uber das
gemeinsame Intermedidrprodukt NADH ist die Acetatbildung im Verhdlt-
nis 1:2 mit der Fumaratreduktion gekoppelt, woraus ein stdchiome-

trisches Verhdltnis der Endprodukte, np (in Mol)

( ) € 0.5 (6)

Nacetat * Nsuccinat nPropionat

folgt (17), welches durch zahlreiche biochemische Analysen belegt
ist (16, 47, 52, 59, 26, 31, 56; Ausnahme: 60).

Wdhrend sich ein biochemisch flexibles Svstem des gemischt-fer-
mentativen Metabolismus entwickelt hat, indem unter anoxischen
VYerhdltnissen lineare, verzweigte und gekoppelte Stoffwechselwege
sinultan ablaufen kdnnen, fol«t der aercbe Katabolismus dem uni-
versellen "zvKklischen"” Stoffwechseltyp, da simtliche Energiequellen
in den Krebs-Zyklus eingeschleust und decarboxyliert wcrden (28).
Diese Einheitlichkeit vereinfacht die thermodynamische Analyse,
die in die bioenergetische Literatur besonders in der Diskussion
des oxvkalorischen Kquivalents,.Aﬂk(oz)[kJ/Mol 02] eingegangen ist.

REAKTIONSENTHALPIEN DES KATABOLISMUS UNTER PHYSTIOLOGISCHEN
BEDINGUNGELIN.

Eine exakte biochemische Interpretation kalorimetrischer Unter-
suchungen des dissipativen Stoffwechsels basiert auf A) genauer
Kenntnis der Stoffwechselwege, B) Verfligbharkeit physiologisch re-
levanter thermochemischer Daten iber die Substrate und Endprodukte

des Katabolismus und C) zuverldssiger Information iliber die Enthal-
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plednderung in Nebenreaktionen. Biliochemische Reaktionen laufen in
vivo annihernd isotherm und isobar in wissrigen L&sungen von hoher
Verdiinnung (meist millimolare Konzentrationen) der Reaktanten ab.
Eine Ionenstdrke von 0.2 mol . dm_3 kann als charakteristisch fiir
physiologische Medien angesehen werden, die zudem vielfach im Neu-
tralbereich pH-gepuffert sind. Informationen zur genauen Charakte-
risierung der chemischen Reaktionen im zellinternen Milieu sind
oft nur ungeniigend verfiigbar. Organismen repridsentieren jedoch of-
fene Systeme, die im kontinuierlichen Stoffaustausch mit ihrer Um-
welt stehen und sich wvielfach im stationd&ren Zustand befinden. In
dieser Situation reduziert sich das Problem auf die Zustandsbestim—-
mungen der Reaktanten im AuBenmedium, da 4ie vom biologischen Sy-
stem im FlieBgleichgewicht katalysierten Reaktionen ausschlieBlich
Veridnderungen im umgebenden System bewirken (9).

Die in Standardtabellen angefiihrten Bildungs—= oder Verbrennungs-
enthalpien beziehen sich auf Standardzustdnde, die nicht fiir phy-
siologische Bedingungen gelten. Enthalpiednderungen durch L&sung,
Verdiinnung, Dissoziation, Neutralisation und Komplexbildung miissen
berticksichtigt werden (57, 12). AuBerdem bedingt die Differenz zwi-
schen bombenkalorimetrisch ermittelten Verbrennungswirmen einen ho-
hen relativen Fehler in der Berechnung einzelner Reaktionsenthal-
pien, weshalb reaktionskalorimetrisch bestimmte Enthalpiewerte vor-

zugsweise heranzuziehen sind (51, 45).

Die Hydrolyse von Glykogen

Der allgemein wichtigste Reservestoff fiir den fermentativen
Stoffwechsel ist Glykogen (59), ein Polysaccharid der D-Glukose in
a~-1,4 glukosidischer Bindung, wobei auf etwa 8 — 10 Glukose—Reste
eine a-1,6 Bindung kxommt (28). Die Enthalpiednderungen der Hydroly-
se sukzessiver Glukosid-Bindungen verhalten sich im Makromolekiil
rein additiv (36). Wdhrend jedoch die Hydrolyse der a-1,4 Glukosid-
Bindungen exotherm verliuft, ist die Spaltung der a-1,6 Bindung bei
etwa gleichem Absolutwert endotherm (Tab.1). So schwankt die En-
thalpiednderung der Hydrolyse pro durchschnittlichem Glukose-Rest
je nach Verzweigungsgrad des Makromolekiiles bis zu 20%. Bezogen auf
den fermentativen Abbau von Glykogen wirkt sich diese Variabilitdt
jedoch mit weniger als 1% der Reaktionsenthalpie aus.
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hydrelysis of o-1,4 and a-1;6

aglu-
glu

cosidic 1inkages,‘A§P/kJ.mol- (reaction product: B-D glucose (aq) .,

25°C). Calculated after Ono and Takahashi (36).

