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SUMMARY
Sedimentation and diffusion coefficients from the transport of emzymatic activities.
Application of the method of determination to the glucose oxidases from Penicillium
notatum (notatin) and Aspergillus niger (nigerin)
It has been shown earlier that the sedimentation and diffusion coefficients of
non-purified enzymes can be obtained from the transport of the enzymatic activity.
These methods are reexamined with respect to their accuracy, employing
glucose oxidase enzymes (f-D-glucose : O, oxidoreductase, EC 1.1.3.4) from Penicillium
notatum and Aspergillus miger. 'The purity of the preparations was between 40 and
100%,. Under suitable conditions the results obtained by the transport of activity
methods are of nearly the same accuracy as the results of optical measurements of
sedimentation and diffusion.

EINLEITUNG

Die Methode, Diffusions- und Sedimentationskoeffizienten von Enzymen aus
dem Transport ihrer Aktivititen zu bestimmen, ist zwar schon linger bekanntl-16,
jedoch bestand bisher noch keine Klarheit iiber die hierbei erreichbare Genauigkeit
und Zuverlidssigkeit. Kiirzlich zeigten KraANz, MUTZBAUER UND ScHULZI®, indem sie
an a-Amylasen die mit der Methode des Aktivitdtstransportes erhaltenen Zahlen-
werte mit den Messergebnissen der tiblichen optischen Methoden verglichen, daB bei
geeigneter Versuchstechnik eine gute Ubereinstimmung beider Methoden erhalten
wird. Bei der Aktivititsmethode wird das Ergebnis nicht davon beeinflut, ob man
von reinem (kristallisiertem) Enzym oder unreinen Enzympriparationen ausgeht.

Diese im Molekulargewichtsbereich um etwa 50 000 durchgefithrten Messungen
werden in der vorliegenden Arbeit bis zu Molekulargewichten um 150 000 erweitert.
Als Testsubstanzen werden die beiden Glucoseoxydasen (8-p-Glucose:0, oxidoreduc-
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TABELLE 1

MOLEKULARE KONSTANTEN VON NOTATIN UND NIGERIN UNTER STANDARDBEDINGUNGEN

Notatin Nigerin
Sgg,w 1018 (sec) 7.94 8.14
Dy w107 (cm?-sec1) 4.95 4.52
7 (cm3-g-1) 0.727 0.711
M 142 000 151 000

tasen, EC 1.1.3.4) aus Penicillium notatum (Notatin) und aus Aspergilius niger
(Nigerin) verwendet, deren molekulare Konstanten in einer vorangegangenen Arbeit!8
durch Messungen mit den iiblichen optischen Methoden bestimmt wurden. Es zeigte
sich, daB die beiden wirkungsgleichen Enzyme charakteristische Unterschiede im
Molekulargewicht, im partiellen spezifischen Volumen und auch in der Zusammen-
setzung” aufweisen. Einige Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengefal3t.

In dieser Arbeit bestimmen wir den Diffusionskoeffizienten D in der frither®
beschriebenen Vierschichtenzelle. Der Sedimentationskoeffizient s wird aus dem
Aktivititsverlust der iiberstehenden L&sung in einer normalen Sedimentationszelle
bestimmt, deren Boden mit 3 Schichten Filtrierpapier belegt ist. Die so erhaltenen
Werte von D und s werden mit denen der Tabelle I verglichen.

PRAPARATE

Die Priparate dieser Arbeit sind von verschiedenem Reinheitsgrad. Die Notatin-
priaparate entstammen Kulturfiltraten verschiedener Wachstumskulturen des gleich-
en Stammes FD 446 von Pentcillium notatum. Ausgangsprodukte der Nigerinpripa-
rate waren drei verschieden bezeichnete Handelsprodukte ‘DeeO’ und ‘High Purity
Glucose Oxidase’ aus den Takamine Laboratorien der Miles Chemical Co. Clifton,

