WINKE FURS LABOR

ULRICH KULL

Ein einfacher Enzymversuch mit Hefe

Mikroskopiker sind Augenmenschen. Sie
freuen sich an bizarren oder schonen For-
men. In der Biologie aber steht hinter
der Untersuchung der Gestalt die Frage
nach der Funktion, der Aufgabe im leben-
den Organismus. Eine morphologische (ge-
staltliche) Untersuchung mufl zwangslaufig
in eine physiologische (funktionelle) Frage-
stellung miinden.

So wird der Mikroskopiker, der Hefe-
zellen betrachtet, unweigerlich auch an
Giarungsprozesse denken. Es reizt ihn, im
Experiment einem grundlegenden biologi-
schen Prozefi nachzuspiiren.

Dr. Ulrich Kull demonstriert eine Ver-
suchsanordnung, die sich auch fiir Schiiler-
iibungen sehr gut eignet.

Die Vergidrung von Kohlenhydraten zu
Alkohol durch Bickerhefe gehort zu den
besonders leicht zugédnglichen Enzymreak-
tionen und wird daher schon lange zu
Experimenten auf diesem Gebiet verwen-
det. Auch sei daran erinnert, dal es schon
1897, also in der &riithzeit biochemischer
Forschung, dem Chemiker BucHner gelang,
die Garung mit Extrakt aus Hefe im zell-
freien System durchzufithren?!. Damit war
erwiesen, daB enzymatische Vorginge nicht
an lebende Zellen gebunden sind. Dadurch
wurde auch die Auseinandersetzung zwi-
schen Pasteur und Liesic zugunsten der
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Ansichten Liesics entschieden. Quantitative
Messungen der Gérung, beruhend auf der
Bildung von Kohlendioxid, sind verschie-
dentlich beschrieben worden, erfordern
aber einen — wenn auch bescheidenen —
apparativen Aufwand. Nun hat neuerdings
R. T. BorTLE ein mit einfachsten Mitteln
durchfuhrbares Experiment beschrieben,
dessen quantitative Auswertung gleichzei-
tig Einblicke in die allgemeinen Grund-
lagen enzymatischer Vorginge ermoglicht,
insbesondere in die Kinetik * solcher Reak-
tionen. Der Versuch kann auch in verschic-
dener Weise variiert werden. Die Kohlen-
dioxidbildung wihrend des Zuckerabbaus
kann bei diesem Versuch innerhalb einer
Stunde quantitativ im MeBzylinder verfolgt
werden,

Vorschrift: Man mischt 5 g Glucose
(Traubenzucker) und 2 g Kochsalz mit 100 g
Mehl. Dann werden 7 g {rischer Backerhefe
in 120 ml Wasser aufgeschlimmt (am giin-
stigsten bei einer Temperatur von 35 bis
40° C). Die hergestellte Hefedispersion riihrt
man nun gleichmiBig in das Mehl ein, so
daB ein diinner Teig entsteht (Zeltpunkt
t = 0), den man in einen 11-MefBzylinder
gieBt. Es ist nicht noétig, eine genau be-
messene Menge Teig in den MeBzylinder
zu bringen. Sobald die Oberfliche des Teigs
eben ist, werden sein Volumen und die
seit der Mischung verstrichene Zeit notiert.



Nun verfolgt man die Gérung durch Ab-
lesen des Teigvolumens in Abstinden von
3 bis 5 min, bis es durch Entweichen von
Kohlendioxid etwa konstant bleibt oder
sogar wieder abzunehmen beginnt. Bei
Zimmertemperatur tritt dieser Vorgang
nach etwa 1 Stunde ein. Die erhaltenen
MeBwerte lassen sich bequem in einem
Schaubild (Abszisse = Zeit, Ordinate = Vo-
lumen) darstellen (vgl. Bild 1). Das Kochsalz
wurde zugegeben, um die eiwei3spaltenden
Fermente der Hefe zu hemmen. Durch ihre
Téatigkeit wird das im Mehl enthaltene
Klebereiweil abgebaut und der Teig da-
durch rascher fiir das Kohlendioxid durch-
lissig.
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Bild 1: Volumenzunahme durch die Kohlen-
dloxid-Entwicklung bel der Girung in Abhin-

gigkeit von der Zeit bel zwel verschiedenen
Temperaturen.

