ZUR BIOCHEMIE

, ,z:
e DES |
“EIWEISSES j

zj

|

é

&

| 4

|

DEUTSCHER VERLAG DEli WISSENSCHAF'TEN i




ZUR
BIOCHEMIE
DES |
EIWEISSES

1956

VEB DEUTSCHER VERLAG DER WISSENSCHAFTEN

BERLIN



Die sowjetischen Zeitschriften, aus denen die einzel Arbei
sind jeweils am Anfang einer neuen Arbeit in einer Fuinote angefithrt

Ubersetzung: O. Lebtag

Alle Rechte vorbehalten
Copyright 1956 by VEB Deutscher Verlag der Wissenschaften Berlin
Printed in Germany

Lizenz-Nr. 206 - 435/49/56

Gesamtherstellung: (I11/18/203) |Al6l VEB Leipziger Druckhaus, Leipzig



VORBEMERKUNG

Der Gedanke, sowjetische biochemische Arbeiten in deutscher Ubersetzung zu ver-
éffentlichen, findet seine Erklarung sowohl in dem Umstand, daB bisher nur ein beschrink-
ter Kreis von sprachkundigen Lesern die sowjetische Literatur zu verfolgen vermag,
als auch in dem hohen Niveau der sowjetischen Biochemie, deren Ergebnisse es verdienen,
einem breiteren Kreis deutscher Wissenschaftler zuginglich gemacht zu werden. Da8 die
Biochemie in der Sowjetunion in den letzten Jahrzehnten eine stiirmische Entwicklung
erfahren hat und jetzt eine erstrangige internationale Stellung einnimmt, ist unbestreit-
bar. Sie besitzt aber auch eine groBe Tradition. Es mégen nur die Namen von Bace und
PALLaDIN, die Schopfer der ersten modernen biologischen Oxydations- und Dehydrations-
theorien, genannt sein.

Bei der Auswahl aus der Vielfalt der vorliegenden wissenschaftlichen Arbeiten schien
es vorteilhaft, einen Schwerpunkt zu wihlen und eine zeitliche Begrenzung auf die jiingste
Vergangenheit vorzunehmen. War diese Vorstellung gerechtfertigt, so erschien es natiir-
lich, als zentrales Thema die Biochemie der EiweiBkorper zu wihlen, jener Stoffklasse,
deren Stoffwechsel den LebensprozeB selbst kennzeichnet; insbesondere, das sie aus den-
selben Griinden einen Schwerpunkt in der sowjetischen biochemischen Forschung dar-
stellt. Die im vorliegenden Bend vereinten Arbeiten spannen den Bereich von rein physi-
kalisch-chemischen Untersuchungen an isolierten EiweiBkérpern bis zur Erforschung des
Zwischenstoffwechsels der Aminosiuren.

Schon eine oberflichliche Durchsicht der Arbeiten 1aBt eine gewisse Gemeinsamkeit
erkennen. Die Anwendung moderner Methodik, engster Kontakt mit den letzten Ergeb-
nissen der internationalen Wissenschaft, ein stolzes BewuBtsein der eigenen Tradition,
groBer Gedankenreichtum sind offenbar. Man erkennt auch deutlich, daB die sowjetische
Biochemie den Standpunkt einer biologischen Wissenschaft bezieht, nicht — wie es
so haufig gerade in Deutschland ist — sich nur als die Chemie der Naturstoffe betrachtet.

Die erste Arbeit von FRENKEL befaflt sich mit der Anwendung einer der modernsten
Methoden zur Bestimmung des Molekulargewichtes von EiweiBkérpern. Von besonderem
Interesse ist die Anwendung auf das wichtige, noch ungeldste Problem der Denaturierung
der EiweiBkorper. Ein Artikel der Arbeitsgruppe um BRESLER befaBt sich mit der Re-
synthese bzw. Renaturierung von EiweiBkorpern durch hohe Drucke. Es handelt sich
hier um Teilergebnisse einer selbstindigen Entwicklung der Sowjetwissenschaft, die
groBte theoretische Bedeutung fiir die Probleme der Struktur und der biologischen Syn-
these der EiweiBkorper besitzt. Der Artikel von ToNeuUR iiber die Umkehrbarkeit der
Eiweifldenaturierung stellt eine Zusammenfassung der internationalen Literatur wie
auch zahlreicher sowjetischer Arbeiten dar. Er zeichnet sich durch eine scharfsinnige
Behandlung dieses Problems aus. Die Abhandlungen der Arbeitsgruppe um SISSAKJAN
befassen sich mit Eigenschaften der Plastiden-EiweiBe. Das Gebiet der Pflanzenbiochemie
ist schon lange Zeit im Brennpunkt des Interesses der Biochemiker der Sowjetunion,
withrend es erst in den letzten Jahren eine erhohte Aufmerksamkeit in anderen Lindern
zu erwecken beginnt. Der Artikel von WoroBJOW und Scmaror stellt eine Pionierarbeit
der synthetischen Biochemie dar, gestiitzt auf die dialektische Auffassung der Beziehung
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zwischen Struktur, Chemismus und Funktion, wie sie urspriinglich von ENGELS ent-
wickelt und mit solcher Kiithnheit von OraRIN auf die Probleme der Entstehung des
Lebens angewendet wurde; sie ist ein Schritt zur Loésung der krénenden Aufgabe der
Biochemie, der Synthese des Lebens, die die materialistische Wissenschaft als ein durch-
aus erreichbares Ziel ansieht. Zwei Artikel stammen von BRAUNSTEIN und seinen Mit-
arbeitern. Sie befassen sich mit dem Zwischenstoffwechsel der Aminosiéuren, einem Gebiet,
dessen gegenwirtige Entwicklung durch BraunsTEINs klassische Entdeckung der Trans-
aminierung eingeleitet wurde. BraUNsTEIN gibt einen Uberblick iiber die Bedeutung
des Vitamins B, im Aminosiurestofiwechsel und entwickelt auf der Grundlage der
modernen Vorstellungen der theoretischen organischen Chemie eine umfassende Theorie
der vielfiltigen Prozesse, die durch die Pyridoxalenzyme katalysiert .werden.

