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Uber Phosphatase’

Von PauL OHLMEYER
"Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen
(Z. Naturforschg. 1, 18—30 [1946]; eingegangen am 18. Oktober 1945)

Eine Dialysierapparatur nach dem Gegenstromprinzip wurde enwickelt. Die
Dissoziationskonstante der Verbindung Prostataphosphatase-Glycerinphosphor-
sdure hat bei 37° und py; 4.5 den Wert 4,7 . 10—3. Die Hemmung dieser Phos-
phatase durch Fluorid wird durch Magnesiumsalz vergriofiert; sie beruht auf der
reversiblen Bildung von wirkungslosem Phosphatase-Magnesium-Fluorid. Die
Dissoziationskonstante dieser Verbindung hat bei 37° und py 4,5 den Wert
4,6.10-9. Die Fluoridhemmung wird auch durch Salze von Ca, Zn, Cd, Mn, Fe, Co,
Ni und Cu vergrofiert. Die Phosphatase des Harns und der Prostata wird, vor
. allem nach kathodischer Dialyse, durch Magnesiumsalz aktiviert. Muskelphospha-
tase, die bei py 4,5 wirksam ist, wird durch Magnesiumsalz stark aktiviert.
Aktivierung der Phosphorylase der Hefe durch Mangansalz ist noch in der Salz-
konzentration 10—6 Mole/Liter nachweisbar. Die untersuchte Phosphatase ist emp-
findlich gegen ultraviolettes Licht. Die Liosung zeigt wihrend der Bestrahlung
eine Zunahme der elektrischen Leitfihigkeit, die keinen Gang mit der Ferment-
inaktivierung aufweist. Aus Adenosintriphosphorsiure wird durch das Ferment
die Phosphorsdure quantitativ abgespalten. Das Prostataferment katalysiert die
Synthese von Glycerinphosphorsdure aus Alkohol und Saure. Das synthetische
Produkt wurde als krystallisiertes Bleisalz isoliert. Es bestand zur Hilfte aus
a-Ester, der optisch inaktiv war. Die Synthese ist abhidngig von der Wasserstoff-
ionenkonzentration; sie tritt bei py 6 ein, bei py 4 nicht. Die Gleichgewichts-
konstante von Glycerinphosphorsédure hat bei 20° und py 5,8 den Wert 1,8. Aus der
Anderung der Gleichgewichtskonstante mit der Temperatur errechnet sich fiir
Zimmertemperatur eine molare Spaltungswirme von — 1300 cal. Die calorimetri-
sche Messung der Spaltungswiirme ergab — 1300 cal pro Mol. Aus dieser Uberein-
stimmung folgt ein echtes Gleichgewicht, eingestellt durch das Ferment als echten
Katalysator. Aus den Gleichgewichtsversuchen wird geschlossen, dafl das HPOa,-
Ton die Reaktionsform der Phosphorsidure in der enzymatischen Synthese ist.

In der vorliegenden Arbeit teile ich Unter-
suchungen zur Kinetik, Chemie und Thermo-
dynamik des Systems der Phosphatase mit. Sie
befassen sich vorwiegend mit dem Ferment der
Prostata, das 1935 von W. Kutscher und
H. Wolbergs?2, und mit dem Ferment des
Harns, das 1925 von Fr. Demuth3 entdeckt
worden ist.

Im Laboratorium von W.Kutscher wur-
den wesentliche Merkmale des Prostataferments
gefunden: Proteinnatur, Optimum der Aktivi-
{iit in saurer Losung, relative Unempfindlich-
keit gegen Magnesiumsalz und Hemmbarkeit
durch Fluorid.

1 Abdruck einer am 23. Juni 1944 bei der Redak-
tion der Zeitschrift fiir physiolog. Chemie einge-
gangenen, aber dort nicht mehr erschienenen Arbeit
mit Genehmigung der Herausgeber. ®

2 Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 236,237 [1935].

3 Biochem. Z. 159, 420 [1925].

Wir untersuchten vor allem die Ferment-
Substrat-Verbindung, den Mechanismus der
Fluoridhemmung, die Aktivierung durch Mag-
nesium, die Synthese von Substrat, die Sub-
stratspaltung als Gleichgewichtsreaktion und
ihre Warmetonung.

I. Ferment und Substrat

a) Gewinnung der Fermentpriparate. Eine
neue Dialysierapparatur

Prostatasekret und Ejakulat sind die reich-
sten natiirlichen Phosphataselosungen. Die im-
merhin betriichtliche Mengen von Begleitstoffen
hat bei der Untersuchung des Ferments keine
nachweisbare Storung verursacht, und fiir die
in dieser Arbeit beschriebenen .Versuche sind
Priaparate verwandt worden, die lediglich durch
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scharfes Zentrifugieren und Dialyse gereinigt
warent. Ebenso war das Ferment aus (ménn-
lichem) Harn vorbehandelt.

Wir dialysieren kleine Fliissigkeitsmengen
in Kollodiumhiilsen von 8 cem Inhalt, die bis
zu 3 Tagen in reinem Wasser bewegt werden.
Um rasch und reichlich, osmotisch nicht ver-
diinnte Praparate zu gewinnen, benutzen wir
eine von uns entwickelte Apparatur. Sie beruht
auf dem Gegenstrom von Ligsung und Wasser
bei relativ groer Membran.

Die Losung fliefit aus einem Vorratsgefial
durch ein System von waagerechten geknitter-
ten Kollodiumschlduchen von 0,3 em Durch-
messer und 450 ecm wirksamer Linge. Dieses
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ohne Wartung und mit einer Wirkung, die sich
aus Tab. 1 ergibt.

Der Konzentrierung der Kolloide entspricht
eine erhohte Fermentwirkung der Volumenein-
heit. Da der wirksame Raum fiir die Losung
etwa 15 cem betrégt, standen in dem beschrie-
benen Versuch bereits nach 3 Stdn. 20 ccm der
dialysierten Fermentlosung zur Verfiigung.

b) Der Spaltungsansatz

Als Substrat verwenden wir vor allem B-glyce-
rinphosphorsaures Natrium, daneben Kalium gly-
cerinophosphoricum, beide von Merck. Der Ansatz
von 7,0 cem ist in der Regel in bezug auf das Sub-
strat 0,8.10—2 molar und mit Citratpuffer auf

H Dialysierte Dialysat
e , Lésung (= Wasserverbrauch)
— et = —
Volumen in cem . . . .. .. ... } 100 | 172 1885
Phosphat in y P,O, pro ccm 2680 1 3 566
Tab. 1. Stromdialyse von Harn. Dauer: 14 Stunden.
S W e T I B ‘7 D ) }7 o 7 D >~‘A-_ A_‘
Teile des Ferments . ... .. 100 85 | 70 60 | 50 [ 40 25 ‘ 15 ’ 8 | 2 I 0,5
| ! SRS IR TSN S N
N ‘ ——— - SEIENS S
Gespaltenes Substrat in y P,0, } 748 | 675 | 611 | 568 } 503 f 447 { 338 ‘i 231 | 131 ' 47 I 10

Tab. 2. Menge und Wirkung der Harnphosphatase.

tragt am Ende eine Kapillare, deren Weite und
Niveau die Stromungsgeschwindigkeit bestim-
men. Der Schlauch ist von einem 0,45 cm wei-
ten Glasrohr umgeben, durch das aus einer
Mariotteschen Flasche das Wasser flieit, und
zwar mit einer Geschwindigkeit, die durch die
Hohendifferenz von Einlauf und Auslauf be-
stimmt wird. Durch Einstellung des Spiegels
der Lésung im Vorratsgefill gegen das Niveau
des Wasserausflusses regeln wir auch das Ver-
héltnis der Drucke zu beiden Seiten der Mem-
bran, so dal Wasser hindurchtreten und die
Kolloide also konzentriert werden kénnen. Zur
Vermeidung einer Infektion wird die Liésung
mit Toluol und das Wasser mit etwas Chloro-
form versetzt. Der Apparat arbeitet 48 Stdn.

