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an C zuriickfiihrt. Betrug das Defizit mehr als lOOOmg, so 
bestand rasche Ermiidbarkeit. Durch entsprechende C-Zufuhr 
stiegen Leistungsfahigkeit und Spannkraft. Auch K .  Wach- 
holderEs) konnte eine Steigerung des Tagesverbrauches an 
Vitamin C bei Arbeitsleistung nachweisen, und zwar nicht nur 
bei Sportlern, sondern auch bei beruflicher korperlicher Tatig- 
keit. Es ist danach wahrscheinlich, da13 vor allem in der 
C-armen Jahreszeit ( J  anuar-April) ein betrachtlicher Teil 
der korperlich arbeitenden Bevolkerung infolge ungeniigender 
C-Zufuhr nicht die volle Leistungsfahigkeit besitzt, ohne da13 
sich sonst irgendwelche Merkmale eines C-Mangels erkennen 
lassen. 

Arbeitsphysiologisch naher untersucht ist der Zusammen- 
hang zwischen Aneurin und Leistungsfahigkeit. L.  Csik u. 
J .  Bencsikg8) stellten bei B-armer Kost einen schnelleren An- 
stieg der Ermiidung und eine geringere Leistungsfahigkeit als 
bei B-reicher Kost fest. Miyama fand Verminderung der Er- 
schopfung und Beschleunigung der Erholung durch B-reiche 
KostD*). Auch am isolierten Froschmuskel lie13 sich eine Ver- 
zogerung der Ermiidung durch Zusatz von B, zur Ringer-Losung 
beobachtenG7). Da Vitamin B, als Bestandteil der Cocarboxy- 
lase in den Kohlenhydratstoffwechsel eingreift, und sich kombi- 
nierte Vitamintraubenzuckerpraparate gut bewahrt hatter?), 
untersuchte W .  DroeselOO) den EinfluR auf die Leistungsfahigkeit 
im Zusammenhang mit der Zufuhr von Traubenzucker. Bei 
langere Zeit fortpesetzter Verebfolmng von B, in Mengen onn 

*l) Z. Orthopad. Grenzgeb. 69, Beilageheft 15 119393. 
*I) Klin. Wschr. 1927 11, 2275. 
Oi) Acta Scholae med. univ. imp. Kioto 14, 248 [1932]. 

lo) Th. Morell, Dtsch. med. Wschr. 1940. 398. 
loo) Arbeitsphysiol. (im nruck>. 

H .  J .  B d m ,  Pfliigers Arrh. ges. Phvsinl. Menachen Tiere 242, 450 [1939]. 

0,5-1 mg zeigten sich eine Vermehrung der roten Blutkorper- 
chen, eine Erhohung des Ruheblutzuckers und eine Verbesse- 
rung des Wirkungsgrades der Muskeltatipkeit (Methode 8 ) .  
Als weiteres Zeichen der verbesserten Leistungsfahipkeit trat 
bei einipen Versuchspersonen Verringerung der Sauerstoff- 
schuld (Methode 2) und des Atemvolumens (Methode 4) bei 
Standardarbeit ein. Bei der Bestimmung der maximalen Arbeit 
(Methode 1) mirde stets eineverbesserung der Leistungsfahipkeit 
durch B,-Zulage beobachtet. Besonders interessant sind die 
Beobachtungen iiber die Verwerl barkeit einer Traubenzucker- 
zulape. B,-normale Personen niitzen die Traubenzuckerzulage 
unabhangig davon aus, ob sie gleichzeitig eine €3,-Zulage erhalten 
oder nicht. Personen dagegen, die B,-arm ernahrt sind, erfahren 
durch Traubenzuckerzulage allein keine Steigerung ihrer Lei- 
stungsfahigkeit, wohl aber dann, wenn sie pleichzeitig mit dem 
Traubenzucker B, erhalten. Dieser Zustand tritt schon bei 
einem B,-Bestand des Korpers ein, den man sonst noch als 
normal zu bezeichnen pflegt. 

Hieraus geht hervor, da13 als Ma13 einer vollwertigen Er- 
nahrung nicht nur das Fehlen von auRerlich feststellbaren 
Manpelsymptomen verwendet werden darf. Man mu13 von der 
Ernahrung verlangen, da13 sie uns in den Vollbesitz derjenigen 
Fahigkeiten bringt, die ein jeder zur Erfiillung seiner beruf- 
lichen Aufgaben braucht. Wenn auch die bei uns iibliche ge- 
mischte Kost diese Anforderungen im allpemeinen erfdlt, 
so sind doch die Ansichten iiber eine zweckentsprechende Er- 
nahrung sehr geteilt. Erst die weitere wissenschaftliche Er- 
forschung der ZusPmmenhanpe zwischen Ernahrung und 
Leistunpsfahipkeit wird uns in die Lape versetzen, die Ernah- 
rung nach den besonderen Erfordernissen der verschiedenen 
Beruf e auszurichten, Eingeg. 11. Deatmber 1940. [A. 115.1 
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ie Darstellung einer chemisch reinen Verbindung setzt D voraus, da13 man neben geeigneten Trennungsverf~hren 
auch die Moglicbkeit besitzt, die Reinheit der Verbindung 
fortlaufend zu priifen. 

In  der Proteinchemie versagen die meisten Methoden, 
die in der organischen Chemie zur Charakterisierung und 
Reinheitspriifung eines Stoffes angea-endet werden. So konnen 
S c h m  e 1 z p u n k t - und S i e d e p u n k t bes t  i mmu n g e n nicht 
benutzt werden. Auch die opt ische Drehung der Proteine 
ist wenig charakteristisch. AuDerdem ist die experimentelle 
Bestimmung dieser in der organischen Chemie so wichtigen 
GroBe schwierig, da die Proteinlosungen haufig triibe sind 
und daher nicht in geniigend groRen Schichtdicken gemessen 
werden konnen. Auch die ana ly t i sche  Zusammensetzung 
der Proteine ist untereinander sehr ahnlich, so da13 die Kon- 
stanz der chemischen Zusamniensetzung keine sicheren 
Schliisse zula13t. Die Analyse ist dazu noch mit einer gewissen 
Unsicherheit behaftet, da wegen der starken Hydratisierung 
die Zusammensetzung von .der Art der Trocknung abhangig 
ist. Man versucht aber, diese Schwierigkeit zu umgehen, 
indem man Angaben iiber die Zusammensetzung cder die 
biologische Wirksamkeit nicht auf G r a m  Trockengewicht, 
sondern auf G r a m  Protein-N bezieht. 

Zur Charakterisierung und Priifung der Proteine auf Ein- 
heitlichkeit miissen daher ardere Fhysikalische und chemische 
Konstanten herangezogen werden als in cler Chemie der nieder- 
molekularen Stoffe. Wir besitzen heute eine Anzahl von Ver- 
fahren, die gestatten, sichere und charakteristische Aussagcn 
iiber ein Protein zu machen. In erster Linie sind hier die von 
T .  Svedberg') und seiner Schule entwickelten Methoden zur 
Bestimmung des Molekulargewichts, der Sedimentations- 
konstante, der Diffusionskonstante sowie die ElcktrcFhorese*) 
zu nennen. Daneben hat sich aber noch eine Reihe anderer 
Verfahren bewahrt. So kann man aus der Abhangigkeit der 
Loslichkeit eines Proteins von der zugefiigten Salzkonzentration 

Riickschliisse auf die Finkeitlirl keit zichen3). Als weitere 
Kriterien der Reinheit kiraen die Kcnstanz der biologischen 
Wirksarkeit, der Loslictkeit, der Viscosit A t  usw. heran- 
gczcyen merdcn. Auch die Goldz~hl nech Zszgmondy mag in 
manchen Fallen niitzlich sein. Sie wurde von Kausche zur 
Kennzeichnung verschiedener Virusart en heran~ezogen~) . Zur 
Charakterisierung grERerer Proteirmolekiile wird die elektronen- 
optische Untersuchung Bedeutung erlanpen. Durch elektronen- 
mikrcskcyische Untcrsrcl-vrgen krnri auf Abwesenheit von 
unerwiinschten Mole kularten gepruft werden. 

In  der EiweiBchemie besitzt also das Bestrcbcn des pra- 
parativen Chcmikers, den geeucbten Slcff in krjzt~llisiertcm 
Zustand zu erballen, nicht die iberrpecrde Ecdculung wie 
auf anderen Gebieten der Chemie. Dort besteht eines der 
sichersten und allpcmeir~lcn Trcnrunpsverfahren im ,,Urn- 
kristall;sieren", und die Kcnstanz des Sckmelzfunkts bildet 
eines der wichtjF:ten Kritericn der Reirl-cit. Hierzu kcmmt 
ncch, dP13 der Uberpanp in den kristellisierltn Zusterd an 
sich sck.cn als 2cick.cn der Eirheitlicl keit prwerlct wird, da 
Beimengungen die Kristalliseticrzfl Eigkeit oft vollig unter- 
binden. Anders in der EiweiBcEcmie. Durch die prcBe Ober- 
flache der EiwciPmolckiile ur?d die starken Absorrticnskrafte 
werden leicht Verunreinigurpcn in die Proteirkristalle ein- 
ge.schlcssen, wie Versvche mit zvgesetztcn Farbstoffcn zeigen. 
Die Fahigkeit zur Bildurg ron  MisckkrislaIlcn ist sehr grcl3. 
So kann z. B. das kristallisierte Serumalbvmin  durch 
weitere Fraktionierung in chcmiFch versrhicdcae Kristallisate 
zerlegt werden, die hei Vermisckung drn krietsllirierlcn AL~s-  
gangsstoff wieder ergebcn. AuRerdfm werden die Proteine 
sehr leicht durch die chemischen Methoden, die zur Kri,stalli- 
sation fiihren, zerstort. So hat sich bei der Darslcllurg bio- 
logisch wirkscmer Proteine, z. B. der KatalPse, gezeigt, daB 
oft gerade die prachtigsten Kristalle uawirks:m geworden 
waren. Diese Tatsachen, die bereits von TzseZzus5) u. a. betont 
wurden, fuhren dam, daR in der Proteinchemie aucli physi- 

9) Beitrag7 dieser Reihe Wittbu, ,,~lolekulardestillation", s. diese Ztsrhr. 59, 557 [1940]. 
I) Kolloid-Z. 85, 119 [1938]. *) A .  Tiselius, ebenda. 85, 129_[19381. 