In der Vergangenheit waren die Beziehungen zwischen der deutschen und der russischen
Wissenschaft sehr eng. Viele deutsche Wissenschaftler waren oft lange Jahre an russischen
Forschungsstitten, viele russische Wissenschaftler weilten in deutschen Laboratorien.
Die vorliegende Sammlung soll als ein bescheidener Beitrag zur Vertiefung der gegen-
seitigen Beziehungen zwischen der deutschen und der sowjetischen Wissenschaft dienen.
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S.J. Frenkel

Bestimmung des Molekuldrgewichts von EiweiBstoffen nach der
Methode der Lichtstreuung in Losungen!

In den letzten Jahren hat die Untersuchung der Makromolekiile mit der
Methode der Lichtstreuung in Losungen eine starke Verbreitung gefunden.
Die Vorteile dieses Verfahrens bestehen darin, daB das untersuchte System
praktisch keiner dueren Einwirkung unterworfen ist und daB die Messungen
rasch erfolgen konnen. Wenn im System irgendwelche Veranderungen
(Aggregation, Polymerisation, Dissoziation) vor sich gehen, konnen diese
leicht bestimmt werden. Dieses Verfahren erméglicht die Bestimmung des
Molekulargewichtes auf Grund der Triibung der Lésungen sowie die Bestimmung
der Form und GréBe der Makromolekiile auf Grund der Winkelverteilung der
Intensitit des gestreuten Lichtes. Die nach diesem Verfahren gewonnenen
Ergebnisse zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den nach anderen Methoden

“erzielten Werten.
In der vorliegenden Arbeit werden einige Falle der Anwendung dieser

Methode auf die EiweiBstoffe behandelt und die gewonnenen Ergebnisse
mitgeteilt.

1. Theorie

Die Rayleighsche Formel fiir die Streuung des Lichtes besitzt bekanntlich nach-
stehende Form: ;
v 8atval

7= gz (1 costo). )

Hier bedeuten i die Intensitéit des gestreuten Lichtes, bezogen auf die Volumeinheit
des streuenden Systems, I die Intensitiat des einfallenden Lichtstrahles, r den Abstand
. zwischen Beobachter und streuendem System, § den Winkel zwischen Beobachter und
Ausgangsstrahl, v die Zahl der Teilchen in der Volumeinheit des streuenden Systems,
# die Wellenlinge des einfallenden Lichtes im vorliegenden Medium, « die Polarisierbarkeit
der streuenden Teilchen. Das gestreute Licht ist planpolarisiert und besitzt je eine

1 C. 5. Opeurenn, HsMepenme MONeKYINAPHOTO Beca GeIKOB MeTONOM paccedaHna
cBeTa B pacTBopaX. Aus: Brnoxumusa (Die Biochemie), 1952, Bd. 17, Nr. 5, S. 535—550.

1 Biochemie des BiweiBSes
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vertikale und horizontale polarisierte Komponente, unabhingig davon, ob das ein-
fallende Licht polarisiert war oder nicht. Die Intensitdt der horizontal-polarisierten
Komponente ist gegeben durch cos? 6. Unter einem geraden Winkel zum Ausgangsstrahl
wird deshalb nur die vertikal polarisierte Komponente beobachtet.

Gleichung (1) wurde unter nachstehenden Annahmen abgeleitet:

1. Die Teilchen sind isotrop.

2. Die Teilchen sind kinetisch unabhingig. Dies entspricht, allgemein gesprochen,
idealen Gasen oder Losungen. In verdiinnten Lésungen konnen die Teilchen ebenfalls
als unabhangig voneinander angesehen werden.