Das Schaubild zelgt eine Kurve mit einer
langsameren Anfangsphase der Volumen-
zunahme (Induktionsphase), die in einen
geradlinigen Anstieg libergeht. Die schlieB-
lich eintretende Verzigerung der Zunahme
ist durch den beginnenden Kohlendioxid-
Austritt bedingt. Es darf angenommen wer-
den, daB wihrend der relativ kurzen Beob-
achtungszeit nur die freie Glucose vergért
und die Stirke des Mehles praktisch nicht
angegriffen wird, so daBl die Reaktion den
Abbau des Zuckers widerspiegelt:

C|Hl’0. o C,H,OH + 2 CO,

Diese Gesamtireaktion ist eine monomole-
kulare Reaktion, das hei3t eine Molekiilart
wird gespalten. Die Abnahme der Glucose-
konzentration entspricht dabei der Zu-
nahme der Konzentration an Kohlendioxid.

Dies gilt somit natiirlich auch fiir die Zeit-
abhiédngigkeit der Konzentrationsverinde-
rungen. Wie eine iiberschldgige Rechnung
zeigt, werden aus 5g Glucose durch voll-
stdndige Vergidrung ca. 1,4 1 Kohlendioxid
gebildet. Eine Volumenzunahme von 500 ml
entspricht also einem Umsatz von ca. 40%..

Die Vergidrung der Glucose stellt aller-
dings keine einfache Enzymreaktion dar,
sondern besteht aus einer Folge von mehr
als 12 einzelnen Reaktionen mit jeweils
eigenen Enzymen, die zum Teil in kom-
plexem Wechselspiel miteinander stehen.
Daher kénnen die im Experiment erhalte-
nen Ergebnisse nicht die wahre Kinetik
exakt widerspiegeln, auch nicht fiir den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Gesamtreaktion. Es handelt sich vielmehr
um eine Art ,Simulierung* der Kinetik
einer enzymatischen Reaktion. DaB es sich
nicht um eine einfache Reaktion handelt,
1Bt sich aus dem Auftreten einer Induk-
tionsphase ersehen.

Der geradlinige Anstieg des Volumens in
Abhingigkeit von der Zeit zeigt, daB es
sich um eine von der Konzentration des
Substrates (Glucose) unabhéngige Reaktion
handelt. In der Reaktionskinetik wird da-
fiir der Ausdruck ,Reaktion nullter Ord-
nung“ gebraucht. Noch bequemer 136t sich
dieser Mechanismus erkennen, wenn man
in zwei Parallelversuchen die Substrat-
konzentration bei konstanter Temperatur
variiert. Dazu mischt man einmal 4 g und
einmal 8 g Glucose mit 100 g Mehl und
arbeitet sonst wie angegeben. (Die maxi-
male Glucose-Menge pro Versuchsansatz
soll 10 g nicht iiberschreiten.) Zwischen den
Steigungen der Geradenabschnitte der er-
haltenen Schaubilder zeigt sich kein be-
deutsamer Unterschied, das heit die Re-
aktion ist von der Substratkonzentration
unabhédngig. Die Konzentrationszunahme
des Kohlendioxids pro Zeiteinheit ist kon-
stant und somit auch die Konzentrations-
abnahme der Glucose. Die mathematische
Formulierung einer solchen Reaktion null-
ter Ordnung, wie man sie hdufig bei kata-
lytischen Reaktionen antrifft, lautet:

. dcsubstrat
dt

wie auch aus dem Schaubild zu entnehmen
ist.

Eine gleichzeitige Durchfiihrung des Ver-
suches bei zwei verschiedenen konstant
gehaltenen Temperaturen von 10° Unter-
schied (am besten 30° C und 40° C) und bei
konstanter Substratkonzentration erlaubt
die Bestimmung der Temperaturabhéngig-
keit der Reaktionsgeschwindigkeit (fiir eine
Temperaturdifferenz von 10°C iiblicher-
weise angegeben als Q;-Wert) und damit
auch eines groben Wertes fiir die Aktivie-
rungsenergie der Gesamtreaktion. Dazu

= konstant,
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werden an den erhaltenen Schaubildern
(siehe Bild 1) die Steigungen der Geraden-
abschnitte festgestellt. Das Verhiiltnis der
Steigungen zueinander ergibt den Q,,-Wert
(Q, = my/m,). Die Aktivierungsenergic u
(oft auch mit q bezeichnet) liiBt sich mit
Hilfe diceses Wertes nach einer von
ArrHEnNIus angegebenen Gleichung berech-
nen:

_4574-12Q,

[} 1 1

T| Tg

[cal],

wobei T, und T, die MeBtemperaturen in
absoluter Skala (° Kelvin) sind. Bel En-
zymen kann wie bei anderen Katalysatoren
die Aktivierungsenergie als MaB der kata-
lytischen Aktivitit aufgefaB8t werden. Die
katalytische Aktivitiit ist um so hdéher, je
kleiner u ist. So betriigt z. B. fiir die Spal-
tung von Wasserstoffperoxid zu Wasser
und Sauerstoff ohne Katalysator die Akti-
vierungsenergie u = 18 kcal/mol, d. h. diese
Energie ist aufzuwenden, um {iberhaupt
ecine Reaktionsbereitschaft bei den Wasser-
stoffperoxid-Molekillen auszulésen. Dann
liuft die Reaktion spontan ab, da sle
exotherm ? ist. Bringt man Platin als Kata-
lysator in das Wasserstoffperoxid, so be-
trdgt « nur noch 11,7 kcal/mol. Fiir das
Wasserstoffperoxid-spaltende Enzym Kata-
lase liegt u bei 5,5 kcal/mol, das heiBt, die-
ser Katalysator ist wirksamer als Platin.