* Hrn. Dozent Dr. H.Hiillstrung haben wir
fiir die Versorgung mit Material aus der Haut-
klinik der Universitidt Tiibingen bestens zu danken.

pu 4,5 gebracht. Er reagiert 2 Stdn. bei 37° und wird
durch Trichloressigsiure oder bei verschwinden-
dem Eiweiligehalt durch Zugabe von Molybdat in
Schwefelsiure zur Phosphatbestimmung nach Loh-
mann u. Jendrassik?3 abgetitet.

Unter diesen Bedingungen spaltet 1 v Pro-
stataferment (Ejakulat nach der beschriebenen
Reinigung) durchweg 200 y Phosphorsiure aus
dem B-Ester ab.

Die Bildung von anorganischem Phosphat
istbei dieser Substratkonzentrationkeine lineare
Funktion der Fermentmenge, und um Ferment-
mengen vergleichen zu konnen, nehmen wir
eine Wirkungskurve auf. Eine mit Harnfer-
ment gewonnene Kurve geben wir tabellarisch
wieder (Tab.2). Mit Riicksicht auf die geringe
Wirkung des stark verdiinnten Ferments be-
trug die Reaktionszeit 5 Stunden.

s Biochem. Z. 178, 419 [1926].
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¢) Die Dissoziationskonstante der Ferment-Sub-

strat-Verbindung (mitbearbeitet von C. Kioes)

Die Kriimmung der Wirkungskurve erklért
sich daraus, dall die Reaktionsgeschwindigkeit
durch die Verbindung von Ferment und Sub-
strat bestimmt wird; deren Konzentration aber
wird mit relativer Erhohung der Fermentkon-
zentration nach Mafgabe der Dissoziations-
konstante kleiner. Die Dissoziationskonstante
der Ferment-Substrat-Verbindung errechnen
wir, indem wir das Massenwirkungsgesetz auf
die Dissoziation anwenden. Die Verhiltnisse
liegen ziemlich einfach, weil die Reaktion unter
den gewihlten Bedingungen praktisch zu Ende
verlduft, eine Bindung der Endprodukte an das
Ferment also zu vernachlissigen ist.

Wir setzen die Reaktionsgeschwindigkeit o
der Konzentration ¢p o der Ferment-Substrat-
Verbindung proportional und schreiben

v=Fk.cp - (1)

Ist das Substrat in grofem Uberschuf, so sollte
das Ferment mit Substrat gesittigt sein; die Ge-
schwindigkeit ist deswegen maximal und es gilt

max = k. c'FmS : @)

Bei niederer Substratkonzentration und also
mangelnder Séattigung koénnen wir das freie
Ferment angeben als

°Fm = “FmS — °Fms - 3
Aus den Gleichungen (1), (2) und (3) folgt
dann

max — Y “FmS — ‘FmS
& N °Fm$S
Nun setzen wir fiir die Dissoziation der Fer-
ment-Substrat-Verbindung:

@

Fm- s
‘Fm$S
oder nach den Gleichungen (3) und (4)

=k ®)

(Pmax— ) s

v

=K.

Wir koénnen also die Dissoziationskonstante
errechnen, wenn wir die Reaktionsgeschwin-
digkeiten kennen. Wir bestimmen die Geschwin-
digkeiten fiir maximale und stufenweise niedri-
gere Substratkonzentration, indem wir die
Kurve der P-Abspaltung nach der Zeit auf-
nehmen. Die Geschwindigkeit fiir =0 ergibt
sich dann in bekannter Weise aus der Neigung
der Grenztangente als v =dz/dt =tga. Wir
driicken tga wie iiblich im Einheitswinkel als
Ordinate in beliebigem Maf aus.

Fermente pflegen gegen exzessiven Substrat-
tiberschull empfindlich zu sein; in unserem Ver-
such wurde daher als Maximum die Substrat-
konzentration gewéihlt, die eben noch nicht
hemmte. Zur Probe haben wir auch, anstatt zu
differenzieren, den Verlauf zwischen 0 und
15 Minuten als Maf fiir die Geschwindigkeit
benutzt. Es ergab sich ein und dasselbe Resul-
tat, nimlich: K =4.7.10—3 (Tab. 3).

Es versteht sich, dall die Dissoziationskon-
stante genauer berechnet wird, wenn man statt

gll(})’sc:;‘;:. 7 P,0, abgespalten Real?tio.ns- ‘ Dissoziations-
N geschwindigkeit, konstante
_oaune n T relative Zahlen K.10®
Millimol/Ltr. | 15 | 30 1 60’ 120 240/
1,12 75 140 200 250 325 1 48
2,24 130 221 3410 430 550 1,62 5,0
3,72 182 308 490 620 790 2,49 42
7,44 250 442 720 920 1245 3,06 54
14,85 288 — 880 1140 1825 4,17 3.9
22,4 300 578 8§94 1205 1910 4.34 4,8
744 378 730 1312 — - 5,27 —
Mittel: 4,7

Tab. 3. Dissoziationskonstante der Verbindung Phosphatase-Glycerinphosphorsiure.

Prostataferment. py 4.5: 37°.



UBER PHOSPHATASE 21

der Konzentration der am Gleichgewicht be-
teiligten Stoffe deren Aktivititen einsetzt, da ja
diese allein das Massenwirkungsgesetz erfiil-
len. Diese Groflen kennen wir aber nicht, wir
schlieflen nur aus dem Fehlen eines Ganges in
den Werten fiir K, daf die Aktivititskoeffizien-
ten, zumal in der hohen Verdiinnung, nahe bei
1 liegen.

Ferner betrachten wir die im Ansatz herge-
stellte Substratkonzentration als die im Gleich-
gewicht vorhandene und vernachlidssigen die
Bindung an das Ferment, da das molare Ver-
héltnis der beiden sehr grof ist. Wire viel mehr
Ferment oder viel weniger Substrat vorhanden,
so wiirde ein scheinbarer Wert fiir die Kon-
stante gefunden. Aus seiner Abweichung von
dem wahren Wert lieflen sich aber cgin Glei-
chung (5) und weiter ¢y, qund die molare Fer-
mentkonzentration errechnen. Dazu wire es
erforderlich, extrem hohe Geschwindigkeiten
Zu messen.

II. Hemmung der Phosphatase durch
Fluorid®

(Mitbearbeitet von W.Fuchs)

a) Beteiligung von Magnesium an der Hem-
mung. Die -Dissoziationskonstante der wir-
kungslosen Fermentbindung.

