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11. Elektroehemiseh-konstitutive Beziehungen bei Proteinen’) 
von Wolfgang Pauli. 

(6. VII. 46.) 

Die e~lektrocheniischen Eigenschaften der einfachen Rminos” , auren 
wurden sehr fruh wegweisend fiir die Entwicklung der Elektrochemie 
cler Eiweisskorper 2). Das galt zunachst fiir den Ampholytcharakter 
cler Proteine,, die Resktions- und TJmladungsfiihigkeit mit Sauren 
und Laugen, und gipfelt’e schliesslich in der Ubernahme der Lehre vom 
isoelektrischen Punkt sowie der zwitterionischen Konstitxtion von 
den einfac.hen Aminosauren. Da der elektrochemische Aufbau der 
Oberflache der Eiwe,issteilchen zugleich die wichtigen Wechselwir- 
kungen derselben mit dem Lijsungsmittel sowie mit Elektrolyten be- 
stimmt, gewinnt die Kenntnis aller beim Ubergange vom e,infac,hen 
Modell der Aminosaure zum komplizierten Protein sich ergebenden 
Hesonderheiten grosse Bedeutung. Auf einige anscheinend kaum be- 
achtete Erfahrungen diewr Art und Moglichkeiten ihrer Deutung sol1 
in de.n folgendm Ausfiihrungen hingewiesen werden, fur deren Ge- 
winnung auf zwei TTmstande Gewicht gelegt werden musst’e: l. Die 
weitestgehende Reinigung der Eiweisslijsungm von Elektrolyten als 
das Ausgangsmaterial ; 2 .  die Einhaltung von Re:tktionsbedingungen, 
welche eine ausreichende physikalisch-chemische Analyse gestatten, 
was z. B. die Verwendung von Pufferlosungen ganzlich ausschliesst . 

Es hat schon AT. Bjerrzcm in seiner grundlegenden Arbeit3) gezeigt, 
dass wohl die alipha,t,ischen Aminosauren praktisch zur Ganze als 
Zwitterionen vorliegen, dass abe,r die aromatisc.hen Aminosauren neben 
tler zwitterionischen Form ( -AL) in vergleichbarer Menge die undisso- 
ziierte Form (Ao) entha1t.cn. Rei den Eiweisskorpern, deren Aufladung 
durch positive oder negat.ive Ionenbildung vor allem jenen seite.n- 
standigen Amino-, bzw. Carboxylgruppen entstammt, die \-on in die 
Peptidkette eingebaut’en Dianiino, bzw. Dicarbonsauren he,rriihren, 
kenn schon wegen der Ungleichkeit ihrer Zahl und Starke ein rest- 
loses Aufge,hen derselben im zwitterionischen Aufbau nicht erwartet 
werden. Eine praktisch vollstandige Erfassung der positiven und 
negativen Gruppen der Proteine ist auf dem Wege der potentio- 
metrischen Titration, unter Einhaltung bestimmter Kautelen, moglich, 

l )  Nach Vortragen gehalten in der Chem. Gesellschaft in Bern sowie im Kolloquiuni 

2) Reziiglich dea historischen Ganges siehe Puuli- Pulko, Kolloidchemie der Eiweies- 

3) N .  Bjerrum, Z. physikal. Ch. 104, 147 (1923). 

des physiologisch-chemischen Institutes der Universitat Basel. 

kSrper, 1933, Dresden-Leipzig. 
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welche mit brauchbarer Naherung auch die Protonaufnahme, bzu-. 
Abgabe im oberschuss von Saure oder Lauge zu bestimmen gest>attet. 