4) animal-glycogen: 18.9 J.g-1; anhydrous: 22.0 J.g

b) phyto-glycogen: 20.4 J.g-1; anhydrous: 21.1 J.g_1

1

a-1,4 a-1,6 glucoside number of Agp

glucoside -1

% % residues [kJ.mol "]
100 0 a,B-Maltose 2 -4.61
(] 100 Isomaltose 2 +5.44
S0 50 Panose 3 +0.59
100 0 a-Amylose ~6000 -4.31
96.8 3.2 starch (corn) ~6000 -4.01
92.2 7.8 glycogen 2 ~6000 -3.56
90.6 9.4 glycogen b ~6000 -3.42

40% der aus Glykogen hydrolytisch gebildeten B-D Glukose wan-
delt sich durch Mutarotation in die anomere Form a-D Glukose um,
p = 1.162 kI.mol™ "
(51). Fir die enzymatische Spaltung eines durchschnittlichen Glu-
kosid-Restes von tierischen Glykogen ergibt sich somit bei 25°¢c

begleitet von einer Mutarotationsenthalpie, aH

die Reaktionsenthalpie der Hydrolyse, &H, (p) = -3.56 + 0.46 =
-3.10 kJ.mol—1 a,B-D Glukose (ag). Nach Gleichung (1) ist dies auch
der Wert fiir das kalorische ATP-Aquivalent (da VATP(P) = 1), wel-

ches verglichen mit dem weiteren Katabolismus der Glukcse auBeror-
dentlich niedrig (wenig negativ) ist. Physiologisch ist deshalb
die Wdrmeproduktion bei Glykogenabbau anders als bei Glukoseabbau
zu interpretieren: Die Warmeabgabe wiirde trotz konstanter ATP-Um-
satzrate um 30% sinken, wenn bei Laktat—- oder Athanol-Gi&rung nach
Erschépfung externer Glukose-Quellen interne Glykogenreserven ab-
gebaut werden (vergl. Tab.2, Zeile 1 und 4; Tab.4, 2. und 3.Block).
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Der Anteil der Neutralisationsenthalpie an der Stoffwechselwdrme.

Im weiteren Abbau der Glukose entstehen Kohlensdure oder orga-
nische Sduren, die entsprechend der Pufferwirkung des Mediums neu-
tralisiert werden. Die Nebenreaktionen der Neutralisation durch das
Puffersystem ist lber den pH-abhidngigen stdchiometrischen Koeffi-
zienten der Protonenbildung, v‘H+(k) mit der katabolen Reaktion
k gekoppelt. Von physiologischer Bedeutung ist wiederum die auf
den ATP-Umsatz bezogene Protonenbildung,

v' +(k
Vig*/eaTp = ‘Uﬂ_iTi?ll (7)

aTp '@
V'H+/mATP (in Mol H' pro Mol «ATP) ist die bei einem bestimmten pH
mit einem Stoffwechselweg verbundene und auf den ATP-Umsatz nor-
mierte Tendenz zur pH-Reduktion des zellinternen bzw. externen Me-
diums (entsprechend akkumulierender oder exkretierter Endprodukte).

Im aeroben Stoffwechsel schwankt v (pH = 7) zwischen 0.1

"HY JwATP
und 0.14, widhrend dieser Wert bei fermentativen Prozessen das 5-—
bis 10-fache erreicht.

Am Beispiel der Berechnung des Widrmedquivalentes der Laktat-G&a-
rung wird ersichtlich, daB bei Vernachldssigung der Neutralisations-
enthalpie ein Fehler von liber 50% m&glich ist und da8 die Reaktions-
enthalpie in vivo das Doppelte der iiber Verbrennungskalorimetrie
ermittelten Wirmetdnung betragen kann (Tab.2).

