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an C zuriickfithrt. Betrug das Defizit mehr als 1000 mg, so
bestand rasche Ermiidbarkeit. Durch entsprechende C-Zufuhr
stiegen Leistungsfahigkeit und Spannkraft. Auch K. Wach-
holder®s) konnte eine Steigerung des Tagesverbrauches an
Vitamin C bei Arbeitsleistung nachweisen, und zwar nicht nur
bei Sportlern, sondern auch bei beruflicher korperlicher Tatig-
keit. FEs ist danach wahrscheinlich, daB3 vor allem in der
C-armen Jahreszeit (Januar—April) ein betrichtlicher Teil
der korperlich arbeitenden Bevélkerung infolge ungeniigender
C-Zufuhr nicht die volle Leistungsfahigkeit besitzt, ohne daf3
sich sonst irgendwelche Merkmale eines C-Mangels erkennen
lassen.

Arbeitsphysiologisch naher untersucht ist der Zusammen-
hang zwischen Aneurin und Leistungsfihigkeit. L. Csik u.
J. Bencsik®®) 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
Kost?). Auch am isolierten Froschmuskel lief sich eine Ver-
zogerung der Ermiildung durch Zusatz von B, zur Ringer-Losung
beobachten®?). Da Vitamin B, als Bestandteil der Cocarboxy-
lase in den Kohlenhydratstoffwechsel eingreift, und sich kombi-
nierte Vitamintraubenzuckerpriaparate gut bewihrt hatter®),
untersuchte W. Droese'®®) den Einflufl auf die Leistungsfahigkeit
im Zusammenhang mit der Zufuhr von Traubenzucker. Bei
lingere Zeit fortgesetzter Verabfolgung von B, in Mengen von

*0) Z. Orthopad. Grenzgeb, 89, Beilageheft 15 [1939].
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%7) Acta Scholae med. univ, imp. Kioto 14, 248 [1932].

) H. J. Briem, Piliigers Arch. ges. Phvsiol. Menschen Tiere 242, 450 [1939].
99) Th. Morell, Dtsch, med. 'Wschr. 1940. 398.

100y Arbeitsphysiol. (im Druck).

0,5—1 mg zeigten sich eine Vermehrung der roten Blutkérper-
chen, eine Erhéhung des Ruheblutzuckers und eine Verbesse-
rung des Wirkungsgrades der Muskeltatigkeit (Methode 8).
Als weiteres Zeichen der verbesserten Leistungsfahigkeit trat
bei einigen Versuchspersonen Verringerung der Sauerstoff-
schuld (Methode 2) und des Atemvolumens (Methode 4) bei
Standardarbeit ein. Bei der Bestimmung der maximalen Arbeit
(Methode 1) wurde stets eine Verbesserung der Leistungsfahigkeit
durch B,-Zulage beobachtet. Besonders interessant sind die
Beobachtungen iiber die Verweribarkeit einer Traubenzucker-
zulage. B,-normale Personen niitzen die Traubenzuckerzulage
unabhangig davon aus, ob sie gleichzeitig eine B,-Zulage erhalten
oder nicht. Personen dagegen, die B,-arm erndhrt sind, erfahren
durch Traubenzuckerzulage allein keine Steigerung ihrer Lei-
stungsfahigkeit, wohl aber dann, wenn sie gleichzeitig mit dem
Traubenzucker B, erhalten. Dieser Zustand tritt schon bei
einem B,-Bestand des Kérpers ein, den man sonst noch als
normal zu bezeichnen pflegt.

Hieraus geht hervor, daf3 als MaB} einer vollwertigen Er-
nidhrung nicht nur das Fehlen von &4uBlerlich feststellbaren
Mangelsymptomen verwendet werden darf. Man muf} von der
Erndhrung verlangen, daf 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 allgemeinen erfiillt,
so sind doch die Ansichten iiber eine zweckentsprechende Er-
nahrung sehr geteilt. FErst die weitere wissenschaftliche Er-
forschung der Zusammenhinge zwischen Ernihrung und
Leistungsfahigkeit wird uns in die Lage versetzen, die Ernah-
rung nach den besonderen Erfordernissen der verschiedenen
Berufe auszurichten, Eingeg. 11. Desember 1940. [A. 115.]
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8. Neuvere Verfohren zur Reindarsteliung von Proteinen

Von Dy, GERHARD SCHRAMM, Kaiseyr Wilhelm-Institut fiivr Biochemie, Bevlin-Dahlem

Die Darstellung einer chemisch reinen Verbindung setzt
voraus, daBl man neben geeigneten Trennungsverfzhren
auch die Moglickkeit 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 angewendet werden. So kénnen
Schmelzpunkt- und Siedepunktbestimmungen mnicht
benutzt werden. Auch die optische Drehung der Proteine
ist wenig charakteristisch. AuBerdem ist die experimentelle
Bestimmung dieser in der orgsnischen Chemie so wichtigen
GréBe schwierig, da die Proteinlosungen hiufig tritbe sind
und daher nicht in geniigend groflen Schichtdicken gemessen
werden konnen. Auch die analytische Zusammensetzung
der Proteine ist untereinander sehr ahnlich, so daB die Kon-
stanz der chemischen Zusammensetzung keine sicheren
Schliisse zulafit. Die Analyse ist dazu noch mit einer gewissen
Unsicherheit behaftet, da wegen der starken Hydratisierung
die Zusammensetzung von .der Art der Trocknung abhiangig
ist. Man versucht aber, diese Schwierigkeit zu umgehen,
indem man Angaben iiber die Zusammensetzung cder die
biologische Wirksamkeit nicht auf Gramm Trockengewicht,
sondern auf Gramm Protein-N bezieht.

Zur Charakterisierung und Priifung der Proteine auf Ein-
heitlichkeit miissen daher ardere physikalische und chemische
Konstanten herangezogen werden als in der Chemie der nieder-
molekularen Stoffe. Wir besitzen heute eine Anzahl von Ver-
fahren, die gestatten, sichere und charakteristische Aussagen
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 Elcktrorhorese?)
zu nennen. Daneben hat sich aber noch eine Reihe anderer
Verfahren bewdhrt. So kann man aus der Abhangigkeit der
Ldslichkeit eines Proteins von der zugefiigten Salzkonzentration

Riickschliisse auf die FEinkeitliclkeit ziebend), Als weitere
Kriterien der Reinkeit kiérnen die Kenstanz der biologischen
Wirksemkeit, der ILoslickkeit, der Viecositdt usw. heran-
gezcgen werden. Auch die Goldzebl nach Zsigmondy mag in
manchen Fallen niitzlich sein. Sie wurde von Kausche zur
Kennzeichnung verschiedener Virusarten herangezogent). Zur
Charskterisierung gréBerer Proteirmolekiile wird die elektronen-
optische Untersuchung Bedeutung erlangen. Durch elektronen-
mikroskcpische Untersuckvrgen kenn auf Abwesenheit von
unerwiinschten Molekiilarten gepriift werden.

In der Eiweilichemie besitzt also das Bestreben des pri-
parativen Chemikers, den gesuchten Stoff in kristellisiertem.
Zustand zu erbalten, nicht die tberregerde Redeutung wie
auf anderen Gebieten der Chemie. Dort besteht eines der
sichersten und allgemeinsten Trenrungsverfahren im ,,Um-
kristallisieren*, und die Konstanz des Schkmelzrunkts bildet
eines der wichtigeten Kriterien der Reirteit. Hierzu kcmmt
nech, daB der Ubergang in den kristellisierten Zusterd an
sich sckcn als Zcicten der Eirkeitlicl keit gewertet wird, da
Beimengungen die Kristallisaticrsfzkigkeit oft vollig unter-
binden. Anders in der Eiweifichemie. Durch die grcfe Ober-
fliche der Eiwcilmolekiile urd die starken Absorpticnskrafte
werden leicht Verunreinigungen in die Proteirkristalle ein-
geschlessen, wie Versvche mit zvgesetzten Farbstoffen zeigen.
Die Fahigkeit zur Bildurg von Misctkristallen ist sehr greB.
So kann z. B. das kristallisierte Servmalbvrmin durch
weitere Fraktionierung in chemisch verschicdene Kristallisate
zerlegt werden, die bei Vermischung den kristallisierten Aus-
gangsstoff wieder ergeben. AufBlerdem werden die Proteine
sehr leicht durch die chemischen Methoden, die zur Krigtalli-
sation fiihren, zerstért. So hat sich bei der Darstellurg bio-
logisch wirksemer Proteine, z. B. der Katalese, gezeigt, dal}
oft gerade die prichtigsten Kristalle unwirksem geworden
waren, Diese Tatsachen, die bereits von Tiselius®) u. a. betont
wurden, fithren dazu, dafl in der Proteinchemie auch physi-