W.Kutscher und A. Wérner haben ge-
funden’, daBl die Phosphatase des Harns und
der Prostata durch Fluorid in Abhéngigkeit
von dessen Konzentration gehemmt wird. Wir
zeigen in Tab. 4, daB diese Hemmung auch von
der Konzentration zugesetzten Magnesiumsal-
zes abhéngt: das Metall vergrolert sie.

Ammonium- Magnesiumchlorid, ¢.10?
fluorid
c.108 - [ 05 | 10 | 30| 60
0,4 502 j 464 442 328 249
0,8 | 273 ] 223 191 123 83
w |

Tab. 4. Einflufl von Magnesiumsalz auf die Fluorid-
hemmung der Harnphosphatase. Die Zahlen bedeu-
ten abgespaltene y P20s.

¢ Vorldufige Mitteilung, Naturwiss. 30, 508 [1942].
7 Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 239,109 [1936].

I'ir die Theorie dieser Hemmung kommt in
Betracht, dafl das Ferment mit den hemmenden
Stoffen eine Verbindung eingeht, die gegeniiber
dem Substrat wirkungslos ist8. Die Zahlen der
an ein Fermentmolekiil gebundenen Atome
miissen dann als Exponenten in der Dissozia-
tionsgleichung der Verbindung erscheinen, d. h.
Phosphatase . Mg, F, dissoziiert nach,

" ”n
CFm » CMg.. . CF/

=K. (6)
‘FmMg,,F

n
Fiir die Priifung dieser Gleichung und fiir
die Bestimmung von m, n und K gilt das Fol-
gende. Wir wéahlen eine so hohe Substratkon-
zentration, dafl die Reaktionsgeschwindigkei-
ten linear und gemil Gleichung (2) der Fer-
mentmenge proportional gesetzt werden kon-
nen. Bei verschiedenen Versuchen mit gleicher
Reaktionszeit sind dann also die abgespaltenen
P-Mengen ein Maf fiir den jeweils wirksamen
Anteil des Ferments:
°Fm P -
c'Fm o P ’ -
worin P und P’ abgespaltene P-Mengen be-
deuten.
Fiir den Fall der Hemmung gilt nun:

cFmMng‘” = ®Fm, Nichthemmung — ®Fm, Hemmung -
Statt des Quotienten aus Gleichung (6)
__Fm
°FmMg,,F,
1a8t sich daher auch schreiben

cl’<‘m. Hemmung

b
®Fm, Nichthemmung — °Fm, Hemmung

und unter Anwendung von Gleichung (7) folgt,
dal er gleich ist

PHemmung

PNichthemmung - PHemmung

Werden Cyppg-- und cp, bei festgehaltener Fer-
mentmenge von 0 ansteigend variiert, so ergibt
sich der fiir Gleichung (6) verlangte Quotient,
und fiir m und n werden ganze Zahlen gesucht,
die der Gleichung geniigen.

In Tab. 5 sind fiir m und n die Zahlen 1 und 2
eingesetzt, und sie sind giiltig, denn andere

8 Vergl. 0. Warburg u. W.Christian, Bio-
chem. Z. 310, 384 [1941].
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Zahlen wiirden fiir K einen Gang mit Mg~
oder F’ ergeben. Die Streuung der Werte fiir K
erscheint nicht grofl, wenn man beachtet, dafl
die aus den extremen Konzentrationen von Mg™
und F’ erhaltenen Produkte im Verhéltnis
1:1000 stehen.

Ammonium-ﬂ Magnesiumchlorid, ¢. 102
fluorid
c.103 — | 02 08 | 20
- “ -1 —
— | 720 — - —
0,3 L 690 610 472
4,2 4,0 4,4
1,0 — 459 319 153
3,5 6,4 5,4
3,0 | - — 92 43 25
| 2,7 4,6 6,5

Tab. 5. Dissoziationskonstante von Phosphatasemag-

nesiumfluorid. Prostataferment. 45 Min. Reaktion.

Die Zahlen bedeuten abgespaltene Phosphorsiure
in y P»0s, die fettgedruckten Zahlen K . 10°.

Der Mittelwert fiir K betriagt 4,6.10—9. Wie
die Dissoziationskonstante der Ferment-Sub-
strat-Verbindung diirfte auch diese Konstante
durch Einrechnung der Aktivititen und der
Tonenbindung — vor allem bei den groflen Ver-
diinnungen — keine erhebliche Korrektur er-
fahren. Sie zeigt, dafl die Gleichung fiir die
Bildung der inaktiven Fermentverbindung
lautet:

Phosphatase + Mg~ + 2 F' = Phosphatase . MgF, .

‘Wahrscheinlich ist das Fluor in dieser Ver-
bindung an das Metall gebunden.

Die Beteiligung von Magnesium an der Fluo-
ridhemmung eines Ferments haben schon O.
Warburgund W.Christian 8 beschrieben
und auf die Bildung eines Fermentkomplexes
zuriickgefiihrt. Die von ihnen untersuchte Hem-
mung der Enolase ist, wie O. Meyerhof und
W.Schulz? gefunden hatten, auch von der
Konzentration anorganischen Phosphats ab-
hingig. Die Hemmung der Prostata-Phosphatase
ist in Anwesenheit verschieden hoch konzen-
trierten Phosphats gleich grof.

b) Diskussion

Es fragt sich nun, ob dieser Mechanismus
der Fluoridhemmung allgemein zutrifft, ob also

® Biochem. Z. 297, 60 [1938].

die Beteiligung von Metallatomen unerldflich
ist. Erschopfend dialysiertes Ferment wird auch
ohne Zusatz von Magnesiumsalz von Fluorid
gehemmt. Liegt hier ein anderer Mechanis-
mus vor? :

Nun zeigen wir in Abschnitt I1I, daf die
Phosphatase des Harns und der Prostata sich
wie ein Metallproteid verhilt. Es ist aber leicht
einzusehen, dafl das Ferment durch Reaktion
allein des eigenen Metalls mit Fluor nicht
quantitativ in die inaktive Verbindung iiber-
gehen kann. Fiir diese Reaktion wiren nim-
lich zwei Gleichgewichte vorauszusetzen:

CProtein * “Me

°Fm

:.K

und

2
cPmtgi_n' Me" CF

=K. (8)
CFmF,

Dividiert man K’ durch K, so folgt

‘Fm* ) — K. ©)
cFmF,

In Gleichung (9) tritt die Metallkonzentration

nicht auf. Das bedeutet, daf die diskutierte Re-

aktion keine Abhingigkeit von zugesetztem

Metallsalz zeigen darf; sie ist also auszu-

schliefen. '

Wir halten es fiir wahrscheinlich, dafl das
einem Fermentmolekiil eigene Metall dissoziie-
ren und einem anderen Molekiil zum Aufbau
der Fluoridverbindung dienen kann. So wire
denn der oben dargestellte Mechanismus allge-
mein giiltig. .

‘Wenn Substrat und Hemmstoffe in definierten
Gleichgewichten mit Phosphatase reagieren, so
bedeutet das die Moglichkeit einer Konkurrenz
der beiden um das Ferment. Es ist also zu er-
warten, dafl das Ausmafl der Fluoridhemmung
bei niedriger Substratkonzentration grofl und
bei hoher klein ist. Diese Beobachtung haben
W.Kutscher und H. Wiist1? auch gemacht,
und wir konnen sie bestitigen. Unter Verwen-
dung der Gleichungen (5) und (8) lassen sich
diese Beziehungen formulieren, um ihre exakte
Priifung haben wir uns jedoch nicht bemiiht.