TABELLE II
ENZYMPRAPARATE
Priparat Hevkunft Anreicherung Reinheitsgrad
Bezeichnung (%) (aus
spezifischer
Aktivitit)
Notatin
8 Kulturfiltrat Uranylacetatfédllung 40
7 Kulturfiltrat Wie 8, zusidtzlich Ammonsulfat-Fraktio-
nierung 60
10C Kulturfiltrat Wie 7, zusitzlich Ionenaustausch-Chroma-
tographie 100
Nigerin
HP High Purity
Glucose oxidase Keine 40
F Fermcozyme Keine 40
HPC High Purity
Glucose oxidase Ionenaustausch-Chromatographie 90
FC Fermcozyme Ionenaustausch-Chromatographie 8o
DC DeeO Ionenaustausch-Chromatographie 100

* O. Bobman, unveréffentlichte Messungen.
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SEDIMENTATIONS- UND DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN 3

N.J., sowie ‘Fermcozyme’ aus den Fermco Laboratorien Inc. Chicago, Ill. Gewinnung
und Anreicherung der Enzyme wurde an anderem Orte!® ausfiihrlich beschrieben.
Der Werdegang der hier verwendeten Priparate ist aus der Tabelle IT zu ersehen.

AKTIVITATSMESSUNG

Die enzymatischen Aktivititen der Glucoseoxydasen wurden aufgrund der
Geschwindigkeit des Sauerstoffverbrauchs bei 25° und pH-Werten von 4.66 oder 5.6
mit Warburggeriten bestimmt. Die Enzymlosungen aus den Diffusions- und Ultra-
zentrifugenzellen wurden vorher auf eine Konzentration verdiinnt, die eine Reaktions-
geschwindigkeit im meBtechnisch glinstigsten Bereich ergibt. Unter den gegebenen
Bedingungen war das etwa 1 ug reinen Enzyms pro Reaktionsgefi3. Vor der Vereini-
gung von Enzym- und Substratlésung (0.1 M Glucose) wurde die Luft aus den Reak-
tionsgefissen durch reinen Sauerstoff verdringt. Jeder Wert wurde durch mindestens
3 parallele Einzelwerte belegt.

SEDIMENTATION

Die Technik der Bestimmung von Sedimentationskoeffizienten enzymatischer
Aktivititen wurde an anderem Orte'® ausfiihrlich beschrieben. Das Enzym sedimen-
tiert in eine am Boden einer Ultrazentrifugenzelle befindliche Filterpapierschicht
hinein und die Sedimentationskoeffizienten werden aus der Aktivititsabnahme der
dariiberstehenden Losung nach Formeln von YPHANTIS UND WAUGH?!® oder TISELIUS,
PEDERSEN UND SVEDBERG®.2! berechnet.

Die Versuche wurden mit einer Ultrazentrifuge Spinco Modell E unter Verwen-
dung der Standardzelle mit 3 Lagen Filterkartons Schleicher und Schuell Nr. 470
(aus einem Vorhang der Spinco-Elektrophoreseapparatur CP zugeschnitten) gemacht.
Die Sedimentationsdauer betrug bei 50 740 Umdrehungen/Min durchweg etwa go min.
Wihrend dieser Zeit waren etwa 709, der Aktivitit in das Filterpapier hineinsedimen-
tiert. Die Abstinde 7 und 7, vom Rotationszentrum zum Meniskus bzw. zur oberen
Grenzflache des Filterpapiers betrugen etwa 5.9 und 6.9 cm. Die genauen Abstands-
werte wurden optisch in jedem Versuch ermittelt.

Experimentelle Werte der Sedimentationskoeffizienten der Glucoseoxydase-
Aktivitdt von Notatin liegen aus einer fritheren Arbeit!® bereits in groBerer Zahl vor.
Bei insgesamt 26 Einzelversuchen und Priparaten etwa 40%iger Reinheit war dort,
auf Standardbedingungen umgerechnet, ein konzentrationsunabhingiger Wert
7.9140.05 S als Sedimentationskoeffizient des Notatins gefunden worden. Dieser
Wert wurde spiter!® (siehe Tabelle I} durch optische Messungen bei reinen Enzym-
prédparaten bestitigt. ,