®) Beitrag?7 dieser Reihe Wittha, , Molekulardestillation*, s. diese Ztschr. §3, 557 [1940]-
1) Kolloid-Z. 85, 119 [1938]. %) A. Tiselius, ebenda 85, 129_[1938]-
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kalische Methoden zur Isolierung beriicksichtigt werden miissen,
die, ohne zu einem Kristallisat zu fithren, eine viel schonendere
und vollkommenere Reinigung erlauben als die chemischen
Fillungsmethoden. Die pliysikalischen Verfahren werden
sicli ganz besonders da durchsetzen, wo es sich um die Dar-
stellung natiirlich vorkommender 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 grolerer Mengen stabiler Proteine handelt. Be-
sonders zur Gewinnung biologisch wirksamer Proteine sind
sie unentbehrlich. Hier ist oft die Konzentration des Wirk-
stoffes so gering, dal der Stoff mit rein physikalischen Ver-
fahren nicht nachweisbar ist. AufBlerdem gestatten diese nur
die Verarbeitung verhiltnisinaBig kleiner Flissigkeitsmengen.
Die Proteine miissen daher zunichst unter Entfernung aller
Ballaststoffe auf chemischemt Wege konzentriert werden. Zur
endgiiltigen Reinigung kann dann z. B. die Ultrazentrifugierung
oder die Flektrophorese benutzt werden. Die chemische und
physikalische Arbeitsweise ergiinzen sich gegenseitig.

I. Chemische Methoden zur Darstellung von
Proteinen.

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 koénnen hier nur einige
biologisch besonders interessante Substanzen erwihnt werden.
1926 erhielt Sumner®) das erste kristallisierte Ferment, die Urease.
In den darauffolgenden Jahren stellten besonders Northrop u.
Kunitz?) zahlreiche weitere Enzyme in kristallisierter und weit-
gehend reiner Form dar, so z. B. das Pep-in, das Trypsin und
Chymotrypsin mit den Vorstufen Pepsinogen, Trypsinogen
und Chymotrypsinogen. Weitere kristallisierte Fermente mit
Proteinnatur sind die Carboxypeptidase?), Papain®), Ficinl?),
Amylase!) und Katalase'?), Durch die Arbeiten von Warburg'?),
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 Apoferment der Alkohol-
dehydrase (Diphosphopyridinproteidaikohol, Acetaldehyd), das Pro-
tein des oxydierenden Giarungsfermentes, sowie ein Kupfer-
proteid, die Polyphenoloxydase. Insgesamt sind bisher etwa
12 Termente kristallisiert erhalten worden. Auch das Gift der
Klapperschlange, das Crotoxin, wurde von Slotte'¥) in kristalli-
sierter Form gewounen und von Svedberg als einheitlich befunden.

Durch die Darstellung verschiedener pflanzlicher Virusarten
in" kristallisierter Form wurde in der Virusforschung ein wichtiger
Fortschritt erzielt. Als erstes einheitliches Virusprotein wurde von
Stanley'®) 1935das Tabakmosaikvirusin Form von parakristallinen
Nadeln gewonnen. Als erstes , echtes”* Kristallisat wurde von Bawden
u. Pirie’¥) das bushy stunt-Virus in Form von Dodekaedern
gewonnen.

Alle diese Arbeiten erregten besonderes Interesse durch
die Tatsache, daf es sich hier um Kristallisate von Proteinen
handelte. Aus den oben angefithirten Griinden ist aber dies
nicht so entscheidend wie der Umstand, dafl sich diese so
dargestellten Stoffe auch bei der Priiffung mit physikalischen
Mitteln, z. B. in der Ultrazentrifuge und bei der Elektro-
phorese a]s 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 Proteirte.
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Extraktion.

Die Extraktion der Eiweilistoffe aus tierischen und pflanz-
lichen Geweben erfolgt meist mit geeigneten Pufferlésungen.
Durch Veranderung des py und der Salzkonzentration der
Extraktionsfliissigkeit kénnen verschiedene Proteinfraktionen
nacheinander gewonnen werden. Bei der Extraktion tierischer
Hormone werden oft Mischungen walriger Losungen mit
organischen Losungsmitteln benutzt, so z. B. 50%iges Pyridin
oder Mischungen mit Alkohol oder Aceton. Um die
Zellen zu zerstéren, wird das Gewebe vor der Extraktion
meist eingefroren, Hierbei ist zu beriicksichtigen, dal einzelne
Proteine durch das Einfrieren verandert werden. Manchmal
ist es zweckmifBig, 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 vou iu der
Zelle verankerten Enzymen. Autolytische Vorgénge spielen
auch eine Rolle beider,,Auto-Extraktion des Pankreas,
die sich bei der Darstellung verschiedener biologisch wichtiger
Proteine des Pankreas bewidhrt hat™8). Dabei lait man das
zerkleinerte und gefrorene Gewebe langsam auftauen und
fangt die abtropfende Fliissigkeit auf; so erhalt man die ge-
suchten Globuline verhiltnismifBig frei von Beimengungen.

Die Aussalzmethode.

Diese am hiufigsten gebrauchte Methode der Darstellung
der Proteine geht zuriick auf die Arbeiten von Hofmeister'?)
im Jahre 1889, der dies Verfahren entwickelte und damit das
erste kristallisierte Protein, das Serumalbumin, darstellte.
Dieses wichtige Darstellungsverfahren hat sehr weite Anwen-
dungsmoéglichkeiten, da es auch von sehr empfindlichen Eiweil3-
stoffen ohne Schadigung vertragen wird. Zum Aussalzen wird
fast ausschlieBlich Ammonsulfat benutzt, weil wegen der
leichten Idslichkeit des Salzes hohe Konzentrationen erreicht
werden koénnen und auBlerdem das zweiwertige Sulfat-Ion
starker ausfillende Wirkung hat als einwertige Anionen. Wenn
aus bestimmten Griinden das NH,-Ion nicht erwiinscht ist,
kann man auch Magnesium- oder Natriumsulfat ver-
wenden, doch nur bei nicht zu tiefen Temperaturen, da sonst
nicht geniigend Salz in Ldsung gelit!s). Einige besonders leicht
lésliche Proteine lassen sich auch mit Ammonsulfat nur bei
hoherer Temperatur aussalzen. So fallt das Cytochrom C
nur durch Ammonsulfatsittigung bei 60° vollstandig aus!®).
Durch Verinderung der Salzkonzentration und des pm der
Losung koénnen Fraktionierungen vorgenommen werden;
durch haufiges Umféllen werden die Proteine vielfach schwerer
16slich, hierdurch hat die Angabe eines Sattigungsgrades, bei
dem ein bestimmtes Protein ausfallt, nur bedingten Wert.
Weiterhin wird natiitlich die Loslichkeit auch durch die Art
der Beimengungen beeinfluf3t. Zur Reinigung 16st man meist
das Protein bei einem héoheren px, als dem isoelektrischen
Punkt entspricht, und fallt dann in der Nahe des isoelektrischen
Punktes durch Ammonsulfatzusatz wieder aus.

Isoelektrische Fillung.

Bei Stoffen, die am isoelektrischen Punkt vollkomimen
unléslich sind, eriibrigt sich der Salzzusatz. So lafit sich z. B.
das Insulin durch isoelektrische Fallung bei py 5,6 weit-
gehend reinigen. Zusitze von Saponin oder Digitonin sollen
hierbei einen giinstigen FEinflu auf die Kristallisierbarkeit
haben?®:2}, Auch das Prolactin kann durch isoelektrische
Fiallung gereinigt werden. Hierzu wird das Hormon alkalisch
extrahiert und dann die Lésung auf pu 8 gebracht. Hierdurch
fallen zunichst wenig wirksame Proteine aus. Durch An-
sauern auf pg 5 erhalt man dann eine Fallung, die das Pro-
lactin in angereicherter Form enthilt??). Ebenso kann man
saure Extrakte durch Zusatz von Alkali, Ammoniak oder
Pyridin auf den isoelektrischen Punkt des gesuchten Proteins
bringen und es hierdurch ausféllen. Nach Slozla*4) kristallisiert
Crotoxin besonders gut, wenn man die essigsaure Losung
mit Pyridin bei einer Temperatur von 40° versetzt und die
Losung dann langsam abkithlen lagt.

17) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 14, 165 [1889].

18) R. A. Reckwick, Biochemic. J. 32, 552 [1938].

2) H. Theorell, Biochem. Z. 285, 207 [1937].

10y ¢, R. Harington u. D. A. Scott, Biocbemic. J. 23, 384 [1929}.

1) ¢, Bomskov: Methodik der Hormonforschung, Thieme, Leipzig 1939.
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Einfluf3 der Temperatur auf die Fillbarkeit.

Die Temperaturabhiangigkeit der Loslichkeit kann nur in
seltenen Fillen zur Reinigung der Proteine benutzt werden,
da man wegen ihrer Empfindlichkeit nur ein geringes Tempe-
raturintervall zur Verfiigung hat. Einige Pflanzenproteine,
z. B. das Edestin, sind in warmen Salzlésungen leichter
16slich als in kalten und kénnen hierdurch umkristallisiert
werden. Aucl eine umgekehrte Temperaturabhingigkeit wird
beobachtet. So kristallisiert das bushy stunt-Virus?#) oder
das Serumalbumin bei Zimmertemperatur besser als in der
Kalte. Die verschiedene Temperaturempfindlichkeit der
Proteine 148t sich oft zu ihrer Reinigung ausnutzen. Ist das
gesuchte Protein gegen Hitze bestindig, so koénnen 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 bewiahrt. Durch
Erwiarnien auf 37° konnten unwirksame Begleitstoffe von der
Carboxypeptidase abgetrennt werden®). Auch beim Cyto-
chrom C!®%) gelang es durch Erhitzen auf 50°, eine Reinigung
zu erzielen. Bei der Darstellung des Tabakmosaikvirus
aus dem Tabaksaft kann das stérende chloroplastenhaltige
Material dadurch entfernt werden, daB man den Saft auf 70°
erwiarmt. Hierdurch flocken die Verunreinigungen aus. Die-
selbe Wirkung erreicht man allerdings auch schon bei 35° oder
durch FEinleiten von Kohlensiure oder durch Chloroform-
zusatz®?). Noch schonender ist vielleicht die Reinigung durch
Einfrieren des Saftes auf —129 Dadurch wird das Chloro-
plastenmaterial ebenfalls ausgeflockt??). Die Kélteeinwirkung
wird vielleicht auch bei der Darstellung tierischer Proteine
anwendbar sein.

Fillung mit organischen Losungsmitteln.

Die Eiweillstoffe lassen sich weiterhin durch Zusatz von
organischen, mit Wasser mischbaren Losungsmitteln aus-
fallen. Einige Proteine sind allerdings noch in 70—909%,igem
Alkohol 1&slich, in reinem Alkohol und Aceton dagegen
vollstandig unléslich. Zu den in walrigem Alkohol 18slichen
Proteinen gehéren einige pflanzliche Samenproteine wie
Gliadin (Weizen) und Hordein (Gerste). Auch die Hypo-
physenhormone sind in verhadltnisméfig hoch konzentrierten
Alkohollssungen 16slich, ebenso das Insulin, das auflerdem
auch in Methanol und FEisessig 18slich ist. Am haufigsten
werden als Fillungsmittel Alkohol oder Aceton verwendet.
Die Katalase kann auch durch Fallung mit Dioxan gereinigt
werdenl?),

Bei Verwendung der Losungsmittelfallung werden viele
Proteine geschadigt und unléslich. Als Ausnahme ist der von
Negelein®) angegebene Fall zu betrachten, der durch 209, igen
Alkoholzusatz die Stabilitit des Proteins des Triphospho-
pyridinproteidsgebisonester €rhdhen konnte. Vielleicht handelt
es sich hier um eine Hemmung eines zerstérenden Fermentes.

Darstellung schwerlgslicher Verbindungen
der Proteine.

Hierzu konnen Schwermetallsalze benutzt werden, wie
Bleiacetat und Silberacetat, oder Basenfallungsmittel,
wie Pikrinsaure, Phosphorwolframsiure, Tannin u. a.
Die Pikrinsaurefallung wurde z. B. zur Reinigung des Insulins
und des thyreotropen Hormons?!) 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 Schwerléslichkeit von Nucleinsaureverbindungen
der Proteine wurde von Warburg?s) zur Reindarstellung eines
Fertnentproteins benutzt. Aus dem schwerléslichen Nucleo-
proteid wurde das Protein durch Zugabe eines Protamins
(Sturin) wieder in Freiheit gesetzt. Fine andere Gruppe spe-
zieller schwerlgslicher Verbindungen stellen die Préacipitate
dar, die sich bei der serologiscHen Reaktion von Antigen
und Antikérper bilden. Aus diesen Pricipitaten gelingt

es oft, den Antikérper wieder in Freiheit zu setzen und so in
reiner Form zu gewinnen. Diese Methode wurde insbes. von
Heidelbergey®®) zur Reindarstellung spezifischer Antikdrper
benutzt.

Die Adsorptionsmethode.

Als Adsorptionsmittel kénnen die gebrauchlichen Stoffe,
wie Aluminiumhydroxyd, aktive Kohle, Bariumsulfat
usw. benutzt werden. "Auch organische Adsortentien (Cello-
phan!®) finden Anwendung; so kann Cholesterin zur Ad-
sorption der Iipase benutzt werden, und die Benzoesdure
ist ein gutes Adsorbens fiir Insulin und fiir die gonadotropen
Hormone der Hypophyse. Meistens wird eine Fillung des
Adsorbens in der Proteinlésung 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 I.0-
sungen mit extremen py, gegebenenfalls unter Zusatz von
Losungsmitteln benutzt. Die chromatographische Adsorp-
tionsanalyse nach Tswett ist bisher in der Eiweillchemie 1och
wenig angewendet worden. Nach Angaben von Zechmeister,
Toth u. Balint??) ist es moglich, die Enzyme des Emmulsins
nach diesem Verfahren zu trenuen.

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 Fillen gelingen, sie auf
physikalischem Wege weiter zu reinigen.

II. Physikalische Methoden zur Reindarstellung
von Proteinen.

1. Die Ultrazentrifugierung.

Die Untersuchungen, die mit der Ultrazentrifuge aus-
gefithrt wurden, haben einen entscheidenden EinfluB3 auf die
neuere Entwicklung der Proteinchemie gehabt. Als wich-
tigstes Frgebnis mull nach Svedberg') die Erkenntnis gelten,
daB die Proteine in der Lésung 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 Eiweillk6rper wesentlich erleichtert. Die
Krafte, die den Zusammenhalt der Proteinmolekiile bewirken,
sind oft recht gering. Dies fiihrt zu Dissoziations- und Asso-
ziationsvorgiangen, die in bestimmten ‘einfachen stochio-
metrischen Verhaltnissen verlaufen. Es ist auch fiir den pra-
parativen Chemiker wichtig, diese Moglichkeiten bei seiner
Arbeit zu beriicksichtigen. Ein weiteres Ergebnis von gro3tem
theoretischen Interesse ist die Auffindung von bestimmten
RegelmaBigkeiten in der MolekiilgroBle des Proteins, welche
auf eine gemeinsame Aufbauanlage der Proteinmolekel deuten.

Einzelne Ultrazentrifugentypen.

Zur Losung allgemein kolloidchemischer Fragen wurde
von Svedberg (1923) eine Zentrifuge konstruiert, bei der durch
geeignete optische Einrichtungen die Sedimentation des ge-
l6sten Stoffes wihrend der Rotation verfolgt werden kann,
die ,,Ultrazentrifuge*. Sie wurde im Laufe der letzten Jahre
bis zur héchsten Vollkommenheit entwickelt. Xs gelingt,
Schwerefelder zu erzeugen, die nahezu das Millionenfache der
Erdbeschleunigung betragen, so dafl auch niedermolekulare
Stoffe zur Sedimentation gebracht werden kénnen. Uber die
Wirkungsweise und den Aufbau der Ultrazentrifugen wurde
bereits in dieser Zeitschrift von v. Mutzenbecher?®) berichtet,
so dal} hier einige Hinweise geniigen.