10 Biochem. Z. 310, 292 [1941].
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10_3-m,0l. ‘ 2. 10 -mol.
Zusatz : - me— ————i‘ e
Ca" | Zn* | Cd" | Ma®  Fe" | Co NI+ | Cw

SRS S —_— W I i
- 816 ; 733 1160 1025 i 882 1362 | 1362 162
Me 793 | 609 1135 1005 | 760 1275 | 1305 } 1342
0,9.10-3 F' 404 379 | 261 600 337 1036 | 1036 1036
Me+ F | 282 | 165 | 196 379 95 57 | 667 ‘ 319

Tab. 6. Wirkung von Metallen auf die Fluoridhemmung der Phosphatase. Harnferment.
Metallchloride. 2 Stdn. Reaktion. Die Zahlen bedeuten abgespaltene y P»0s.

Vor- Zuges. Mg P,0, abgespalten prozent.
behandlung Fepuent c.10® g | . Steigerun
2 : ohne Mg ; mit Mg g g
WD H 5,0 }j 297 344 20
WD H 15,0 | 148 192 66
FD P 0,5 - 597 647 15
FD P 025 | 949 | 1275 56
FD H 0,5 | 31 ; 49 66
FD i H 1,0 |21 | 584 17
FD | H 1,0 | 266 357 44
KD ? P 0,6 ’ 416 438 7,5
KD . H 3,6 127 150 | g
KD . H 0,4 ‘ 361 87 | 4

Tab. 7. Steigerung der Wirkung dialysierten Ferments durch Magnesium.
B-Glycerinphosphorsiure.
H: Harnferment. P: Prostataferment. WD: Dialyse gegen Wasser. FD: Dialyse
gegen Fluorid. KD: Kathodische Dialyse.

¢) Beteiligung anderer Metalle an der Hemmung

Anfangs glaubten wir, den Einflul von Mag-
nesium auf die Fluoridhemmung zur analyti-
schen Bestimmung von Magnesium und Fluor
heranziehen zu koénnen; dann fanden wir je-
doch, daBl auch zahlreiche andere Metalle eine
ahnliche Wirkung geben, Tab. 6 falit diese Ver-
suche zusammen.

Es ist bemerkenswert, dal Mn, Fe, Co und
Ni nach der Feststellung von I.. Massart und
[.. Vandendriesschel! Phosphatasen auch
aktivieren konnen.

ITI. Magnesium als Bestandteil des
Ferments
(Mitbearbeitet von W. Fuchs)

Seit H. Erdtmann!2 zeigen konnte, dall
Nierenphosphatase durch Magnesiumsalz akti-

4 Naturwiss. 28, 143 [1940]; vergl. R. Cloe-

vierbar ist, wurde diese Eigenschaft bei zahl-
reichen Fermenten gefunden, die die Esterbin-
dung und Esterspaltung der Phosphorsiure be-
wirken. Daher priifte W. Kutscher die Phos-
phatase des Harns und der Prostata, fand aber
nur minimale Effekte.

‘Wir konnen bestéitigen, daB eine Aktivierung
durch Magnesium bei manchen Fermentpripa-
raten ausbleibt, jedoch sagt unsere Statistik
aus, dal sie die Regel ist. Die Wirkungssteige-
rung durch das Metall reichte niemals an die
Befunde mit Nierenphosphatase heran, nur in
seltenen Fillen betrug sie iiber 250%. Raschere
Reaktion mit Mangan an Stelle von Magnesium
haben wir nur ein paarmal beobachten kénnen;
sie betrug 20—60%.

Eine Voraussetzung fiir diese Versuche ist

tens, Naturwiss. 28, 252 [1940] u. E. Bamann,
Naturwiss. 28, 535 [1940]. s

12 Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 177, 211
[1928].
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sorgfiltige Dialyse. Die besten Ergebnisse er-
hielten wir nach zwei Methoden: 1. Dialyse
gegen Wasser, gegen 0,01-m. Ammoniumfluorid
und wieder gegen Wasser; 2. kathodische Dia-
lysel3, ein Verfahren, bei dem die Anode inner-
halb der semipermeablen Zelle, die Kathode
aulberhalb angebracht ist.

Wir verwandten Fermentlosungen, die gegen
Wasser ausdialysiert waren, und legten in ling-
lichen Zellen von 10 cem Inhalt iiber einige Stun-
den 20—40 Volt aus einer Trockenbatterie an. Der
Verlauf der Stromstéirke wurde nicht verfolgt. —
Mit der kathodischen Dialyse ist immer eine irre-
versible Wirkungsabnahme verkniipft.

In Tab. 7 geben wir Beispiele mittlerer Akti-
vierung aus Reihen von insgesamt 80 Versuchen
wieder. Fiir ihre Auswertung wurde die Kurve
nach Tab. 1 zugrunde gelegt.

Aus unseren Versuchen schlieflien wir, daf die
Phosphatasen des Harnsund derProstataschwer
dissoziierende Metallproteide sind. Wenn aber
Metall ein Bestandteil des Ferments ist, so mufy
die Aschelosung der untersuchten Priparate
die Fluoridhemmung vergroflern. Dies ist der
Fall.

Wir lésen die Asche aus einer gegebenen
Menge Harnferment in 0,1-m. Salzsiure und
puffern diese Losung mit Citrat.

ccm Aschelésung. .. .| — 0,1

0,3 ‘ 0,5

7 P,0y abgespalten . .| 255 | 203 | 154

r

Tab. 8. EinfluB von Fermentasche auf die Fluorid-

hemmung. Harnferment. B-Glycerinphosphorsiure.
0,8. 10—3-m. Fluorid.

Analog wirkt die Asche von Prostatasekret.
Aus ihrer Liésung haben wir auch das Tripel-
phosphat geféllt und errechnen fiir Magnesium
4,5 y in 4,5 ccm Sekret mit 0,614 mg Trocken-
gewicht. Diese Ergebnisse heweisen die Mog-
lichkeit fiir ein Metallproteid, nicht seine Exi-
stenz.

IV. Versuche mit Muskelphosphatase

Mit der Phosphatase des Muskels, die bei
saurer Reaktion wirksam ist, hat Cl. Knoe-
venagell* Versuche angestellt, aus denen

3 P.Ohlmeyer, Naturwiss. 29, 672 [1941].
1 Biochem. Z. 305, 337 [1940].

eine geringe Aktivierung durch Magnesiumsalz
hervorgeht. Die Autorin verwandte Muskelbrei,
iiber dessen Zubereitung fiir die Aktivierungs-
versuche in ihrer Mitteilung nichts enthal-
ten ist.

Wie wir im folgenden zeigen, wird die Phos-
phatase des wilbrigen Muskelextrakts mach
Dialyse durch Magnesiumsalz bei saurer Reak-
tion etwa so stark aktiviert wie Nierenphos-
phatase bei alkalischer Reaktion, ndmlich auf
mehr als das Zehnfache des Ausgangswertes.