3. Die Teilchen sind im Vergleich zur Wellenldnge A’ klein. In diesem Falle zeigen
die von den einzelnen Bereichen eines Teilchens gestreuten Elementarwellen praktisch
eine Phaseniibereinstimmung ; die Gesamtstreuung setzt sich aus den Elementarstreuungen
jedes Einzelteilchens zusammen. Sind jedoch die linearen Dimensionen der Teilchen von
der GroBenordnung A’/10 oder hdher, so ist eine Korrektur fiir die Interferenz des von
den einzelnen Bereichen dieser Teilchen gestreuten Lichtes anzubringen; diese Differenz
fithrt zur Abnahme der Gesamtstreuung.

4. Die Teilchen sind in ihrer Grofle gleich.

Geht man von den idealen Bedingungen, fiir welche Formel (1) abgeleitet wurde,
zu den realen Bedingungen iiber, so ist eine Reihe von Korrekturen erforderlich. Da
wir die Methode der Lichtstreuung in Losungen nur in jhrer Anwendung auf die EiweiB-
stoffe behandeln, beschranken wir uns in den nachstehenden Ausfilhrungen auf jene
Korrekturen, die in diesem Falle erforderlich sind.

Bei der Beobachtung unter einem Winkel von 90° ist

i 8mtypol
I~ % o

Hierbei beobachtet man nur das vertikal polarisierte Licht. Durch die Streuung wird das
einfallende Licht im streuenden Medium abgeschwicht. Bezeichnet man die Ausgangs-
intensitat mit I,, so ist

I—= 10 e‘”, (2)

wenn I den zuriickgelegten Weg im Medium und 7 die Triibung bedeuten. Zwischen der
Intensitat des unter einem geraden Winkel gestreuten Lichtes und der Triibung bestehen

folgende Beziehungen:

Tz%amz%, (3)

In Kombination mit (1’) erhalten wir:
128 nByo?
=5 i ®
Um eine Arbeitsformel zu erhalten, verwenden wir die Gleichung, welche eine Beziehung
zwischen der Polarisierbarkeit und dem Brechungsindex herstellt:
nf—n?
73— =4nva. (5)

Hier bedeuten n, den Brechungsindex des Losungsmiftels, durch welches der einfallende
Lichtstrah]l hindurchgeht (z. B. Wasser bei Verwendung einer waBrigen Losung), n den
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Brechungsindex des Gesamtsystems (der Losung selbst). Setzen wir Formel (5) in (4)
ein, 8o erhalten wir: 8 (nd— 2y
n—ng
_ e} 6
=3 a? My ©)
wo A = ng A (1,38 X fiir die wiBrige Losung) ist. Es ist mit anderen Worten 4 die Wellen-
lange des Licbtes im Vakuum (in der Luft).

Ersetzen wir die Zahl der Teilchen » in der Volumeinheit durch.den Wert (N/M)- ¢
(N Avogadrosche Zahl; M Molekulargewicht, wenn es sich um Molekiile handelt,
oder Gewicht eines Grammolekiils, wenn es sich um Molekiilaggregate handelt; ¢ Kon-
zentration in g/em?), so erhalten wir:

T

O]

__ 8a*Mc m®—ng\2
= 3EN ( P )

Bei geniigend geringer Konzentration (in gentigend verdiinnter Losung) gilt:

= — 21
¢ Aec ™ ge  °

{8)

n?—n} An? gn? (n—*no)

Es wird hierbei angenommen, da8 die Werte von n und 7, nahe beieinanderliegen.

2im—nmg\8
In der Annahme, dafl %(L@) ==H erhalten wir beim Einsetzen der

[
Formel (8) in Gleichung (7):
T
M= 4. ®

Wenden wir uns der Frage zu, wieweit diese Formel auf die Bestimmung
des Molekulargewichts der EiweiBstoffe anwendbar ist. Hierzu seien die Eigen-
schaften der EiweiBllésungen jenen Bedingungen gegeniibergestellt, welchen
die Rayleighsche Formel geniigt [1].

1. Isotropie der Teilchen (gemeint ist die optische Isotropie). Die
Molekiile der globuldren EiweiBe kann man als Kugeln oder Rotationsellipsoide
betrachten. Die Korrektur fiir die Depolarisation durch Anisotropie ist des-
halb nicht héher als 19 und kann vernachldssigt werden. Auch unter weniger
giinstigen Bedingungen ist die Depolarisation in der Regel sehr gering.

2. Unabhingigkeit der Teilchen. Diese Bedingung ist bei Verwendung
geniigend verdiinnter Lésungen ohne weiteres gegeben.

3. TeilchengréBe. Nach den Angaben SvEDBERGs [1] ist der Durch-
messer der Teilchen in keinem Falle gréBer als 500 A (in der Regel liegt er
unterhalb 100 &). Die Triibung wird auf die griine Quecksilberlinie bezogen,
deren Wellenldnge ungefihr 550 myu betrigt. Auch diese Bedingung (d << 4°/10)
ist erfiillt.