Die Neutralisationsenthalpie,.Agb, physiologisch wichtiger Puf-
fersysteme liegt in einem weiten Bereich von etwa +10 bis
-50 kJ . mol—1 Protonen (Tab.3). In SiiB~ und Meerwasser stellt das
Karbonat-System den wichtigsten extrazelluldren Puffer (23, 42)
mit einem hohen Temperaturkoeffizienten vonaAH, (Tab.3). Die Puf-
ferwirkung von Kalziumkarbonat ist in der Anoxibiose von Muscheln
und Schnecken von besonderer Bedeutung (27, 11). Intrazelluldr ist
die Pufferung durch Proteine infolge der stark negativen Neutrali-
sationsenthalpie der Imidazolgruppen wichtig. Wenn auchAﬂb(H+)_
Werte der wesentlichen Neutralisationsreaktionen tabellarisch ver-
fligbar sind, ist die relative Bedeutung verschiedener Puffersysteme
in vivo meist ungeniigend bekannt, und es miissen plausible Extrem-—
werte in die Berechnung eingesetzt werden. AuBer bei Verwendung

experimenteller Pufferldsungen (z.B. TRIS) ist unter physiologi-
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Tab. 3. Enthalpies of neutralization,‘ﬁgb(H+) of physiological buf-
fer systems. If available the values refer to ionic strength near
0.2 mol . dm_3. For further experimental details consult original

references..Agb(H+) corresponds to the reaction A~ + H'—esAH.

buffer system T A!—I_b(H*') pKa ref.
(°c) (kJ.mo1™ ")
bicarbonate
HCO4 /COz(aq) 0 -19 6.6 43
25 - 8.7 - -7.7 6.4 43,57
_ 37 -5 6.3 43
CaCO3(c)/HC03 25 -28 55,57
carboxyl groups
succinate 25 - 0.3 5.6 24,57
citrate 25 + 3.4 6.4 24,57
ohosphate groups
HPO,2-/H,PO,~ 0 -10 6.9 12
25 - 4.2 6.9 12
37 - 3.6 PH 6.6 15
pyrophosphate 25 - 0.4 6.8 24
glucose—-1-P 25 + 1.8 6.5 24
glycerol-1-pP 25 + 3.1 6.7 24
nucleotide-P 25 + 3.4 - +7.3 6.7 - 7.7 12,24
ribose—-5-P 25 +11.3 6.7 24
amine groups
glycylglycine 20 -48 pH 8.0 24,38
TRIS 25 -48 - =49 8.0 - 8.3 38
imidazole groups
histidine 25 -30 6.0 24
H.in protein 0 -32 6.5 12
H.in myoglobin 25 -30 6.6 24
H.in ribonuclease 10-32 -34 - =17 5.8 - 6.7 24
carnosine 0 -32 7.3 12
cysteine (-SH) 25 -36 8.4 24
ferrihemoproteins 20-25 -43 - =7 8.0 - 9.0 24
intracellular
mitochondria .
-in phosphate-media 25 -27 - +4 39
—in chloride and
acetate media 25 -27 - =18 39
erythrocytes 37 -17 33
muscle tissue 0 -31 - =25 PH 7.0 12
25 -28 - =22 PH 7.0 12
37 -26 - =20 PH 7.0 12
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schen Bedingungen eine maximale Neutralisationsenthalpie von
-30 kJ . mol”}
Werten ist bei der Neutralisation exkretierter Sduren in Wasser zu

(intrazellulédr) anzunehmen. Mit weniger negativen

rechnen.

Das kalorische Aguivalent des dissipativen ATP-Umsatzes.

Unter der Annahme, daB neben der Neutralisation dissozierter
Metaboliten weitere Nebenreaktionen keine signifikanten Enthalpie-
danderungen bewirken, kann die Reaktionsenthalpie des Katabolismus
aus den Bildungsenthalpien, Ay_f der Reaktanten, der Neutralisa-
tionsenthalpie und den entsprechenden stdchiometrischen Koeffi-

zienten berechnet werden.