Wir verreiben Beinmuskulatur vom Meerschwein-
chen mit 1,3 Tln. Wasser, bewahren den Brei 24 Stdn.
bei + 1° auf, zentrifugieren und dialysieren den
Uberstand 24 Stdn. gegen Wasser. Dieser Extrakt

wird mit der Endverdiinnung 1: 70, d. h. mit 0,30 mg
Trockensubstanz im Versuch angewandt.

Magnesiumchlorid, ¢.10% . | 0,17 | 1,8 | 3,9

v P,0, abgespalten . ... 19 | 123

|
1l

210 | 230

Tab. 9. Muskelphosphatase, abhingig von Magne-
siumsalz. Ansatz mit B-Glycerinphosphorsidure bei
pu 4.5 (vergl. Tab.1).

Nach unseren Ergebnissen mit den Fermen-
ten des Muskels, des Harns und der Prostata
halten wir dafiir, dafl alle Phosphatasen im
Verhalten gegeniiber Magnesium grundsitz-
lich iibereinstimmen; dies um so mehr, als auch
andere Phosphatasen, die in- saurem Milieu
wirksam sind, wie das Ferment der roten Blut-

- korperchen (J. Roche1%) und das der Hefe

(A. Schéaffner und E. Bauer!®) als akti-
vierbar durch Magnesium erkannt worden sind.
‘Wenn es sich aber um Metallproteide handelt, so
sind sie im Dissoziationsvermogen des Metalls
verschieden und folglich leichter oder schwerer
zu erkennen.

V. Exkursiiber Phosphorylase

.Die Wirkung von Mangan auf Gérungsfer-
mente wurde zuerst von E. Buchner17 ge-

15 Biochemical J. 25, 1724 [1931].

16 Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 232,66 [1935] :
vergl. auch L. Massartu. R.Dufait, Naturwiss.
27, 806 [1939].

17 Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 46, 136 [1905].
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sucht, dann von E. Negelein!® wahrschein-
lich gemacht und schlieBlich im Heidelberger
Institut gefunden®. Zu diesen Fermenten ge-
hort die Phosphorylase, welche an der Um-
esterung der Phosphorsiure von Phospho-
brenztraubensdure auf Zucker beteiligt ist.
Nachdem wir gefunden hatten, dall wenige Mi-
krogramm Mangan eine Wirkung auf Phos-
phorylase zeigen, haben wir neuerdings Ver-
suche zur Feststellung der unteren Wirkungs-
grenze angestellt. Es ergab sich, da Mangan-
ionen die Reaktion noch in der Konzentration
6,6 .10—7 Mole/Liter, das sind 0,036 y im ccm,
beschleunigen. Man bestimmt hier die Grofe
der Latenzzeit, weil nach Eintritt der Reaktion
die Geschwindigkeit rasch auf das Maximum
steigt.

Da der Ausschlag bei einer ausreichenden
Anzahl von Fillen das Dreifache der mittleren
Abweichung iiberschreitet, folgt, dafl die Spu-
ren von Mangan in unserem Versuch wirksam
waren. Unser Ansatz enthielt aber zum Zwecke
der Sensibilisierung des Fermentsystems schon
einen Zusatz von Magnesium, das dem Mangan
wirkungséhnlich ist. Um so bemerkenswerter
ist der Einflull des Schwermetalls.

VI. Spaltung von Adeninnucleotid
durch Prostataferment

Die Frage, ob es eine spezifische ,,Adenyl-
pyrophosphatase* gibt, ist seit den Unter-
suchungen von E. Jacobsen?2® umstritten.
Die Phosphatase im Ejakulat spaltet die Phos-
phorsidure aus Adeninnucleotid quantitativ ab.

Prozente

Fille, in denen ;
Zahl der Versuche ’ :
Mangan unterlegen Minimalwert l Mittelwert ‘ Al?gv]gl;r:ng
- T “
26 3 | 60 91,6 +26
1l |

Tab. 10. Aktivierung der Phosphorylase durch kleine Mengen Mangan. Im Hauptraum der Gefille

0,3 cem Hefemacerationssaft, 45 Stdn. dialysiert; 33 mg Glucose; 0,07-m. Phosphatpuffer; 0,002-m. Magne-

siumchlorid; 0,1 cem Wasser bezw. 6,6 . 10—6-m. Mangansulfat. In der Birne: 0,01 ccm 0,014- m. Phosphor-
glycerinsdure. Volumen der Gesamtfliissigkeit 1,0 ccm; py 6,8. Im Gasraum: Stickstoff; 28°.

1 . .
i Verdiinnung Zeit in Stunden Maximum °
Substrat ‘ des — ’ ] nach

i‘ Ferments 1 i 2 22 Einwaage

i ! [ =

: =
Adenosinmonophosphat. . . ... .. 1‘ 1:4000 178 229 : — 234
Adenosintriphosphat . . ... ... . 1:500 211 | 230 | 247 264

Tab. 11. py 3,7; 37°; Spaltung in y P20 angegeben

Zur Anlage von Tab. 10 sind wir folgendermafien
verfahren: Wir lassen Hefeferment mit Phospho-
glycerinsdure (im Gleichgewicht mit Phospho-
brenztraubensdure) und Glucose reagieren und
messen manometrisch die Kohlensidure, die aus
freiwerdender Brenztraubensiure carboxylatisch
entsteht. Die Zeiten, die bis zur Entwicklung von
40 mm? im Ansatz mit Mangan verstreichen, driik-
ken wir als Frozente der Zeiten fiir die zugehorige
Wasserkontrolle aus. Aus den Prozenten errech-
nen wir den Mittelwert und fiir diesen die mittlere
Abweichung.

18 Vergl. O. Warburg u. W.Christian, Bio-
chem. Z. 287, 294 [1936].

1 P.Ohlmeyer u. S.Ochoa, Biochem. Z. 293,
338 [1937]. ;

Aus der Tabelle geht hervor, dal das Mono-
phosphat viel rascher hydrolysiert wird als das
Triphosphat21.

VII. Liichtempfindlichkeit des Fer-
ments

Messung der elekirischen Leitfihigkeit

Wie manche andere Fermente so wird auch
die Phosphatase des Harns und der Prostata

20 Biochem. Z. 242,292 [1931].

2t Wegen der Spaltung von Adeninnucleotid
durch Knochenphosphatase vergl. W. L. LLieb-
knecht, Biochem. Z. 303, 96 [1939].
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durch ultraviolettes Licht zerstort. Bei der sta-
tistischen Natur solcher Inaktivierungen, die
einzelne Molekiile ganz oder gar nicht erfas-
sen22, ist fiir die iiberlebenden Fermentmole-
kiile keine Anderung der Eigenschaften zu er-
warten. Bei unseren Versuchen blieben Akti-
vierbarkeit durch Magnesium und Hemmbar-
keit durch Fluorid bei teilweiser Inaktivierung
denn auch erhalten, Tab. 12 gibt ein Versuchs-
beispiel wieder.

Nun haben wir Versuche iiber die Wirkung
von ultraviolettem ILicht auf die elektrische
Teitfihigkeit von Losungen anorganischer und
organischer Stoffe ausgefiihrt23, und es inter-
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keitskurve um die Zeit der Erschopfung des
Ferments keinen Knick aufweist; eine Bezie-
hung zur Inaktivierung des Ferments ist also
nicht sichtbar.