Bei den ViruseiweiBstoffen muBl eine Korrektur angebracht werden wegen
der Asymmetrie der Streuung, die als Folge der Interferenz des von ver-
schiedenen Bereichem eines Molekiils gestreuten Lichtes auftritt. Von groBer
Bedeutung ist hierbei auch die Form der Molekiile. Dies gilt auch fir die
fibrilliren EiweiBstoffe. ‘

1
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4. Monodispersitit. Auch diese Bedingung ist in den Lésungen der
globuliaren EiweiBe erfiillt. In einer Reihe von Fillen (verschiedene Aggregations-
prozesse) muB jedoch auch die zeitliche Anderung des Dispersititsgrades der
gelosten Substanz beriicksichtigt werden. Hierher gehoren Aggregation und
Desaggregation, Polykondensation, Proteolyse usw. Die unmittelbare An-
wendung der Formel (9) auf einen dieser Prozesse ergibt in den Zwischenstadien
Mittelwerte fiir das Molekulargewicht.

Da die Polarisierbarkeit a der Teilchen ihrem Volumen ¥ proportional ist,
kann Gleichung (4) auch in nachstehender Form geschrieben werden:

T=Ay V2. (10)

Hieraus wird ersichtlich, daB 7 bei der Aggregation proportional dem
Aggregationsgrad zunimmt und umgekehrt. Die Abnahme der Gesamtteilchen-
zahl um das n-fache ist von der gleichen Zunahme des Volumens der Teilchen
begleitet. Es ist demnach

= A%- mViE=mnr.
Fir ein polydisperses Medium gilt:
=43 v;vi. 1)

Diese Formel kann auf die Zwischenstadien der obenerwihnten Prozesse an-
gewandt werden. Ist der Charakter des Prozesses und damit das Verhaltnis
der Anfangswerte y, und ¥V, zu », und V; bekannt, so kann die Konstante der
entsprechenden Reaktion enmttelt werden Die Formeln fiir eine Relhe
konkreter Fille wurden von OSTER abgeleitet [2].

Dieses Verfahren ermoglicht also die Untersuchung der verschiedenen
morphologischen Reaktionen der EiweiBstoffe.

Dies alles gilt fiir die globuldren Eiweifle. Bei den fibrilliren EiweiBstoffen ist,
wie wir gesehen haben, eine Reihe von Bedingungen nicht erfiillt, die bei der
Ableitung der Formel (9) vorausgesetzt wurden.

Die Theorie von RAYLEIGH ist nur ein Grenzfall der allgemeinen Theorie der Licht-
streuung in Losungen von SMOLUCHOWSKI- EINSTEIN-DEBYE [3]. Nach dieser Theorie
wird die Stremung durch die Fluktuation der Konzentration in der Losung verursacht.
Diese Fluktuationen sind um so geringer, je groBer die fiir die Anderung der Konzentration
erforderliche osmotische Arbeit ist. Als Folge der Fluktuation tritt eine lokale Anderung
des Brechungsindex ein. Dies ist die unmittelbare Ursa.che fiir die Streuung. Die Triibung
ist hierbei gegeben durch die Gleichung:

S
o3

2

32722 nd (c?)

3 "Nx' 3 n)’
"EB(RT

T =

(11)
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wo R die Gaskonstante; T' die absolute Temperatur; = den osmotischen Druck bedeuten ;
die iibrigen Bezeichnungen sind die gleichen wie oben. Fiihren wir die Konstante H
ein, die den gleichen Wert wie friiher besitzt, so erhalten wir

(an _An n—'no).

ac ¢ ¢

¢ F) n
L_9( Z ). 1
H T 9c ( RT ) (11
Bei einer realen polymeren Losung (als solche sind die Losungen der fibrilliren Eiwei8-
stoffe zu betrachten) betrigt der osmotische Druck:
= _° 2

BT =M B 12
wobei B eine Konstante, welche die Abweichung der Losung vom idealen Zustand bestimmt,
darstellt. In den Losungen der linearen Polymere ist B einerseits vom Lésungsmittel ab-
hiingig, andererseits charakteristisch fiir die I
Elastizitat der Molekiilkette des Polymers. /
Durch Einsetzen von (12) in'(11’) erhalten wir :

HS= 1 +2Bc. (13)

Es ist leicht einzusehen, daB bei <
B = 0 Formel (9) erhalten wird. Wird

die Funktion Hejr = f(c) graphisch I
dargestellt, so ist die Kurve bei ge- “1‘

niigend kleinem ¢ eine Gerade (Abb. 1). 0 C

Je grofler ihr Neigungswinkel, desto Abb. 1

gréBer ist die Abweichung der Losung

vom Idealzustand. Bei einer idealen Losung ist diese Funktion eine der Abszissen-
achse parallele Gerade, ein Ausdruck fiir die Tatsache, daB die Triitbung der
Konzentration proportional ist und dem Rayleighschen Gesetz unterliegt.

Der Abschnitt auf der Ordinatenachse, der durch den Schnittpunkt der
Geraden bestimmt wird, ist der reziproke Wert des Molekulargewichtes. Zur
Bestimmung des Molekulargewichts in der realen Losung ist die Funktion
Hcfv = f(c) graphisch darzustellen und hieraus der Wert bei ¢ = 0 zu be-
stimmen.