*) E.  J .  Cohn, Ph,ysiologic. Rov. 5. 319 [192.51. 
6, Svensk. kern. Tidskr. 50, 58 [I9381 (in englisclier Sprache). 

4, Biol. Zbl. 59, 104 [10391. 
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kalische Methoden zur Isolierung beriicksichtigt werden miissen, 
die, ohne zu eineni Kristallisat zu fiihren, eine viel schonendere 
und vollkommenere Reinigung erlauben als die chemischen 
Fallungsmethoden. Die p 11 y s i k a1 i sc h e n Ver f ahr  e n werden 
sich ganz besonders da durchsetzen, wo es sich um die Dar- 
stellung natiirlich vorkonmender labiler Additionsprodukte 
handelt, da die chemisch dargestellten Endprodukte nicht 
ohne weiteres Schliisse auf den urspriinglichen Zustand der 
isolierten Stoffe zulassen. Die chemischen Methoden 
werden hauptsachlich dort notwendig sein, wo es sich um die 
Darstellung groBerer Mengen stabiler Proteine handelt. Be- 
sonders zur Gewinnung biologisch wirksamer Proteine sind 
sie unentbehrlich. Hier ist oft die Konzentration des Wirk- 
stoffes so gering, daB der Stoff mit rein physikalischen Ver- 
fahren nicht nachweisbar ist. AuBerdem gestatten diese nur 
die Verarbeitung verhaltnismafiig kleiner Fliissigkeitsmengen. 
Die Proteine miissen daher zunachst unter Entfernung aller 
Ballaststoffe auf chemischeni M7iege konzentriert werden. Zur 
endgiiltigen Reinigung kann dann z. B . die Ultrazentrifugierung 
oder die Elektrophorese benutzt werden. Die chemische und 
physikalische Arbeitsweise erganzen sich gegenseitig. 

I.  C h e m i s c h e  M e t h o d e n  z u r  D a r s t e l l u n g  von 
P r o t e i n e n .  

Nachdem es lange Zeit hindurch als sehr schwierig 
galt, die Proteine, namentlich die Gewebeproteine, zum Kri- 
stallisieren zu bringen, wurden in den letzten Jahren zahl- 
reiche biologisch wichtige Proteine auf chemischem Wege in 
kristallisierter Form erhalten. Diese Kristallisate erwiesen 
sich haufig bei der Priifung in der Ultrazentrifuge oder bei 
der Elektrophorese bereits als einheitlich. In anderen Fallen 
konnten mit Hilfe dieser physikalischen Methoden die letzten 
Reste von Verunreinigungen entfernt werden. 

Von diesen kristallisierten Proteinen konnen hier nur einige 
biologisch besonders interessante Substanzen erwahnt werden. 
1926 erhielt Sumnere) das erste kristallisierte Ferment, die Urease.  
In  den darauffolgenden J ahren stellten besonders Northrop u. 
Kunitz') zahlreiche weitere Enzyme in kristallisierter und weit- 
gehend reiner Form dar, so z. B. das P e p - i n ,  das T r y p s i n  und 
C h y m o t r y p s  i n  'mit den Vorstufen P e  ps inogen  , T r y  psinog e n  
und Chymotryps inogen .  Weitere kristallisierte Fermente mit 
Proteinnatur sind die C a r b  ox y p e p  t id as e 8). P a p a  inn) ,  F i c  i n  l o ) ,  

Amylase") und Katalaselz) .  Durch die Arbeiten von Wurburg13), 
Negelein u. Mitarb. sind weitere Proteine in kristallisierter Form 
gewonnen worden, die in Verbindung mit besonderen prosthetischen 
Gruppen als Fermente der biologischen Oxydation und Reduktion 
eine wichtige Rolle spielen, so z. B. das A p o f e r m e n t  d e r  Alkohol-  
d e h y d r a s e  (Diphosphopyridinproteidfiohoi, Acetaldehyd), das P r o  - 
t e i n  d e s  o x y d i e r e n d e n  Garung.sfermentes ,  sowie ein Kupfer- 
proteid, die Polyphenoloxydase .  Insgesamt sind bisher etwa 
12 Fermente kristallisiert erhalten worden. Auch das Gift der 
Klapperschlange, das Crotoxin ,  wurde von SZotta14) in kristalli- 
sierter Form gewonnen und von Scedberg als einheitlich befunden. 

Durch die Darstellung verschiedener pflanzlicher Virusarten 
in. kristallisierter Form wurde in der Virusforschung ein wichtiger 
Fortschritt erzielt. Als erstes einhejtliches Virusprotein wurde von 
Stanley's) 1935 das T a b  a k m o  s a i  k vi'r u s  in Form von parakristallinen 
Nadeln gewonnen. Als erstes ,,echtes" Kristallisat wurde von Bawden 
u. Pirie's) das b u s h y  s t u n t - V i r u s  in Form von Dodekaedern 
gewonnen. 

Alle diese Arbeiten erregten besonderes Interesse durch 
die Tatsache, daB es sich hier urn Rr is ta l l i sa te  von Proteinen 
handelte. Aus den oben angefiiltrten Griinden ist aber dies 
nicht so entscheidend wie der TJmstand, daR sich diese so 
dargestellten Stoffe auch bei der Priifung mit physikalischen 
Mitteln, z. B. in der Ultrazentrifuge und bei der Elektro- 
phorese als einheitlich erwiesen. Neben diesen Kristallisaten 
wurde auch eine ganze Reihe wichtiger Proteine in reiner, aber 
nicht kristallisierter Form gewonnen. Diese Stoffe haben viel- 
fach den gleichen Reinheitsgrad wie die kristallisierten Proteine. 
@) J .  biol. Chemistry 69, 435 119261. 
7 )  I .  13. A'orthrop, J. geu. Fhpsiol. 13, 739 [19"0]; I .  H .  Xwthrop u. M. Xuizitz, ebeud,t. 
16, 267 [1U3'2]; X. Ifunitz u. I .  H .  Xo~throp,  ebc!~&i 18, 433 [1935]; I .  H .  i~'0rthTop 
11. Jf, Kuni f z ,  h:rgebn. Enzymforsch. 2 ,  104 110331. 
M .  L. Anson, J .  gon. Physlol. 20, 663, 777, 781 [1937]; Ergehn. Rnrym(orsch. 7, 118 
C19381. 

@ I  A.  X .  Balk. H Linmeawm u. R. R .  Thmnmon. Science [New York] 86, 370 [1Y373. 
'O)A . -Va l t i ,  .l!. Amer. chem. SOC. 60, 403 116381.' 
I') dl. L. CaWtueZZ, L. B. Bocher u. H .  6. Sherman, Science [New York] 74, 37 [19311. 
'*) I. B. Sumner u. A.  L. Dounce, ebenda 85, 366 119371. 
lS) 0. Warburg, Ergebu. Xuzymfonch. 7, 210 [1938]. 
14)  X. H.  Slotto u. H .  L. FraenkeZ-Conrat, Ber. iii,scli. chem. l ies.  71, 1076 [1938]. 
16) Scieuce [New York] 81, 644 119351. 
le) Brit. J. exp. Pathol. 19, 251 [1938]. 

Extraktioii. 
Die Extraktion der Eiw-eifistoffe aus tierischen und pflanz- 

lichen Geweben erfolgt meist mit geeigneten Pufferlosungen. 
Durch Veranderung des PH und der Salzkonzentration der 
Extraktionsfliissigkeit konnen verschiedene Proteinfraktioneu 
nacheinander gewonnen werden. Bei der Extralition tierischer 
Hormone werden oft Mischungen wgljriger Losungen mit 
organischen Losungsmitteln benutzt, so z. B. 50xiges Pyr id in  
oder Mischungen mi t  Alkohol oder Aceton. Um die 
Zellen zu zerstoren, wird das Gewebe vor der Extraktion 
meist eingefroren. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dalj einzelne 
Proteine durch das Einfrieren verandert werden. Manchrnal 
ist es zweckmafiig, von einem Aceton-Trockenpulver  des 
Gewebes auszugehen, da dies viel haltbarer ist als frisches 
Gewebe. Doch auch bei schneller Trocknung lassen sich auto- 
lytische Vorgange nicht vermeiden. Manchmal sind diese 
aber geradezu erwiinscht, z. B. bei der Freilegung von in der 
Zelle verankerten Enzymen. Autolytische Vorgange spielen 
auch eine Rolle beider , ,Auto-Ext rak t ion"  des Pankreas ,  
die sich bei der Darstellung verschiedener biologisch wichtiger 
Proteine des Pankreas bewahrt hat7.8). Dabei laBt man das 
zerkleinerte und gefrorene Gewebe langsam auftauen und 
fangt die abtropfende Fliissigkeit auf; so erhalt man die ge- 
suchten Globuline verhaltnismafiig frei von Beimengungen. 

Die Aussalzmethode. 
Diese am haufigsten gebrauchte Methode der Darstellung 

der Proteine geht zuriick auf die Arbeiten von H o f ~ e i s t e r ~ ' )  
im Jahre 1889, der dies Verfahren entwickelte und damit das 
erste kristallisierte Protein, das Serumalbumin,  darstellte. 
Dieses wichtige Darstellungsverfahren hat sehr weite Anwen- 
dungsmoglichkeiten, da es auch von sehr empfindlichen Eiweifi- 
stoffen ohne Schadigung vertragen wird. Zum Aussalzen wird 
fast ausschlieljlich Ammonsulf a t  benutzt, weil wegen der 
leichten Loslichkeit des Salzes hohe Konzentrationen erreicht 
werden konnen und auBerdem das zweiwertige Sulfat-Ion 
starker ausfallende Wirkung hat als einwertige Anionen. Wenn 
aus bestimmten Griinden das NH,-Ion nicht erwiinscht ist, 
kann man auch Magnesium- oder Natr iumsulf  a t  ver- 
wenden, doch nur bei nicht zu tiefen Temperaturen, da sonst 
nicht geniigend Salz in Losung gelitls). Einige besonders leicht 
losliche Proteine lassen sich auch mit Ammonsulfat nur bei 
hoherer Temperatur aussalzen. So fallt das Cytochrom C 
nur durch Ammonsulfatsattigung bei 600 vollstandig aus18). 
Durch Veranderung der Salzkonzentration und des pa der 
Losung konnen Fraktionierungen vorgenomnien werden; 
durch haufiges Umfallen werden die Proteine vielfach schwerer 
loslich, hierdurch hat die Angabe eines Sattigungsgrades, bei 
dem ein best imtes  Protein ausfallt, nur bedingten Wert. 
Weiterhin wird natiirlich die Loslichkeit auch durch die Art 
der Beimengungen beeinfluBt. Zur Reinigung lost man meist 
das Protein bei einem hoheren PH, als dem isoelektrischen 
Punkt entspricht, und fallt dann in der Nahe des isoelektrischen 
Punktes durch Ammonsulfatzusatz wieder aus. 