VIIL. Synthetische Wirkungendes Fer-
ments

a) Isolierung synthetischer Glycerinphosphor-
saure

Der Versuch, einen Phosphorsidureester mit-
tels Phosphatase zu synthetisieren, ist in pri-
parativem Mafstab zuerst H.D. Kay 24 gelun-
gen. Er benutzte das Ferment des Darms, das

\ 12 Minuten mit UV
Unbehandeltes Ferment Tsauteilh

Bestrahlt, dialysiert,
Ansatz mit Magnesium

Bestrahlt, 60 Minuten
kath. dialysiert

100 ! 28

B 15,6 ‘ 21,5

Tab. 12. Einfluf von Magnesium auf Phosphatase nach UV-Bestrahlung. Harnterment. Angabe der Wirkung
in willkiirlicher Einheit. Glycerinphosphorsiure.

Zeit in Minuten .. ..... 0 | 8 | 16 | 24 ‘ 82 | 40 | 48 | 56 | 71 | 168 | 195
; dunkel

—_— ] :

3 5. SR N | 947 604 l 378 | 128 | 62| 49| o0 O O} — | —

Widerstand in Ohm . . . .. } 3065 2960 2810 | 2750 | 2650 2635 | 2625 | 2580 | 2520 | 2225 2230

Tab.13. Inaktivierung und Anderung des elektrischen Widerstands von Phosphataselésung im ultravioletten
Licht. Harnferment. Als Maf der Fermentaktivitit sind die im Normalansatz abgespalteneny P2Os angegeben.

essierte uns, ob die Abnahme der Aktivitit
einer Phosphataselésung einen Gang mit der
Anderung des elektrischen Widerstandes zeigte.

Die Losung befand sich in einem Leitfihigkeits-
gefil aus Quarz, das im Thermostaten mit Quarz-
fenster von einer Quecksilberdampflampe parallel
zur Ebene der Elektroden bestrahlt wurde. Die
Messung erfolgte bei 20° in der iiblichen Anord-
nung mit Wechselstrom nach F. Kohlrausch. Ein
Stickstoffstrom bewirkte ununterbrochene Durch-
mischung der Fliissigkeit. Die zu gegebenen Zei-
ten entnommenen Proben wurden sogleich auf ihre
Aktivitdt gepriift.

Stellt man die Werte der (gekiirzten) Tab. 13
graphisch dar, so sieht man, dafl die Leitfihig-

2 Zur Theorie vergl. B.Rajewsky. Biochem.
7.227,272 [1930] und W.Gentner u K.Schwe-
rin, ebenda S. 286.

# P.Ohlmeyer u. H Brilmayer, Strahlen-
therapie, 75, 521 [1944].

unter den Bedingungen der Spaltung Glycerin
auch verestert.

Auch mit der Phosphatase der Prostata kann
man Glycerinphosphorsiure darstellen.

Ansatz: 192 cem Glycerin, 47 cem sek. Natrium-
phosphat in Wasser und 1 cem unverdiinntes Fer-
ment wurden gemischt und 45 Stdn. bei 37° belassen.
Dabei wurden bei py 689 von 253 mg P verestert.

Isolierung: Die Fliissigkeit wurde aufgekocht,
abgekiihlt, mit 280 cem Wasser, mit 100 cem m-Cal-
ciumnitrat, mit Ammoniak versetzt, bis py =10
war. Nach eintigigem Stehen und Zentrifugieren
war die Losung frei von anorganischem Phosphat.
Sie wurde aufgekocht, abgekiihlt, mit Salpeter-
sdure schwach lackmussauer gemacht und mit
50 cem 25-proz. Bleiacetat versetzt. Langsam fielen
Nadeln von glycerinphosphorsaurem Blei. Aus-
beute: 0,599 g.

Analyse: 19,72 mg der Substanz verloren in
5,5 Stdn. bei 100° im Hochvakuum iiber Phosphor-

2t Biochemical J. 22, 855 [1928].
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pentoxyd 0,68 mg an Gewicht. In der vakuum-
trockenen Substanz wurde P colorimetrisch, Pb als
- ‘PbSO, bestimmt.

Fiir C3;H,04PPb (M.G. 377): P ber. 8,22%, gef.
8,12%, Ph ber. 54,8%, gef. 54,0%; P : Pb ber. 0,15,
gef. 0,15. Ausbeute demnach 49 mg von 89 mg P
=55%.

Das Priaparat war optisch inaktiv. Die Vertei-
lung auf o- und fB-Ester bestimmten wir nach
P. Fleury und R. Paris25 mit Uberjodsiure,
die nur die a-Verbindung oxydiert. Das Salz wurde
sauer mit Schwefelwasserstoff entbleit und mit
Kalilauge neutralisiert. Substanz mit 0,695 mg P
verbrauchte 2,15 mg Uberjodsiure, entsprechend
0,347 mg P als a-Glycerinphosphorsiure. Das syn-
thetische Produkt bestand also zu genau gleichen
Teilen aus dem a- und dem f-Ester.

b) Abhiingigkeit der Synthese von der Wasser-
stoffzahl (mitbearbeitet von C. Kioes)

Unsere préiparativen Syntheseversuche wur-
den bei py 6 angesetzt. Arbeitet man saurer, so
wird weniger Phosphat verestert, bei py 5 bleibt
die Veresterung aus.

Preovovon .......;j3,5’4,015,4]6,0}6,4

] 7,0

Phosphat verestert . .

{ 0 o!s2)32 36 | 16

Tab. 14. Abhiéingigkeit der Phosphatveresterung von
0 der Wasserstoffzahl.
Ansatz: 20 cem Glycering 0,5 cem Phosphat mit
0,8 mg P»05; 2 cem Prostataferment 1:10; 2,5 cem
0.1-n. Salzsiure bzw. Natronlauge; 37° 18 Stn.
Reaktion.

Der niedrige Wert bei py 7,0 beruht auf
verringerter Reaktionsgeschwindigkeit; nach
3 Tagen wurden iiber 30% erreicht. Bei

pu =5 ist das Gleichgewicht so sehr zugunsten
der Spaltprodukte verschoben, dafl es nicht zu
beobachten ist. -

Die Erscheinung, dall ein enzymatisches
Gleichgewicht mit der Wasserstoffionenkon-
zentration verschoben werden kann, ist soweit
wir wissen, zum erstenmal im Institut von
O. Meyerhof durch H. l.ehmann26 unter-

2% (. R. hebd. Séances Acad. Sci. 196, 1416 [1933].

26 Biochem. . Z. 281, 271 [1935]; vergl. auch J.
Banga, Studies from the Inst. of Med. Chem.
Univ. Szeged 3, 59 [1943]; ferner P.Ohlmeyer u.
L.Mehmke, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 272,
212 [1942].

sucht worden. L.ehmann zeigte, dafl die Ver-
teilung der gebundenen Phosphorsiure zwi-
schen dem Adenylséuresystem und Kreatir
von cy+ abhingt. Soll man in diesem und in
unserem Falle annehmen, dafl diese Wirkung
des Tonenmilieus auf das Ferment zu beziehen
sei? Kann ein Ferment also, vielleicht infolge
pp-abhéngiger Konstanten der Reaktionsgze-
schwindigkeit, eine bestimmte Konzentration
von Ausgangs- und Endprodukten erzwingzen
und insofern von einem echten Katalysator ver-
schieden sein?