<+
= 1 ]
AH Evi - 8Hp(yy * v+ (k) . AH (H) (8)
GleichermaBen gilt nach Gleichung (1') fir das kalorische Aquiva-

lent des dissipativen ATP-Umsatzes

AH, (*ATP) = ZIv - AHg (g,

+ L]
i i/ATP -4aH (H) (8')

VH* /eATP
Flir physiologische Bedingungen ermittelte Bildungsenthalpien bio-
chemisch wichtiger Substanzen und deren Dissoziationsformen finden
sich in einer wertvollen Zusammenstellung von Wilhoit (57). Die in
Tabelle 4 vorgeledgten Berechnungen basieren auf diesen thermodyna-
mischen Daten, welche nrur durch die neu berechnete Bildungsenthal-

pie von Glykogen,‘Aﬂf(aq, 25°C) = -975.5 kJ . mol-1 (siehe oben)
und von Propionsdure, lsgf(aq, 25°C) = -509.6 kJ . mol” ] sowie Pro-
pionat,‘Aﬂf(aq, 25°%) =-510.2 kJ . mol_1 ergdnzt wurde.

Die Bildungsenthalpie von Propionsdure und Propionat wurde aus
der Verbrennungsenthalpie von Propionsdure (1) (Handb.Chem.Phys.
1975), der Verdinnungsenthalpie, fiir die ein Mittelwert der Verdiin-
nungsenthalpien von Essigsdure und Buttersdure (57) angenommen wur-
de, und der Ionisationsenthalpie von Propionsdure (24) berechnet.

Bekanntlich ist das oxykalorische Aquivalent bei Fettatmung,

Agk(oz) = —438 bis —-455 kJ . mol_1 deutlich niedriger als bei Koh-
lenhydratverbrauch, aH, (0,) = -472 bis -496 kJ . mol™'. Das kalori-
sche Bquivalent des dissipativen ATP-Umsatzes nimmt jedoch im aero-

ben Fett- und Kohlenhydratstoffwechsel einen konstanten Wert von
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Tab. 4. The caloric equivalent of ATP-turnover in dissipative

metabolism.
s P Vo/s Vcoz/s VATP/s Vi*/~aTD A H; (=ATP)
AH =0 AH _=-30
F  co, a 45 361 0.10 -77.0 -80.0
nG CO2 b 6 37 0.13 -76.4 -80.3
s co, c 6 36 0.14 -78.5 -82.6
G lactate 2 0 2 1 -54.8 -84.8
ethanol 2 2 2 0.81 -62.8 -87.1
alanine 2 0 2 1 -76.3 -106.4
succinate 1.71 -0.86 3.71 0.72 -51.1 -72.6
propionate 1.71 0.56 5.43 0.44 -37.6 -50.9
acetate 3 0 5 3.60 -38.6 -56.5
nG lactate 2 0 3 .67 -37.5 -37.5
ethanol 2 2 3 0.54 -42.9 -59.1
alanine 2 0 3 0.6G6 -52.0 -72.0
succinate 1.71 ~-0.86 4.71 0.57 -30.9 -57.9
propionate 1.71 0.86 6.43 0.37 -32.3 -43.4
acetate 3 0 6 G.>0 -32.7 -17.6

CSATP is given as a function of various aerobic and anoxic substra-

tes (s), products (p) and the enthalpy of neutralization. CEATP

the enthalpy of reaction in the catabolic half cvcle per coupled
ATP—cycle,‘Aﬁk(NATP)/kJ R rnol—1 (equ.1). Calculated according to
equ. 8'from enthalpies of formation (57 see text) for dilute agque-

is

ous solutions at T = 25°C and pH 7, and for enthalpies of neutrali-
zation,.Agb(H+) = 0 (standard) andAAEb(H+) = -30 kJ . mol” ' (span-
ning the extreme for normal physiological conditions). Aerobic ca-
tabolism of fat (F=trimyristin(s)) and carbohydrates (nG = animal-
glycogen(ag), G = a,B-D glucose(aq)) is compared with anoxic cata-
bolism of glucose (G, block 2) and glycogen (nG, block 3). The ca-
tabolic balance equations are relative to the consumption of one
unit equivalent of substrate, i.e. vs(k) = —-1. They are expressed
in terms of stoichiometric coefficients of the product, Vo/s and of
total CO2 (HCO3 (ag) and COZ(aq)), ucoz/s. The enzymatically and
structurally channeled biochemical pathways determine the stoichio-
metric ATP-coupling coefficients, vATP/s' The pH-dependent (appa-
rent) stoichiometric coefficient of proton evolution per ATP-cycle,
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"ﬁ*/mATP is important both physiologically (acidification) and ca-
lorimetrically ( Agb(H+) ).
a - _ . _ . _ = -1
) Vo2/s = 63.5; RQ = 0.71; AH, (0,) = -437.6 to-454.8 kJ . mol ;
VATP/02 5.69.
b . - 1. = _ - -1,
) Vo2/s 6; RQ = 1; &H (0,) = -471.8 to -496.1 kJ . mol ;
Varp/o2 - ©-17-
c = — - - - = — — _1 -
) Vo2/s 6; RQ 1; aH, (05) 471.3 to -495.6 kJ . mol ;
VaTp/02 6.0.
d) vNH4/s —2; possibly transamination reactions are also in-—
volved in the formation of alanine (59), thence the linear path-