2. Anwendung des Verfahrens auf die EiweiBstoffe

In der sehr umfangreichen Literatur iiber das behandelte Untersuchungs-
verfahren findet man nur sehr wenig Arbeiten iiber dessen Anwendung auf die
EiweiBstoffe. ' ‘

Prrzeus und BrosTEAUX [4] zeigten, daB die Intensitat der Lichtstreuung in Losungen,
wie aus den Formeln (9) und (3) folgt, den Molekulargewichten der Proteine proportional
ist. Die genannten Autoren haben jedoch keine systematischen Untersuchungen durchge-
fiihrt und von der Formel (9) in Wirklichkeit keinen Gebrauch gemacht. Zum Teil erklirt
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sich dies aus der Mangelhaftigkeit der Apparatur, hauptsichlich jedoch daraus, daB erst
nach den Arbeiten DeByEs [3] die Aufmerksamkeit auf die Methode der Lichtstreuung
gelenkt wurde. In den letztgenannten Arbeiten wurde das Verfahren ausfiihrlich ent-
wickelt.

OstER [5] verwendete Formel (9) bei der Berechnung des Molekulargewichts ver-
schiedener Viren. So erhielt er fiir das Virus der Tabakmosaikkrankheit mit einer Genauig-
keit bis zu 59, ein Molekulargewicht von 40 - 10°%. Fiir solche Riesenmolekiile muf} eine
Korrektur fiir die Asymmetrie der Streuung angebracht werden, da sonst zu niedrige
Werte fiir 7 erhalten werden. Es muf) auch die Depolarisation beriicksichtigt werden, die
sich bei groBen Molekiilen bemerkbar macht.

OsTER betrachtete die Molekiile des Tabakmosaikvirus als diinne Stiabchen und erhielt
aus der Intensititswinkelverteilung der Streuung fiir die Lange dieser Stabchen den
Wert I = 270 4+ 18 mu. Nach den Ergebnissen der Ultrazentrifugierung, Diffusion,
Elektronenmikroskopie und Viskositat ist L .= 260—280 mu. Eine gute Ubereinstim-
mung mit anderen Verfahren besteht nicht nur hinsichtlich des Molekulargewichtes,
sondern auch hinsichtlich der Form und Gré8e der Molekiile. Auf Einzelheiten der ent-
sprechenden Berechnungen kénnen wir hier -nicht naher eingehen. In ahnlicher Weise
untersuchten OsTER und Jorpan [6] dic Wechselwirkung zwischen Aktomyosin und
Adenosintriphosphorsiure.

Uber das aus der Tritbung ermittelte Molekulargewicht der EiweiBstoffe gibt es nur
zwei Untersuchungen. HELLER und KLEVENS [7] veroffentlichten Zahlenwerte fiir das Ei-
albumin bei 4° Cund beim Py 4,66—4,68. Sofort nach der Herstellung ist M = 47000 4-1500;
nach 24 Stunden ist M = 64000 4 2000, nach 72 Stunden = 81000 -+ 3000. Die Zu-
nahme des Molekulargewichts zeigt deutlich das Vorliegen einer Aggregation. Diese Er-
scheinung wurde eingehend von BiEr und Norp untersucht [8]. Sie erforschten die
Kinetik der Aggregation von Eialbumin. Diese Aggregation hat nichts mit der Saure-
oder Wirmedenaturierung zu tun. Sie ist eine Reaktion zweiter Ordnung. Fiir die Einzel-
molekiile erhielten Bizr und Nokp M-Werte von 37000.

Damit sind die Literaturangaben iiber die Anwendung der Methode der
Lichtstreuung auf Eiweilistoffe erschopft.t

3. Versuchsanordnung

Gerdt zur Messung der Triibung (Nephelometer)

Die Messung der absoluten Triibung ist mit groBen experimentellen Schwie-
rigkeiten verbunden. Es wird deshalb der Vergleich der Triibung der Unter-
suchungslosung mit einem Standard vorgezogen, dessen absolute Triibung

1 Als die vorliegende Arbeit bereits im Druck war, erschien eine weitere Arbeit, die
erwihnt werden muB [21]. Untersucht wurden S-Laktoglobulin, Eialbumin, Lysozym,
Serumalbumin und einige Spezialpriparate. Obwohl die Autoren im allgemeinen zu recht
glaubwiirdigen Zahlen kamen, muB ihrer Arbeit in einer Reihe von Einzelheiten wider-
sprochen werden. So verwendeten sie nicht ganz einwandfreie Priparate, die zwei Monate,
(mitunter ein Jahr alt waren, wodurch Aggregation und {iberhthte Molekulargewichtswerte
46000 fiir Eialbumin, 78000 fiir Serumalbumin usw.) eintraten. )
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bekannt ist. Das Triibungsverhiltnis zwischen Untersuchungsiésung und
Standard kann leicht photometrisch ermittelt werden. Das von uns ver-
wendete Gerit ist ein vereinfachtes visuelles Turbodimeter nach STEIN und
Doty [9]. In Abb. 2 ist dieses Gerit schematisch dargestellt.