Der Sedimentationstransport von Nigerinaktivitit war bisher nur durch 3
Einzelmessungen bestimmt worden?s. In Tabelle III sind neuere MeBergebnisse wie-
dergegeben. Bei diesen Versuchen wurde gleichzeitig auch die Wanderung der Gra-
dientenmaxima mit der Schlierenoptik verfolgt. In den Gradientenkurven der beiden
Handelspriparate HP und F bildeten sich jeweils 3 Maxima aus, deren mittleres den
gleichen Sedimentationskoeffizienten ergab, wie der Transport der Glucoseoxydase-
Aktivitat (vgl. die Spalten 4 und 5 der Tabelle III). Fig. 1 zeigt ein Beispiel dieser
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TABELLE III

SEDIMENTATIONSKOEFFIZIENTEN VON NIGERIN

Versuche in 0.2 M Acetatpuffer (pH 4.66), 20.0°, Standardzelle mit Filterpapierschicht. Sedimen-
tationsdauer etwa 9o min.

Priparat Gesami- Zahl dev s-1073 (sec)
protein  Einzel-

(g/t) vevsuche Optisch Analytisch
(Schlieven-  (Aktivitits-

methode) transpori )

F 9 4 7.22 4 0.03 7.30 & 0.2I
HP 5 I 7.88 7.93
FC 4 1 7-49 7.34
HPC 2 2 7.59 4 0.08 7.77 4+ 0.25
Mittelwert s,4,p 7.55 7-59

S90.w 8.00 8.04

Gradientenkurven. Die Sedimentationskoeffizienten der beiden anderen Maxima
lagen bei 3.5 und 13-10713 sec.

Optische Sedimentationsmessungen reiner Nigerin- und Notatinpriaparate
zeigen unter den gleichen Bedingungen beide eine schwache Konzentrationsabhingig-
keit der Sedimentationskoeffizienten®. In den Werten der Tabelle III tritt keine
solche in Erscheinung, oder sie ist hinter der Streubreite der Werte nicht erkennbar.
Der Mittelwert der Sedimentationskoeffizienten aus Tabelle III liegt um etwa 1.59%,
unter dem auf ¢ = o extrapolierten Wert eines reinen Nigerinpriparates!®. Bei Beriick-
sichtigung der dort gefundenen Konzentrationsabhingigkeit wiirde der fiir unend-
liche Verdiinnung hier zutreffende Wert etwa um 49, héher liegen, als der des reinen
Nigerinpriparates. Auffallend ist, daB die Ubereinstimmung zwischen den Werten
aus dem Aktivititstransport und der Gradientenwanderung bei gleichen Priparaten
besser ist, als die der Werte gleicher Spalten der Tabelle. Die hier auftretenden Unter-
schiede iiberschreiten zum Teil die Fehlergrenze der optischen Methode, so daf} das
Sedimentationsverhalten dieses Enzyms innerhalb gewisser Grenzen (etwa -£39%,)
von der Beschaffenheit des Priparates abhingig ist.

Fig. 1. Sedimentation von Nigerin (Fermcozyme), dialysiert gegen o.2 M Acetatpuffer (pH 4.7),
Aufnahmen bei 50 740 Umdrehungen/min nach etwa 30 min rechts beginnend im Abstand von
je 8 min. Die sechste Aufnahme, bei stehendem Rotor, dient zur Bestimmung von 7p.

Soll bei Multikomponentensystemen untersucht werden, ob die Aktivitéts-
triager einheitlich sind, dann miiBte zu diesem Zweck die Sedimentationsdauer iiber
einen gréBeren Bereich variiert werden. Mit kiirzeren Versuchszeiten verschlechtert
sich hingegen das Fehlerverhiltnis (vgl. z.B. Lit. 13), so daB sichere Aussagen einen
erhhten experimentellen Aufwand erforderlich machen wiirden.
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SEDIMENTATIONS- UND DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN 5
DIFFUSION