I. 
Bei steigendem Busatz starker Saure erfolgt die Protonaufnahme 

anfangs iiberwiegend durch Dissoziationszuriickdrangung der Carbo- 
xylgruppen nach dem Schema A’ + H. +Ao,  bzw. -AT + H* + OA., 
dann mit wachsender H*-Aktivit%t durch oberfuhrung von Amino- 
gmppen in die Ammoniumform nach AO -+ H. + A*, wobei sich die 
Reaktionstypen nicht scharf trennen, sondern iiberschneiden. Ahn- 
liches gilt fur die Protonabgabe auf Laugenzusatz, indem die Ammo- 
niumgruppen des zwitterionischen Eiweiss in die Aminoform, bzw. 
undissoziierte Carboxyle unter Salzbildung in die ionische Form iiber- 
fiihrt werden. Zunachst seien zwecks Vergleiches zwei Beispielel) vom 
Gang der Protonaufnahme ( Saurebindung) bzw. Abgabe durch I ~ a u -  
genzusatz wiedergegeben. Darin bedeutet nlI1 die Normalitat auf- 
genommener oder abgegebener Protonen, also positiver bzw. nega- 
tiver Proteinionen bei Zugabe von n. HCI, bzw. n.NaOH. Fig. 1 und 
Fig. 2. 

Fig. 1. 
0,SS% Seralbuniin. 

0.5 1 2 3 4 5 
n x 10’ 1 HCI 

11 NaOH - 
Fig. 2 .  

174 Pseudoglobulin. 

Rei Seralbumin werden maximal niehr Protonen abgegeben, bei Pseudoglobulin 
konnen mehr aufgenommen werden als umgekehrt. Es ist also bei Seralbumin die Hochst - 
zahl der negativen Gruppen grosser als die der positiven, bei Pseudoglobulin iiberwiegen 
die positiven Gruppen. Bei beiden Proteinen decken sich die Kurven der positiven und 
negativen Proteinionenbildnng in weitem Anfangsbereich und verlaufen dort nahr 
geradlinig. Zunachst liaben also zugefiigte Saure und Lauge praktisch in gleichem i4us- 
mass und in ihrem Hauptanteil protolytisch reagiert. Dann aber erfolgt rasch zunehniende 
Kriimmung und geringer anstieg der nIlI-Kurve als Ausdruck des fur den Rest der Proto- 
lyse und Aufladung notigen Uberschusses a n  SLure bzw. Base. 

l) Padi  (niit F ,  Blank), Bioch. %. 202, 337 (1928). 
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Die folgende Tabelle I fasst einige Daten der wichtigsteri Typen 
wasserloslicher hochgereinigter Eiweisskorper auf Grund unserer ilte- 
ren und neueren Messungen zusammen. 

Sie enthalt neben den Molekulargewichterll) die Hochstwerte von nII*,  die daraus 
ahgeleiteten niaximalen Ladungszahlen je Eiweissteilchen Lz+ und Lz-, melche c.p. mit 
clem Mgw. aachsen, die Relation der negativen zu den positiven Gruppen, die isoelek- 
trischen pH-Werte I fur 0,B-proz. Losungen2), son ic die Eigen-H.-8ktivitaten der zugeho- 
I igeii elektrolytfreien Eiweiqslosungen. 

Tabelle I. 

Pseudoglob. 
Hamoglob. 

tonaufn. 

nlI1 x lo5 
Protein ~ Mgw. 1 je 

167000 148 
69000 156 

Max. Pro- 
tonabg. 
ie 1 g 

nix1 x 105 
~- 

134 
159 
126 
127 

Neg. 
~ Gr. Pos. 

-~ 

1.22 
1,08 
029 
0,81 

- 
Eigen 

PH 

4,74 
5,34 
5,79 
G,97 - 

-- 

LZ+ 

~ -~ 

48 
103 
247 
108 - 

- 
Lz- 

-~ 

59 
110 
213 

87 - 
Ovalbumin iind Seralhumin wiren demnach ent,spreehend den 

Hiichstzahlen von nIII mehr negative, Pseudoglobulin und Hb mehr 
positfive EiweisskGrper. In  der Tat findet sich auch ein gewisser 
Parallelismus im Gange der isoelektrischen Reaktion sowie der Eigen- 
.H*-Aktivitiit mit dem Verhghis der optimalen negativen ( sauren) 
Gruppen der Eiweisskijrper zu den positiven (basischen), indem sich 
I und Eigen-p, mit relativer Zunahme der positiven Gruppe in Rich- 
tung zunchmender p,-Werte verschieben. Dennoch best,ehen hier 
wesentliche Di-vergenzen, die auch in bezug auf unsere spateren Aus- 
fuhrungen einige Beachtung verdienen. 1. Der isoelektrische Punkt 
iind das Eigen-p, liegen trotz Uberwiegen von nAI beim Pseudo- 
globulin (Psgl.) auf der sauren Seite und sind beim Hb hochstens 
neutral. 2 .  Trotz der sauren Eigenreaktion wnndert Psgl kathodisch, 
zeigt also eine positive Uberschussladung. 