Das Licht einer kugelférmigen Quecksilberhochdrucklampe 1 tritt durch den Kon-
densor 2 und das Lichtfilter 12, trifft sodann auf den Metallmantel 11 auf, in welchem
das eigentliche Nephelometer untergebracht ist. Die Wande des Metallmantels sind mit
schwarzem Wollstoff ausgeschlagen, um die Reflexion herabzusetzen.

Die GroBe des Mantels wurde so gewahlt, daB die Apertur des Lichtstrahls praktisch
vernachlissigt werden konnte.

7
5 3 2 2 P
1
s|Fq|+ /
L4
| |
7
7 wiTiTiRpy
N
g
Abb. 2

Nach dem Durchtritt durch das Lichtfilter trifft der Lichtstrahi auf den Spiegel 3 auf,
der unter einem Winkel von 45° zur Richtung des Lichtes aufgestellt ist. Ein Teil des
Lichtes, der durch den Spiegel hindurchgeht, trifft durch eine kleine quadratische Blende 4
auf dic quadratische Kiivette 5, welche die Untersuchungsfliissigkeit enthilt, und verlat
diese durch eine gleich grofe Blende 8. Visuell zeigt sich die Streuung als diinner Tyndall-
kegel in der Kiivette. Ein Teil des Lichtes, der unter dem Winkel von 90° gestreut wird,
tritt durch die Blende 7 und die Linse 8 mit einer achtfachen VergréBerung. Die Linse
ist an der Wand des Mantels befestigt ; ihr Brennpunkt isf auf den Mittelpunkt der Kiivette
eingestellt. Der parallele Strahl des gestreuten Lichtes wird von dem linken Objektiv des
Pulfrich-Photometers 9 aufgefangen. Ein Teil des von Spiegel 3 reflektierten Lichtes tritt
durch Milchglaser hindurch, die als Vergleich dienen. Dieser Teil des Lichtes wird im rechten
Objektiv des Photometers aufgefangen. Bei der Neubeschickung der Kiivette wird der
Mantel 11 abgenommen. Der Mantel wird so befestigt, dafl er immer genau eingestellt ist.
Das gesamte Gerat ist auf zwei zueinander senkrechten optischen Bénken montiert und
wird in einer bestimmten Stellung festgehalten. Die Messungen erfolgen in der Regel mit
griinem oder gelbem Lichtfilter.
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Messungen

Eigentlich wird nicht die Triibung gemessen, sondern die Intensitit des
unter einem Winkel von 90° gestreuten Lichtes. Bei eingestellter Blende des
linken Objektivs (Stellung der linken Trommel des Photometers bei 100, 50,
25 usw.) wird die rechte Trommel so eingestellt, dal die Intensititen des in
der Standardlésung gestreuten Lichtes und des die Vergleichsgliser passie-
renden Lichtes im Photometer einander gleich werden. Sodann wird die
Kiivette mit dem Standard durch die Kiivette mit der Untersuchungslésung
ersetzt. Bei unverénderter Lage des linken Limbus wird die Stellung des
rechten Limbus erneut abgelesen. Das Verhiltnis der ersten zur zweiten
Ablesung liefert unmittelbar das Verhaltnis der Intensititen des gestreuten
Lichtes im ersten und zweiten Falle und damit das Verhiltnis der
Tritbungen (Formel 3).

Im Prinzip geniigt es, ein fiir allemal die Streuung in der Standardlésung
mit dem Licht zu vergleichen, das durch die Mattgliser hindurchtritt, und die
Ablesungen des rechten Limbus bei einer Reihe fixierter Einstellungen (100,
75, 50 usw.) des rechten Limbus fiir die Standardlésung anzuwenden. Wir
iiberzeugten uns jedoch davon, daB durch geringe Schwankungen in den Licht-
verhiltnissen das Verhiltnis der Ablesungen am linken und rechten Limbus
der Standardlésung innerhalb 59, verdndert wird. Es ist deshalb giinstiger,
die Ablesungen des Standards zu Beginn und nach AbschluB jedes Versuches
nachzupriifen.

Es ist ferner die Reflexion von den Winden des Metallgehiuses, der Kiivette,
der Blende usw. auszuschalten, da hierdurch die Intensitit des gestreuten
Lichtes etwas verstirkt wird. Zur Gewinnung eines Nullpunktes ist die
»»Streuung von einer praktisch nicht streuenden Fliissigkeit, z. B. Wasser,
zu bestimmen. Der Nullpunkt darf nicht an der leeren Kiivette ermittelt
werden, da hier die Reflexion von den Wianden verstarkt wird. SreiN und
Dory tauchten den gesamten optischen Teil in Wasser, wodurch die Reflexion
ausgeschaltet, die Konstruktion jedoch sehr kompliziert wurde. Wie unsere
Messungen zeigten, ist die Zunahme durch die Reflexion gering (~ 39,), darf
jedoch nicht vernachlissigt werden.