Diese Frage hat bei einer &hnlichen Sachlage
Meyerhof sich vorgelegt, als er das tem-
peraturabhingige System der Zymohexase un--
tersuchte. Er verneinte sie, gestiitzt auf die
thermodynamische Betrachtung der Gleichge-
wichtsreaktion2?. So haben auch wir zunichst
festzustellen gesucht, ob sich bei der Reaktion

Glycerin + Phosphat = Glycerinphosphat
-+ Wasser

ein echtes thermodynamisches Gleichgewicht
einstellt.

¢) Die Gleichgewichtskonstante. Thermo-
dynamische Berechnung der Reaktionswdirme

In den ersten Versuchen (Tab.15) wurde die
Konstante des Gleichgewichts fiir 20° und py 5,8
bestimmt. Wir fanden
®Glycerin * “Phosphat_

= K=182
cG]ycerinphosphat * CWasser

H]\’ﬁorg. P_,Oi‘! Organ. P;(;;

CGlycerin \—;mu c.108 ‘ Cwasser K
10,86 ‘0,301; 2,12\: 1,24 & 11,1 1,68
10,86 | 0,308 217 1,19 111 1,78
2,72 ;‘ 0457 | 8,221 0,14 444 140
2,72 | 0,462 3,26} 0,10 444 1,96
10,86 [1,580 | 10,85 | 5,65 11,1 1,88
10,86 h 1650 | 1182] 5,18 11,1 2,10

Mittel : 1,82

Tab. 15. Bestimmung der Gleichgewichtskonstante,
Prostataferment. Reaktionszeit: 72 Stdn.

27 S, hes. O. Meyerhof, Biochem. Z. 277, 83
[1935].
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Die Aktivititskoeflizienten standen auch fiir
die Berechnung dieses Gleichgewichts nicht zur
Verfiigung. Die Bindung der reagierenden
Stoffe an das Ferment kann wegen ihres sehr
groBen Uberschusses wiederum vernachlissigt
werden.

Das echte Gleichgewicht wird daran erkannt,
daB es die Reaktions-Isochore von van’t Hoff

P OHLMEYER

Temperatur. Die Anwendung dieses Kriteriums
fiir das echte Gleichgewicht liaft jedoch bei
unserer Reaktion keinen bindenden Schluf} zu,
da sich ihre Gleichgewichtskonstante mit der
Temperatur zu wenig &ndert. Indessen ist die
Bestimmung der Phosphorsidure genau genug,
um die Errechnung der Warmeténung nach der
Reaktions-Isochore zu ermdoglichen, und wir

Reaktions- Anorg. Org. | U
Versuch T zeit Phosph. Phosph. K, in cal
in Stunden c.103 c.103 |
A — | 0 2,77 — l —
810 | 14 1,75 1,04 | 1,71 ] 190
274 | 24 1,92 086 | 22 f
310 | 14 1,80 0,98 lo1,84
B — 0 — 2,66 J -
310 15 1,68 0,97 |1,72
274 48 1,85 0,81 ‘ 2,29 1380
310 24 1,68 0,97 Lo1,72
Y — 0 3,36 = = ]
274 48 2,27 1,08 2,10 1250
310 24 2,07 1,29 1,61 [
D Lo 0 2,89 - -
310 48 1,73 1,16 1,49 l
E - 0 2,78 = = g
274 48 1,84 0,95 1,49

Tab. 16. Errechnung der Wirmetonung aus den Gleichgewichtskonstanten.

Prostataferment. 10,86-m. Glycerin. 11,1-m. Wasser.

erfiillt. Diese Gleichung lautet, wenn keine
dullere Arbeit geleistet wird,

dlnK U
AT T RT:

Durch Integration und Einsetzen dekadi-
scher Logarithmen und des Wertes 1,986 fiir

R folgt
_ 4571 (logK, —logK)) ., .

U
T2_ Tl !

Hierin bedeutet U die Warmetonung der Reak-
tion, K: die Gleichgewichtskonstante fiir die
tiefere Temperatur T+ und K. diejenige fiir die
hohere T. v .

Nach der Reaktions-Isochore bilden die T.oga-
rithmen der Gleichgewichtskonstanten inner-
halb eines nicht zu groflen Temperaturbereichs
eine lineare Funktion der reziproken absoluten

besitzen ein Calorimeter, das die Wirme, so
klein sie ist, mit ausreichender Genauigkeit zu
messen erlaubt. Es wird also der Vergleich der
gemessenen mit der errechneten Wérmetonung
sein, der die Entscheidung dariiber bringt, ob
das Gleichgewicht dem zweiten Hauptsatz ent-
spricht oder ob die Konzentrationen vom Fer-
ment erzwungen werden.

In Tab.16 haben wir die Versuche zur Er-
rechnung der Wirmetonung nach der Reak-
tions-Isochore zusammengestellt. Thr ist zu-
gleich zu entnehmen, dal das Gleichgewicht
.von beiden Seiten* erreicht werden kann. Als
Glycerinphosphat wurde fiir die Versuche zur
Einstellung vom Ester her das Kaliumsalz von
Merck verwandt, weil es zu etwa 40% aus der
2-Verbindung besteht und insofern dem syn-
thetisierten Produkt dhnlich ist.
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Fiir die genaue Errechnung der Konstanten
sollten die Aktivitdatskoeffizienten bekannt sein.
Diese Korrektionsgrofen hiitten jedoch als Fak-
toren auf die Differenz der Logarithmen und
also auf den Wert fiir die Wiarmeténung nur
insofern einen Einflufi, als auch sie temperatur-
abhiingig sind. Wir machen mit ihrer Vernach-
lassigung also keinen grofien Fehler.

Als Mittel fiir die molare Reaktionswirme
der Glycerinphosphorséure bei Zimmertempe-
ratur finden wir 1275 cal. Da das Gleichgewicht
sich bei erniedrigter Temperatur zugunsten der
Spaltprodukte verschiebt, ist fiir die Spaltung
exotherme Reaktion zu erwarten.

29

0,15 cem Ferment in 20 cem 0,035 m Substrat ein-
gekippt.

Aus der guten (zufillig numerischen) Uber-
einstimmung zwischen der thermodynamisch
errechneten und der calorimetrisch gemessenen
Wirmetonung der Reaktion ist zu schlieflen,
daB es sich um ein echtes, verschiebliches Gleich-
gewicht handelt. Das bedeutet aber, dafl seine
Lage vom Katalysator unabhiingig ist. Die
Phosphatase ist also ein echter Katalysator;
sie erhoht die Geschwindigkeitskonstanten der
Spaltung und der Veresterung um den gleichen
Faktor. Der oben beschriebene Iinflufl der
Wasserstoflionenkonzentration kann sich kine-

¢ (Reak- :\Vattsekunden iiber ¢ Reakt.- Substrat- Molare
A ) = e umsatz Reakt.-
Versuch | tionszeit || 4 . Wirme . .
in s) | vor | bei in cal ' S
' Reaktion i Reaktion Millimol in cal
A 5580 6,84 594 | 0215 0,19 —1170
B 4365 6,55 586 | 0,165 0,118 1380
C 7310 2,63 1,28 0,325 0,246 —1300
D 6640 4,03 2,83 0,285 0,246 —1160
Mittel: —1275

Tab. 17. Spaltungswiirme der Glycerinphosphorsiure. Prostataferment. py4,5; 24,5,

d) Calorimetrische Messung der Spaltungs-
widrme

Unser Calorimeter beruht auf der Substitu-
tion der elektrischen Heizung eines kleinen
Thermostaten durch chemische Wirme. Die
Stromarbeit im Thermostaten vor der Reaktion
ist gleich der Summe von Stromarbeit und
Reaktionswirme wihrend der Reaktion. Ken-
nen wir die beiden Stromarbeiten, so ergibt ihre
Differenz fiir die Versuchszeit die Reaktions-
wirme in Wattsekunden.

