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Aus Chlorella pyrenoidosa pr~parierte Zellws wurden 
durch Analyse und pit-Titration gekennzeichnet. Die Bindung 
yon markiertem Zink durch die Zellw/inde, die reversibel ist, 
erfolgt an 2 Arten aktiver Stellen, die sieh dureh Affinit~t und 
Kapazits unterscheiden. Die Zahlenwerte dieser GrSl3en wurden 
dm'ch Aufnahme einer aus den beiden Komponenten zusammen- 
gesetzten Langmuirdsotherme bestimmt. Die Verdrs des 
Zinks yon den Zellw/~nden durch mehrere Arten zweiwertiger 
Kationen wurde durch Gteiehgewichtsdialyse gemessen und auf 
Grund der erhaltenen Affinit~tsreihe die Natur  der bindenden 
Gruppen diskutiert. 

Binding of Zn by Cell Walls o~ Chlorella 

Cell wall material prepared from Chlorella pyrenoidosa was 
characterized by analysis and pH titration. Labelled zinc is found 
to be bound, reversibly, by 2 kinds of active sites. They differ in 
affinities and capacities, and these were determined from a 2-com- 
ponent Langmuir isotherm. The displacement of zinc from the 
cell walls by several kinds of 2-valent cations was measured by 
equilibrium dialysis. The nature of the sites was discussed on the 
basis of the affinity series obtained. 

Im Rahmen yon Untersuehungen fiber den IVJ[echanisrnus der An- 

reicherung yon  Spurenelementen durch Pflanzenzellen wurde die Auf- 
nahme yon  Zink dureh die mikroskopische Siiftwasseralge Chlorella 
pyrenoidosa verfolgt 1 (C. pyrenoidosa wird jetzt  auch als C. fusca be- 
zeichnet). Es wurde festgestellt, daft an der Aufnahme energieunab- 
h~ingige und energieabhi~ngige Komponen ten  beteiligt sind. Die energie- 
abh/ingige Aufnahme yon  Stoffen kann  allgemein auch entgegen dem 
Gradienten des elektrochemisehen Potentials  erfolgen (, ,aktive" Auf- 
nahme) und wird nur  an lebenden Zellen beobachte t ;  dagegen ist die 
, ,passive" Aufnahme nicht  direkt  mi t  den Lebensvorgs  verkniipft.  
Die passive Aufnahlne yon  Zink durch getStete Chlorella fibertrifft jene 

1 G. R. t'indenegg and E. Broda, Naturwissenseh. 53, 358 (1966). 
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dureh lebende Chlorella bedeutend 2, a; dies ist zweifellos dar~uf zurfiek- 
zuffihren, dub Ionen naeh dem Absterbelt yon Zellen leichter ill deren 
Innenraum diffundieren kSnnen. 

Chlorella war ffir diese ArbeiteI1 gew/~hlt worden, weil diese einzellige 
Pflanze leicht zu zfichten ist und dann eine quasi-homogene Suspension 
ergibt, deren Medium innerhalb weiter Grenzen beliebige chemisehe 
Zusammellsetzung verliehen werden kann; auch ist fiber Chlorella schon 
viel bek~Imt. Zink wurde als Katiolt ausgew//hlt, da es einer~ Bestattdteil 
pflanzlieher Enzyme bildet und daher ein ,,esselxtielles Spurelte]ement" 
ist 4, 5, 6, 7 ; fiberdies steht ein geeigaetes l~adioisotop zur Verffigung. 

Die passive Komponente ist bei der Zinkaufnahme welt st/~rker aus- 
gepr/~gt als etwa bei der K~liumaufnahme 8, was auf die starke Affinit/~t 
des Zinks zu Zeltbestandteilen zurfickzuKihren sein diirfte. Zur Auf- 
kls des Meehanismus dieser passiveI1 Aufnahme wurde nun die Zink- 
bindung dureh isolierte ]3estandtei]e yon Chlorella untersucht. Vor- 
liegend wird fiber die Zinkbindung dutch die Zellws berichtet, da sic 
in lebenden Zellen zweifellos fiir delI Hauptteil der passiven Aufnahme 
verantwortlich sind; diese Bindung stellt dann den raschen Prim/~rschritt 
bei der Gesamtaufnahme dar. 13bet die Zinkbindung dureh die ge]Ssten 
hochmo]ekuIaren Stoffe aus Chlorella wurde an anderer Stelle be- 
richter 9. 