Isoelektrische Fallung. 
Bei Stoffen, die am isoelektrischen Punkt vollkonmen 

unloslich sind, eriibrigt sich der Salzzusatz. So lafit sich z. B. 
das Insul in  durch isoelektrische Fallung bei PH 5,6 weit- 
gehend reinigen. Zusatze von Saponin oder Digitonin sollen 
hierbei einen giinstigen EinfluB auf die Kristallisierbarkeit 
haben20>21). Auch das Pro lac t in  kann durch isoelektrische 
Fallung gereinigt werden. Hierzu wird das Hormon alkalisch 
extrahiert und dann die Losung auf pa  8 gebracht. Hierdurch 
fallen zunachst wenig wirksame Proteine aus. Durch An- 
sauern auf p~ 5 erhalt man dann eine Fallung, die das Pro- 
lactin in angereicherter Form enthalt21). Ebenso kann man 
saure Extrakte durch Zusatz von Alkali, Ammoniak oder 
Pyridin auf den isoelektrischen Punkt des gesuchten Proteins 
bringen und es hierdurch ausf allen. Nach SZottal4) kristallisiert 
Crotoxin besonders gut, wenn man die essigsaure Losung 
mit Pyridin bei einer Temperatur von 40° versetzt und die 
Losung dann langsam abkiihlen la&. 

l7) Hoppe-Sejler's Z. physiol. Chem. 14, 1G5 [1888]. 
la) R. A .  Xeckwick, Biochemic. J. 32, 552 [1Y38]. 

H .  I"heoTell, Biochem. Z. 285, 207 [19371. 
lo) C .  R .  Harington u. D.  A.  Scott, Biocbemic. J .  23, 384 [l9291. 
*I) C. B m E o u :  Methodik der Hormonforschung, Thieme, Leipzig 1939. 
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EinfluQ der Temperatur auf die Fallbarkeit. 
Die Temperaturabhangigkeit der Loslichkeit kann nur in 

seltenen Fallen zur Reinigung der Proteine benutzt werden, 
da man wegen ihrer Enipfindlichkeit nur ein geringes Tempe- 
raturintervall zur Verfiigung hat. Einige Pflanzenproteine, 
z. B. das E d e s t i n ,  sind in warmen Salzlosungen leichter 
loslich als in kalten und konnen hierdurch umkristallisiert 
werden. Auch eine umgekehrte Temperaturabhangigkeit wird 
beobachtet. So kristallisiert das bushy  stunt-Virus16) oder 
das Serumalbumin  bei Zimniertemperatur besser als in der 
Kalte. Die verschiedene Temper  a t  u r e m p  f i n  d l i  c h k ei t der 
Proteine IaBt sich oft zu ihrer Reinigung ausnutzen. 1st das 
gesuchte Protein gegen Hitze bestandig, so konnen die Be- 
gleitstoffe durch die Erwarmung denaturiert und somit aus 
der Losung entfernt werden. Dies Verfahren hat sich z. B. 
bei der Reinigung der Pankreasenzyme bewahrt. Durch 
Erwarnien auf 37O konnten unwirksame Begleitstoffe von der 
Carboxypeptidase abgetrennt werdens). Auch beini C y t o - 
chrom C19) gelang es durch Erhitzen auf 50°, eine Reinigung 
zu erzielen. Bei der Darstellung des Tabakmosaikvi rus  
aus dem Tabaksaft kann das storende chloroplastenhaltige 
Material dadurch entfernt werden, daB man den Saft auf 70° 
erwarmt . Hierdurch flocken die Verunreinigungen aus. Die- 
selbe Wirkung erreicht man allerdings auch schon bei 35O oder 
durch Einleiten von Kohlensaure oder durch Chloroform- 
zusatzzZ). Noch schonender ist vielleicht die Reinigung durch 
Einfr ieren des Saftes auf -120. Dadurch wird das Chloro- 
plastenmaterial ebenfalls ausgeflockt23). Die Kalteeinwirkung 
wird vielleicht auch bei der Darstellung tierischer Proteine 
anwendbar sein. 

Fallung mit organischen Losungsmitteln. 
Die EiweiBstoffe lassen sich weiterhin durch Zusatz von 

organischen, mit Wasser mischbaren Losungsmitteln aus- 
fallen. Einige Proteine sind allerdings noch in 70--9O%igeni 
Alkohol loslich, in reinem Alkohol und Aceton dagegen 
vollstandig unloslich. Zu den in waRrigem Alkohol loslichen 
Proteinen gehoren einige pflanzliche Samenproteine wie 
Gliadin (Weizen) und Horde in  (Gerste). Auch die H y p o -  
p h y s en h ormone sind in verhaltnismaoig hoch konzentrierten 
Alkohollosungen loslich, ebenso das Insu l in ,  das auBerdem 
auch in Methanol und Eisessig loslich ist. Am haufigsten 
werden als Fallungsmittel Alkohol oder Aceton verwendet. 
Die K a t  a1 a s  e kann auch durch Fallung mit Dioxan gereinigt 
werdenl*). 

Bei Verwendung der Losungsmittelfallung werden viele 
Proteine geschadigt und unloslich. Als Ausnahme ist der von 
NegeZeinZ1) angegebene Fall zu betrachten, der durch 20yoigcn 
Alkoholzusatz die Stabilitat des Proteins des Triphospho-  
pyr id inpro t  eidSRobisonester erhohen konnte. Vielleicht handelt 
es sich hier um eine Henlmung eines zerstorenden Fermentes. 

Darstellung schwerloslicher Verbindungen 
der Proteine. 

Hierzu konnen Schwermetallsalze benutzt werden, wie 
B lei  ac  e t a t und Sil  b er  ac  e t a t ,  oder Basenfallungsmittel, 
wie P ikr insaure ,  Phosphorwolframsaure,  T a n n i n  u. a. 
Die Pikrinsaurefallung wurde z. B. zur Reinigung des Insulins 
und des thyreotropen HormonsZ1) der Hypophyse benutzt . 
Auch bei der Darstellung verschiedener Protamine leistet sie 
gute Dienste. Diese Fallungsmittel konnen jedoch nur in be- 
schranktem Umfange benutzt werden, da die Proteine sehr 
haufig hierdurch denaturiert werden. Durch vorsichtige An- 
wendung z. B. der Schwermetallsalze ist es aber oft gelungen, 
eine Reinigung zu erzielen. 

Die Schwerloslichkeit von Nu c 1 ei  ns a u r  ev e r b i n d u  ng e n 
der Proteine wurde von Wurburg25) zur Reindarstellung eines 
Fermentproteins benutzt. Aus dem schwerloslichen Nucleo- 
proieid wurde das Protein durch Zugabe eines Protamins 
(Sturin) wieder in Freiheit gesetzt. Eine andere Gruppe spe- 
zieller schwerloslicher Verbindungen stellen die P r  5 cipi t a t e 
dar, die sich bei der serologischen Reakt ion  von Antigen 
u n d  Ant ikorper  bilden. Aus diesen Pracipitaten gelingt 

**) E. Pfannkuch u. C. A. Raunche, Biochem. Z. 299, 334 [19381. 

*3 Biochem. Z. 287, 331 [1936]. 
8') 0. Warburg u. TV. Chn'stian, ebenda 803, 40 [1939]. 

0. Schramm u. H .  M U k ,  Eoppe-Seyler's 2. physiol. Chem. 266, 43 [1940]. 
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es oft, den Antikorper wieder in Freiheit zu setzen und so in 
reiner Form zu gewinnen. Diese Methode wurde insbes. von 
Heidelbergerzs) zur Reindarstellung spezifischer Antikorper 
benutzt . 

Die Adsorptionsmethode. 
Als Adsorptionsmittel konnen die gebrauchlichen Stoffe, 

wie Aluminiumhydroxyd,  a k t i v e  Kohle ,  B a r i u m s u l f a t  
usw. benutzt werden. Auch organische Adsorkentien (Cello- 
phan19)) finden Anwendung; so kann Cholester in  zur Ad- 
sorption der Lipase benutzt werden, und die Benzoesaure 
ist ein gutes Adsorbens fur Insulin und fur die gonadotropen 
Hormone der Hypophyse. Meistens wird eine Fallung des 
Adsorbens in der Proteinlosung selbst erzeugt, z. B. durch An- 
sauern einer Natriumbenzoatlosung. Infolge der starken Ad- 
sorptionskrafte der Proteine werden diese leicht adsorbiert, 
schwieriger ist es, sie wieder zu eluieren. Hierzu werden Lo- 
sungen mit extremen p ~ ,  gegebenenfalls unter Zusatz von 
Losungsmitteln benutzt. Die chromatographische Adsorp- 
tionsanalyse nach Tswett ist bisher in der EiweiBchemie noch 
wenig angewendet worden. Nach Angaben von Zechlrzeister, 
Toth u BuZint27) ist es moglich, die Enzynle des Eniulsins 
nach diesem Verfahren zu trennen . 

Bei allen auf chemischem Wege dargestellten Verbin- 
dungen ist ihre Einheitlichkeit durch geeignete physikalische 
Methoden nachzupriifen. Falls sich hierbei ihre Uneinheitlich- 
keit zeigt, wird es in den meisten Fallen gelingen, sie auf 
physikalischem Wege weiter zu reinigen, 

11. Phys ikal i sche  Methoden zur Reindarstel lung 
von Proteinen.  

1 .  Die Ultrazentrifugierung. 
Die Untersuchungen, die mit der Ultrazentrifuge aus- 

gefiihrt wurden, haben einen entscheidenden EinfluB auf die 
neuere Entwicklung der Proteinchemie gehabt. Als wich- 
tigstes Ergebnis mu8 nach Svedberg') die Erkenntnis gelten, 
daB die Proteine in der Losung als einheitliche Teilchen defi- 
nierter Zusammensetzung vorliegen. Die natiirlich vorkcm- 
menden Proteine sind entweder monodispers oder pauci- 
dispers, d. h. sie bestehen aus wenigen Arten von einheitlichen 
Molekiilen. Dadurch wird die Untersuchung und Charakteri- 
sierung der einzelnen EiweiBkorper wesentlich erleichtert. Die 
Krhfte, die den Zusammenhalt der Proteinmolekule bewirken, 
sind oft recht gering. Dies fuhrt zu Dissoziations- und Asso- 
ziationsvorgangen, die in bes t imten  einfachen stochio- 
metrischen Verhaltnissen verlaufen. Es ist auch fur den pra- 
parativen Chemiker wichtig, diese Moglichkeiten bei seiner 
Arbeit zu berhcksichtigen. Ein weiteres Ergebnis von grol3tem 
theoretischen Interesse ist die Auffindung von bestimmteii 
RegelmaDigkeiten in der MolekiilgroBe des Proteins, welche 
auf eine gemeinsame Aufbauanlage der Proteinmolekel deuten. 