Bei der Messung der Stromarbeit sind Strom und
Widerstand (der Heizspirale) konstant. Die Heiz-
zeit wird an einer elektrischen Uhr abgelesen, die
vom Regulator zugleich mit dem Heizstrom ein-
und ausgeschaltet wird. Wir arbeiten mit Stromen
von 1—3 mA und messen Wirmemengen von 0,1
bis 5 cal, wenn diese in 1—3 Stdn. entwickelt werden.
Austiihrliche Angaben iiber die Apparatur und iiber
einige Messungen werden wir spéter machen.

In den Versuchen, die in Tab. 17 zusammen-
gestellt sind, wurden nach mehrstiindigem Tem-
peraturausgleich und Messung der Leerwirme

tisch insofern bemerkbar machen, als er die Ge-
schwindigkeit der Einstellung des Gleichge-
wichts verindert, wie wir es auch gefunden
haben. Die Lage des Gleichgewichts indessen
wird bei konstanter Temperatur durch die Kon-
zentrationen der reagierenden Stoffe bestimmt.

Die Konzentration der Phosphationen héngt
von der Wasserstoffzahl ab; die zweite Valenz
der Phosphorsidure dissoziiert erst in schwach
saurem Milieu, Px, ist 6,81. Unsere Lésung ist
nun stark glycerinhaltig. Nehmen wir aber an,
dafl die Dissoziationskonstante der zweiten
Phosphorsidurevalenz darum nicht erheblich
verschoben ist, so folgt, daBl die py-Grenze, die
wir fiir die Veresterung fanden, durch p, ge-
setzt ist. Das HPOs-Ion ist dann die Reaktions-
form der Phosphorsidure in der enzymatischen
Synthese. Seine Konzentration fallt bei py =
5—6 schon ins Gewicht, eine Synthese kann be-
obachtet werden; bei py > 7 mufl die Bildung
des Esters griofler, die Konstante also kleiner
sein. Die Angaben von D. H. Kay, der mit
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»alkalischer® Phosphatase arbeitete, lassen denn
auch eine Gleichgewichtskonstante errechnen,
die im Gegensatz zu der unsrigen kleiner als 1
ist. Da nun die Reaktionsgeschwindigkeiten mit
der ,,sauren‘ Phosphatase der Prostata im alka-
lischen Gebiet sehr klein sind, ist fiir die exakte
Priifung unserer Hypothese und die Berech-
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nung des Gleichgewichts mit HPOas-Ionen eine
besondere Untersuchung erforderlich.

Der Deutschen Forschungsgemein-
schaft sage ich fiir die Forderung meiner Arbei-
ten ehrerbietigen Dank. Bei dieser Untersuchung
haben mir Frl. G. Schiiz und Hr. H. Brilmayer
wertvolle Hilfe geleistet.

Wérmemessung bei Fermentreaktionen®

Von PauL OHLMEYER

Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Tiibingen

(Z. Naturforschg. 1, 30—35 [1946]; eingegangen am 18. Oktober 1945)

Es wird ein Calorimeter beschrieben, das 50 bis 250 Milligrammealorien pro
Stunde zu messen erlaubt. Die Wirmetonung der phosphatatischen Reaktion Ade-
nosinmonophosphorsiure — Adenosin + Phosphorsdure wurde zu — 1600 cal/mol
bestimmt. Fiir die Warmetonung der Reaktion Adenosintriphosphorsiure — Ade-

nosinmonophosphorsédure + 2 Phosphorsidure wurden

in Ubereinstimmung mit

andersartigen Messungen von O.Meyerhof — 24000 cal/mol gefunden. Die Mes-
sung der Reaktion F'umarat + Wasser — 7 (—)-Malat ergab — 3800 cal/mol, die
Messung der Riickrgaktion + 3900 cal/mol. Aus diesen Werten in Zusammenhang
mit dem Temperaturkoeffizienten der Gleichgewichtskonstante folgt fiir das
System der Fumarase die Einstellung eines thermodynamischen Gleichgewichts,
fiir das Ferment also die Natur eines echten Katalysators.

Das volle Verstindnis des chemischen Ge-
schehens im Organismus setzt die thermo-
dynamische Betrachtung voraus, und insbheson-
dere die enzymatische Katdlyse von Gleichge-
wichtsreaktionen verlangt die Erforschung der
Energieverhéltnisse. Dabei ist die Kenntnis
ihres Wiarmebedarfs sehr oft eine unerléafliche
Bedingung. In Bestitigung und Erweiterung
der ‘bisher vorliegenden Ergebnisse, die vor
allem O. Meyerhof zu verdanken sind, haben
wir calorimetrische Messungen bei Ferment-
reaktionen unternommen, deren erste Resultate
wir im folgenden mitteilen.

I. Die calorimetrische Methode
Die Apparatur

Da es leichter ist, eine Temperatur konstant
zu halten, als sie mit derselben Genauigkeit zu
messen, haben wir ein Verfahren der ,,isother-

1. Abdruck einer am 11. Sept. 1944 bei der Redak-
tion der Zeitschrift fiir physiolog. Chemie einge-
gangenen, aber nicht mehr erschienenen Arbeit mit
Genehmigung der Herausgeber.

men“ Wirmemessung entwickelt: Wir lassen
die Reaktion in einem kleinen Thermostaten mit
intermittierender elektrischer Heizung ablau-
fen, dessen bekannter Warmebedarf dann durch
die Summe von Stromarbeit und Reaktions-
warme gedeckt wird. Die Differenz der Strom-
arbeiten vor und bei Reaktion ist also gleich
der gesuchten chemisch erzeugten Warme.

Konstante Temperatur in der Umgebung des
Reaktionsgefilles wird durch einen elektrisch ge-
heizten Wasserthermostaten von 30 [ Inhalt er-
reicht. Zu den Bedingungen fiir die Konstanz ge-
hiért ein Heizelement mit grofer Oberfliche und
kleiner Wirmekapazitit und in seiner Nihe ein
empfindliches Kontaktthermometer. Der Strom wird
so gewdhlt, dal Heizzeit und Heizpause etwa
gleich lange dauern; dadurch wird erreicht, dal}
die minimale Schwankung der Temperatur, die mit
der unvermeidlichen Trigheit der Regulation ge-
geben ist, nicht wesentlich iiberschritten wird.

Die Schwankung um die Mitteltemperatur be-
stimmen wir wie folgt: Der Abkiihlungskoeffizient,
d. h. die stiindliche Anderung der Temperatur des
ungeheizten Thermostaten, ausgedriickt in Prozent
der anfanglichen Temperaturdifferenz gegen die
Umgebung, betrug 6,2%. Der Thermostat stand 4,3°