Die Diffusionsversuche wurden mit den frither beschriebenen Vier-Schichten-
Zellen® durchgefithrt und mit Hilfe der erweiterten Kawalki'schen Tabellen? aus-
gewertet. Durch erschiitterungsfreiere Aufstellung der Diffusionszellen auf einem in
Sand und Kork gebetteten massiven Betonfundament mit einem horizontalen Quer-
schnitt von 0.8 m X 1.0 m und einer Hohe von 1.5 m, sowie durch eine auch {iber
lingere Zeiten gewadhrleisteten Konstanz der Raumtemperatur auf 20.04-0.02° wurden
die Voraussetzungen fiir einen einwandfreien Versuchsablauf verbessert.

Storungen des Transports, wie beispielsweise Konvektionen, fiihren zu gestor-
ten Konzentrationsverteilungen. Diese dussern sich im Versuchsergebnis derart, dal3
die Konzentrationsverteilungen zu schichtweise unterschiedlichen Tabellenwerten Y;
fiihren?? und sich entsprechend Gleichung (1) scheinbar schichtweise unterschiedliche
Diffusionskoeffizienten D; ergeben.

h2

Dy = 7, i=1,2.34) (1)
4y>2t

h ist darin die Hohe der 4 gleich dicken Schichten, ¢ die Diffusionszeit.

Die gleiche Erscheinung tritt auch bei storungsfreiem Diffusionstransport durch
Fehler der Aktivititsmessungen auf. Der Unterschied ist lediglich, daB sich die zu-
falligen Aktivitatsfehler statistisch verhalten und deswegen bei Mittelwertbildungen
herausfallen, wiahrend die irreversiblen Transportstérungen die Ergebnisse systema-
tisch immer in der gleichen Richtung verfilschen.

Zur Bestimmung der Diffusionskonstanten von Nigerin aus dem Aktivitits-
transport liegen insgesamt 28 neuere Einzelversuche vor. Nach Priparaten zusam-
mengefaB3t, gibt die Tabelle IV die experimentellen Diffusionskoeffizienten als arith-
metische Mittelwerte D dieser 4 X 28 Einzelwerte Dj wieder. Daneben sind die
Standardabweichungen ¢ vom jeweiligen aus n Einzelwerten gebildeten Mittelwert
wiedergegeben.

TABELLE IV

AUS DEM AKTIVITATSTRANSPORT ANALYTISCH BESTIMMTE DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN VON NIGERIN

Versuche in 0.2 M Acetatpuffer (pH 4.66), 20.0°, Vier-Schichten-Zellen, Dauer der Diffusion
48—72 h.

Praparat Gesamt- Zahl dey D107 (cm?-sec=) in Schicht

protein Einzel-

(gll) versuche I 2 3 4
DC 14 2 3.50 4= 0.37 2.73 4- 0.58 4.36 - 0.07 4.41 £+ o.01
DC 11 4 4.44 4- 0.26  4.69 4- 0.57 4.40 + 0.25 4.23 4- 0.01
F 9 8 4.33 £ 0.13 4.33 - 0.22 4.31 + 0.06 4.42 4 0.11
HP 5 4 4.99 & 0.12 5.60 4- 0.34 4.60 £+ 0.02 4.61 4 0.06
FC 4 2 4.47 £ 0.05 4.55 £ 0.11 4.26 4 0.13 4.37 4 0.06
HPC 1 8 4.82 + 0.19 3.97 + 0.32 4.5I + 0.29 4.78 4+ 0.18
Mittelwerte von 28 Versuchen 4.53 £ 0.IT 4.38 4 0.19 4.42 + 0.09 4.52 4 0.07
Mittelwerte von 14 Versuchen mit ein-

heitlicheren Teilergebnissen 4.39 1 0.00 4.40 4 0.13 4.34 - 0.06 4.40 4 0.08

Dsow107 4.55 & 0.06
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(2)

X (Dy — D)2\
( n{n — 1) )

Nach 48-h Diffusion befand sich etwa 69, der Gesamtaktivitit in Schicht 3 und
etwa 0.4%, in Schicht 4. Nach 72 h waren etwa 139%, in der dritten und 49, in der
vierten Schicht. Die Qualitit der Ergebnisse aus der dritten Schicht wurde nicht
durch die Versuchsdauer beeinfluBt, wihrend die Auswertung der vierten Schicht bei
geringen Gesamtaktivitidten lingere Diffusionszeiten erforderlich macht, damit die
Effekte verniinftig messbar sind.