E i  n z el n e U 1 t r a z e n t r if ugen t y p e  n 
Zur Losung allgemein kolloidchemischer Fragen wurde 

von Svedberg (1923) eine Zentrifuge konstruiert, bei der durch 
geeignete optische Einrichtungen die Sedimentation des ge- 
losten Stoffes wahrend der Rotation verfolgt werden kann, 
die ,,Ultrazentrifuge". Sie wurde im Laufe der letzten Jahre 
bis zur hochsten Vollkommenheit entwickelt. Es gelingt , 
Schwerefelder zu erzeugen, die nahezu das Millionenfache der 
Erdbeschleunigung betragen, so daB auch niedermolekulare 
Stoffe zur Sedimentation gebracht werden konnen. Uber die 
Wirkungsweise und den Aufbau der Ultrazentrifugen wurde 
bereits in dieser Zeitschrift von v. Mzrtzezberherz8) berichtet, 
so daB hier einige Hinweise geniigen. 

Die Svedbergsche Ultrazentrifuge wird durch o l t u r b i n e n  an- 
getrieben, die Drehung erfolgt um eine horizontale, festgelagerte 
Achse. Neben der Olturbine, die fur hochste Leistungen geeignet 
ist, wurde von Svedberg auch eine Zentrifuge mit e lektrischem 
Antrieb fiir Tourenzahlen bis 20 000 U/min entwickelt, die haupt- 
sachlich zur Bestirnmung yon Sedimentationsgleichgewichten dient. 
Von B e a m ,  Pickels, Wyckoff u. a. wurde, auf dem Prinzip des 
Luftkreisels von Heriot u. Hugenard aufbauend, eine Ultrazentrifuge 
mit Luftantrieb entwickelt. Der Rotor hangt hier an einer VT- 
*$) M. Heidelberger u. F .  E. KmdaZZ, 3. cxp. Medicine 64, 161 [193G]. 
27) Unveroffentlichte Versuche, zitiert nach L. dechmeisler u. L. 2;om Cholnoky: Die 

chromatographische Adsorptionsmethode. 2. Aufl. dul. Springer, Wien 1938. 
Diese Ztscbr. 51, 633 [1938]. 
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tikalen, biegsamen Stahlachse. [Hierdurch kann er sich von selbst 
ausbalancieren. Die Answuchtung braucht also nicht mit so groPer 
Genauigkeit zu erfolgen wie bei der festgelagerten olturbinenzentri- 
fuge. Nach dem gleichen Prinzip wurde eine luftgetriebene5Ultra- 
zentrifuge auch von G .  Schrumm23) gemeinsam rnit den Physikalischen 
Werkstatten in Gottiigen gebaut. Bei dieser Zentrifuge ist der 
Rotor auswechselbar, so daB die lentrifuge sowohl fur analytische 
als auch fur praparative Zwecke benutzt werden kann29). 

Analyt ische Un tersuchungen.  
Die Ultrazentrifuge ist eines der wichtigsten Hilfsmittel 

zur Charakterisierung der Protrine und zur Priifung auf ihre 
Einheitlichkeit. Schon in einer kleinen Probe der zu unter- 
suchenden Losung von etwa 0,5 cm3 konnen die Anzahl der 
vorhandenen Proteinkomponenten, ihre Einheitlichkeit und 
die Sedimentationskonstante jeder einzelnen Kcmponente be- 
stimmt werden. Aus der Sedirnentationskonstante kann das 
Molekulargewicht berechnet werden unter der Voraussetzung, 
daB es sich um kompakte kugelformige Molekiile handelt. 
Unter Zuhilfenahme der auf andere Weise bestimmten Dif- 
fusionskonstante kann aus der Sedimentationskonstante das 
Molekulargewicht unabhangig von Form und Hydratation der 
Molekiile errechnet werden. Dieses kann nach einer zweiten 
unabhangigen Methode auch aus dem Sedimentationsgleich- 
gewicht bestimmt werden. Naheres iiber diese Verfahren 
findet sich in der von T,  Svedbeyg u. K .  0. Pedersen veroffent- 
lichten Mon~graphie~~).  

P r a p a r  a t i v e An w e n du n g d e r U 1 t r a z e n t r i f u g e. 
Eine besondere Konstruktion der Zelle ermoglicht auch 

die Anwendung der Ultrazentrifuge fur praparative Zwecke 
in kleinem MaOstabe3l). 

Durch den Einbau eines mit Lochern versehenen Steges. der 
wahrend des Versuches mit Filtrierpapier bedeckt wird, wird die 

hbb. 1. Oben: MeBzelle, 
unten : Trennzelle (nach Suedberg). 

untersuchte Fliissigkeits- 
menge in zwei Schichten 
getrennt (Abb. 1). Nach 
Beendigung des Versuches 
kann die leichtere Kom- 
ponente aus der oberen 
Flussigkeitsschicht geson- 
dert von der in der unteren 
Schicht befindlichen schwe- 
ren Komponente entnom- 
men werden. Die Trennzelle 
bewahrte sich bei der Ab- 
trennung der kristallisierten 
Katalase. In einem nach 
den Vorschriften von Surn- 
ner u. Douncel2) dargestell- 
ten Praparat aus'Leber fan- 
den Sumner u. Gralbn32) eine 
honlogene Substanz mit der 
Sedimentationskonstante 

szo 11,3. 10-13, leicht verunreinigt mit einem Material von hoherem 
Molekulargewicht. Ein Versuch in der Trennzelle zeigte, daB die 
enzymatische Aktivitat an die leichtere Substanz gebunden war. 
Ahnliche Trennzellen konnen iiatiirlich auch in anderen Ultra- 
zentrifugen Verwendung finden, so z. B. in der Ultrazentrifuge rnit 
elektrischem Antrieb oder in der luftgetriebenen Ultrazentrifuge. 

Die Verwendung der 6lturbinenzentrifuge zur prapara- 
tiven Darstellung groBerer Proteinmengen stoBt auf gewisse 
Schwierigkeiten, wahrend die luf tge  t r ie  bene  Zen trif uge 
fur praparatives Arbeiten besonders geeignet ist. Unter Ver- 
zicht auf die Beobaehtung des Sedimentationsvorganges wah- 
rend der Rotation wurden von Packels, Bauer u. Wyckoff fur 
die luftgetriebene Zentrifuge besondere R o t  or  e n  gebaut, 
die gestatten, grogere Fliissigkeitsmengen bis zu etwa 100 cma 
ZU verarbeiten. 

In dem Drehkorper aus einer Spezialaluminiumlegierung be- 
finden sich sechs schrage Bohrungen, die zur Aufnahme der Fliissig- 
keit dienen. Die Fliissigkeit kann entweder unmittelbar in die Boh- 
rungen eingefiillt iwerden oder auch in Becher aus einem biegsamen 
Kunststoff. Der Wirkungsgrad bei Benutzung eines derartiger. 
Rotors ist sehr groO, denn der sedimentierende Stoff braucht nur 
eine verhaltnismaI3ig kurze Strecke zuriickzulegen. An der AuPenwand 
der Hohlraume setzt sich das Sediment in groben Flocken ab, die 
schnell zu Boden sinken. Der Weg, den der sedimentierende Stoff 
zuriicklegt, ist aus Abb. 2 zu ersehen. 

- 

Vgl. 8 .  Obem. F8brlk 13, 404 [1940]. 

Science p e w  York] 87, 284 [1938]. 

ao) Die Ultrazentrifuge, Tellag Steinkopff, lkeelen 1940. 
*I) A.  Tiselius, K .  0. Ppdarsen u. T. Svedberg, Nature [Loodon] 140, 848 [1937]. 
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Bei der von den Physikalischen Werkstatten gebauten Zentri- 
fuge- betrlgt das Fassungsvermogen jedes Hohlraumes hochstens 
15 cmS, so daO insgesamt 90 cm3 Fliissigkeit verarbeitet werden 
konnen. Zur Ausfiihrung eines Versuches wird der Rotor mit einem 
Deckel vakuumdicht 
verschlossen und an der 
biegsamen vertikalen 
Achse des eigentlichen 
Antriebsmechanismus 

befestigt. Der Drehkor- 
per rotiert iru Vakuum, 
so daO keine nennens- 
werte Erwarmung auf- 
tritt. Sol1 die Aufarbei- 
tung in der Kalte vor- 
genommen werden, so 
kann der Rotor vor dem 
Versuch im Kiihlschrank 
abgekiihlt werden. 

werden Zentrifugal- Abb. 2. Schema der Sedimentation in 
kraftfelder von etwa dem Rotor fur praparative Zwecke. 
100 000gerreicht.Nach 
Wyckoff38) lassen sich Schwerefelder erzeugen, die das 250 000 
bis 300000fache der Schwerkraft betragen, so da13 alle EiweiB- 
stoffe, die schwerer sind als Bieralbumin (M = 45000). aus 
ihrer Losung ausgeschleudert werden konnen. 

Die luftgetriebenen, schnell rotierenden Zentrifugen haben 
besonders zur Darstellung hochmolekularer EiweiBstoffe, 
insbes. der Vi ruspro te ine ,  Verwendung gefunden, die auf 
diese Weise leicht von den niedermolekularen unwirksamen 
Begleitstoffen abgetrennt werden konnen. So gelang es Beard 
u. Wyckoff3') durch wiederholte Ultrazentrifugierungen, aus 
dern Sbope-Papi l lom d e s  K a n i n c h e n s  einen einheit- 
lichen hochinfektiosen EiweiPstoff mit einem Molekulargewicht 
von etwa 25 000 000 zu gewinnen. 