Die Swvedbergsche Ultrazentrifuge wird durch Olturbinen an-
getrieben, die Drehung erfolgt um eine horizontale, festgelagerte
Achse.. Neben der Olturbine, die fiir hochste Leistungen geeignet
ist, wurde von Svedberg auch eine Zentrifuge mit elektrischem
Antrieb fiir Tourenzahlen bis 20 000 U/min entwickelt, die haupt-
sdchlich zur Bestimmung von Sedimentationsgleichgewichten dient.
Von Beams, 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 ver-

) B, Pfannkuch u. ¢. A. Kausche, Biochem, Z. 209, 334 [1938].

2y @, Sehramm u. H. Miiller, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 288, 43 [1940].
24) Biochem. Z. 287, 331 [1936].

) 0. Warburg u. W. Christian, ebenda 303, 40 [1939]).

Angewandte Chemie
54. Jakry. 1941, Nr. 1/2

28) M. Hetdelberger u. F. E. Kendall, J. e¢xp. Medicine 64, 161 [193G].

27y Unveroffentlichte Versuche, zitiert nach L. Zechmeister u. L. von Cholnoky: Die
chromatographische Adsorptionsmethode. 2. Aufl. Jul. Springer, Wien 1938.

) Diese Ztscbr. 51, 633 [1938].



Schramm: Neuere

tikalen, biegsamen Stahlachse. [Hierdurch kann er sich von selbst
ausbalancieren. Die Auswuchtung braucht also nicht mit so grofBer
Genauigkeit zu erfolgen wie bei der festgelagerten Olturbinenzentri-
fuge. Nach dem gleichen Prinzip wurde eine luftgetriebene® Ultra-
zentrifuge auch von @. Schramm?3) gemeinsam mit den Physikalischen
Werkstiatten in Gottingen gebaut. Bei dieser Zentrifuge ist der
Rotor auswechselbar, so dafl die Zentrifuge sowohl fiir analytische
als auch fiir priparative Zwecke benutzt werden kann?).

Analytische Untersuchungen,

Die Ultrazentrifuge ist eines der wichtigsten Hilfsmittel
zur Charakterisierung der Proteine und zur Priifung auf ihre
Einheitlichkeit. Schon in einer kleinen Probe der zu unter-
suchenden Losung von etwa 0,5 cm?® kénnen die Anzahl der
vorhandenen Proteinkomponenten, ihre FEinheitlichkeit 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 kugelférmige Molekiile handelt.
Unter Zuhilfenahme der auf andere Weise bestimmten Dif-
fusionskonstante kann aus der Sedimentationskonstante das
Molekulargewicht unabhingig von Form und Hydratation der
Molekiile errechnet werden. Dieses kann nach einer zweiten
unabhingigen Methode auch aus dem Sedimentationsgleich-
gewicht bestimmt werden. Naheres iiber diese Verfahren
findet sich in der von T, Svedberg u. K. O. Pedersen verdifent-
lichten Monographie3?).

Praparative Anwendung der Ultrazentrifuge.

Fine besondere Konstruktion der Zelle ermdglicht auch
die Anwendung der Ultrazentrifuge fiir praparative Zwecke
in kleinem Maf@stabe3!).

Durch den Einbau eines mit Lochern verseheneu Steges, der
wihrend des Versuches mit Filtrierpapier bedeckt wird, wird die

. untersuchte  Fliissigkeits-
= —— menge in zwei Schichten
7 <y getrennt (Abb.1). Nach

\
Ul
7 U e O Y
s =y

POV ae—

Beendigung des Versuches
kann die leichtere Kom-
ponente aus der oberen
Fliissigkeitsschicht geson-
dert von der in der unteren
Schicht befindlichen schwe-
ren Komponente entnom-
men werden, Die Trennzelle
bewihrte sich bei der Ab-
trennung der kristallisierten
Katalase. In einem nach
den Vorschriften von Sum-
ner u. Douncel?) dargestell-
ten Priaparat aus'Leber fan-
den Summner u. Gralén®) eine
honlogene Substanz mit der
Sedimentationskonstante

Sy == 11,3.10713, leicht verunreinigt mit einem Material von hoherem
Molekulargewicht. Ein Versuch in der Trennzelle zeigte, dall die
enzymatische Aktivitit an die leichtere Substanz gebunden war.
Ahnliche Trennzellen kénnen natiirlich auch in anderen Ultra-
zentrifugen Verwendung finden, so z. B. in der Ultrazentrifuge mit
elektrischem Antrieb oder in der luftgetriebenen Ultrazentrifuge.

Die Verwendung der Olturbinenzentrifuge zur pripara-
tiven Darstellung groflerer Proteinmengen stofit auf gewisse
Schwierigkeiten, wihrend die luftgetriebene Zentrifuge
fur praparatives Arbeiten besonders geeignet ist. Unter Ver-
zicht auf die Beobachtung des Sedimentationsvorganges wih-
rend der Rotation wurden von Pickels, Bauer u. Wyckoff fiir
die luftgetriebene Zentrifuge besondere Rotoren gebaut,
die gestatten, grofere Fliissigkeitsmengen bis zu etwa 100 cm?
zu verarbeiten.

S SN ANNY E——_ (AN S = ]
’/A V/ﬁ v-'n-up' ,/// 7/,
i

U YHY, rowoaarosramrsaass Wb U

xS ORI AR L

Abb. 1. Oben: Mefzelle,
unten: Trennzelle (nach Svedberg).

In dem Drehkérper aus einer Spezialaluminiumlegierung be-
finden sich sechs schrige Bohrungen, die zur Aufnahme der Fliissig-
keit dienen. Die Fliissigkeit kann entweder unmittelbar in die Boh-
rungen eingefiillt werden oder auch in Becher aus einem biegsamen
Kunststoff. Der Wirkungsgrad bei Benutzung eines derartiger
Rotors ist sehr groB, denn der sedimentierende Stoff braucht nur
eine verhiltnismaBig kurze Strecke zuriickzulegen. Ander AuBenwand
der Hohlridume 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.

22) Vgl. a. Chem. Fabrik 13, 404 [1940].

3%) Die Ultrazentrifuge, Verlag Steinkopff, Dresden 1940.

81y A, Tiselius, K. O, Pedersen u. T. Svedberg, Nature [London] 140, 848 [1937].
3%) Sejence [New York] 87, 284 [1938].
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Bei der von den.Physikalischen Werkstitten gebauten Zentri-
fuge” betrigt das Fassungsvermégen jedes Hohlraumes hdchstens
15 cm?, so daB insgesamt 90 cm? Fliissigkeit verarbeitet werden
kénnen. Zur Ausfiihrung eines Versuches wird der Rotor mit einem
Deckel vakuumdicht
verschlossen und an der
biegsamen  vertikalen
Achse des eigentlichen

Antriebsmechanismus
befestigt. Der Drehkér-
per rotiert im Vakuum,
so dal keine nennens-
werte Erwirmung auf-
tritt. Soll die Aufarbei-
tung in der Kilte vor-
genommen werden, so
kann der Rotor vor dem
Versuch im Kiihlschrank
abgekiihlt werden.

Mit diesem Rotor

Dretachse

werden  Zentrifugal-  Apb. 2. Schema der Sedimentation in
kraftfelder von etwa dem Rotor fiir priparative Zwecke.
100000gerreicht.Nach

Wyckoff®) lassen sich Schwerefelder erzeugen, die das 250000
bis 300000fache der Schwerkraft betragen, so daf} alle Fiweil3-
stoffe, die schwerer sind als Eieralbumin (M = 45000), aus
ihrer 1L8sung ausgeschleudert werden kénnen.

Die luftgetriebenen, schnell rotierenden Zentrifugen haben
besonders zur Darstellung hochmolekularer FEiweiBstoffe,
insbes. der Virusproteine, Verwendung gefunden, die auf
diese Weise leicht von den niedermolekularen unwirksamen
Begleitstoffen abgetrennt werden kénnen. So gelang es Beard
u.. Wyckoff®) durch wiederholte Ultrazentrifugierungen, aus
dem Shope-Papillom des Kaninchens einen einheit-
lichen hochinfektitsen Eiweilstoff mit einem Molekulargewicht
von etwa 25000000 zu gewinnen.