Die Aufklarung dieser Diskrepanzen ergibt sich wohl aus der von uns schon vor 
Jshren festgestellten ausserordentlichen R e  a k t i o n  sf a h ig ke i t d e r  h o  c hg ere in ig  t e n  
EiweisslBsungen ini t  CO, der Luft, die sich z. B. als stetiger Anstieg der elektrischen 
Leitfabigkeit bcim Stchen selbst im geschlossenen (nicht im verschmolzencn) Gefass 
aussert. Zur Vollendung der Reinigung wird deshalb die Elektrodialyse unter N,-Atmo- 
sphare ausgefuhrt. Besonders ausgepragt ist diese Empfindlichkeit bei Proteinen mit vie1 
positiven Gruppen, ist jedoch auch beim stark sauren Ovalbumin sehr deutlich, welches 
beim elektrischen Uberfuhrungsversuch unter CO, sich wie alle andcren als einsinnig 
pos i t  iv sufgeladen erweist . Kohlensaure reagiert mit unseren Proteinen grundsatzlich 

1) Vor allem nach den grundlegendcn Messungen des osmotischen Druckes von 
G .  Adair. Neuere Zusammenstellung vgl. H .  Neurath, Cold Spring Harbor, Symp. on 
quantit. Biology V111, 80 (1940). 

2, In  0,005-11. Acetat-Puffer. 
6 
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wie jede andere Saurel). Beim Pseudoglobulin komnit 1 3 s  neben dcrn Eigcw-aF, -1 - 3 x 
zur Bildung positiver Gruppen mit Hydrogencarbonat als Ckgenion, KSH,. + HCO,’, 
und solche Gruppen iiberwiegen iiber den kleinen Antctil von RCOO’; Ha und bestimmen 
den Wanderungssinn der Teilchen. Eine geringe Zunahme der negativen Ladung inittels 
3 x lo-%. K,[Fe(CN),] geniigte schon, um neben dei kathodischen audi cine anodischc 
Uberfiihrung merkbar zu machen2), doch bedurfte es 9>’10-5n. KOH3), uiii rnit pH = 6 
isoelektrisches Verhalten herbeizufiihren. 

11. 
Wen darf weiter die Frage naeh den1 A u s m a , ~ s  tier z w i t t e r i o -  

n i schen  Auf l adung  der Proteine stellen, cleren Schatzung von den 
folgenden leitenden Gesicht’spunkten aus versuchl, wertleii kann. Die 
basischen und sauren Anteile des Proteins Iassen sich in zwei H a u p t -  
g rupp  e n  zusammenfassen. Die starksten sauren otler basischen 
Gruppen wertien die innere Salzbildung, d a s  ist den zwitterionischen 
Aufbau besorgen, die schwachen sauren otter basischen Witenglieder 
werden dann die zweite Hauptgruppe bildm, die a )  ails einem so- 
zumgen hydrolytischen ,4nteil des innercbn S a h s  und b)  aus jenen 
verbleibenden uberschiissigen sauren oder Ixisischen Gruppn besteht , 
mie aie der Differenz maximaler Protona ufnahme imd -1bgabe ent- 
sprechen. Zur Halzbildung in der zweiten I lauptgruppe wird ein mehr 
oder minder grosser Uber schuss  v o n  Siiurc otler H a h e  erforder- 
lich sein, ebenso zur etwaigen Trennung von durch inner( .  A41) s R t t i - 
g u n g  neiitralisierten posiiiven und negati \‘en Gruppen. 