Die Reinigung des Papillom-Virus erfolgte so, daS das Sediment 
aus der hochtourigen Zentrifuge in einer Pufferlosung aufgenommen 
wurde und auf einer gewijhnlichen Laboratoriumszentrifuge un- 
geloste Proteinflocken entfernt wurden. Die iiberstehende klare 
Losung wurde wiederum ultrazentrifugiert und der ganze Vorgang 
mehrmals wiederholt. Auf ahnliche Weise laPt sich auch aus dem 
K aninchenmyxom eine infektiose schwere Proteinfraktion ge- 
winnens6). 

Ganz besonders erfolgreich war die Anwendung der 
Zentrifugierung pflanzlicher Virusproteine. So kann das 
Tabakmosaikvi rus  aus dem Saft der infizierten Pflanzen 
unmittelbar in einheitlicher Form gewonnen werden. Durch 
ll/,stiindiges Zentrifugieren bei einer Drehzahl von 25 000 pro 
Minute ist das Tabakmosaikvirus zu iiber 99% abgeschleudert. 
Zur Darstellung groaerer Mengen empfiehlt es sich, vor der 
Uitrazentrifugierung das Virusprotein durch Ausfallung mit 
Ammonsulfat und Wiederaufnehmen in einem kleinen Fliissig- 
keitsvolumen zu konzentrieren. Nach diescm Verfahren gelang 
es, z. B. das Tomatenmosaikvi rus  auf einfache Weise in 
groserer Menge zu gewinnen, wahrend die rein chemische 
Darstellung dieses Virus durch wiederholte Ammonsulfat- 
faillungen infolge der grol3en Menge an Begleitsubstanzen sehr 
umstandlich ist36). 

Zur Darstellung sehr horhmolekularer Proteine, z. B. der 
Virusproteine, wurden auch kontinuierlirh arbeitende, hoch- 
tourige Zent r i fugen  vom Sharp less -Typ rnit Erfolg ver- 
wendet, doch ist es bei diesem kontinuierlichen Betrieb nicht 
so leicht moglich, die von Fall zu Fall am besten geeigneten 
Versuchsbedingungen einzuhalten. 

2. Die Elektrophorese. 

Mit diesem Rotor Drehuchse 

Bei der Ultrazentrifugierung erfolgt die Charakterisierung 
und Trennung der Proteine nach ihrer Masse. Die Blektro- 
phorese bildet nun eine wichtige Erganzung, da bei ihr die 
e lek t r i sche  L a d u n g  der Teilchen ausschlaggebend ist. 
Viele Proteine, die die gleiche Masse besitzen, wie z. B. die 
Serumglobuline, lassen sich in der Ultrazentrifuge nicht unter- 
scheiden, wahrend sie sich bei der Elektrophorese auf Grund 
ihres verschiedenen elektrocheniischen Verhaltens ohne wei- 
teres trennen lassen. Molekiile mit gleichem OberflBchen- 
potential, aber verschiedener Masse, wie z. B. die Assoziations- 

~~ 

I*) Naturwias. 2.5, 481 [1937]. *') Science p e w  York] 85, 201 119371. 
**) 0. Schmmm, Naturwiss. 27, 149 [19391. 
*) Q. Nelchera, Q. Schramm, E. Trurnit u. A. Friedrich-Frekxa, Biol. Zbl. 60,524 [1940]. 
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produkte des Tabakmosaikvirus, verhalten sich hei der Flektro- 
phorese einheitlich, lassen sich dagegen in der Ultrazentrifuge 
unters~heiden~s) . Wonn ein Protein sich bei der Ultrazentri- 
fugierung und bei der Elektrophorese einheitlich verhalt, be- 
steht ein hoher Crad von Wahrscheinlichkeit, da13 wir es mit 
einem reinen Stoff zu tun haben. Die Trennung verschiedener 
Proteine wird nur dann unmoglich sein, wenn die Unterschiede 
lediglich sterisch hedingt sind, etwa durch die Reihenfolge der 
enthaltenen Aminosauren. Solche Unterschiede lassen sich 
iiieist nur inununologisch nachweisen. Dagegen konnen bio- 
logisch nahe verwandte EiweiBstoffe in elektrochemischer Hin- 
sicht sehr verschieden sein. So erwahnt Tiselius6) einen Ver- 
such von G .  S. Adair, bei dem sich das Hamoglobin des Foetus 
und der Mutter beim Schaf elektrophoretisch unterscheiden 
lie13. Auch bei der Unterscheidung nahe verwandter Virus- 
arten, z. B. des Tabakmosaik- und Tomatenm~saikvirus~~), 
leistet die Elektrophorese gute Dienste. Kleine Unterschiede 
in der Wanderungsgeschwindigkeit lassen sich am besten in 
einer Mischung der beiden Proteine nachweisen. Die Ver- 
schiedenheit gibt sich dann in dem Auftreten von zwei wan- 
dernden Grenzzonen zu erkennen. Dies Verfahren ersetzt also 
in gewisser Hinsicht den Mischschmelzpunkt . 

Die elektrophoretische Analyse ist besonders geeignet, uiii 
die for t schre i tende  Rein igung und E n t f e r n u n g  von 
Heglei ts toffen im 1,aufe einer Proteindarstellung zu ver-  
folgen. Hierzu ist es meistens nicht notig, die Wanderungs- 
geschwiridigkeit der einzelnen Stoffe zu bestimmen. Zur 
Charakterisierung eines rein dargestellten Proteins wird die 
Wanderungsgeschwindigkeit des Stoffes bei verschiedenen 
und gleicher Ionenkonzentration bestimmt. Man erhalt auf 
diese Weise eine Bcweglichkei tskurve.  Bei geniigend 
hohem pn sind die Proteine negativ geladen und wandern zur 
Anode (negative Wanderungsgeschwindigkeit) , im sauren Ge- 
biet ist die Ladung positiv und die Wanderung erfolgt zur 
Kathode (positive Wanderungsgeschwindigkeit). Im Schnitt- 
punkt der Beweglichkeitskurve mit der Nullinie liegt der iso- 
elektrische Funkt, der fur jedes Protein charakteristisch ist. 
Zur Kennzeichnung wird weiterhin die Neigung der Beweglicli- 
keitskurve in der Nahe des isoelektrischen Punktes heran- 
gezogen. Weiter gehende Schliisse lassen sich aus diesen 
Messungen zurzeit noch iiicht ziehen, da die Wanderungs- 
geschwindigkeit von den verschiedensten Fa ktoreri abhagig 
ist. Jedoch sind in letzter Zeit erfolgversprechende Versuche 
gemacht worden, die theoretischen Grundiagen der Elektro- 
phorese vcii Riweifistoffen naher aufzuklaren. 

Die ideale Betceglichkeit u ,  ist durch folgende Gleichung 

I? = ~ r r r [ r , ~ i ~ ? r ~ ( ~ ~ ~ r t : ~ ~ l i e ,  ZP = \ a lmn d i +  l ' ~ e , t t : i n i c ~ ~ ~ .  I = r , i ~ . l : ~ ~ ' ~ r H ~ ~ i l ~ ~ ~ i i g s k , ~ ~ . ~ i i ~ i ~ ~ , i l .  

Zur Priifung dieser Gleichung wurde voii ~ ' i s e l i z ~ s ~ ~ )  beini 
Bieralbumin die Valenz des Proteins durch Messung des Mem- 
branpotentials nach Adair 11. Adair bestimmt. Der molare 
Reibungskoeffizieiit f wurde ails der Diffusionskonstante be- 
rechnet. Es zeigte sich, daO die experimentell bestimmte He- 
weglichkeit bei hoherer Ionenstsrke kleiner war als nach 
G1. (I). Der h c  mineijde Einflnl3 der entgegengesetzt geladenen 
Ionenatmosphare, die das Protein-Ion unigibt, lie13 sich aus der 
Deb ye-Huckelschen Theorie berechnen. Die auf diese Weise 
ermittelten Beweglichkeiten stehen in ausgezeichiieter ober- 
einstimniung mit den experimentell gefundenen Werten. Die 
Valenz der Protein-Ionen la13t sich auch durch das Bindungs- 
vermogen fur Sauren und Basen bestimmen, jedoch stimmt 
dieser Wert, besonders in Gegenwart von Salzen, nicht genau 
mit dem nach der Membranpotentialniethode ermittelten Wert 
iiberein, da die Proteine Ionen, besonders Anionen, aus ihrer 
Umgebung adsorbieren. Aus demselben Grund ist auch der 
isoelektrische Punkt etwas von der Salzkonzentration ab- 
hangig. Jedoch wird das Oberflachenpotential der Eiwea- 
stoffe in erster Linie durch die chemische Natur des Proteins 
bestimmt. Die Aufladung durch adsorbierte Ionen ist bei 
diesen stark polaren Substanzen von weit geringerer Bedeutung 
als bei ungeladenen Kolloidpartikelchen, deren Oberflachen- 
potential z. T. ausschliefilich durch die adsorbierten Ionen 
bestimmt wird. 

87) A.  Tiseliw u. a. Suepuson, Trans. Faraday SOC. S6, 16 119401. 

Die Reindars te l lung  von  Pro te inen  durch  Elekt ro-  
phorese.  

Der Vorteil dieser Methode besteht, ahnlich wie bei der 
Zentrifugierung, darin, da13 sie aurjerordentlich schonend ist. 
Sie kann daher auch zur Gewinnung sehr labiler Verbindungen 
benutzt werden. Die gegenseitige Beeinflussung der Sub- 
stanzen bei der Elektrophorese tritt nur dann ein, wenn sich 
vollkommen undissoziierte Verbindungen bilden. Bei den 
Proteinen wurden derartige Reaktionen untereinander nm 
bei den stark basischen Histonen beobachtet. Hierdurch ergibt 
sich bei der praparativen Darstellung der Vorteil, da13 die Ab- 
trennung unabhagig ist von der Menge der vorhandenen Be- 
gleitsubstanzen. 