Die Reinigung des Papillom-Virus erfolgte so, daB das Sediment
aus der hochtourigen Zentrifuge in einer Pufferlésung aufgenommen
wurde und auf einer gewdShnlichen Laboratoriumszentrifuge un-
geléste Proteinflocken entfernt wurden. - Die iiberstehende klare
Loésung wurde wiederum ultrazentrifugiert und der ganze Vorgang
mehrmals wiederholt. Auf #hnliche Weise 1dft sich auch aus dem
Kaninchenmyxom eine infektidse schwere Proteinfraktion ge-
winnen3),

Ganz besonders erfolgreich war die Anwendung der
Zentrifugierung pflanzlicher Virusproteine. 8o kann das
Tabakmosaikvirus aus dem Saft der infizierten Pflanzen
unmittelbar in einheitlicher Form gewonnen werden. Durch
1/,stiindiges Zentrifugieren bei einer Drehzahl von 25000 pro
Minute ist das Tabakmosaikvirus zu iiber 999, abgeschleudert.
Zur Darstellung gréferer Mengen empfiehlt es sich, vor der
Ultrazentrifugierung das Virusprotein durch Ausfallung mit
Ammonsulfat und Wiederaufnehmen in einem kleinen Fliissig-
keitsvolumen zu konzentrieren. Nach diesem Verfahren gelang
es, z. B. das Tomatenmosaikvirus auf einfache Weise in
groBerer Menge zu gewinnen, wihrend die rein chemische
Darstellung dieses Virus durch wiederholte Ammonsulfat-
fallungen infolge der groBen Menge an Begleitsubstanzen sehr
umstandlich ist3e).

Zur Darstellung sehr hochmolekularer Proteine, z. B. der
Virusproteine, wurden auch kontinuierlich arbeitende, hoch-
tourige Zentrifugen vom Sharpless-Typ mit Erfolg ver-
wendet, doch ist es bei dieseitn kontinuierlichen Betrieb nicht
so leicht moglich, die von Fall zu Fall am besten geeigneten
Versuchsbedingungen einzuhalten.

2. Die Elektrophorese.

Bei der Ultrazentrifugierung erfolgt die Charakterisierung
und Trennung der Proteine nach ihrer Masse. Die Elektro-
phorese bildet nun eine wichtige Erginzung, da bei ihr die
elektrische Yadung der Teilchen ausschlaggebend ist.
Viele Proteine, die die gleiche Masse besitzen, wie z. B. die
Serumglobuline, lassen sich in der Ultrazentrifuge nicht unter-
scheiden, wihrend sie sich bei der Elektrophorese auf Grund
ihres verschiedenen elektrochemiischen Verhaltens ohne wei-
teres trennen lassen. Molekiile mit gleichem Oberflachen-
potential, aber verschiedener Masse, wie z. B. die Assoziations-

33) Naturwiss. 25, 481 [1937]. 34) Science [New York] 85, 201 [1937].
) @, Schramm, Naturwiss. 27, 149 [1939].

) @, Melchers, G, Schramm, H. Trurit u. H. Friedrich-Freksa, Biol. Zbl. 80, 524 [1940]
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produkte des Tabakmosaikvirus, verhalten sich bei der Flektro-
phorese einheitlich, lassen sich dagegen in der Ultrazentrifuge
unterscheiden?)). Wenn ein Protein sich bei der Ultrazentri-
fugierung und bei der Elektrophorese einheitlich verhilt, be-
steht ein hoher Grad von Wahrscheinlichkeit, dafl wir es mit
einem reinen Stoff zu tun haben. Die Trennung verschiedener
Proteine wird nur dann unmdglich sein, wenn die Unterschiede
lediglich sterisch hedingt sind, etwa durch die Reihenfolge der
enthaltenen Aminosauren. Solche Unterschiede lassen sich
meist nur immunologisch nachweisen. Dagegen kénnen bio-
logisch nahe verwandte Eiweilstoffe in elektrochemischer Hin-
sicht sehr verschieden sein. So erwihnt Tiselius®) einen Ver-
such von G. S. Adair, bei dem sich das Hamoglobin des Foetus
und der Mutter beim Schaf elektrophoretisch unterscheiden
lie. Auch bei der Unterscheidung nahe verwandter Virus-
arten, z. B. des Tabakmosaik- und Tomatenmosaikvirus?),
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, win
die fortschreitende Reinigung und Entfernung von
Begleitstoffen im Taufe einer Proteindarstellung zu ver-
folgen. Hierzu ist es meistens nicht nétig, die Wanderungs-
geschwindigkeit der einzelnen Stoffe zu bestimmen. Zur
Charakterisierung eines rein dargestellten Proteins wird die
Wanderungsgeschwindigkeit des Stoffes bei verschiedenen py
und gleicher Ionenkonzentration bestimmt. Man erhalt auf
diese Weise eine Beweglichkeitskurve. Bei geniigend
hohem py sind die Proteine negativ geladen und wandern zur
Anode (negative Wanderungsgeschwindigkeit), im sauren Ge-
biet ist die T.adung positiv und die Wanderung erfolgt zur
Kathode (positive Wanderungsgeschwindigkeit). Im Schnitt-
punkt der Beweglichkeitskurve mit der Nullinie liegt der iso-
elektrische Punkt, der fiir jedes Protein charakteristisch ist.
Zur Kennzeichnung wird weiterhin die Neigung der Beweglich-
keitskurve in der Nihe des isoelektrischen Punktes heran-
gezogen. Weiter gehende Schliisse lassen sich aus diesen
Messungen zurzeit noch nicht ziehen, da die Wanderungs-
geschwindigkeit von den verschiedensten Faktorcn abhéngig
ist. Jedoch sind in letzter Zeit erfolgversprechende Versuche
gemacht worden, die theoretischen Grundlagen der Elektro-
phorese ven Yiweillstoffen naher aufzuklaren.

Die ideale Beweglichkeit u; ist durch folgende Gleichung
gegeben:

F.Zp-3-10-°
uj== P omE Vol ogt (1)
£-3.102
1 = Faradoy-Konstante, Z, = Valenz des Ireteinions, { = molarer Reibungskoeffizient.,

P

Zur Pritffung dieser Gleichung wurde von 77selius®?) beim
Eieralbumin die Valenz des Proteins durch Messung des Mem-
branpotentials nach Adair u. .4dair bestimmt. Der molare
Reibungskoeffizient f wurde aus der Diffusionskonstante be-
rechnet. Es zeigte sich, dal die experimentell bestimmte Be-
weglichkeit bei hoherer Ioneustirke kleiner war als mnach
Gl. (I). Der hammuende Finfln3 der entgegengesetzt geladenen
Ionenatmosphare, die das Protein-Ion umgibt, liel sich aus der
Debye-Hiickelschen Theorie berechnen. Die auf diese Weise
ermittelten Beweglichkeiten stehen in ausgezeichueter Uber-
einstimmung mit den experimentell gefundenen Werten. Die
Valenz der Protein-Ionen 14t sich auch durch das Bindungs-
vermoégen fiir Siuren und Basen bestimmen, jedoch stimmt
dieser Wert, besonders in Gegenwart von Salzen, nicht genau
mit dem nach der Membranpotentialmethode ermittelten Wert
itberein, 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 Eiweil3-
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 Oberflichen-
potential z.T. ausschlieflich durch die adsorbierten Ionen
bestimmt wird.

Die Reindarstellung von Proteinen durch Elektro-
phorese.

Der Vorteil dieser Methode besteht, ahnlich wie bei der
Zentrifugierung, darin, dafl sie auflerordentlich 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 nur
bei den stark basischen Histonen beobachtet. Hierdurch ergibt
sich bei der priparativen Darstellung der Vorteil, dal die Ab-
trennung unabhingig ist von der Menge der vorhandenen Be-
gleitsubstanzen.

Der Trennungsvorgang im FElektrophoreseapparat ver-
lauft folgendermaflen:

Die im unteren Teil eines U-Rohres befindliche Proteinlésung
wird vorsichtig mit einer geeigneten Pufferlésung, die der Strom-
leitung dient, iiberschichtet. Beim Anlegen einer Spannung wandern
nun die in der Proteinlésung vorhandenen Komponenten mit}ver-
schiedenenGeschwin-
digkeiten zur Anode
oder Kathode. Am
Anfang und am Ende
der sich bewegenden
Proteinsdule bildet
sich auf diese Weise
eine Schicht, die die
reinen Proteinkom-
| ponenten enthilt
(Abb. 3). Durch eine
geeignete  Vorrich-
tung kann also beije-
dem Elektrophorese-
versuch ein bestimm-

ter Betrag der
schnellsten Kompo-
nente am Anfang
und der langsamsten
Komponente am En- a b
de der Siule in reiner
Form abgetrennt werden. Die Trennung ist um so vollstindiger, je
groBer der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit ist, und
je linger und schneller die Komponenten wandern.