In  besonderen Versuchen ( , , K o l t k u r r e n z v e r s u c h e n " )  wurde aueh die 
Bindungsfestigkeit des Zinks an den Zellw/~nden mit jerter anderer zwei- 
wertiger Kationen vergliehen. Dazu wurde geprfift, inwieweit die Auf- 
nahme markierten Zinks durch die Fremdionen gehemmt wurde. 

Experimenteller Tell 

Zi~chtung der Algen und  Gewinnung der Zellwdtnde 

Die Zfichtung der Algen erfolgte in diffusem Lieht in Stehkolben, deren 
sterilisiertes N/~hrmedium je Liter Wasser 0,303 g KNOB, 0,136 g KH2PO4, 
0,493 g MgSO4 - 7 tt20, 0,005 g Eisencitrat, 2,86 - 10 -3 g I-I8BO3, 1,8i �9 10 -8 g 
MnC12-4tt20, 2,3- 10-4g ZnSO4"71-120, 8" 10 5g CuSOa'5H20,  
5 �9 10 -5 g Ammonmolybdat und 10 g Glucose enthielt. Nach 10 Tagen wurden 
jeweils 60--70 g Algen (Trockengewieht) geerntet, mehrmals mit Wasser 

H. Krausz ,  Dissertation, Wien, in. Vorbereitung. 
a H.  K r a u s z  und E.  Broda, Mh. Chem. 96, 695 (1965). 
4 G. Weitzel,  Angew. Chem. 68, 566 (1956). 
5 F .  L.  Hoch und B. L. Vallee, in: C. A .  Lamb et al. (Flrsg.), Trace Ele- 

ments, New York, 1958. 
6 T.  Bersin~ Biochem. d. Mineral- und Spurenelemente, Frankfurt 1963. 

A .  S.  Prasad,  Ed., Zinc Metabolism, Springfield 1966. 
s H .  Springer-Lederer und D. Rosenfeld, Physiol. Plant. [Koperthagen] 

21, 435 (1968). 
" I .  Sa tang  ( ~  Schuster), Dissertation, Univ. Wien (1967). 
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gewasehen und hierauf mit  dem Zellhomogenisator naeh Merc/censchlager 1~ 
behandelt. Dazu wurden 50 g Algen in 100 ml Wasser suspendiert, je 25 ml 
Suspension mit  dem gleiehen Volumen Glasperlen (Ballotini, d = 0,18 mm) 
in 75-ml-Sch/ittelfl~sehchen gefiillt, jedes Fl~schchen unter  COz-Kiihlung bei 
0 - -5~  bei 4000 Perioden/Min. 5 Min. geschiittelt und das hoehviskose, 
dunke]gr/krm Algenhomogenat dureh Absaugen auf einer Ol-Nutsche yon 
den Glasperlen befreit. Zur Gewinnung der Zellw/~nde 11 wurde das Homo- 
genat bei 800 g 10 Min. zentrifugiert. Der resu]tierende Bodensatz enthiel5 
teilweise zerst5rte Zellen, Zellw~nde tmd Pyrenoide (St~irkek6rner). Er wurde 
wiederholt in Wasser suspendiert und  bei 200 g 30Min. zentrifugiert, wobei 
die teilweise zerst6rten Zellen und die Pyrenoide zu Boden sanken. Der 
opaleszierende f6~berstand wurde sehliel?]ieh bei 800 g 10Min. zentrifugiert. 
Liehtrnikroskopiseh wurde festgestellt, dal3 die so erhaltenen, rein weiBen 
Zellw/~nde frei yon Pyrenoiden waren. Die Ausl~. an trockenen Zellw/inden 
betrug, auf trockene Algen bezogen, 2,5 Gew.~ Die Zellwgnde wurden naeh 
ihrer Gewinnung in destill. Wasser suspendiert und bei 0--5 ~ C gufbewahrt. 