Der T r  ennungsvorg a n g  im Elektrophoreseapparat ver- 
lauft folgendermaBen : 

Die im unteren Teil eines U-Rohres befindliche Proteinlosung 
wird vorsichtig mit einer geeigneten Pufferlosung, die der Strom- 
leitung dient, iiberschichtet . Beim Anlegen einer Spannung wandern 
nun die in der Proteinlosung vorhandenen Komponenten mitlver- 
SchiedenenGeschwin- 
digkeiten zur dnode oder Kathode, Anl Abb. 3.  Schema des Trennungs- 

vorgan,os ohne (a) und mit Kom- 
Anfang und amEnde pensation (b) nach Tisr1iu.s. 
der sich bewegenden v 

Proteinsaule bildet 
sich auf diese Weise 
eine Schicht, die die 
reinen Proteinkom- 
I ponenten enthalt 
(Abb. 3).  Durch eine 
geeignete Vorrich- 
tung kann also bei je- 
dem Elektrophorese- 
versuch ein bestimm- 

ter Betrag der 
schuellsten Kompo- 
nente am Anfang 
und der langsamsten 
Komponente am En- 
de der Saule in reiner 

n h 

Form abgetrennt werden. Die Trennung ist um so vollstandiger, je 
gro13er der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit ist, und 
je langer und schneller die Komponenten wandern. 

Ein allgemein anwendbarer Elektrophortseapparat miW 
also folgenden Xnforderungen entsprechen : 

1.  Es mu13 eine moglichst hohe Strombelastung moglich sein. 
2. Das Auftreten von Rarmekonvektionen mu13 vermieden 

werden. 
3. Die an den reversiblen Elektroden auftretenden Stoffe diirfen 

4. Die Wanderung der Komponenten mu13 verfolgt werden 

Diesen Forderungen werden die Konstruktionen voii 
H .  Theorell und A .  Tiselius gerecht. Es sind zwar auch mit 
einfacheren Apparaten wertvolle Untersuchungen ausgefuhrt 
worden, so z. B. von Bennhold38); doch sollen hier nur die zur 
'l'rennung voii Proteinen besonders geeigiieten Anordnungeri 
1,esprochen werden. 

E 1 e k t r o p h or  e s e a p  p a r  a t n a c h %' h e o re  11. 

[nicht zu der Versuchslosung gelangen. 

konnen. 

Von l'heorel13@~40) wurden zw-ei verschiedene Elektro- 
phoreseapparate entwickelt, von denen cler eine fur Unter- 
suchungszwecke und der andere fur praparative Zwecke be- 
stimmt ist. 

Der Apparat fur Untersuchungszwecke ist nach dem U-Rohr- 
Prinzip gebaut (Abb. 4). Das U-formige Bodenstuck (a) ruht auf 
einem verstellbaren Metallhalter (b) . Auf den freien plangeschliffeneii 
Enden des Bodenstiickes sind abwechselnd durchlochte Hart- 
gummischeiben und hohlzylindrische Glaszellen gelagert, so da13 die 
Schenkel des U-Rohrs aus je 6 Fachern bestehen, die durch Drehung 
der Hartgummischeiben voneinander getrennt werden konnen. 
Hierdurch ist es moglich, nach Beendigung des Versuches den Inhalt 
der Zellen getrennt voneinander zu analysieren. Auf der obersten 
Hartgummischeibe sind die Zwischenstiicke (c) durch doppelt 
wirkende Schraubcn befcstigt (d). In dic obcren Enden der Zwischen- 
stiicke sind die Seitenrohren der ElektrodengefaBe (e) kugelgelenk- 
formig eingeschliffen nnd durch Gummischlanche mit den Zwischen- 
stiicken verbunden. Der Apparat wird durch die Achse (f) zusammen- 
gehalten. Durch die Hahne (8) erfolgt der hydrostatische Druck- 
ausgleich vor Beginn des Versuches. Die reversiblen Silber-Silber- 

Angewandte Chemie 
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Schramm: A'euere V e r f a h r e n  zw.r R e i n d a r s t e l l u n g  v o n  P r o t e i n e n  

chlorid-Elektroden sind durch ein grohres Volumen Pufferlosung 
von der Untersuchungsfliissigkeit getrennt. Durch eine gleichmadige 
Forrngebung des U-Rohrs nird fur einen definierten Spannungs- 
abfall in den1 Rohr gesorgt. 

zwischengeschaltetes GefaI3 (D) mit Pufferlosung von den El&- 
trodengefaden (C und B) getrennt ist. Das Rohr (A) wird oben und 
unten gegen die Pufferlosungen durch die Pergamentmembranen 
(I und I,) abgegrenzt und durch ein zwischen den Membranen lie- 
gendes Filtrierpapier (X) in die beiden Xammern (F und G) geteilt. 
Diese Membranen haben den Zweck, eine Vermischung der Fliissig- 
keit zu verhindern. Vor Beginn des Versuches wird zunachst der 
ganze Apparat mit Pufferlosung gefiillt und dann in die obere 
Kammer (F) durch den Hahn 1 die zu untersuchende Losung zu- 
gegeben, wobei man ein entsprechendes Volumen der Pufferlosung 
aus 3 abflieden ladt. Nach dem Anlegen der Spannung wandert dann 
der zu reinigende Stoff in die untere Kammer (G) .  Nach Beendigung 
des Versuches wird zunachst die obere Kammer (F) entleert und die 
gereinigte Losung durch Hahn 2 aus der unteren Kammer (G) ent- 
nornnien, wobei durch 4 Luft eingclassen wird. T ist ein Thernio- 
stat, der mit fliedendem Leitungswasser oder Eiswasser gefiillt wird, 

In dem Apparat konnen 350 cm3 Fliissigkeit verarbeitet werden. 
Eine Trennung wird auch hier nur moglich sein, wenn die Wande- 
rungsgeschwindigkeiten sehr verschiedm sind oder entgegengesetztes 
Vorzeichen haben. 

E le  k t r op  hor  ese a p p  a r  a t n ac  h T i  se 1 2  u s  2,  5 ,  41). 

Dieser Apparat weist gegeniiber den besprochenen Kori- 
struktionen eine Reihe von Vorziigen auf. Bisher wurden drei 
Modelle von Tiselius entwickelt, u. zw. fur 2, 11 und 150 cm3 
L o s ~ n g ~ ~ ) .  Zur Vermeidung von Konvektionen schlagt Tiselius 
vor, die Elektrophoreseversuche bei + 4 O  auszufiihren. Kon- 
vektionsstroine treten stets da auf, wo infolge von Teni- 
peraturschwankungen Dichteunterschiede in der Fliissigkeit 
auftreten. In diesem Temperaturgebiet variiert aber die Dichte 
des Wassers nur wenig mit der Temperatur. Weiterhin wurde 
von Tiselius statt des bisher benutzten runden Querschnitts 
ein schmaler rechteckiger Querschnitt des U-Rohrs gewahlt, 
da hierdurch ein schnellerer Warrneaustausch mit dem Thermo- 
staten stattfinden kann. Durch Anwendung optischer Methoden 

nente sichtbar gemacht. Am einfachsten und fur die meisten 
Zwecke ausreichend ist die' Anwendung der Toeplerschen 
S c hlierenmet  hode,  bei der die wandernden Grenzzonen als 
dunkle Bande beobachtet werden. Falls gleichzeitig auch die 
Konzentrationen der einzelnen Komponenten bestimmt werden 
sollen, mu0 die allerdings recht umstandliche Skalenmethode 
angewendet werden. Zur Konzentrationsbestimung konnen 

Abb, 4, E~ektrophoreseapparat fiir Untersuchungszwecke nach w i d  adkrdem jede einzelne, such ungefarbte Proteinkompo- 
Theor ell. 

DieKonvektionen lassen sich bei dieser Ausfiihrung anschei- 
nend nicht vollstandig vermeiclen. Der Apparat hat sich bei 
der Reindarstellung des gelben Fermentes und des Cytochronis c 
bewahrt. Er wird besonders dort brauchbar sein, wo der Unter- 
schied in der Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden 
Stoffe betrachtlich ist, so z. B. bei 
der Abtrennung von EiweiIjstoffen 
von nicht polaren und daher nicht 
wandernden Kohlenhydraten. Die 
Wanderungsgeschwindigkeit laBt sich 
optisch nur bei gefarbten Stoffen 
verfolgen. Sie wird i. allg. [lurch 
Analyse der in den einzelnen Kam- 
inern enthaltenen Substanzmengen Abb. 6 .  Optische Anordnung des Elektrophoreseapparates nach Tiseli.us. 
bestimmt . 

fur prEparative Zwecke entspricht 
in seinem Grundgedanken mehr dem Grenzfall der Elektro- 

-. 

Vun links n w h  rechts : I.stiipe, Eondensor, Bi?leiirhtunussj,:iIt, Schlierenkopfubjektiv, Applirat im Thermostaten, Srli!i~~rt~Il- 
bleitde (durch einc Achsc voni lkobachtcr aus bedtigt), Kaineraobjektiv, Eassettenhdter. Der K a t h a p  hor ese a p p  ar  a t 

phorese, der Elekyrodialyse, die bekanntlich angewendet wird, 
uxn schnell wandernde Elektrolyte aus Proteinlosungen ab- 
zuscheiden, wobei das Protein durch halbdurchlassige Mem- 
branen daran gehindert wird, zit den Elektroden zu gelangen. 

Bei deni Apparat fur praparative Zwecke (Abb. 5) wurde statt 
des U-Rohrs eiri vertikales weites Rohr (A) gewahlt, das durch ein 

a 

Abb. 5. Elektrophoreseapparat fur praparative Zwecke nach Theorell. 

aber auch Modifikationen der Toeplerschen Schliereninethode 
benutzt werden, deren Ergebnis allerdings nicht so sicher ist. 
Die optische Anordnung der Schlierenmethode ist in Abb. G 
dargestellt . 

Das I,icht, das durch das U-Rohr hindurclitritt, wird in den 
optisch inhomogenen Grenzflachen zwischen der Proteinlosung und 
der Pufferlosung nach unten abgekriimmt und durch die vor den1 
Kameraobjektiv angebraclite Schlierenblende ausgeblendet. Hier- 
durch scheint der inhomogene Bezirk auf der Mattscheibe der Kamera 
als dunkle Bande. In den beiden Schenkeln des U-Rohrs treten die 
Komponenten in der umgekehrten Reihenfolge ihrer Wanderungs- 
geschwindigkeiten aaf. Man erhiilt also ein doppeltes ,,Banden- 
spektrum". Aierdurch ist eine wertvolle Moglichkeit zur Kontrollc 
gegeben. Nur solche Banden durfen als real angesehen werden, die 
auf beiden Seiten mit der gleichen Wanderungsgeschwindigkeit auf- 
treten. Die Moglichkeit des -4uftretens, ,falseher Banden" muI3 stets 
beriicksichtigt werden. Diese konnen vorgetauscht werden durch 
Konvektionen oder durch Grenzzonenanomalien, die besonders in kon- 
zentrierten Pufferlosungen zu erwarten sind. So hat sich z. B. die dem 
&Globulin des Serums zugesprochene Bande als Tauschung erwiesen. 