Bezeichnen wir die Ablesung am rechten Limbus im Nullpunkt mit / o> die
dem Standard entsprechende Ablesung mit I, und die der Untersuchungs-
16sung entsprechende Ablesing mit 7 (bei unbeweglichem linken Limbus),
die absolute Triibung der Standardlésung mit 7;, so erhalten wir fiir die
Triibung der Untersuchungslésung:

T= jll—_—II"—o 7. (14)

Um eine groBlere Genauigkeit zu erzielen, sind fiir I Mittelwerte aus einer
moglichst groBen Zahl von Ablesungen (unter allen Umstéinden nicht weniger
als 10) zu ermitteln.
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Als Standard verwendeten wir Lésungen von Polystyrol in CCl,, Die
absoluten Triibungen der beiden von uns verwendeten Standards betrugen
24,00 - 1074 und 17,15 - 104, Der geneigte Spiegel 3 (Abb. 2) wurde so auf-
gestellt, daB bei vollig offener linker Blende am rechten Limbus die Werte
60—70 abgelesen wurden. Der Nullpunkt ist hierbei nicht hoher als 2. Bei der
Einstellung der linken Trommel auf 75, 50, 25 usw. nahmen die Ablesungen
am rechten Limbus entsprechend um 4/;, 2, 4 mal usw. ab, ein Beweis fiir die
richtige Funktion des Gerites.

Herstellung der Lésungen

Die Reinheit der Lésung ist bei den Messungen der Streuung von ungeheurer
Wichtigkeit. Die Anwesenheit von Staub oder kolloiden Aggregaten, die das
Licht stark streuen, kann eine Intensitdt der Streuung ergeben, welche die
Molekiilstreuung der Loésung iibersteigt und zu falschen Ergebnissen fiihrt.
Aus diesem Grunde muB die Kiivette vor dem Versuch sorgfiltig mit destil-
liertem Wasser gewaschen werden.

Die Reinheit der Kiivette priift man im Nephelometer. Durch die Anwesenheit des
stark vergroBernden Glases 8 wirkt das Photometer als Ultramikroskop. Die einzelnen
Staubteilchen treten auf dem dunklen Hintergrund des praktisch nicht lichtstreuenden
Wassers als helle ,,Sterne* auf. In dhnlicher Weise zeigt sich die Abwesenheit physika-
lischer Verunreinigungen in der Lésung. Durch die Anwesenheit von 3 bis 5 ,,Sternen*
im Gesichtsfeld werden die MeBergebnisse noch nicht verfalscht. Bei sehr starker Molekiil-
streuung werden die ,,Sterne praktisch von dem allgemeinen Hintergrand verdeckt.
Bei schwacher Streuung dagegen wirken die ,,Sterne‘‘ stark stérend. Die Reinigung der
Losungen muf deshalb sehr sorgfaltig durchgefiihrt werden.

Praktisch wird die Losung so hergestellt, daf§ man das Eiweill in wenig
Wasser oder Puffer 16st und gegen das Losungsmittel dialysiert. AnschlieBend
wird die Losung zentrifugiert, durch ein Glasfilter Nr. 4 filtriert und auf den
erforderlichen Grad verdiinnt. In der Regel wird bei mehreren Konzentrationen
gemessen. Unmittelbar vor der Messung wird das Eiweil 4mal durch das
Filter Nr. 4 bis zum Verschwinden der Sterne filtriert. Wenn nétig, wird noch-
mal zentrifugiert. Eine ideale Reinigung wird durch kombinierte Filtration
und Zentrifugierung bei 6000—8000 Umdrehungen je Minute erzielt.

Die Werte fiir die absolute Tritbung der Standardlésungen wurden durch
Vergleich mit Schwefelkohlenstoff gewonnen, das als allgemein gebriauchlicher
Triibungsstandard verwendet wird. Die Standardlésungen kénnen mit Ertolg
durch Wiirfel aus festem Polystyrol ersetzt werden, die mit Schwefelkohlenstoff
geeicht wurden.

Gewinnung der Berechnungswerte

Die Triibung der Lésungen bestimmten wir nach Formel (14). Besitzt der
Puffer eine Eigenstreuung, so kann man, ohne die Berechnungen nach Formel (14)
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durchzufiihren, die Abhingigkeit von I (Ablesung am rechten Limbus) von
der Xonzentration graphisch darstellen (Abb.3). Der Schnittpunkt der
Geraden mit der Ordinatenachse liefert die Intensitat der Streuung im reinen
Puffer 1. Diese ist in den Nenner der Formel (14} an Stelle von I,, einzusetzen.
Bei der Ermittlung der Triibung an mehreren Konzentrationen ist es an-
gebracht, die Kurve v = f(¢) aufzunehmen, die fiir verdiinnte Lésungen von
globuliren EiweilBstoffen immer eine gerade Linie ist, und aus dieser Kurve
das mittlere Molekulargewicht zu berechnen.

Die Konzentration bestimmten wir nach 3 voneinander unabhéngigen Ver-
fahren: nach KseLpauL, durch Trocknung und interferometrisch. Die Kon-
stante H mufBte experimentell bestimmt werden. Da die Triibung der Standard-
lésungen in Beziehung zur griinen Quecksilberlinie (1 = 546 my) berechnet
wurde und der Brechungsindex
fiir verdiinnte wisserige Losungen
ny, =~ 1,335 ist. erhalten wir:

H—1,102-10"* (”—:’i)’.