Ein Verfahren zur T r e n n u n g  der mi-ci I-Taiiptgruppen der sau- 
ren und basischen Seitenglieder und diImit zixr Fwtstellung des 
zwitterionischen Anteiles wurde sich a m  der 1-i s k o s it 5 t s bestim- 
mung ( ’1 )  ergehen. Der Vergleich der 17-K urve mit clcm 1-crlauf der 
Protonaufnahme bei steigendem HC1-Zusal z lehrt, ~ i a s s  ihr Anstieg rnit 
der steilen Zunahme der Aufladung (n1I1) zrrs;tnimc~ig.t.ht, ihr Abfall in 
tlas Gebiet ties zunehmenden Saureiiberschusses fall1 . nas Optimum 
von 11 trifft nun, wie wiederholt bei fruhercn G(+genheitcn4) gezeigt 
wurde, mit dem durch potentiometrische Ecst inimiing tier Gegenionen 
((31’) zii ermit,telndc~n --lktivitatsmaximun~ ciersclhen im EiweiBsalz, 
sowie rnit den1 Optimum tier auf das Prot einsalz entfall(~nden Leit- 
fahigkeit %[I1 zusammen. 91s Beispiele seim cin \‘cwiich ilm Hamo- 
glohin5) und ij,n Gelatine6) (Fig. 3) angefiilirt. 

Vgl. Fig. 2. l,96°t> Hb+HCI, Helv. 28, 652 (1945). 

I )  Pauli und Th. Stenziager, Bioch. Z. 205, 71 1929). 
L, Pauli und Tukeo Ilo, Bioch. Z .  213, 95 (192!1). 
2, Der Versurh war allrrdings nicht rnit genug I\ eitgchendnii hvhnta gegen C O ,  

ilurrhgaf uhrt . 
‘) J .  Frisch, Pauli und E .  Vulko, Bioch. Z .  164, I 1 1 1  (l!J25). K. -Wa/,abt und J .  M a -  

t C f k t .  Rioch. Z. 52,369 (1913). Literatur Pauli-Vulkol. c. Vql. I’uitli, Hclv. 28, 1426 (1945). 

~ 

Pauli u. W. Schwarzacher, Hrlv. 28, 645 (194.5) 
c \  Puuli untl H .  Wit. Rioch. Z. 174, 308 (19%) 
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Der Abfall von 11 zeigt also zugleich das dbsinkeii der freien 
Ladung im einsetzenden Uberschuss  der  Gegenionen an, ent- 
sprechend ihrer gesteigerten interionischen Wechselwirkung mit den1 
hoherwertigen Proteinion unter zunehmender Inaktivierung und An- 
lagerung an classelb~. h a l o g e  Wirkungen auf %IT1 des Proteinsalzes. 

Fig. 3. 
1.415:/, Gelatine+H,SO,. 

Die begleitende Buna,hme von aH geht nicht mit eineni Eiweissabbau 
und entsprechendem rj-Effekt einher, denn der Gegenioneniiberschuss 
Iiisst sich init gleicher Wirksamkeit auf q ohne a,-Anstieg durch 
Neutralsalzzugabe erzielen. Die Lage des q- oder des Aktivitats- oder 
ties xlIr-Optimums gibt uns also mit guter Naherung den Punkt der 
einsetzenden Uberschusswirkung der Saure gemessen am Gegenion 
an. Die diesem Punkte korrespondierende Protonaufnahme oder ein- 
sinnige Proteinaufladung kann der n'II-Kurve unmittelbar entnommen 
werden . 

Ein anderer Weg zu den1 gleichen Ziele ergab sich bei der kon-  
t lukt ometr ischen Titration. Im Momente des einsetzenden H', 
fiberschusses erfolgt ein jiiher Anstieg der Leitfiihigkeit ehe noch die 
Sattigung des Proteins mit Proton, die maximale Siiurebindung, er- 
reicht ist. Die konduktometrische Titration gibt dann niedrigere 
Werte als die potentiometrische Bestimmungl). Die Daten der beiden 
Methoden sind also im allgemeinen nicht gleiehwertig und zeigen 
verschiedene Grundmerte der Protonaufnahme an. Diese Verhalt- 
iiisse sind schon wegen der grossen H--Beweglichkeit bei der Titration 
init starker Siiure schiirfer ausgepriigt als bei Lauge. 