Die Empfindlichkeit der optischen Methode ist betracht- 
lich. Bei der mittleren Ausfiihrung des Tiselius-Apparates 
konnen Proteine noch in einer Konzentration von etwa 0,05y0 
nachgewiesen werden. 

9 A.  Tiselizcs, Trans. Faraday Soc. 33, 524 [1937]. 
") Die Apparate werden von der Firma Hellige u. 00. in Freiburg i. Br. hergestellt. 
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Schramm: Neuere Verfahren zur Reindarstel lung von Pro te inen  

Ausfuhrung der Trennung im Tiselius- Apparat . 
Das U-Rohr besteht aus verschiedenen seitlich gegeneinander 

verschiebbaren Teilen (Abb. 7).  Die Verschiebung kann erschiitte- 
rungsfrei durch seitliche Stempel vorgenommen werden, die durch 
Druckluft betatigt werden. Die untere Kammer wird mit der Protein- 
l%ung gefiillt und diese dann durch seitliche Verschiebung von den 
iibrigen Teilen des U-Rohrs abgetrennt. Dann werden die oberen 
Teile des U-Rohrs und die ElektrodengefaBe mit der gleichen Puffer- 
losung, in der das Protein gelost wurde, gefiillt. Der Unterschied 
der Leitfahigkeit zwischen Puffer und Losung soll moglichst gering 
sein. Deshalb werden die Proteinlosungen sorgfaltig gegen die ver- 
wendete Pufferlosung dialysiert. Nachdem der Apparat die Tempe- 
ratur des Thermostaten angenommen hat, wird die untere Kammer 
wieder zuriickgeschoben und auf diese Weise die Pufferlosung 
storungsfrei mit der Proteinlosung unterschichtet. Nach dem An- 
legen der Spannung kann die Wanderung der einzelnen Protein- 
komponenten beobachtet werden. Um die praparative Trennung 
durchzufiihren, wurde von Tiselius eine Kompensationsanordnung 
eingefiihrt. Durch ein Uhrwerk wird ein Ebonitzylinder langsam 
xnd mit konstanter Geschwindigkeit in das eine ElektrodengefaB 
hinabgelassen, wodurch eine Fliissigkeitsverschiebung in dem U-Rohr 
stattfindet, die entgegengesetzt wirkt wie die Wanderungsgeschwindig- 
keit. Durch geeignete Wahl des Zylinderdurchmessers und des 
Spannungsabfalls ist es moglich, die Proteine sozusagen auf der 
Stelle wandern zu lassen, so daB schlieDlich der in Abb. 3b dar- 
gestellte Endzustand erreicht wird. Durch seitliche Verschiebung 
der Kammern werden nun die reinen Komponenten von dem iibrigen 
Teil der Losung abgetrennt. Nach Entfernung der Elektroden- 
gefaBe und Verbindungsstiicke werden die Kammern mit geeigneten 
Pipetten entleert. Hiernach ware es also theoretisch moglich, auch 
Stoffe zu trennen, die nur einen sehr geringen Unterschied in der 
Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen. Praktisch ist hier aber eine 
Grenze gesetzt, da  bei sehr lang dauernden Versuchen die Banden 
durch die Diffusion sehr breit und unscharf werden, so daB der 
Trennungsvorgang nicht mehr rnit Sicherheit verfolgt werden kann. 

Abb. 7. Elektrophoreseapparat nach Tiselius im KBltethermostaten. 
I)ie 3;lcktnidan so\vie i t i f .  ilulJerr Tsolirruug sind niciit mitgceciclinet 

Spannung und Belastung. 
F i r  elektrophoretische Messungen ist es notwendig, eine mog- 

lichst koiistante Stromquelle zu benutzen. Fiir hohe Spannungen 
wird ein Gleichrichter verwendet, der einen guten Gleichstrom 
liefert. Zur Messung des Potentialgefalles im U-Rohr ist es zweck- 
maBig, den durchgehenden Strom zu messen. Der Spannungsabfall 
in V/cm betragt dann 

(11) 
i E =  

q . A  
i = Stronist;Ltke, q = Queraclinitt des U-Rohrw. i. = Leitfahigkcit, rler Idsung. 

Bei hohen Spannungen mu13 besonders auf Dichtigkeit des 
Apparates geachtet werden, um Kriechstrome zu vermeiden. 

Die Belastung, die gerade noch zulassig ist, ohne daB Warme- 
konvektionen auftreten, lie13 sich durch Versuche rnit Wechselstrom 
feststellen. Bei der mittleren Ausfiihrung des Tiselius-Apparates 
betriigt die Hochstgrenze der Belastung w = 0,5 - 1W/cm3. Fiir 
jeden Versuch laBt sich dann die gerade noch zulassige Spannung 
berechnen nach der Gleichung 

E = ] / w T  (111) 

Fehlerq~el len~~).  
Urn ein definiertes Potentialgefalle zu haben und um scharfe 

Grenzzonen zu bekommeii, mu13 die Leitfahigkeit des gelosten 
Stoffes zu vernachlassigen sein gegeniiber der Leitfahigkeit des 
Losungsmittels. Tiselius hat gefunden, daO man Grenzanomalien, 
die sich in einer Verwischung der Banden auBern, bekommt, wenn 
die Verschiedenheit der Versuchslosung und des iiberschichteten 
Puffers im Leitvermogen groBer a19 1 % und im pa groOer als 0,Ol ist. 
Diese Bedingungen lassen sich leicht einhalten, wenn die Protein- 
konzentration 1-2 % nicht iiberschreitet. Bei zu geringer Protein- 
konzentration kann allerdings die Grenzzone wegen des zu geringen 
Dichteunterschiedes instabil werden. Wenn moglich, soll bei einer 
Leitfahigkeit von l-Z.10-3 R-l gearbeitet werden, da man er- 
fahrungsgemaB hierbei die giinstigsten Bedingungen hat. 

Eine weitere Fehlerquelle liegt in der ungleiche n Wanderungs- 
geschwindigkeit der Banden im anodischen und kathodischen 
Schenkel des U-Rohres, die durch die Fliissigkeitsverschiebung 
wahrend der Elektrophorese hervorgerufen wird. Der Fehler IaWt 
sich vermeiden, indem man die Flussigkeitsoberflache in den 
beiden ElektrodengefaBen (Abb. 7) durch Einsetzen passender Hart- 
gummistopfen verkleinert. 

In1 folgenden soll an einigen Beispielen die Anwendung 
des Taselius-Apparates bei der praparativen Fallung ron 
EiweiBstoffen geschildert werden. 

Die Trennung von Phycocyan  u n d  Phycoerythrin41). 
Diese beiden Proteine, welche gemeinsam in bestimmten 

Algen vorkommen, konnen auf chemischem Wege nur un- 
vollkommen getrennt werden. Durch Umkristallisieren erhalt 
man unter betrachtlichen Verlusten an Phycocyan nur un- 
gefahr 10% des Phycoerythrins in reiner Form. Die elektro- 
phoretische Trennung gestaltet sich dagegen in diesem Falle sehr 
einfach, da der Unterschied in der Beweglichkeit sehr betracht- 
lich ist. Er betragt in alkalischer Losung etwa 10.10-6 cm2 Vjs 
Bei dem Trennungsversuch wurde eine Spannung von 880 V 
(23,Z Vjcm im Rohr) bei einem Strom von 15,5 mi\ 
angewendet. Die Substanz wurde in Phosphatpuffer 
PH 6,96, Leitfahigkeit 0,77.10-3 bei O o  gelost. Die Belastung 
betrug demnach 0,415 W/cm3 und lag somit unterhalb 
des Maximums. Die Kompensation wurde so eingerichtet, dafi 
beide Banden eine scheinbar gleiche Wanderungsgeschwindig- 
keit in entgegengesetzter Richtung erhielten. Nach 2 h und 
20 min war die Trennung beendet, die Zellen an der einen Seite 
enthielten nur Phycocyan, die an der anderen Seite nur Phyco- 
erythrin. 

T r  e n nu ng d e r S e r umpr o t e i n e 4 4 ) .  

Tiselius stellte fest, dafi sich elektrophoretisch vier ver- 
schiedene Proteine im normalen Serum unterscheiden lassen. 
Sie werden in der Reihenfolge ihrer Wanderungsgeschwindig- 
keit als Albumin und GI-, p- uncl y-Globulin bezeichnet (Abh. 8).  
Durch Ammonsulfat- 
faillungen gelingt es 
nicht, ein einheitliches 
Protein aus dem Se- 
rum zu gewinnen. Die 
dargestellten Frakti- 
onen sind Mischungen 
mit wechselnder Zu- 
saiimensetzung. Die 
am leichtesten aus- 
fallbaren Fraktionen 
enthalten hauptsach- 
lich y- und p- und nur 
kleine Mengen a-Glo- 
bulin. Mit mehr als 
55% Ammonsulfat- 
sattigung erhalt man 
Produkte, die aus 75% 
Albumin und 25% 
Globulin bestehen. Ein 
dreimal umkristalli- 
siertes Serumglobulin 
besteht immer noch 
aus 75--85% GI-Glo- 
bulin und etwasy-Glo- 
bulin. Das sog. Euglo- 

Albumin . . . . . . 

Globulin n ... 

Globulin ,6 .. 

AntilrfBrper 

Globulin y 

Abb. 8. Wanderung der Proteiiie des 
Pferdeserums im elektrischen Feld. 

A = antipneurnokokk~nserum; B = Normalserum 
(nacti Tiselius u. Rabat). 

9 R. 0. Pedmsm, Kolloid-Z. 63, 268 [1933]. 
44)  d. Y'iseliua. hiochemic. J. 31, 1464 [1937]. 
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bulin besteht hauptsachlich aus p- und y-Globulinen und 
etwas a-Globulin. Das durch Elektrodialyse von Serum ge- 
wonnene Pseudoglobulin enthalt 85% a- und 15% y-Glo- 
bulin, aber kein p-Globulin. 