Trotz der teilweise sehr groBen Streubreite der Einzelergebnisse stimmen die
Gesamtmittelwerte der vier Schichten untereinander sehr gut iiberein. Dadurch
wird einigermaBen sichergestellt, daB keine auf Transportstérungen beruhenden
Fehler vorhanden sind.

Nach unseren ersten, mit Notatin durchgefithrten Probemessungen zu dieser
Diffusionsmethode® schien es zundchst ein ausreichendes Kriterium fiir zuverlissige
Versuchsergebnisse zu sein, wenn bei Diffusionszeiten, in denen noch keine messbaren
Aktivitdten in Schicht 4 gelangt sein durften, dort auch keine gefunden wurden.
Die MeBergebnisse der Versuche, die zu diesem Schlull veranlaBten, lagen, verglichen.
mit den Richtwerten von Tabelle I, jedoch durchschnittlich um etwa 109, zu hoch,
Infolgedessen kann das dort aufgestellte Kriterium allein nicht mehr als ausreichend
angesehen werden. Offenbar gab es auch Konvektionsstrémungen, die sich nicht bis
in Schicht 4 hinein fortpflanzten. Nachdem die bei diesen Versuchen anfangs noch
etwas behelfsméBigen Mittel zur Isolierung der Zellen gegen Erschiitterungen durch
bessere ersetzt wurden, zeigt sich bereits unmittelbar danach bei den an Nigerin
durchgefiihrten Versuchen® auch unter den Schichten eine dhnlich gute Uberein-
stimmung der Werte, wie sie bei Tabelle IV in Erscheinung tritt. Das auf Standard-
bedingungen umgerechnete damalige Ergebnis Dy, 4.47 - 1077 stimmt mit dem Wert
4.55-1077 welcher hier in Tabelle IV, ebenfalls fiir Schicht 3 und auf Standard-
bedingungen umgerechnet, angegeben ist und mit dem auf optischen Wege ermittelten
Diffusionskoeffizienten des reinen Nigerins!?, der in der Tabelle I aufgefiihrt ist,
innerhalb der Fehlergrenze iiberein.

TABELLE V
AUS DEM AKTITIVATSTRANSPORT ANALYTISCH BESTIMMTER DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN VON NOTATIN

Vier-Schichten-Zellen, Diffusionsdauer 24—48 h.

Priparat Gesamd- Zahl dey D107 (cm?-sec) in Schicht

) protein Einzel- .

(gll) versuche I 2 3 4

10 C* 2 8 4.78 £ 0.18 4.48 4+ 0.36 4.73 4 0.08 5.35 -+ 0.21
Doy, - 107 4.95 4- 0.08
8** 0.5 4. 4.56 - 0.38 4.80 4 0.80 4.60 4 0.IT 4.9T 4 0.14
8** 5 10 4.48 + 0,07 4.40 4- 0.30 4.53 + 0.05 4.80 + o.10
7 5 2 4.14 + 0.00 4.09 £ 0.12 4.40 =+ 0.01 —
Mittelwerte** 4.45 2 0.10  4.46 4+ 0.20 4.53 4 0.04 4.85 4 0.08
Dyg, w0107 4.98 4 0.05

*In 0.2 M Acetatpuffer (pH 4.66) (g0,p/N20,0 = 1.047).
** In 0.3 M Phosphatpuffer (pH 5.6) (1)s9,p/%20,0 = 1.100).
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SEDIMENTATIONS- UND DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN 7

Wie bereits friither diskutiert®, {ibertragen sich prozentual gleiche Aktivitits-
fehler schichtweise sehr unterschiedlich, verstirkt oder auch vermindert, auf die Ergeb-
nisse. Relativ am unempfindlichsten reagiert der Y- bzw. D-Wert der vierten Schicht
auf Fehler der Aktivititsmessungen. Unter den speziell hier gegebenen Versuchs-
bedingungen sollte der prozentuale Fehler des Diffusionskoeffizienten, den man aus
der vierten Schicht berechnet, nur etwa ein Fiinftel des Aktivitatsfehlers betragen,
der aus der dritten Schicht etwa drei Viertel und der in den beiden untersten Schichten
jeweils etwa das Vierfache des Aktivititsfehlers betragen.