Die Mikroanalyse* des Pr/iparats ergab neben 7,5% Asehe 45,0% C, 
7,0% I-I, 4,6% N und 0,8% P. Diese Werte st immen weitgehend mit jenen 
fiberein, die aus den yon Northcote angegebenen Gehalten an Proteinen, 
Kohlehydrat,  Glucosamin und  Lipoid bereehnet (42,6% C, 6,0% H, 4,6% lk T) 
bzw. angegeben (0,67% P, 5,2% Asehe) werden. Die Elementarzusammen- 
setzung ist also jener des Materials yon Northcote/~hnlich. Aueh der Gehalt an 
extrahierbarem Lipoid (Northcote: 9,2%, hier: 10,5%) ist fast der gleiche. 
Sehwefel wurde nicht geftmden (<  0,5%). 

p H - T i ~ a ~ o n  

Die Titrationskurven wurden potentiometrisch mit  dem pH-Meter 
E 396 von Metrohm aufgenommen. Die Zellwgnde (etwa 25 rag) wurden 
meist in 55 ml HsO suspendiert, mit  0 ,1n-Na0H oder HC1 auf den ge- 
wiinschten pH-Wert  gebracht und die Ionenst~irke mit NaNOs auf 0,1 ein- 
gestellt. Der Verbraueh an 0,1n-TiterlSsung war insgesamt 1--2 ml, die 
Titration nahm 30--60 Min. in Anspruch. In  Blindversuehen wurden g]eieh- 
artige LSsungen ohne Zellwgnde titriert. Eirt Kontrotlversueh mit  mensch- 
lichem Serumalbumin ergab f3bereinstimm~mg mit  der Literatur is. 

Messung der Radioaktivit~t 

Mit aSZn (I-Ialbwertszeit 245 Tage) markiertes Zn war als Chlorid mit  
einer spez. Aktivit/it  yon 5,15 Ci/g bezogen worden. Die Herstellung markier- 
ter LSsungen bestimmter Zn-Konzentrat ionen erfolgte dureh Zuga.be yon 
inaktivem ZnCI2 zu Aliquoten dieser LSsung. Die Messung erfolgte am 
~-Szintillationszghler im Bereich 1070--1150 keV. Zurnindest wurden an 
jeder Probe mindestens 10 000 Impulse gez/ihlt. 

* ])urchgeffihrt yon Dr. J .  Zak  (C, I-I, N, S) und  Herrn H.  Krausz  (P). 
lo M .  Merckenschl~yer, K .  Schlossmann und W. Kurz ,  Biochem. Z. 329, 

332 (1957). 
11 1). H.  Northcote, K .  J .  Goulding und R.  W.  Home ,  Biochem. J. 70, 

391 (1958). 
12 C. Tanford, J. Amer. Chem. Soc. 74, 211 (1952). 

19. 



288 Inge Schuster End E. Broda: [Mh. Chem., Bd. 10i 

A ufnahme der Adsorptionsisotherme 

Die bei Zimmertemp. von den Zellw~nden in Abh~ngigkeit yon der 
Zn-KQnzentration der umgebenden L6sung gebundene Zn-Menge wurde 
durch GleiehgewiehtsdiMyse bestimmt, und  auf diese Weise eine Adsorptions- 
isotherme erhalten. Suspensionem yon 6 rag/m1 Zellwand wurden gegen 
je 10 ml markierte ZnCl2-L6sungen der Konzentrat ion 10 -6 - -  5 �9 10 -2 Mol/1 
dia]ysiert. Die Suspensionen und die L6sungen enthielten 5 �9 10-2m-Acetat - 
puffer (pH 6). Die Suspensionen waren in kleinen DiMysiers~ckchen aus 
Cellulose (Volumen 1 ml) enthalten, die sich in den n i t  den Zn-L6sungen 
geffillten ]~6hrehen (Volumen 10 ml) befanden. Das Gleichgewicht wurde, 
wie besondere Versuche 9 zeigten, in 48 Stdn. erreicht. Sodann wurde die 
Dialyse abgebroehen, und die Zn-Konzentrat ionen in der Suspension und  im 
AuBenraum dureh Strahlenmessung ermittelt. Die jeweils durch die Zell- 
w/~nde gebundene Zn-Menge ergab sich aus der Differenz der beiden Me~- 
wert, e. 