Hier bedeutet n, den Brechungs-
index nicht des reinen Wassers,
sondern jenes Puffers, in welchem
das Eiweill gelost wird. Der Aus-
druck in der Klammer ist nichts
anderes als das Inkrement des Bre-
chungskoetfizienten des EiweiBes.
Es ist bekannt, daB dieses Inkre-
ment fiir die meisten EiweiBstoffe den Wert 1,8 bis 1,95 cm3/g - 10-1 besitzt,
dafi die H-Werte fiir die EiweiBstoffe und Peptide von der GréBenordnung
3,6 bis 4,2 . 1078 sind. '

Die genaue Bestimmung des Wertes von An/c ist also von groBer Wichtig-
keit. Das Abbésche Refraktometer, mit dessen Hilfe der Brechungsindex mit
einer Genauigkeit bis zur vierten Dezimale bestimmt wird, ist hier nicht ver-
wendbar.

Wir bestimmten das Inkrement des Brechungskoeffizienten der EiweiBstoffe
mit einem Interferometer, das mit KCl geeicht wurde. Dies ermoglichte es uns,
die erforderliche Genauigkeit bis zur fiinften Dezimale einzuhalten. Praktisch
wurde im Interferometer direkt der Wert von An bestimmt, sodann die Kon-
zentration. Anschliefend wurde das spezifische Tnkrement berechnet. Die er-
zielten Werte zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den Tabellenwerten.
Bei den weiteren Arbeiten wurden die Konzentrationen interferometrisch be-
stimmt. Die Kontrollbestimmungen der Konzentrationen nach KJRLDAHL
zeigten eine Ubereinstimmung mit den interferometrischen Werten bis zu
hundertstel Prozenten. Hierbei ist es natiirlich sehr wichtig, daf die Kon-

Abb. 3
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zentration der Salze im Puffer und in der EiweiBlésung genau dieselbe ist.
Dies erreicht man durch Schnelldialyse innerhalb von 16 Stunden.
Beriicksichtigt man die moglichen Fehler bei den experimentellen Bestim-
mungen der Streuung, der Konzentration des Brechungskoeffizienten der
Losung und des Inkrementes Anjc, so erhdlt man einen Gesamtfehler der
Molekulargewichtsbestimmung von 5 bis 10 %,

4. MeBergebnisse

Bestimmung der Molekulargewichte

Wir 18sten frisches kristallines Eialbumin und dialysierten bei 4°C 24 Stunden gegen
destilliertes Wasser. Das Inkrement des Brechungskoeffizienten von Eialbumin be-
trigt 0,183 cm®/g. Hieraus erhalten wir:

H =3,72-107¢,
In Abb.4 sind die MeBergebnisse fiir 7

die Streuung bei 4 verschiedenen Kon- wt

zentrationen dargestellt. Wir sehen, da8 a0t

die Punkte geniigend gut auf einer Ge- ol

raden liegen. Der mittlere Tritbungswert & _|

nach der Kurve ergibt in Umrechnung w

. auf das Molekulargewicht M = 33000. 4

Diese Zahl liegt in der Nahe jener Werte, 40t

die von einigen anderen Autoren nach Jor

demselben Verfahren erhalten wurden, 20t

unterscheidet sich jedoch stark von den ot

Werten Svepsrres [1]. ol
Als endgiiltiges Molekulargewicht von Ei- 12 3 C;/,/ﬂ ,5 6 ;/m%

albumin betrachtet SvEDBERG den auf der

Ultrazentrifuge ermittelten Wert von 40000. Abb. 4

Daneben bringt er die von anderer Seite er-

haltenen Werte: 26000 (KvmN); 20000 (Biroxrs); 42000 (Porsox).! Die letzte Zahl
stimmt praktisch mit dem Wert von SvEDBERG iiberein. Spater kamen die meisten
Autoren auf den Wert 45000 4- 1000 [10].

Es besteht Grund zu der Annahme, daB das Eialbumin in Wirklichkeit ein geringeres
Molekulargewicht besitzt und daB die tiberhdhten Werte eine Folge der Aggregation sind.
Wie bereits erwahnt, erhielten Bier und Norp [8] M, = 37000. Die Aggregation verlief
hierbei ziemlich schnell. In allerjiingster Zeit untersuchten R1LEY und HERBERT [11]
eine Reihe EiweiBstoffe mit der Methode der Rontgenstreuung in sehr konzentrierten
(bis zu 40 %igen) EiweiBlosungen. Hierbei gelang s, die GroBe der nicht hydratisierten Mole-
kiile zu bestimmen und das Molekulargewicht zu berechnen. Es ist charakteristisch, da8
fiir die zwei wahrscheinlichsten Konfigurationen des Eialbumins Molekulargewichte von

1 Die beiden ersten Zahlen wurden osmometrisch gewonnen, die dritte Zahl mit dem
Ultrazentrifugenverfahren.