Demgegeniiber zeigen die Standardabweichungen in Tabelle IV ein etwas ein-
heitlicheres Fehlerniveau zwischen den Einzelschichten. Die beiden oberen Schichten
zeichnen sich allerdings immer noch durch Ergebnisse besserer Qualitit aus.

T
h(o) 4. Schicht
!
0 a l
3. Schicht
on o
0 |
2. Schicht
0 o bEo i] n }
l 1. Schicht
0 n 1 o | n l
7
! 2 3 4 5 6 7 —> Dj'10 g;ﬂg}

Fig. 2. Diffusionskoeffizienten von Nigerin aus Transportmessungen der Aktivitit. Hiufigkeits-
verteilung der Einzelergebnisse aus 28 Versuchen.

In Fig. 2 sind sdmtliche in Tabelle IV verwerteten 4 X 28 Einzelwerte nach
Schichten getrennt, in Form von Hiufigkeitsverteilungen graphisch aufgetragen.
Die Haufigkeit h(Dy) = #;- D; der experimentellen Diffusionskoeffizienten vermittelt
gegen Dj als Abszisse aufgetragen, nochmals ein anschauliches Bild von der vorhande-
nen erheblichen Streuung der Einzelwerte.

Unter den 28 Versuchen wurde sodann eine Auslese getroffen, und zwar wurden
solche Versuche ausgeschieden, bei denen eine der 4 Schichten ein Ergebnis lieferte,
welches vom Mittelwert aus allen 4 Schichten um mehr als 109, abweicht. Dadurch
ergab sich eine Aufteilung in 2 zufilligerweise gleich groBe Gruppen von je 14 Versuch-
en. Die Versuche mit dem einheitlicheren Ergebnis sind in Fig. 2 durch voll ausge-
zeichnete Karos gekennzeichnet, die ibrigen Versuche durch umrandete Felder. Aus
der Abbildung und aus den Standardabweichungen, welche zu den Gesamtmittel-
werten der Tabelle IV erginzend noch hinzugefiigt wurden, ist zu schliessen, daB es
besser ist, Versuche, die in sich Unstimmigkeiten aufweisen, von vorn herein bei der
Auswertung unberiicksichtigt zu lassen.

Aus der Tatsache, daB die beiden unteren Schichten im Mittel keine vom
richtigen Wert abweichenden Ergebnisse liefern, kann man entnehmen, daf3 durchweg
bei der Uberschichtung keine nennenswerten Storungen verursacht worden sind.
Demnach sind mit Diffusionszellen, die nur zwei trennbare Schichten besitzen, eben-
falls durchaus verldBliche Ergebnisse erreichbar. Um die gleiche Genauigkeit zu er-
zielen, wie bei Vier-Schichten-Zellen, sind allerdings Mittelwertbildungen aus einer
entsprechend groBeren Anzahl von Einzelmessungen erforderlich.
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Diffusionskoeffizienten von Notatin wurden ebenfalls aus dem Aktivitits-
transport erneut bestimmt. Von insgesamt 24 Einzelversuchen wurden 8 in 0.z M
Acetatpuffer bei pH 4.66 und 16 unter gleichen Bedingungen wie in der fritheren
Arbeit$, in 0.3 M Phosphatpuffer bei pH 5.6, durchgefithrt. Die Ergebnisse dieser
Versuche sind in Tabelle V zusammengefaBt. Nach 24-h Diffusion befand sich in der
dritten Schicht etwa 2.0%, der gesamten Aktivitit, bis in die vierte Schicht war noch
keine messbare Aktivitdt hineingelangt. Nach 48 h Diffusionsdauer lagen dhnliche
Konzentrationsverteilungen vor, wie fiir Nigerin angegeben wurden.