Die folgende Tabelle I1 gibt die dem Umschlagspunkt von y1 oder 
x korrespondierenden nlIr- Werte wieder und den daraus abgeleiteten 
zwitterionischen Anteil der aufladenden Gruppen der Proteine. 
_ ~ _ _ ~  

l) Pauli und J .  Safrin, Bioch. Z. 233, 86 (1931). 
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( ha1 burnin 

Sera1 bumin 

Pseudoglob. 

Hlllloglo b . 

Tabelle 11. 

110 

148 

148 

156 

I Max. Proton. 

134 

159 

126 

127 

aufn. je 1 g 
Protein potentiom. 

64 68,8 

130 130 

94 92 

- 126 

q -Optimum 
nIII x 105 

uin. I 

om. 1 
05 I 

-- 
zwitter- 
ionisch 

$4 

68,6 
110 

148 

126 

62% ~~~ 

130 88% 

94 75% 

1 2 6 ' 0 0 %  127 

Unter der plausiblen Annahme, dass prakt'isch nur die starken 
muren und batsischen, nicht aber die erst im Siiure- oder Basen- 
uherschuss protolytiseh reagierenden Gruppen zur inneren Salzbil- 
dung fahig sind, lasst sich ihr zwitterionischer Anteil berechnen. 
Dieser ware mit 100 yo zu bezeichnen, wenn das Maximum an korre- 
spondierenden oder Bquivalenten positiven und negativen Gruppen 
durch iniiere Salzbildung ionisiert ist. Da die Maxinia von nAI und 
von n,, verschiedener Grosse sind, bestimmt immer das kleinere 
von beiden den potentiellen 100 yo zwitterionischen Aufladungsgrad, 
da sind hei Ovalbumin und Seralbumin die Hochstwerte von nGI, 
bei Pseudoglobulin und Hb die optimalen Grossen von nTlI. Das 
neutrale Hb hMte demnach 100 % seiner moglichen zwitterionischen 
Aufladuiig und d s  die nur spurenweise kationische Wanderung keinen 
erheblichen positiven Ladungsrest erkennen lasst? waren hier kaum 
Storungen der Teilchenassoziation durch elektrostatische Krafte zu 
erwartan. Damit stunde die gute Krystallisierbarkeit mittels einfacher 
Abkuhlung durchaus im Einklang. Die bisherigen Schateungsverfahren 
der zwitterionischen Struktur von Proteinen beruhen auf Beobach- 
tungen der Volumeniinderungen bei der Protolyse oder auf der diese 
begleitenden Warmetonung. A. W. Weberl) kam so zur Annahme von 
70-100 yo zwitterionischem Aufbau, was mit unseren Ergebnissen 
in flbereinstimmung steht. 

Nan konnte bei Betrachtung des zwitterionischen Aufbaus die Frage aufwerfen, 
oh nicht die ionischen Gruppen so weit voneinander entfernt sind, dass die wechsel- 
seitige Beeinflussung ausserordentlich herabgesetzt wird oder ganz verschwindet. Da- 
gegen sprechen jedoch schon die Erfahrungen am einsinnig ionischen Protein. Bei Besei- 
tigung etwa der negativen Ladungen durch Dissoziationszuruckdrangung mittels H. -1onen 
wurde der durchschnittliche Abstand der verbloibenden positiven Ladungen des Protein- 
ions nahe doppelt so gross, jedenfalls erheblich grosser wie bei der zwitterionischen Form 
Dennoch wirkt das einsinnige Eiweission als vielwertiges Ion mit hoherer Feldstarke, 
w ie nicht nur die gesteigerte Inaktivierung und Anlagerung einwertiger Gegenionen, 

If. H .  Weber, Bioch. Z. 218, 1 (1930). 
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sondern auch gewisse Kolloid-Kolloid-Reaktionen anzeigeii. So geiiugt schon, um 
ein weniger gelaufiges Beispiel') anzufuhren, das Durchstromen mit CO,, um mit dem 
negativen, durch ED und EDek hochgereinigten Kongoblausol eiiie Enipfindlichkeitsstei- 
gerung der Flocknng des durch die Kohlensaure elektropositivierten Alhuiiiins auf 0,l ;I cnl3 
zu bewirken. 