way of alanine fermentation would be transformed into a coupled

one (21).

etwa -80 kJ . mol_1 «ATP an (Tab.4, 1.Block; siehe auch Milligan
(32)). Fir die meisten Anwendungsbereiche ist die durch Substratbe-
schaffenheit und Neutralisationsenthalpie bedingte Variabilitdt

von CSATP unter aeroben Bedingungen vernachlissigbar gering (= 4%)
(30, 35).

Dem einheitlichen aeroben Mechanismus der ATP-Gewinnung steht
die Vielfalt energetisch gekoppelter Phosphorylierungsreaktionen
der verschiedenen anoxischen Stoffwechselwege gegeniiber. Dement-
sprechend finden wir auch eine ausdgeprdgte Abhdngigkeit des kalo-
rischen ATP-Aquivalents vom Stoffwechseltyp vor (Tab.4). Die rela-
tiv geringe ATP-Ausbeute und die Aciditdt der Endprodukte bedingen
berdies einen potentiell hohen Anteil der Neutralisationsenthalpie
an der anoxischen Stoffwechselwdrme. So ist es beinahe unméglich,
allgemeine Aussagen ilber CiATP untér Anoxia zu machen. Deutlich ist
jedoch der relativ geringe Enthalpieverlust, der mit dem ATP-Umsatz
der Propionat- und Acetat-Giarung insbesondere bei Glycogenabbau
(Tab.4, 3.Block) verbunden ist.

Bei Mikroorganismen (54) und gegeniiber Sauerstoffschwund tole-
ranten Evertebraten (Literaturiibersicht in 17, 59) wurde widhrend
anoxischer Akklimation eine sukzessive Umschaltung von Laktat- und
Succinatbildung auf Propionat- und Acetat-Garung beobachtet, wobei
sich die substratbezogene ATP-Ausbeute etwa verdoppelt und die
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=ATP-bezogene Protonenbildung sich stark vermindert (Tab.4). In
dieser Situation ist mit einem gegeniiber aeroben Bedingungen bis
zu 50% reduzierten Wiarmedquivalent des ATP-Umsatzes zu rechnen.
Aus dem Vergleich der aeroben und anoxischen Wirmeprodukticn (Abb.1,
Situation I und II) muB geschlossen werden, daB unter anoxischen
und aeroben Bedingungen trotz unterschiedlicher Niveaus der Wdrme-
abgabe eine annihernd konstante ATP-Umsatzrate aufrecht erhalten
bleibt, wenn die direkt-kalorimetrisch untersuchten Oligochaeten
tatsidchlich dem allgemein akzeptieren Stoffwechselschema folgen.
Diesbeziigliche Bedenken werden jedoch durch einen Vergleich di-
rekt— und indirekt-kalorimetrischer Daten nahegelegt (18).

DIE KALORISCHE EFFIZIENZ DES METABOLISMUS

Wenn neben dem dissipativen Stoffwechsel auch biosynthetische
Reaktionen zu beriicksichtigen sind, erreicht die thermodynamische
Analyse einen hSheren Komplexitdtsgrad. Hier stellt sich die Frage
nach der kalorischen Effizienz des Metabolismus, auf welcher Grund-
lage Thermogramme des Wachstums und des Regenrations— oder Erho-
lungsstoffwechsels (Abb.1, transitorische Situation I-II) interpre-
tiert werden kdnnen. Aus Abb. 2 ist leicht zu ersehen, da8 die
gréBtmdgliche kalorische Effizienz gegeben ist, wenn bei vollstdn-
diger Blockierung des zyklischen ATP-Umsatzes die ATP—-Konzentra-
tion durch die mit dem Katabolismus gekoppelte Phosphorylierung
erhdht wird. Dieser maximale Grenzwert der katabolen Effizienz wird
zwar nie verwirklicht, soll jedoch quantifiziert werden, da nach
anoxischer Reduktion des ATP/ADP-Verhdltnisses die urspriingliche
ATP-Konzentration am Beginn der aeroben Erholungsphase wieder auf-
gebaut wira (40).