Ein allgemein anwendbarer FElektrophorc¢seapparat niuf
also folgenden Anforderungen entsprechen:

Abb. 3. Schema des Trennungs-
vorgangsohne (a) und mit Kom-
pensation (b) nach Tiseltus.

1. Es muf} eine méglichst hohe Strombelastung mdglich sein.

2. Das Auftreten von Wirmekonvektionen mufl vermieden
werden.

3. Die an den reversiblen Elektroden auftretenden Stoffe diirfen
Fnicht zu der Versuchslésung gelangen.

4. Die Wanderung der Komponenten muB verfolgt werden
konnen.

Diesen Forderungen werden die Konstruktionen von
H. Theovell und A. Tiselius gerecht. FEs sind zwar auch mit
einfacheren Apparaten wertvolle Untersuchungen ausgefiihrt
worden, so z. B. von Bennhold®®); doch sollen hier nur die zur
Trennung vou Proteinen besonders geeigneten Anordnungen
bhesprochen werden.

Elektrophoreseapparat nach T heorell.

Von Theorell?4) wurden zwei verschiedene ¥lektro-
phoreseapparate entwickelt, von denen der eine fiir Unter-
suchungszwecke und der andere fiir praparative Zwecke be-
stimmt ist.

Der Apparat fiir Untersuchungszwecke ist nach dem U-Rohr-
Prinzip gebaut (Abb. 4). Das U-férmige Bodenstiick (a) rubt auf
einein verstellbaren Metallhalter (b). Auf den freien plangeschliffenen
Enden des Bodenstiickes sind abwechselnd durchlochte Hart-
gummischeiben und hohlzylindrische Glaszellen gelagert, so daf die
Schenkel des U-Rohrs aus je 6 Fiachern bestehen, die durch Drehung
der Hartgummischeiben voneinander getrennt werden kénnen.
Hierdurch ist es méglich, nach Beendigung des Versuches den Inhalt
der Zellen getrennt voneinander zu analysieren. Auf der obersten
Hartgummischeibe sind die Zwischenstiicke (c) durch doppelt
wirkende Schrauben befestigt (d). In die oberen Enden der Zwischen-
stiicke sind die Seitenréhren der Elektrodengefdfle (e) kugelgelenk-
f6rmig eingeschliffen und durch Gummischlduche mit den Zwischen-
stiicken verbunden. Der Apparat wird durch die Achse (f) zusammen-
gehalten. Durch die Hédhne (g) erfolgt der hydrostatische Druck-
ausgleich vor Beginn des Versuches. Die reversiblen Silber-Silber-

37) 4, Tiselius u. H. Svensson, Trans. Faraday Soc. 36, 16 [1940].
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chlorid-Elektroden sind durch ein gréBeres Volumen Pufferldsung
von der Untersuchungsfliissigkeit getrennt. Durch eine gleichmiBige
Formgebung des U-Rohrs wird fiir einen definierten Spannungs-
abfall in dem Rohr gesorgt.

Abb. 4. Elektrophoreseapparat fiir Untersuchungszwecke nach
Theorell.

Die Konvektionen lassen sich beidieser Ausfithrung anschei-
nend nicht vollstindig vermeiden. Der Apparat hat sich bei
der Reindarstellung des gelben Fermentes und des Cytochroms c
bewihrt. Er wird besonders dort brauchbar sein, wo der Unter-
schied in der Wanderungsgeschwindigkeit der zu trennenden
Stoffe betrichtlich ist, so z. B. bei
der Abtrennung von Eiweillstoffen
von nicht polaren und daher nicht
wandernden KXohlenhydraten. Die
Wanderungsgeschwindigkeit 1at sich
optisch nur bei gefirbten Stoffen
verfolgen. Sie wird i. allg. durch

zwischengeschaltetes Gefdl (D) mit Pufferlésung von den Elek-
trodengefiBen (C und B) getrennt ist. Das Rohr (A) wird oben und
unten gegen die Pufferlésungen durch die Pergamentmembranen
(I und L) abgegrenzt und durch ein zwischen den Membranen lie-
gendes Filtrierpapier (K) in die beiden Kammern (F und G) geteilt.
Diese Membranen haben den Zweck, eine Vermischung der Fliissig-
keit zu verhindern. Vor Beginn des Versuches wird zunichst- der
ganze Apparat mit Pufferlésung gefiillt und dann in die obere
Kammer (F) durch den Hahn 1 die zu untersuchende Lésung zu-
gegeben, wobei man ein entsprechendes Volumen der Pufferlésung
aus 3 abflieBen 143t. Nach dem Anlegen der Spannung wandert dann
der zu reinigende Stoff in die untere Kammer (G). Nach Beendigung
des Versuches wird zunichst die obere Kammer (F) entleert und die
gereinigte Losung durch Hahn 2 aus der unteren XKammer (G) ent-
nommen, wobei durch 4 Luft eingelassen wird. T ist ein Thermo-
stat, der mit flieBendem Leitungswasser oder Eiswasser gefiillt wird

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

Elektrophoreseapparat nach Tiselius?54),

Dieser Apparat weist gegeniiber den besprochenen Kori-
struktionen eine Reihe von Vorziigen auf. Bisher wurden drei
Modelle von Tiselius entwickelt, u. zw. fiir 2, 11 und 150 cm?
Losung#). Zur Vermeidung von Konvektionen schligt Tiselius
vor, die Elektrophoreseversuche bei - 4° auszufithren. Kon-
vektionsstrome 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 gewallt,
da hierdurch ein schnellerer Warmeaustausch mit dem Thermo-
staten stattfinden kann. Durch Anwendung optischer Methoden
wird auBlerdem jede einzelne, auch ungefarbte Proteinkompo-
hente sichtbar gemacht. Am einfachsten und fiir die meisten
Zwecke ausreichend ist die Anwendung der Toeplerschen
Schlierenmethode, bei der die wandernden Grenzzonen als
dunkle Bande beobachtet werden. Falls gleichzeitig auch die
Konzentrationen der einzelnen Komponenten bestimmt werden
sollen, muf} die allerdings recht umstindliche Skalenmethode
angewendet werden. Zur Konzentrationsbestimmung koénnen

Analyse der in den einzelnen Kam-
mern enthaltenen Substanzmengen

. Abb. 6.
bestimmt.

Der Kathaphoreseapparat
fir préaparative Zwecke entspricht

in seinem Grundgedanken mehr dem Grenzfall der Elektro-
phorese, der Elektrodialyse, die bekanntlich angewendet wird,
um schnell wandernde Elektrolyte aus Proteinlosungen ab-
zuscheiden, wobei das Protein durch halbdurchlassige Mein-
branen daran gehindert wird, zu den Elektroden zu gelangen.

Bei dem1 Apparat fiir priparative Zwecke (Abb. 5) wurde statt
des U-Rohrs ein vertikales weites Rohr (A) gewihlt, das durch ein

Abb. 5. Elektrophoreseapparat fiir praparative Zwecke nach Theorell,

I2

Optische Anordnung des Elektrophoreseapparates nach T'iselius.

Von links nach rechts: Lampe, Kondensor, Beleuchtungsspalt, Schlierenkopfobjektiv, Apparat im Thermostaten, Schlieren-
blende (durch eine Achse vom Beobachter aus betdtigt), Kameraobjektiv, Kassettenhalter.

aber auch Modifikationen der Toeplerschen Schlierenmethode
benutzt werden, deren Ergebnis allerdings nicht so sicher ist.
Die optische Anordnung der Schlierenmethode ist in Abb. 6
dargestellt. '

Das Licht, das durch das U-Rohr hindurchtritt, wird in den
optisch inhomogenen Grenzflichen zwischen der Proteinlésung und
der Pufferlésung nach unten abgekriimmt und durch die vor dem
Kameraobjektiv angebrachte 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 auf. Man erhilt also ein doppeltes ,,Banden-
spektrum’*. Hierdurch ist eine wertvolle Méglichkeit zur Kontrolle
gegeben. Nur solche Banden diirfen als real angesehen werden, die
auf beiden Seiten mit der gleichen Wanderungsgeschwindigkeit auf-
treten. Die Moglichkeit des Auftretens, falscher Banden' muB stets
beriicksichtigt werden. Diese kénnen vorgetduscht werden durch
Konvektionen oder durchh Grenzzonenanomalien, die besonders in kon-
zentrierten Pufferlésungen zu erwarten sind. So hat sich z. B. die dem
3-Globulin des Serums zugesprochene Bande als Tduschung erwiesen.