Das Zusammenwirken der entgegengesetzten Ionen heim zn it- 
terionischen Eiweiss zeigt sich unmittelbar im folgenden Fall2), bei 
dem die sehr empfindliche Xessung der Ag.-Aktivitiit Verwendnng 
fand. Die dureh die negativen Gruppen des Proteins inaktivierte 
Xenge von Ag-Ioncn aus zugesetztem AgNO, wird durch eine elektro- 
Rtatische Gegenwirkung der positiven Gruppen verminclert . I n  der 
Reihenfolge Ovalbumin, Seralbumin, Gelatine wachst die Relation 
der Hochstwerte der beiden Gruppen n;,/n,, wie 0,83: 0,92: 1,34. 
In  der gleichen Ordnung nimnit die Nenge der inaktivierten Ag-Ioncn 
ab, wie Fig. I veranschaulicht. 

4 
R X  103 ~g 

3 

2 

1 

I 1 

Ovalb. 

Seralb. 

Celat. 

Fig. 1. 
1 "6 Ovalbumin, Seralbumin, Leiniglutin f &NO,. 

\'erwendet mail an Stelle von ,4gNO, das Ag20 (in Losung 
AgOH), so wird infolge der Umwandlung der ionischen Ammonium- 
in undissoziierte Aminogruppen die von Seralbumin oder Leimglutin 
inaktivierte Ag-Sknge aufs vier- bis fiinffache gesteigert "). Das Oval- 
humin fallt sofort quantitativ aus. 

Als benierkensmerten Sebenbefund liefert die potentiometrische Ag-Bestimmung 
mit Silberlauge zugleich cine Kontrolle der nnter ganz verschiedenen Bedingungen ermit- 
telten Hochstuerte der negativen Gruppeil von Seralbumin niittels NaOH, welche 
159-160 x 10Wn je g Protein3) ergab. Die Inaktivierniig von Ag aus AgOH fuhrtc zu 
11i[~ = 159,s x also jedenfalls zur Bestatigung des gleichen Wertes bei aOEI = 

1,5 x lOWn gegenuber der 1000-fachen Grossenordnung von [OH'] in Xatronlauge, was 
nicht nur niethodisch von grossteiii Interesse ist, sondern auch im zweiten Falle gcgen 
irgendeine inerkliche Stornng durch etu aigen Laugenabbau des Proteins ini Bereiche 
der Versuchsbedingungen spricht. 

I )  Pauli und E. Weiss, Bioch. Z. 203, 103 (1931); Pauli und L. Singer, ebenda 244, 

2, Ed.GoignPr und Pauli, Bioch. Z. 235, 271 (1931). 
$) Pauli (mit F.  Blank), Bioch. Z. 202, 373 (1928). 

76 (1932). 
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111. 
Der Viskosithtseffekt bei Uberfiihrung des Proteins in die ein- 

sinnig ionische Form hat den grossen Vorzug, nahezu rein die h d e -  
rungen in den Eigenschaften des P r o  t einions widerzuspiegeln. In 
der Tat bringt auch das nahere Studium desselben bemerkenswert~, 
bisher ubersehene Hinweise auf elektrochemischkonstitutive Besonder- 
heiten, durch welche sich die aufladenden posit iven von den 
n e g a t i I- e n Gr u p p e n e r h e b li c h u n t e r s c h e id e 11. 

Betrachten wir zunachst die theoretischen Grundlagen der 
Viskositatsanderung, bei welcher der Anstieg ron ii zusammengeht 
mit der Zunahme der einsinnigen Aufladung, wahrend der Abfall 1-011 