Die kalorische Effizienz einer chemischen Reaktion hat im Gegen-
satz zur Gibbs'schen Energie-Effizienz kein theoretisches Maximum
von 1, erlaubt keine Aussagen liber die Irreversibilitdt (Entropie-
produktion) des Gesamtprozesses und ist konzentrationsunabhdngig.
Die numerischen Werte haben demnach vom thermodynamischen Stand-
punkt gesehen keine theoretische Bedeutung, stellen jedoch Grund-
grdBen im physiologischen Zusammenhang (20) sowie unter methedi-
schem Aspekt dar. Das in den katabolen Halbzyklen (Abb.2) schemati-
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sierte input-output Verhiltnis der Reaktionsenthalpien definiert
die kalorische (oder Enthalpie-) Effizienz des Katabolismus:

v {(p) - aH
?k‘Aﬂ) - ATP ATP (9)

AHL (0)

Die Reaktionsenthalpie des ATP-Halbzyklus.

AEATP ist die Reaktionsenthalpie der ATP-Hvdrolyse

total ATP + HZO —a» total ADP + total Pi (10)

wobei "“total ATP" die Summe aller Dissoziationsformen und Metall-
komplexe des ATP bezeichnet (was ebenso fir ADP und anorganisches
Phosphat, P., gilt) (Abb.4).

4-_H* 3- R 2-
ATP & HATPY = H2 ATP
h492¢ h492+

MgATPZ" = MgHATP"

~
Fig. 4. Tectal ATP: ionized species and Wg‘+—complexes of ATP as
considered in the calculations of AHATP

Kalorimetrisch wurde fliir die Reaktion

atp?” + 1,0 —abpp>" + HPO42_ + HY (10")

Al = =20 kJ . mol_1 (38) bestimmt, und kalorimetrische Untersu-

JiT
chungen wurden ebenso fiir die Mg2+—Komplexbildungen (4, 58) und
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H' -Dissoziationen (10) durchgefiihrt. Etliche Enthalpiewerte basie-
ren aber noch immer ausschlieBlich auf Temperaturvariationsdaten
(van't Hoff isochore plots) (48,37) oder wurden fiir unphysiologisch
niedrige Ionenstdrken ermittelt, was mitbestimmend fiir die Diskre-
panz der in der Literatur gebr&uchlichen Daten s2in mag. Die fol-
genden Berechnungen basieren auf der tabellarischen Zusammenstel-
lung von Enthalpiewerten und Gleichgewichtskonstanten von Curtin
and Woledge (12).

Die theoretischen Grundlagen fir die Analyse des ATP-Systemes
wurden von Albertv (1,2) diskutiert. Diese Studien geben noch kei-
nen AufschluB iber die thermodynamischen Parameter in vivo, da die
Neutralisationsenthalpie nicht beriicksichtigt wurde (S,12).¢;§ATP
ist eine Funktion von pH und plg (—log[MgZ+]) und wird im hohen
pH-Bereich entscheidend von der Neutralisationsenthalpie mitbe-
stimmt (Abb.5)

Eine weitere und bisher noch nicht analysierte Komponente der
Variabilitdt ist durch ¢ie Komplexierung von bei der ATP-Hydrolyse
frei werdendem Mgz+ bedingt. Unter physiologischen Verh&ltnissen

({pH 6 bis 8, pHg 2.5 bis 4.5) kdnnen je nach pH-pMg Kombination bis

Tab. 5. Enthalpy of reaction in phosphorylation of ADP (= -lsEATP)

as a function of pH, pMg, and enthalpies of pH- and pMg-buffering

(T = 25°C, ionic strength = 0.2 mol . dm ).
PH 6 7 8

AH_(H") 0 -30 0 -30 0o -30

pMg Aﬂb(Mg)
0 31 30 28 46 26 54
2.5 10 28 28 28 46 27 55
35 0 30 27 31 45 30 58
) 10 27 23 27 41 27 54
- 0 26 29 28 44 29 57