Durch Elektrophorese gelingt es, die vier Komponenten in 
reiner Form darzustellen. Allerdings ist die quantitative 
Trennung von so vielen Komponenten nicht ganz einfach. 
Bei der Trennung von mehr als zwei Komponenten wird grund- 
satzlich zunaichst eine Gruppe der schnellsten und langsamsten 
Komponenten abgetrennt und diese dann fiir  sich in weiteren 
Ansatzen verarbeitet. Allerdings IUUR man hierbei eine starkever- 
diinnung der isolierten Bestandteile in Kauf nehmen. Die einzel- 
lien Trennungsvorgange miissen mehrmals wiederholt werden, 
um zum SchluR geniigend Material zur Verfiigung zu haben. 

Der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit der 
Serumproteine ist im alkalischen Gebiet am groRten, die 
Fraktionierung wurde daher bei p ~ 8 , 0 3  ausgefiihrt. Da die 
Leitfahigkeit des Serums betrachtlich ist und auBerdem die 
Globuline in salzarmen Losungen ausflocken, wurde ein ziem- 
lich konzentrierter Puffer ' von der Ionenkonzentration 0,l 
angewendet. Es wurde unvercliinntes Serum benutzt, das 
gegen diese Pufferlosung dialysiert war. Das Potentialgefdle 
betrug 7,25 Vjcm. Zur Reindarstellung des Serumalbumins,  
der am schnellsten wandernden Komponente, wurde die Kom- 
pensation so eingestellt, daB das a-Globulin eine scheinbare 
Wanderungsgeschwindigkeit 0 erhielt . Nach Beendigung des 
Versuches enthalt dann die obere Kammer des anodischen 
Schenkels reines Albumin. Um groRere Mengen Albumin neben 
reinem a-Globulin zu gewinnen, wurden in mehreren Ansatzen 
zuerst diese beiden schnelleren Komponenten von den beiden 
anderen Globulinen abgetrennt. Die gesammelten Fraktionen 
wurden vereinigt und bei 400 V Spannung (9,2 V/cm) elektro- 
phoretisch getrennt. Hierbei wurde die Kompensation so ein- 
gestellt, daR die beiden Banden scheinbar entgegengesetzt 
wandern. Dies kann durch zeitweiliges Abstellen des Uhr- 
werks der Kompensationseinrichtung und durch Regulierung 
der Spannung experimentell ohne Schwierigkeiten erreicht 
werden. Nach 24 h war die Globulinbande im Bodenstiick des 
U-Rohres verschwunden, der positive Schenkel des U-Rohres 
enthielt reines Albumin und der negative Schenkel reines 
a-Globulin. Auf diese Weise wurden 8 cm3 einer 2 proz. Lo- 
sung von Serumalbumin und eine gleiche Menge einer 0,Zproz. 
Losung von a-Globulin erhalten. Zur Darstellung des a-Globulins 
kann auch eine Losung von Pseudoglobulin benutzt werden, 

die aus 85% a-Globulin und 15% y-Globulin besteht. Eine 
vollsthdige Trennung dieser beiden Komponenten wurde in 
5 h bei 400 V Spannung (9,7 V/cm) erzielt. Aus 12,5 cms 
Pseudoglobulinlosung wurden 8 cm3 einer 2,Zproz. a-Globulin- 
losung und die gleiche Menge einer 0,3proz. Losung von 
y-Globulin erhalten. p-Globulin wurde in zwei Stufen ge- 
wonnen. Zuerst wurden die beiden langsameren Komponenten 
des Serums, das p- und y-Globulin aus dem Serum isoliert und 
diese dann in einem zweiten Versuch voneinander getrennt. 

Das Beispiel der Serumfraktionierung zeigt, daR sich auch 
sehr schwierige Trennungsprobleme mit dem Taselius-Apparat 
durchfiihren lassen. 

Die Elektrophorese eignet sich auch zur Untersuchung 
von I mmu n s e r e n45). 

Bei einigen Tieren (Pferd, Kuh und Schwein) tritt im 
Senun nach Immunisierung gegen spezifische Polysaccharide 
aus Pneumokokken eine neue EiweiRkomponente auf, deren 
Wanderungsgeschwindigkeit zwischen der von p- und y-Glo- 
bulin liegt (Abb. 8). Bei Kaninchen und Affen ist dagegen der 
Antikorper elektrophoretisch vom y-Globulin nicht zu unter- 
scheiden, dessen Konzentration in dem Immunserum des 
Kaninchens von 17% auf 56% erhoht ist. Eine Reindarstellung 
des Antikorpers ist in diesem Falle elektrophoretisch nicht 
moglich, doch kann durch die Entfernung der iibrigen Serum- 
proteine eine bedeutende Anreicherung erzielt werden. Durch 
Elektrophorese gelang es, das durch Ammonsulfatf allung aus 
Pferdeserum gewonnene Diphtherieantitoxin weiter zu reinigen, 
so daB ein Protein erhalten wurde, das zu 43,5y0 mit Diphtherie- 
toxin spezifisch fallbar war48). 

Von weiteren Versuchen zur elektrophoretischen Trennung 
von EiweiBstoffen sei hier noch die praparative Darstellung 
eines kristallisierten Proteins aus Kulturen von Tuberke l -  
bazil len erwahnt47). 

Die Fortschritte in den analytischen Methoden und in den 
Darstellungsverfahren haben es ermoglicht, eine groRe Anzahl 
einheitlicher und gut charakterisierter EiweiRstoffe zu ge- 
winnen. Es ist anzunehmen, daR die Zahl der rein dargestellten 
EiweiRstoffe in Zukunft noch betrachtlich vermehrt wird; 
damit ist eine wesentliche Voraussetzung geschaffen, um in 
die Struktur und das biologische Verhalten der Proteine tiefer 
einzudringen. Einaea. 1. Oklaber 19dO. 1A. 97.1 
' I )  d. Tiselius u. E.  A.  Kabat, Science [New York] 87, 416 [1988]. 
'I) A.  M .  Pappmlreimer, H .  P .  Lundgrm u. I .  W. Williams, J. exp. Medicine 71,347 [lSlO]. 
'?) P. B. Seibert, E.  0. Pedersen u. A.  TiseZiw, ebenda 68, 413 [1938]. 

Fortschritte der Eandwirtschaftschemie 1931-i940 
V o n  D r .  A. J A C O B ,  Wissenschaftliche ribtezlzrng des Deutschen ~ i a ~ z 8 y n d k k a t s ,  B e r l c n  

uf die Entwicklung der Landwirtschaftschemie war in der A zweiten Halfte des vergangenen Jahrzehnts von groRem 
EinfluB die einheitliche Ausrichtung der deutschen Forschung 
durch die Reichsarbeitsgemeinschaft der Landwirtschaf tswissen- 
schaft, die Gemeinschaitsarbeiten verschiedener Institute in die 
Wege leitete, um Fragen von besonders vordringlicher prak- 
tischer Bedeutung moglichst rasch einer Losung entgegen- 
zufiihren. Das Bestreben, die Landwirtschaftschemie in den un- 
mittelbaren Dienst der Praxis zu stellen, hat aber keineswegs zur 
Folge gehabt, daR die Bearbeitung rein wissenschaftlicher 
Fragen vernachlassigt wurde. Es bestatigte sich im Gegenteil, 
da13 eine Forderung der Praxis in der Regel eine vorherige 
genaue Aufklaung von Problemen zur Voraussetzung hat, 
denen man auf den ersten Blick nur eine rein wissenschaftliche 
Bedeutung zuzuschreiben geneigt ist, wie z. B. Verbesserungen 
der Analysenmethoden oder Atdklaung grundlegender Re- 
aktionen . 

I.  Bodenkunde. 
1. Bodenbildung und Bodeneinteilung. 

Nach wie vor stand das Studium der Dynamik der Boden- 
bildung an Hand der flodenprofile im Vordergrunde, insbeson- 
dere im Hinblick auf die Verbesserung der Boden auf lange 
Sicht sowie auf die Gewinnung von Neuland fur Kulturzwecke. 
Von Hissink') wurde die Veranderung der Zuiderseeboden 
nach dem Eindeichen untersucht RZa?rck2) wies auf die Rolle 

1) B. I .  Hissink, Ohem. Weekbl. 30, 666 [1933]. Fomchungadienst, Souderh. 6, 35 [10371. 
a) E'. Blaezk, Ernihrg. d. Pflanze 29, 41 [1983]. 
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der aus dem Rohhumus entstehenden Schwefelsaure bei der 
Verwitterung hin, die das Eisen der Silicate in Losung bringt. 

Bei der Einteilung der Boden ist man von der einseitigen 
Uberschatzung der klimatischen Faktoren, die auf Grund der 
Erfolge der russischen Bodenkunde nabe lag, zuriickgekommen 
und betont die Bedeutung des  Muttergesteins  als Faktor 
der Bodenbildung und als Kriterium fur die Bodenklassifikation. 
Als wertvolles Hilfsmittel bei der Klassifikation der groBen 
Bodengruppen der Welt hat sich die Catenaeinteilung von 
MiZne3) erwiesen, die Gruppen von BGden zusammenfaBt, die, 
aus ahnlichem Muttergestein entstanden, durch topographische 
Bedingungen zu verschiedenen Boden geworden sind, aber stets 
in Verbindung miteinander gefunden werden. Fur eine Ein- 
teilung der Boden der Welt auf genetischer Grundlage sind 
verschiedene Vorschlage gemacht worden. Beachtlich ist ein 
Vorschlag von del ViZZar4), der vier Bodengruppen vorsieht, 
namlich die Salz-Alkali-Gruppe, die kalkhaltige Gruppe, die 
sesquioxydische Gruppe (Allite, Siallite und sauer-humose 
Boden) und die hydropedische Gruppe (Alluvial- und Gley- 
boden). Jede dieser Gruppen wird jeweils in die Stufen unreif, 
reif und iiberreif unterteilt. G .  W .  Bob insod)  vertritt aller- 
dings den Standpunkt, daR unsere Kenntnis der verschiedenen 
Bodenarten der Welt noch nicht umfassend genug ist, um 
jetzt bereits den Versuch einer die ganze Welt umfassenden 
Klassifikation der Roden zu unternehmen. 
a) a. MiZne, Bodeokundl. Forsch. [Beih. zu: Mitt. int. bodenkundl. Oes.14, 183 [1935]. 
4) H. del ViZZar: Lo8 Suelos de la Peninsula Luso-Iberica, Madrid 1W. 
6) a. lr. Robinson: Die Boden, Berlin 1939. S. 412. 

9 n y r w o n d k r  C h e n t i t  
$ 4 .  J o h r y .  1911. ,Yr 112 