11 symbat mit der Abnahme der freien Ladung des Proteinions erfolgt. 
Fiir den ?]-Am tieg mit steigender Proteinionisation kommen vor allem 
zwei Moglichkeiten in Betracht : 1. Anderung der Hydratation, wobei 
%-or allem eine solche der Hydratationstopik beim Ubergang vom 
zwitterionisclien zum einsinnig ionischen Aufbau anzunehmen ist. 
Die Zahl der Ionen wBre dabei wenig geandert, nur treten an Stelle 
der fisen die freien Gegenionen, z. B. Cl’. Energetisch erscheint der 
Unterschied nicht erheblichl) j er liegt vor alleni in der Anordnung 
von einerseits anliegenden zwitterionischen, anderseits weiterreichen- 
den einsinnig ionischen Sol\-athiillen. Das Bilil ware analog der Ver- 
teilung der magnetischen Kraftlinien zwischen entgegengesetzten und 
zwisehen gleichnamigen Magnetpolen, wobei durch Eisenfeile die Di- 
pole im Felde veranschaulicht werden konnen. 3, K.  H .  M e y e r  und 
H .  Mark2)  heben die Rolle der Gestaltanderung hervor durch eine 
infolge der intraionischen Abstossung eintretende Streckung der 
Hauptvalenzketten. Der elektrostatische Stmckungseffekt gilt jedoch 
vor allem fur reine Linearkolloide. Bei den kugelformigen oder rota- 
tionsellipsoiden Probeinen liegen keine einfachen Hauptvalenzketten, 
sondern Assoziate von solchen Tor. Die Anpassung der Theorie erfolgte 
dann durch G .  Ettisch und G .  SchuZz3) niit der Annahme einer Aus- 
einanderspreizung der Teile unter Bestehen von einzelnen Stellen, die 
verbunden bleiben. Das waren also Lockeraggregat e mit Ein- 
schluss von blockiertem Wasser, damit verbunden eine starke Volum- 
1-ermehrung der Teilchen niit zugehorigem q-Anstieg. 

Das Studium der protolytischen Anderungen des Hamoglobin gab 
in der Tat Anhaltspunkte dafur, dass zwei Mechanismen des 9,- 

I) Die Bestiminung der Hydratation niittels des nichtlosenden Raumes niirde die 
f u r  die Viskositat niassgebenden Umstande nicht genugend zwn Amdruck bringen. 
S. Riehl ( Z .  physiol. Ch. 281, 73 (1944)) kommt zu dem Ergebnis, dam der nichtlosende 
Raum nur das eingeschlosscne und nicht das oberflachliche Hpdratwasser der Proteine 
anzeigt . 

2, K. H .  Meyer und H .  Mark, Der ,411fbau cler hochpolyineren organischen Katur- 
stoffe. Leipzig 1930. 

3, G .  Ettisch und G. iS’c7~7tl2, Bioch. Z. 239, 48 (1931). 
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An s t iege b bestehen, die voneinander getrennt werden konnen. Einen 
Beleg dafur bildet der Gang von bei 1,Xi% Hb und steigendem 
Zusatz von HC1, bza-. LiOH bezogen auf nlll, die -4ufladung der 
Proteinionen nach Versuchen mit W. Srh wamach er.1). 

87 

Vgl. Fig. 4, Helv. 28, 651 (1945), 1,84% Hb+H('l bin.  LiOH. 

Diesem Versuch ist zu entnehmen, dass mit zunehmender Proton- 
aufnahme ein kritischer Schwellenwert \-on nAI und zugehiiriger 
Teilchenladung Lz' -36, also nahe % der posith-en Hochstladung 
auftritt, bei dem nach einem anfanglichen sanften Anstieg eine steilc 
Erhebung von 17 erfolgt, a-obei der Neigungswinkel \-on 27O auf 700 
hinaufschnellt. Auch bei Laugenzusatz, also negativem HI,-ion tritt 
ein solcher kritischer Umschlag 1-on tI aber erst bei Lz- -47, also 
nahe 1/2 der hochsten negativen Hb-Ladung ein. Es liegt nun nahe, 
den kritischen Ubergang zum jahen ~/-Anstieg mit dem Einsetzen 
der intraionisch bedingten Auseinanderspreizung der Teilchen in Zu- 
sammenhang xu bringen, bei der eine gewisse Assoziationsenergie zu 
uberwinden ist. Da Punkte gleicher Wertigkeit oder Aufladung des 
gleichen Proteins verglichen werden, wurde man, unabhangig vom 
Vorzeichen der Ladung, Ubereinstimmung von Feldstarke, Ionen- 
volum, Hydratation und intraionischem Spreizeffekt erwarten, was 
jedoch in auffallendem Ausmasse nicht zntrifft. 

Ahnliches gilt am 1-proz. Seralbumin. 