Die Werte von Tabelle V stimmen im Mittel mit den Ergebnissen véllig {iberein,
die bei Verwendung eines reinen Pridparates auf optischem Wege erzielt wurden!®.
Die dlteren Ergebnisse des Aktivititstransportes® hatten wahrscheinlich aus Griinden
nicht ganz stérungsfreier Versuchsbedingungen 10%ige Abweichungen ergeben.

TABELLE VI

MOLEKULARE KONSTANTEN DER GLUCOSEOXYDASEN NOTATIN UND NIGERIN, AUS DEM AKTIVITATS-
TRANSPORT ANALYTISCH BESTIMMT

Notatin Nigerin
S0, ° TO (sec) 7.91% 8.04
Dy, w0+ 107 (cm?-sec) 4.97 4.55
M (berechnet mit 7, 0.73) 144 ooo 162 000
M (berechnet mit 7, 0.75) 155 000 174 000

* Siche Lit. 14.

MOLEKULARGEWICHTE

Vergleicht man die Transportkoeffizienten, die bei den Glucoseoxydasen Nota-
tin und Nigerin aus den Aktivitdtstransportversuchen hervorgingen, deren Mittel-
werte in Tabelle VI zusammengefa3t sind, mit den Richtwerten der reinen Enzyme
aus Tabelle I, dann stellt man bei allen 4 Wertepaaren {iberraschenderweise keine gro-
Beren Differenzen als 419, fest. Wenn auch in dieser ausgezeichneten Ubereinstim-
mung zweifellos noch ein zufilliger Faktor enthalten ist, so zeigen die Versuche, daB3
die Methoden des Aktivititstransportes, unabhingig von der Reinheit eines Enzyms
richtige Werte fiir die Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten zu bestimmen
erlauben.

Wie bereits auch von KraNz, MUTZBAUER UND SCHULZ'? hervorgehoben wurde,
kommt der gréBte Unsicherheitsfaktor in die Berechnung des Molekulargewichtes un-
gereinigter Enzyme durch die Unkenntnis des partiellen spezifischen Volumens 7.
Dieses liegt im allgemeinen zwischen den Grenzen o0.70 und o.75 cm?-g=!. Nimmt
man einen bei Proteinen am hiufigsten vertretenen mittleren Wert von 0.73 an, dann
ist, wie man durch Einsetzen in der SVEDBERG schen Formel

s-RT

M = —5(1 —_17_) (3)

ersieht, in Extremfillen beim Molekulargewicht noch mit Fehlern bis zu etwa 4109,
zu rechnen, selbst wenn die Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten fehlerfrei er-
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SEDIMENTATIONS- UND DIFFUSIONSKOEFFIZIENTEN 9

mittelt wurden. Der Einflu fehlerhafter partieller Volumen, z.B. des bei fritheren
Bestimmungen®® und von anderen Autoren?.2! benutzten Wertes o.75 fiihrt zu erheb-
lichen Abweichungen (Tabellen I und VI).

ZUSAMMENFASSUNG

Transportmethoden enzymatischer Aktivititen, die zur Bestimmung von
Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten nicht reiner Enzyme bereits friiher
beschrieben und benutzt wurden, werden durch weitere Messungen auf ihre Genauig-
keit gepriift. Als Testsubstanzen dienten Enzympriparate der Glucoseoxydasen
(B-p-Glucose: Oy oxidoreductasen, EC 1.1.3.4) aus Penicillium notatum und Aspergillus
niger, deren Reinheitsgrade zwischen 40 und 1009, lagen. Es wird gezeigt, daBl die
Ergebnisse des Aktivitdtstransportes unter geeigneten Versuchsbedingungen nahezu
die gleiche Genauigkeit erreichen, wie die von optischen Sedimentations- und Diffu-
sionsmessungen.
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