4.5

10 25 29 25 42 25 52
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zu 0.5 Mol M92+ pro Reaktionsidquivalent frei werden (Abb.6). Da die
Magnesium~-Komplexierung organischer Phosphate endotherm ist

(AH, (Mg) = 5 bis 19 kJ . mol”'; 44,12), kann ein der Neutralisa-
tionsenthalpie meist entgegengesetzter Effekt angenommen werden.
Nur bei auBergewhnlich hohen M92+—Aktivitaten wird Magnesium bei
der ATP-Hydrolyse in signifikantem AusmaB gebunden, womit eine exo-
therme Nebenreaktion der pMg-Pufferung gegeben widre (Abb.6). Eine
maximale Reaktionsenthalpie der ATP-Hydrolyse von —-57 kJ . mol_1
konnte deshalb bei pMg = 2, pH = 8.‘A§b(H+) = =30 kJ . mol—1 und
aH, (Mg) = 15 kJ . mol”' erreicht werden, ein Wert, der ohne Bertick—
sichtigqung eines pMg-Puffers auch bei pMg = 3.5 bis 4.5 und sonst

gleichen Bedingungen gilt (Tab. 5).

Katabole und anabole Enthalpie-Effizienz

Die widerspriichlichen Literaturwerte fiir die kalorische Effizienz
des aeroben Katabolismus,l’k(bg) von 0.25 (41) bis nahe 1 {20) las-
sern sich auf unzulissig vereinfachende Generalisierungen oder auf
eine unzuldssige Approximation von Gibbs'scher Energie- unéd Enthal-
pie-Effizienz zurickfilhren (in der N&he' des thermodvnamischen Gleich-
gewichtes istl)k(A§)=1, was keine Aussagen Uber den von Substrat-
und Pr .duktkonzentrationen unabhdngigen Wert von Vk(AE) erlaubt) .
Selbst angesichts der pH- und pMg-Abhdngigkeit der Reaktionsenthal-
pie ist eine prdzisere Bestimmung der kalorischen Effizienz des
aeroben Katabolismus mdglich: Nur in den Extrembereichen physiolo-
gischer Bedingungen, die in Tab. 5 umrissen sind (allerdings ohne
einzelne Zellkompartimente zu berﬁcksichtigen),erreichtl?k(AE) die
Grenzwerte 0.3 bis 0.7. Allgemeiner verwirklicht sind die Werte
der katabolen Enthalpie-Effizienz im Neutralbereich; bei.Agb(H+) =
-15 bis -30 kJ . mol ! gilt fiir aerobe Verhdltnisse Ok(Ag, pH 6.5
bis 7.5) = 0.50 = 0.15.

Da unter anoxischen Bedingungen das kalorische &guivalent des
dissipativen ATP-Umsatzes deutlich geringer als im aeroben Stcff-
wechsel sein kann (Tab.d4), nimmt die Enthalpie-Effizienz des an-

oxischen Katabolismus entsprechend zu

AHamp

7x@H) = I§ (=ATEY an
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und Effizienzwerte lber 1 kdnnen bei der Propionat-Gdrung theore-
tisch erreicht werden.

Jedoch selbst im Wachstums- und Regenerationsstoffwechsel wird
beinahe das gesamte gebildete ATP wieder verbraucht, sodaB von den
etwa 50% der intermedidr gespeicherten Enthalpie ein weiterer Teil
bei anabolen Reaktionen als Wirme dissipiert wird (Abb.2). Glyko-
neogenese und &hnliche Biosyntheseprozesse laufen mit einer anabo-
len Enthalpie-Effizienz von wiederum etwa 0.5 ab, sodaB bereits 75%
der Reaktionsenthalpie des katabolen Halbzyklus als Wirme verloren
gehen, ohne éald der Erhaltungsstoffwechsel im Sinne des dissipati-
ven Zyklus an der warmeproduktion beteiligt ist. Unter diesen theo-
retischen Bedingungen sinkt das kalorische Aquivalent des ATP-Um-
satzes, CwATP bis -60 kJ . mol_1. Wahrend ein Aufbau der ATP-Kon-
zentration diesen Wert weiter reduzieren wilrde, trdgt jeder dissi-
pative ProzeB (z.B. Aufrechterhaltung wvon Ionen-Ungleichgewichten,
jmsatz wvon Makromolekiilen, "futile cyvcles") zu einer gegen-—

T flir den rein dissipatigen

aor

innigen EBrhdhung bis zu -§0 kJ . mol™

n

Stoifwecnsel bei.