Konlcurrenzversuche 

Auch die Konkurrenzversuche wurden durch GleichgewichtsdiMyse in 
Acetatpuffer ausgefiihrt. Als Konkurrenten wurden Ca, Co, Ni, Cu, Cd und 
inaktives Zn in Form ihrer Chloride eingesetzt. Um m6gliehst groBe Dif- 
ferenzen zwischen dem Zn-Gehalt des Aul3enraumes umd des S~ekehens zu 
erhalten, wurden konzentriertere Zellwandsuspemsionen (12,6 mg/ml) und 
ein Uberschu~ yon Fremdionen angewendet; die AuBenl6sung enthielt zu 
Versuehsbeginn 10 5 Mol/1 markiertes Zn und  10 -3 Mol/1 an Fremdion. Im 
iibrigen war die Versuchsfiihrung die gleiche wie bei der Bestimmung der 
Adsorptionsisotherme. 

E r g e b n i s s e  

a) pH-Ti t r a t ion  

Abb.  1 gibt  das Ergebnis  you pH-T i tmt ionea .  Ausgehend y o n  
pH-Wer t  10 wird Kurve  T1 erhalten. Ri ick t i t ra t ioa  gibt  K u r v e  T2, die 
sich bei abermaliger  Ri iek t i t ra t ion  n ich t  mehr  /~ndert. T2 wird auch 
erhalten,  wem~ yon  vornhere in  im sauren Bereieh begonnen  wird. Aus 
d e n  Verlauf yon  T1 k a n n  abgesch/itzt werden, dub je Gramm Zellwand 
etwa 2,4 �9 10 -4 ?r art Gruppen  n i t  p K - W e r t e n  im Bereich 3,5--5,  etwa 
6 �9 10 -4 Mol im Bereich 5- -8 ,  und  mindes tens  2 �9 10 -a im Bereich ober- 

bulb 8 vorliegen. 

b) Adsorptionsisotherme 

Zur Berechrmng der gebundenen  Zn-Menge (x/m) (Mol/g Zellwand) 
als Fumktion der Konzen t r a t i on  der umgebenden  L6sung an  freien 
Zn- Ionen  c (Mol/1) muBte fiir Komplex ie rung  dutch  den Puffer (Ki  fiir 
ZmAce ta t  = 11 1/Mol) 13 korrigiert  werden. Stellt m a n  (x/m) gegen c 

1~ L. G. Silldn und A.  E. Martell, Stability Constants of Metal-Ion 
Complexes, London 1964. 
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doppelt logari thmisch dar, so erh/ilt man  eine Kurve,  die anseheinend bei 
> 10 -2 Mol/1 in einen S/ittigungsbereich miindet  (Abb. 2). 
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Abb. 1. ptt-TitraCioii der Zellw&nde yon Chlorella, 

-4 

-5 
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Abb. 2. Adsorpgionsisogherme des markierfen Zinks an den Zellw/haden 

Falls in den Zellw/inden (Z) nur  sine Ar t  zur Ztl-Bindung befa;higter 
Gruppen vorhanden  ist, kann das Gleiehgewicht Zn + Z ~ - Z n - Z  
dutch eine Lasgmuir - I so therme  

(z/~,~) - -  #1" #2 .c  
1 + k s �9 c (1) 

beschrieben werden, kl und  k2 haben die Dimensionen 1/Mol bzw. Mol/g. 
Der Wef t  vo• k2 kann  mit  c --> ec aus (1) erhalten werden:  

lim (x/m) = /c2. (2) 

/c2 ist also im vorliegendea Fail  die K~pazi tg t  der Zellwg;nde fiir Zink. 