Die Empfindlichkeit der optischen Methode ist betracht-
lich. Bei der mittleren Ausfithrung des Tiselius-Apparates
kénnen Proteine noch in einer Konzentration von etwa 0,059,
nachgewiesen werden.

4y A, Tiselius, Trans. Faraday Soc. 33, 524 [1937).
) Dje Apparate werden von der Firma Hellige u. Oo. in Freiburg i. Br. hergestellt.
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Schramm: Neuere Verfahren zur Reindarstellung von Proteinen

Ausfiihrung 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 betitigt werden. Die untere Kammer wird mit der Protein-
16sung 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 Elektrodengefde mit der gleichen Puffer-
losung, in der das Protein geldst wurde, gefiillt. Der Unterschied
der Leitfihigkeit zwischen Puffer und Losung soll mdglichst gering
sein, Deshalb werden die Proteinlgsungen sorgfiltig gegen die ver-
wendete Pufferlésung dialysiert. Nachdem der Apparat die Tempe-
ratur des Thermostaten angenommen hat, wird die untere Kammer
wieder zuriickgeschoben und auf diese Weise die Pufferlgsung
stérungsfrei mit der Proteinlésung unterschichtet. Nach dem An-
legen der Spannung kann die Wanderung der einzelnen Protein-
komponenten beobachtet werden. Um die priparative Tremnung
dutchzufiihren, wurde von Tiselius eine Kompensationsanordnung
eirigefithrt. Durch ein Uhrwerk wird ein Ebonitzylinder langsam
und mit konstanter Geschwindigkeit in das eine FElektrodengefil
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 mdglich, die Proteine sozusagen auf der
Stelle wandern zu lassen, so dafB3 schliellich 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-
gefile und Verbindungsstiicke werden die Kammern mit geeigneten
Pipetten entleert. Hiernach wire es also theoretisch mdglich, 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 dall der
Trénnungsvorgang nicht mehr mit Sicherheit verfolgt werden kann.

T
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Abb. 7. Elektrophoreseapparat nach Tiselius im Kiltethermostaten.

Die Riektroden sowie die dullere Tsolierung sind nicht mitgezeichinet.

Spannung und Belastung.

Fiir elektrophoretische Messungen ist es notwendig, eine mog-
lichst koustante Stromquelle zu benutzen. Fiir hohe Spannungen
wird ein Gleichrichter verwendet, der einen guten Gleichstrom
liefert. Zur Messung des Potentialgefilles im U-Rohr ist es zweck-
miBig, den durchgehenden Strom zu messen. Der Spannungsabfall
in Vjem betrigt dann ;

B (11)

q-
i = Stromstirke, q = Querschnitt des U-Rohres, A = Leitfahigkeit der Losung.

Bei hohen Spannungen muB besonders auf Dichtigkeit des
Apparates geachtet werden, um Kriechstréome zu vermeiden.

Die Belastung, die gerade noch zuldssig ist, ohne dal Wirme-
konvektionen auftreten, lie sich durch Versuche mit Wechselstrom
feststellen. Bei der mittleren Ausfithrung des 7Ttselius-Apparates
betriigt die Hochstgrenze der Belastung w = 0,5 — 1Wjcm® Fiir
jeden Versuch 140t sich dann die gerade noch zulidssige Spannung
berechnen nach der Gleichung

E = }/w/x (I11)
Angewandte Chemie
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Fehlerquellen®3).

Um ein definiertes Potentialgefdlle zu haben und um scharfe
Grenzzonen zu bekommen, mull die Leitfihigkeit des geldsten
Stoffes zu vernachlissigen sein gegeniiber der Leitfihigkeit des
Losungsmittels. T'¢selius hat gefunden, dall man Grenzanomalien,
die sich in einer Verwischung der Banden dullern, bekommt, wenn
die Verschiedenheit der Versuchslésung und des iiberschichteten
Puffers im Leitvermégen grofer als 19, und im py gréfer als 0,01 ist.
Diese Bedingungen lassen sich leicht einhalten, wenn die Protein-
konzentration 1—29, nicht iiberschreitet. Bei zu geringer Protein-
konzentration kann allerdings die Grenzzone wegen des zu geringen
Dichteunterschiedes instabil werden. Wenn mdglich, soll bei einer
Leitfahigkeit von 1—2.10-3 Q! gearbeitet werden, da man er-
fahrungsgemil hierbei die giinstigsten Bedingungen hat.

Eine weitere Fehlerquelle liegt in der ungleichen Wanderungs-
geschwindigkeit der Banden im anodischen und kathodischen
Schenkel des U-Rohres, die durch die Fliissigkeitsverschiebung
wihrend der Elektrophorese hervorgerufen wird. Der Fehler 146t
sich vermeiden, indem man die Fliissigkeitsoberfliche in den
beiden Elektrodengefiflen (Abb. 7) durch Einsetzen passender Hart-
gummistopfen verkleinert.

Im folgenden soll an einigen Beispielen die Anwendung
des Tiselius-Apparates bei der priparativen Fallung von
Eiweilstoffen geschildert werden.

Die Trennung von Phycocyan und Phycoerythrin#).

Diese beiden Proteine, welche gemeinsam in bestimmten
Algen vorkommen, koénnen auf chemischem Wege nur un-
vollkommen getrennt werden. Durch Umkristallisieren erhilt
man unter betrichtlichen Verlusten an Phycocyan nur un-
gefahr 109, 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 betrigtin alkalischer Losung etwa 10-10-% cm? V/s
Bei dem Trennungsversuch wurde eine Spannung von 880 V
(23,2 V/em im Rohr) bei einem Strom von 15,5 mA
angewendet. Die Substanz wurde in my,,, Phosphatpuffer
pu 6,96, Leitfahigkeit 0,77-10—2 bei 0° gelost. Die Belastung
betrug demmnach 0,415 W/cm® und lag somit unterhalb
des Maximums. Die Kompensation wurde so eingerichtet, da
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.

Trennung der Serumproteine?t),

Tiselius stellte fest, dal sich elektrophoretisch vier ver-
schiedene Proteine im normalen Serum unterscheiden lassen.
Sie werden in der Reihenfolge ihrer Wanderungsgeschwindig-
keit als Albumin und -, 8- und y-Globulin bezeichnet (Abh. 8).
Durch Ammonsulfat-
fallungen gelingt es
nicht, ein einheitliches
Protein aus dem Se-
rum zu gewinnen. Die
dargestellten Frakti-
onen sind Mischungen
mit wechselnder Zu-
sammensetzung. Die
ain leichtesten aus-
fillbaren Fraktionen
enthalten  hauptsach-
Lich y-und B- und nur
kleine Mengen «-Glo-
bulin. Mit mehr als
55%  Ammonsulfat-
sdattigung erhalt man
Produkte, die aus 759,
Albumin und 259
Globulin bestehen. Ein
dreimal umkristalli-
siertes Serumglobulin
besteht immer noch
aus 75—85% «-Glo-
bulin und etwasvy-Glo-
bulin. Das sog. Fuglo-

) K, 0. Pedersen, Kolloid-Z. 63, 268 [1933).
) A, Tiseliws, Biochemic, J. 81, 1464 [1937].

Albumin ......

Globulin a...
Globulin 8 ...

Antikdrper . .

Globulin ...