Bild 2:

Blerhefe
Sprofkette — drel Stadlen der Zellsprossung
(aus Kosmos-Lexlkon der Naturwissenschaften).

(Saccharomyces cerevislae)

Die Garung mit zellfreiem Extrakt kann
ebenfalls demonstriert werden. Dazu zer-
reibt man etwa 20—25g Hefe mit wenig
eisgekilhltemm Wasser und reinem Seesand
(mit Sdure gereinigt und gegliiht) in einer
eisgekilhlten Reibschale, bis keine unver-
letzten Zellen mehr vorhanden sind (ca.
15 min). Dann wird der Hefe-Ansatz mit
destilliertem Wasser von etwa 30°C auf
120 ml verdiinnt, vom schweren Sand ab-
gegossen und nach Vorschrift weiterverar-
beitet. Die Volumenzunahme ist hier aller-
dings trotz der erhéhten Hefemenge gerin-
ger.

Eine andere Variante des Versuchs erhilt
man durch Anderung der Konzentration der
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Hefe, das heiBt des ,Enzyms“, bei konstan-
ter Temperatur. — Endlich soll darauf
hingewiesen werden, daB auch das zu ver-
gidrende Substrat veridindert werden kann.
Alle Zucker, die von Hefe ohne Adapta-
tionsphase verglirt werden, lassen sich ver-
wenden, so neben Glucose vor allem Fruc-
tose (Fruchtzucker) und die Disaccharide
Saccharose (Rohrzucker) und Maltose (Malz-
zucker). Dabel besteht die Moglichkeit, ein-
mal gleiche Gramm-Mengen der Mono-~ und
Disaccharide zu vergiiren und zum anderen
bei gleicher molarer Konzentration* zu
arbeiten (5 g Hexose entsprechen in diesem
Fall 9,5 g Disaccharid).

Wie die verschiedenen erwidhnten Mog-
lichkeiten zeigen, sind mit Hilfe dieses
einfachen Enzymversuches eine ganze Reihe
von Grundproblemen der Enzymologie ex-
perimentell zuginglich. Der Versuch diirfte
daher fiir Ubungen verschiedenster Art
sehr geecignet sein.
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Erliuterungen:

! Enzyme: (Fermente) sind komplizierte orga-
nische Katalysatoren aus Elweifistoffen, die von
lebenden Zellen geblldet werden, aber auch
auBerhalb dieser Zellen wirken ktnnen. Im vori-
gen Jahrhundert unterschied man noch zwlischen
~-geformten” Fermenten, dle nur innerhalb der
Zelle wirksam sind, und zwlischen .ungeformten*
Enzymen, die sich als Katalysatoren auch aufier-
halb der Zelle betiitigen kdnnen. Dlese Unter-
scheldung entflel, als Buchu~iz 1897 zeigte, dal
auch die zellfrelen HefepreOsifte noch Zucker
zu Alkohol und Kohlensliure vergiiren kbdnnen.
Damit war bewiesen, dal Fermente (Enzyme)
zwar In Organismen entstehen, dal sie aber so-
wohl inner- wie aulerhalb der Zelle wirken
kbnnen. Bucuniz erhielt flir selne Arbeiten 1907
den Nobelpreis fir Chemle.

' Kinetik: chemische Kinetik, ein Geblet der
physikalischen Chemie, das den zeltlichen Ablauf
der chemischen Vorginge als Funktlon von Kon-
zentration, Druck, Temperatur, Katalysatoren
usw. beschreibt.

! exotherme Reaktlon: chemische Prozesse, bel
denen nach aufien Wirme abgegeben wird (z. B.
fast alle Oxydationen). Das Gegentell sind dle
endothermen Vorginge, bel dcnen den reagle-
renden Stoffen Wirme von aullen zugeflhrt
werden mus.

¢ molare Konzentration: 1 Mol eines Stoffes sind
genausoviel Gramm, wle dessen Molekularge-
wicht betrigt. Eine Il-molare Rohrzuckerldsung
erhilt man z. B.,, wenn man 342g Zucker mit
Wasser auf 1000 g auffilit (Molekulargewicht in
Gramm/Liter).
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