290 Inge Schuster und E. Broda: [Mh. Chem., Bd. 101 

Da nun  (x/m) die Konzen t ra t ion  der mi t  Zn  verbundenen  Gruppen  in 
einer Suspension yon 1 g Zellwand im Liter  und  (k2 - -  [x/m]) die Kon-  
zent ra t ion  der freien, zur Bindung  bef/~higten Gruppen  in der gleichen 
Suspension ist, so gilt fiir das Adsorpt ionsgleichgewicht  : 

[Zn-Z] z/m 
K --  - -  (3) [Zn] [z] c" ( 4 -  [z/m]) 

(3) und  (1) sind identisch, falls kl gleich K gesetzt  wird. kl ist also eine 
Gleichgewichtskonstante,  d. h. ein ~ a B  der Affinits 

Zur Bes t immung  yon kL und k2 wird (1) in die F o r m  

1 (x/m) + 4 (4) 
(x/m) - 1~ c 

gebr~cht  und  (x/m) gegen (x/m)/c graphisch aufgetragen.  Aus der Stei- 
gung der Geraden wird die Affinit~t  /el ermit te l t ,  aus dem Ordinaten-  
abschni t t  die Kapaz i t / i t  k2. 

Fiir  den Fall  zweier Arten  bindcnder  Gruppen  gilt: Sind/~2' Gruppen  
der Ar t  A mi t  hoher  Affinit~t  k l '  zu Zink und  k2" Gruppen  4er Ar t  B m i t  
niedriger Affinit~t  kl" vorhanden,  so setzt  sich ein gemessener Gesamt-  
wer t  (x/m) zusammen:  

(x/m) = (x/m)' ~- (x/m)". (5) 

I4ierbei ist (x/m)' die an A, (x/m)" die an B gebundene Zink-Menge. Da  
im Bereich niedrigster  Zn-Konzen t ra t ionen  prakt i sch  nur  Besetzung yon 
Stellen A mi t  Zn e rwar te t  werden darf, kSnnen kl '  und  k2' aus der Dar-  
stellung yon (x/m) gegen (x/m)/c im Bereich kleinster c-Werte und  dami t  
auch kleinster (x/m)-Werte nach  (4) e rmi t te l t  werden. Bei hSheren 
Zn-Konzen t ra t ionen  ergibt  sich somit  nach  (1) und  (5): 

(x/m)" = (x/m) - -  ( k l ' "  k ~ "  cl(1 + ~1'" c)) (6) 

Aus don liir eine ]~eihe yon  c-Werten  berechneten (xlm)"-Werten kSnnen 
schliei31ich - -  nach  (4:) - - /c1"  und  ]c~" berechnet  werden. 

D~ die Zellwand mehrere  Ar ten  ka t ionenbindender  Gruppen  enthiilt,  
ist  eine solche Bindung des Zn an  zwei oder mehr  Ar ten  yon Gruppen  
nicht  &uszuschliel~cn. Tats~chlich legt das E x p e r i m e n t  die Exis tenz 
zweier Ar ten  yon Zn-bindenden Gruppen  nahe.  :Die Wer te  yon (x/m) 
(Abb. 3) entsprechen n~mlich ungefiihr der eben gegebenen Darstel lung.  
I m  Bereich niedrigster  Zn-Konzent r~ t ionen  gilt die Gerade (A) ent-  
sprechend der Bindung des Zn an die Gruppen  A mi t / e l '  = 1,2 �9 105 ltMol 
und/cz '  ~ 5,5 �9 10 -6 )/[ol/g. D a n n  gilt fiir beliebige Konzen t ra t ionen  : 

6,6 �9 10 -1 �9 c 
(x/m)' ~- 1 ~ 1,2 �9 105 �9 c (7) 
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Schlieglich werden nach dem gegebenen Verfahren kl" und k2" zu 
1031/1Viol bzw. 1,25 �9 10 -4 Mol/g ermittelt. 

Bei Erh6hung der Zn-Konzentrationen - -  im Bereich von 10 -5 Mol/1 
- -  tritt  demnach offenbar eine Anderung in der vorherrschenden Art 
der Zn-Bindung ein. Innerhalb der ]3ereiche A und B ist hingegen laut 
Abb. 3 die Abweichung der lV[egpunkte yon den Geraden (und daher auch 

• 

(Mot/g) 

l i I 

O,l 0.3 q5 
(x/m)/c 

(t/g) 

Abb. 3. Die beiden Komponenten der Zinkaufnahme 

der Unterschied der Einzelwerte yon /cl) klein. Daher w/~re angesichts 
der Einfachheit der gemachten Annahmen und der GrSBe der ~egfehler 
eine AufspMtung in mehr als zwei Arten yon Gruppen mit unterschied- 
lichen Affinit~ten zu Zn zungchst nicht gerechtfertigt. 