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

A = Antipneumokokkenserum; B = Normaiserum
(nach Tisclius u. Kabat).
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bulin besteht hauptsichlich aus p- und y-Globulinen und
etwas oa-Globulin. Das durch Elektrodialyse von Serum ge-
wonnene Pseudoglobulin enthilt 839, « und 159, vy-Glo-
bulin, aber kein B-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-
sitzlich zunichst eine Gruppe der schnellsten und langsamsten
Komponenten abgetrennt und diese dann fiir sich in weiteren
Ansitzen verarbeitet. Allerdings rnufl man hierbei eine starkeVer-
diinnung der isolierten Bestandteile in Kauf nehmen. Die einzel-
nen Trennungsvorgiange miiissen mehrmals wiederholt werden,
um zum SchluBl geniigend Material zur Verfiijgung zu haben.

Der Unterschied in der Wanderungsgeschwindigkeit der
Serumproteine ist im alkalischen Gebiet am grofiten, die
Fraktionierung wurde daher bei pg 8,03 ausgefiithrt. Da die
Leitfahigkeit des Serums betrachtlich ist und aullerdem die
Globuline in salzarmen Lodsungen ausflocken, wurde ein ziem-
lich konzentrierter Puffer von der Ionenkonzentration 0,1
angewendet. Es wurde unverdiinntes Serum benutzt, das
gegen diese Pufferlosung dialysiert war. Das Potentialgefille
betrug 7,25 V/cm. Zur Reindarstellung des Serumalbumins,
der am schnellsten wandernden Xomponente, wurde die Kom-
pensation so eingestellt, dal das «z-Globulin eine scheinbare
Wanderungsgeschwindigkeit 0 erhielt. Nach Beendigung des
Versuches enthalt dann die obere Kammer des anodischen
Schenkels reines Albumin. Um gréere Mengen Albumin neben
reinem a-Globulin zu gewinnen, wurden in mehreren Ansitzen
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, dal die beiden Banden scheinbar entgegengesetzt
wandern. Dies kann durch zeitweiliges Abstellen des Uhr-
werks der Kompensationseinrichtung und durch Regulierung
der Spaunnung 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 dicse Weise wurden 8 cm?® einer 2 proz. Lé-
sung von Serumalbumin und eine gleiche Menge einer 0,2proz.
Lésung von a-Globulin erhalten. Zur Darstellung des a-Globulins
kann auch eine Lésung von Pseudoglobulin benutzt werden,

die aus 85% o-Globulin und 159, y-Globulin besteht. Eine
vollstindige. Trennung dieser beiden Komponenten wurde in
5 h bei 400 V Spannung (9,7 V/jcm) erzielt. Aus 12,5 cm?
Pseudoglobulinlésung wurden 8cm? einer 2,2proz. a-Globulin-
Iésung und die gleiche Menge einer 0,3proz. Lésung von
y-Globulin erhalten. B-Globulin wurde in zwei Stufen ge-
wonnen. Zuerst wurden die beiden langsameren Komponenten
des Serums, das §- und y-Globulin aus dem Serum isoliert und
diese dann in einem zweiten  Versuch voneinander getrennt.

Das Beispiel der Serumfraktionierung zeigt, daB sich auch
sehr schwierige Trennungsprobleme mit dem Tiselius-Apparat
durchfithren lassen.

Die Elektrophorese eignet sich auch zur Untersuchung
von Immunseren),

Bei einigen Tieren (Pferd, Kuh und Schwein) tritt im
Serum nach Immunisierung gegen spezifische Polysaccharide
aus Pneumokokken eine neue Eiweilkomponente 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 179, auf 569, 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 Ammonsulfatfallung aus
Pferdesernm gewonnene Diphtherieantitoxin weiter zu reinigen,
so daf} ein Protein erhalten wurde, das zu 43,59, mit Diphtherie-
toxin spezifisch fallbar war).

Von weiteren Versuchen zur elektrophoretischen Trennung
von Eiweillstoffen sei hier noch die priparative Darstellung
eines kristallisierten Proteins aus Kulturen von Tuberkel-
bazillen erwahnt??).

Die Fortschritte in den analytischen Methoden und in den
Darstellungsverfahren haben es erméglicht, eine grofle Anzahl
einheitlicher und gut charakterisierter Eiweilstoffe zu ge-
winnen. Es ist anzunehmen, da die Zahl der rein dargestellten
Eiweilistoffe in Zukunft noch betrichtlich vermehrt wird;
damit ist eine wesentliche Voraussetzung geschaffen, um in
die Struktur und das biologische Verhalten der Proteine tiefer
einzudringen, Bingeg. 1. Oktober 1940. [A. 97.]

45) A, Tiselius u. E. 4. Kabat, Science [New York] 87, 416 [1938).
) A. M. Pappenheimer, H. P. Lundgrenu. I, W. Williams, J. exp. Medicine 71, 247 [1940].
47) P. B. Seibert, K. O. Pedersen u, A. Tiselius, ebenda 68, 413 [1938).

Fortschritte der Landwirtschaftschemie 1931—1940

Von Dr. A. JACOB, Wissenschaftliche Abteilung des Deutschen Kalisyndikals, Berlin

uf die Entwicklung der Landwirtschaftschemie war in der
zweiten Hilfte des vergangenen Jahrzehnts von grofem
EinfluB die einheitliche Ausrichtung der deutschen Forschung
durch die Reichsarbeitsgemeinschaft der Landwirtschaftswissen-
schaft, die Gemeinschaftsarbeiten verschiedener Institute in die
Wege leitete, um Fragen von besonders vordringlicher prak-
tischer Bedeutung moglichst rasch einer Losung entgegen-
zufithren. Das Bestreben, die Landwirtschaftschemie in den un-
mittelbaren Dienst der Praxis zu stellen, hat aber keineswegs zur
Folge gehabt, dal die Bearbeitung rein wissenschaftlicher
Fragen vernachlissigt wurde. Es bestétigte sich im Gegentell,
daf eine Forderung der Praxis in der Regel eine vorherige
genaue Aufklirung von Problemmen zur Voraussetzung hat,
denen man auf den ersten Blick nur eine rein wissenschaftliche
Bedeutung zuzuschreiben geneigt ist, wie z. B. Verbesserungen
der Analysenmethoden oder Aufklirung grundlegender Re-
aktionen.

I. Bodenkunde.

1. Bodenbildung und Bodeneinteilung.

Nach wie vor stand das Studium der Dynamik der Boden-
bildung an Hand der Bodenprofile im Vordergrunde, insbeson-
dere im Hinblick auf die Verbesserung der Béden auf lange
Sicht sowie auf die Gewinnung von Neuland fiir Kulturzwecke.
Von Hissink!) wurde die Veraunderung der Zuiderseebdden
nach dem: Eindeichen untersucht. Blanck?) wies auf die Rolle

Yy D, 1. Hissink, Chem. Weekbl, 30, 666 [1933]. Forschungsdienst, Sonderh. 6, 35 [1937].
1) E. Blanck, Ernihrg. d. Pflanze 29, 41 [1933].
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der aus dem Rohhumus entstehenden Schwefelsaure bei der
Verwitterung hin, die das Eisen der Silicate in Lésung bringt.

Bei der Einteilung der Béden ist man von der einseitigen
Uberschiatzung der klimatischen Faktoren, die auf Grund der
Erfolge der russischen Bodenkunde nahe lag, zuriickgekommen
und betont die Bedeutung des Muttergesteins als Faktor
der Bodenbildung und als Kriterium fiir die Bodenklassifikation.
Als wertvolles Hilfsmittel bei der Klassifikation der grofen
Bodengruppen der Welt hat sich die Catenaeinteilung von
Milne®) erwiesen, die Gruppen von Bdéden zusammenfal(t, die,
aus dhnlichem Muttergestein entstanden, durch topographische
Bedingungen zu verschiedenen Béden geworden sind, aber stets
in Verbindung miteinander gefunden werden. Fiir eine Ein-
teilung der Boden der Welt auf genetischer Grundlage sind
verschiedene Vorschlige gemacht worden. Beachtlich ist ein
Vorschlag von del Villar*), 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. Robinson®) vertritt aller-
dings den Standpunkt, dal unsere Kenntnis der verschiedenen
Bodenarten der Welt noch nicht umfassend genug ist, um
jetzt bereits den Versuch einer die ganze Welt umfassenden
Klassifikation der Boden zu unternehmen.

?) (. Milne, Bodenkundl. Forsch. [Beih, zu: Mitt. int. bodenkundl. Ges, 14, 183 [1935).
4) H. del Villar: Los Suelos de la Peninsula Luso-Iberica, Madrid 1937.
8) @ W. Robinson: Die Boden, Berlin 1939, S. 412.
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