Es kann also ohne ndhere Bestimmung der tatsdchlich ablaufenden
znabolen Reaktionen mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden,
<al8 beim aeroben Erholungsstoffwechsel (abb. 1, transitorische Si-
tuation I-II) das kalorische Aquivalent des ATP-Umsatzes zwischen
cem relativ niedrigen Wert des stationdren Zustandes unter Anoxia
uné cdem hohen Wert des aeroben Dissipationsstoffwechsels liegt,
walchem es sich allmdhlich oder abrupt anndhert.

Auchn an anoxischen Mikroorganismen konnte eine Wachstumsenthal-
pie experimentell nicht nachgewiesen werden (14,22,34a, 46), da
cie methodische und/oder thermochemische Fehlergrenze keine genii-
cend hohe Aufl&sung der Energie-Bilanz zulieB. In erster Ndherung
182t sich deshalb die kalorimetrische Methode Uber das kalorische
fquivalent des ATP-Umsatzes mit dem YATP—Konzept des mikrobiellen

vachstums (49) verbinden.

Aw
Y, = =¥ (12)

"YIELD-ATP" ist der Zuwachs des Biomasse-Trockengewichtes, w pro

umgesetztem ATP. Sind C (ndherungsweise geschdtzt durch CSATP)

«=ATP
und YATP bekannt, 138t sich der Biomassezuwachs direkt aus der
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kalorimetrisch ermittelten Wdrmeproduktion, AQ, errechnen:

7o)
aw = = | Y (13)
CoaTp ATP

Die Arbeit wurde durch den "Fonds zur Fdrderung der wissenschaft-~
lichen Forschung in 8sterreich", Projekt Nr. 2919 und 3917 unter-
stiitzt. Ich danke Frau E.Pdder fiir c¢ie Reinschrift auch dieses Manu-
skriptes.

LIST OF SYMBOLS

Symbol Definition SI Unit
i i . -1

CoonTp caloric equivalent of ATP-turnover rJ.mol
CgATP caloric equivalent of dissipative ATP-

turnover "
Aﬂp enthalpy of reactionpg "
AHpmp enthalpy of hydrolysis of ATP "
Agb(n+) enthalpy of neutralization (H -binding) by

a pH-buffer system "
Aﬁb(Mg) enthalpy of MgZ+—binding by a pMg-buffer

system "
AH, enthalpy of combustion "
Agf enthalpy of formation "
Agk( ) enthalpy of reaction in the catabolic half

e cycle related to the balance equation ¢ "

Agk(mATP) AH, per mole of stoichicmetrically coupled

ATP-turnover, i.e..the caloric equivalent

of dissipative ATP-turnover "
Agk(oz) oxycaloric equivalent "
Aﬂk(p) AH, per mole of product "
AH (s) AH, per mole of substrate "
N.ATP molar ATP-turnover; number of moles of ATP -

passing the ATP-cycle ol
n, number of moles of chemical species i mol
AQ heat gain of a system; a negative sign in-

- dicates heat loss kI
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Symbol Definition
nk(Ag) Gibbs energy-efficiency of catabolic phosphorylation
of ADP
quag) enthalpy-efficiency of catabolic phosphorylation of ADP
ui(p) stoichiometric coefficient of chemical species i in

reactioneg

Vapp (@) stoichiometric ATP-coupling coefficient in reactionpg

vi/ATP v, based on 1 mole ATP; i.e. in a reaction with Varp™ 1

Ui/p vy based on 1 mole product

Vi/s vy based on 1 mole substrate

“ﬁ+/mATP apparent stoichiometric coefficient of proton evolu-
tion in the catabolic half reaction based on 1 mole
coupled ATP-turnover, dependent on pH, etc.

uﬁ+/p(k) uﬁ+ per 1 mole product in the catabolic half reaction

uﬁ+/s(k) uﬁ+ per 1 mole substrate in the catabolic half reaction

e reaction; metabolic equation
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