c) Konkurrenz 

Die Ergebnisse einer Serie yon Konknrrenzversuchen gibt Tab. 1. 
Die Gr6Be M i s t  ein inverses igag der Konkurrenz. Setzt man den Wert 
vo~ 1/M fiir Zn gleich 1, so erhg.lt man fiir die ,,Konkurrenzkraft" die 
lgeihe 

Zn Cu Cd Ni Co Ca 
1,00 > 0,66 > 0,56 > 0,46 > 0,43 > 0,36 

Da die Konzentration an freien Zn-Ionen bei 5 . 1 0  -6 ~ol/l  liegt, so 
berechnet man unter Yerwendung der in b) erhaltenen Konstanten (/c), 
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dab  es sich vorwiegend (zu e twa  85%) um eine Konkur r enz  um die 
Stel len A handel t .  

Tabelle 1. Z i n k - B i n d u n g  d c r  Ze l lw /~nde  in  G e g e n w a r t  
z w e i w e r t i g e r  I ( o n k u r r e n t e n  

Z~hlraten Differenz Konkurrent  Imp. /ml  �9 Min. 
(unmarkiert)  (M) Innenraum Au~enraum 

Zn 28 000 16 900 11 100 
Cu 33 100 16 300 16 800 
Cd 35 700 16 000 19 700 
1~i 39 700 15 700 24 000 
Co 41 500 15 500 26 000 
Ca 46 000 15 000 31 000 

Die Stabi l i t i~ tskonstante  f l i t  die Bindung  is t  also im Fa l le  des Zn a m  
gr6Bten. Aff ini t i~tskonstanten kl* lessen sich fiir die K o n k u r r e n t e n  du tch  
Verwendung der  Gleichung 14 

(xlm)• = 1 + k'lc" k~*.  c * (8) 

ermi t te ln .  Zu diesem Zweck werden die auf  das  mark ie r t e  Z~ beziigl ichen 
Wer t e  yon  c aus der  gemesscnen Ak t iv i t / i t  der  L6sung und  die ebenfal ls  
ffir Zn gfi l t igen W e r t e  yon  x /m  durch  (5) und  (7) abgesch/~tzt, c* wird  
Bach 

c* = co* - -  a* - -  b* (9) 

erhal ten.  Dar in  is t  co* die sich aus der  zugefi igten ~ e n g e  ergebende  
K o n z e n t r a t i o ~  an  K o n k u r r e n t ,  a* der  Konzen t r a t i onsve r lu s t  durch  
]~indung an  Zel lwand,  der  aber  wegen der  hohen  K o n z e n t r a t i o n  des 
K o n k u r r e n t e n  im Vergleich zu co* wenig ins Gewicht  fifllt. Der  Yer]ust  
durch  K o m p l e x i e r u n g  (b*) wurde  mi t  den t abe l l i e r t en  W e r t e n  der  
S t ab i l i t~ t skons t an t en  fiir Ace t a tkomp]exe  (S)la berechnet .  Die so er- 
m i t t e l t en  W e r t e  yon  c* und  kl '*  s ind der  Tab.  2 zu en tnehmen .  Die Wer t e  
fiir k l ' *  s ind mi t  dem k l ' - W e r t  ffir Zn (1,2 �9 105) zu vergleichen. 

I ) i s k u s s i o n  

Nach  Northcote n, 15 bes teh t  die Ze l lwand yon Chlorella pyreno idosa  
(Dicke 210 •) aus e inem I~etzwerk yon  Mikrofibri l len,  die in eine ,,kon- 

14 Siehe T. R. Hughes und I. R. Klotz, Methods of Biochemical Analysis 
(D. Glick, Ed.), Bd. 3 (1966). 

15 D. H. Northcote, in : The Structure and Funct ion of the Membranes and 
Surfaces of Ceils, Biochem. Soc. Syrup. No. 22 (1958). 
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tinuierliehe ~a t r i x "  eingelagert sind. Die Ffikrofibrillen bestehen aus 
~.-Zellulose (15~ der Zellwand), die Matrix hauptsgehlich aus Hemi- 
zellulosen (31%) und aus ~Iaterial, das aus Aminoss zusammen- 
gesetzt ist und ale Protein betraehtet  wurde (27~o), und mSglicherweise 
teilweise ale Glykoprotein vorliegt. (Aueh in den Zellw/~nden anderer 
Algen wurde Protein festgestellt~S.) AuBerdem wurden Lipoide ( 9 ~  
gefunden; die Art ihrer Assoziation mit der Zellwand ist unbeka.nnt. 

Tabelle 2. Aff in i t /~ten der K o n k u r r e n t e n  zu Ze l lwand  
(Stellen A) 

e x /m  (x/m)h log S c* k~* 
t~onkur- (Mol/1)  (Nio l /g )  (~Iol/g) (1/~r (Mol/I) (1/Mol) 

rent (gemessen) [aus (5)] 
(. lO~) (. lO~) (. 1o~) (. lO~) (. ~o-~) 

Cu 5,5 6,75 5,7 1,80 2,1 23 
Cd 5,4 7,95 6,7 1,50 3,4 11 
Ni 5,3 9,7 8,2 1,00 5,8 4,6 
Co 5,24 10,3 8,7 1,52 3,3 7,2 
Ca 5,0 13,0 10,5 0,53 7,45 2,1 

Untersuchungen mit schs gereinigten Zellw/~nden von mikro- 
skopisehen Algen haben zu der Ansieht geftihrt 17, dab die Aminosg~uren. 
in Form yon Polypeptiden vorliegen, nnd zwar wurde in C. pyrenoidosa 
nnr Glutamins/iure, Asparagins~ure, Alanin, Glykokoll, Valin, Leucin, 
Isoleuein, Serin, Prolin, PhenyManin und Tyrosin gefunden. Weitere 
Aminogruppen waren in Glueosamin enthalten. In L'bereinstimmnng mit 
unserem analytisehen gesul ta t  wurden keine sehwefelhaltigen Amino. 
siiuren aufgefunden. Bemerkenswert ist auch die Abwesenheit yon 
Histidin, das fiir die Ieste t~indung yon Ionen yon Zink, Xupfer und 
anderen Ubergangselementen dureh Proteine, etwa Serumalbumin 1~, ls-~0 
verantwortlieh gemaeht wird. 

Die in der vorliegenden Arbeit bei der pH-Tit.ration gefundenen, im 
Bereich 3,5--5 dissoziierenden Gruppen (2 ,4 .10 .4 ~ol/g) sind gewiB 
Carboxylgruppen und diirften vorwiegend den Peptiden tier Zellwand 
angehSren. Phosphatgruppen in Diesterbindung haben pK-Werte um 
1,3 sl und werden d~her nicht mehr erfagt. Im Bereieh 5--8 werden 

1G E.  W.  Thompson und R. D. Preston, Nature 213, 684 (1967). 
17 T.  Punnet t  und E. C. Derrenbacker, J. Gen. Mierobiol. 44, 105 (1966). 
is F .  R.  2V. Gurd und D. S. Goodman, J. Amer. Chem. Soe. 74, 670 (1952). 
19 C. Tanford, Adv. Protein Chem. 17, 69 (1962). 
2o R.  A .  Bradshaw, W.  T.  Shearer und F. R. h r. Gurd, J. Biol. Chem. 243, 

3817 (1968). 
2~ A.  L. Olins und R. C. Warner, g. Biol. Chem. 242, 4994 (1967). 
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~-Aminogruppen yon Peptiden und yon Aminozuckern 21 sowie sekun- 
d/~re Phosphatgruppen aus Lipoiden (in Phosphatids~uren) titriert 
(6 .10  -4 3s Bei den oberhalb pH = 8 titrierten Gruppen, die hier 
nur teilweise erfaBt wurden, k6nnte es sieh u. a. um phenolische Ott- 
Gruppen handeln ( >  2 �9 10 .4 Mol/g). 

Dis Anwendb~rkeit einer (aus zwei Komponenten zusammen- 
gesetzten) L a n g m u i r - I s o t h e r m e  auf die :Ergebnisse der Gleiehgewiehts- 
dialyse an Zellwand weist darauf hin, dab jedes Zn-Ion blot  dureh eine 

(einwertige oder zweiwertige) Haftste]le des Adsorbens gebunden wird. 
Dies ergibt sich besonders deutlieh aus der Form der G1. (3). Die Zerleg- 
barkeit  der Isotherme in zwei Komponenten IgBt auf sine Bindung an 
zwei untersehiedliehen Arten yon Haftstellen sehlieBen. 

Wghrend Salze der Carbonsguren Ionen yon I)bergangselementen 
nut  wenig lest binden, wie z. B. dutch die geringen Stabilit/~tskonstanten 
der Komplexe des Aeetats veransehaulicht wird ~3, binden die Anionen 
des Phosphors diese Ionen ziemlieh lest. Die nach verschiedenen Ver- 
fahren an den Anionen des fiinfwertigen Phosphors erhaltenen Stabilitgts- 
konstanten sind allerdings (aueh iiir ein und dasselbe System) sehr unter- 
schiedlieh la. Sic liegen im Bereich 103 bis 101~ Komplexierung yon Zink 
dureh Phosphatgruppen in Naturstoffen ist 5fters festgestellt worden. 

Die hier von tms bes t immten Werte der Affinitgten ltir Zn, kl '  und/c1" 
(1,2 �9 10 a bzw. �9 103), liegen irl dem genannten Bereieh oder doeh an seiner 
Grenze. Die Kapazi tg t  der Zellwand fiir die Bindung an Phosphat  kann 
unter der Annahme, dab jedes ana]ytiseh gefundene Phosphoratom eine 
Haftstelle ergibt, zu 2,7 �9 10 -4 Mol/g abgesehgtzt werden. Dieser Wert  
ist kleiner als die Kapazit/~t, die aus der Gesamtzahl der im pH-Bereieh 
5- -8  dissoziierenden Gruppen erreiehnet wird (6 �9 10-4), abet grSger als 
dis radioehemiseh gefundene Kapazit/~t der zahlreieheren Gruppen, 
also der Gruppen B (/ce" ---- 1,25 �9 10-4). Dies k6nnte so gedeutet werden, 
dab etwas weniger als die H/i]fte der bei p H  5--8  dissoziierenden Gruppen 
sekund//re Phosphatgruppen sind, dab aber nieht der gesamte analytiseh 
festgestellte Phosphor Gruppen ergibt, die unter den Bedingungen der 
Adsorptionsversuehe reaktionsf~ihig sin& 

Die Kapazi t~t  der Gruppen A (ku' = 5,5 �9 10 -a) liegt sogar um zwei 
GrSBenordnungen niedriger Ms dem gesamten PhosphorgehMt entspricht. 
Auskunft fiber ihre Igatur kann yon den Konkurrenzversuehen erhofft 
werden. Das auff/~lligste Merkmal der Affinit/~tsreihe fiir die Gruppen A 
ist die Uberlegenheit des Zn im Vergleieh zum Cu, die z. B. nieht bei 
stiekstoffhaltigen organisehen Liganden ~2, ~s, wohl aber bei phosphor- 

~ R . J . P .  Wi l l iams ,  Biol. Rev. Camb. Phil. Soc. 28, 381 (1953). 
~3 A .  E .  Dennard  und R. J .  P .  Wi l l iams ,  in: R.  L. Carl in (Hrsg.), Tran- 

sition Metal Chem., Bd. 2, New York 1966. 
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hMtigen Liganden 2~, 25 beobachtet  wird. Es w/~re also mSglieh, dag ein 
kleirter Teil des Phosphors in besonders aktiver ehemiseher Form vorliegt. 

Wit dankea dem Bundesministerium iiir Verkehr und Verstaatlichte 
Unternehmungert der ]gepublik tJsterreieh fib" finanzielle Ullterstiitzung 
im t~ahmen Mixes Forsehurtgsauftrages ,,Anreieherung yon Spuren- 
elementen in Pflanzenzellen" an E. B. 

24 j .  j .  Butzow und G. L.  Eichhorn, Biopolymers 3, 95 (1965). 
35 y .  A .  Sh in  und G. L.  Eichhorn, Biochem. 7, 1026 (1968). 