Auch hier finden sich zweierlei kritische Punkte fur den ij-Um- 
schlag, und zwar bei Lz+ 12 fur das positiT-e und Lz- 49 fur das nega- 
tive Albuminion. Sehr beachtenswert ist der Vergleich mit dem Gange 
der spezifischen Drehung2) [0llD, welche zum Unterschiede \-om an- 
fanglichen massigen Anstieg der V-Werte erst mit Einsetzen des steilen 
11 auch eine kritische Erhohung aufweist, die dann fiir die positiven 
bzw. negativen Eiweissionen an den gleichen, so stark auseinander 
liegenden nIII-Werten erfolgt wie der 7-Umschlag. Das wurde der 
Moglichkeit entsprechen, dass erst mit der Auseinanderspreizung auch 
jene die optische Anderung tragendon Anteile des Proteins der Reak- 
tion zuganglich oder fahig werden. Von grosstem Interesse erscheint 
aueh beim Seralbumin die Feststellung, dass eine so bedeutende Dif- 
ferenz in den Ionen gleicher Ladung derselben Eiweissmolekel hervor- 
tritt je nach dem die positil-en oder negatiwn Grnppen die Aufladung 
vermi t t eln . 

Vgl. Fig. 6, Helv. 28, 660 (1945), 1-proz. Seralbumin, HCX bzn-. NaUH. 

l) Puuli nnd W'.Schwurzacher, Helv. 28, 645 (1945). 
2) Die ersten Beobachtungen solcher Art erschienen 1910 (Pauli und 171. Same. 

Akad. Anz. Wien 17, 1910; Puuli, M .  Samec, E. 8truuss, Bioch. Z.  59, 470 (1914)). 
Spiitere Literatur bei Puuli-r'ulko, Kolloidch. d. Eiweissk., 1. c. Die obigen Versuche 
Puuli und W. Kolbl, Koll. Beih. 41, 417 (1935). Ferner neuere Daten Puuli, Helv. 28, 
1426 (1945). 



0,88"b Seralbumin i 176 ~ 34 
l o L  Pseudoglob. ' 182 I 12 
2,37O/, Hamoglob. ~ 62 1 6 

Xach den angefhhrten Erfahrungen wurde sich ergeben, dabs 
die positive11 Proteinionen schon mit weit kleinerer Sufladung in bezug 
:tuf den intraionischen Effekt wirksani werden und auch bezuglich 
tlev Auxgiebigkeit desselben den korresponciiereIicien negatiyen Pro- 
teinionen nberlegen sind. 

Ein anderes Gebiet mit verwandten Divergenzen an Proteinionen 
mtgegengesetzter Ladung bei gleicher Wertigkeit bildet deren Wan-  
d e r  ungsg  e s c h win  d igke  i t (Wg.) im elektrischen Felde. Zu deren 
Hestimmung bei Kolloidionen, die in unserem Falle unabhangig ~-011 
der Uberschichtungsfliissigkeit sein muss. diente eine besondere An- 
ordnung iind Apparatur2). Die Vcrsuche3) lehren, dass unter T'er- 
gleichbaren Yerhaltnissen, also im Rnfangsteil der Protonaufnahme 
oder -abgabe ausnahmlos die pos i t i ven  P r o t e i n i o n e n  schnel le r  
w a n d e r n  a,ls d i e  nega t iven .  Das gilt ebrnso fiir Ovalbumin wie 
fur Reralbuntin iind Pseudoglobulin. 

Die Figuren 5, 6 und 7 geben die entsprechcnden Daten hezogen auf nlll wieder 
Die l'rotolyse erfolgte mittels HCI bzw. XaOH. 

Die hiihereri ?/-Werte der positimn Seralbuniin- und Pseudo- 
globulinionen machen sich somit nicht als geringere Wg benierkbar . 
Grossenunterschiede der Teilchen oder Differenzen in der Gesamt- 
ladung scheiden fur die c.  p. hiihere Wg der positiven Eimeissionen 
gegeniiber den negativen als ErklRrung am. 

I )  Eiiier ahnliehen Ueutung, nam1ic.h der stnrkeren Inaktivierung negativer Gegen- 
ionen zugesetzten 1.1-mertigen und 2,2-~ert igen Neutralsalzes, durch die p o s i t i v e n  
Gruppen des Proteins. m urden auch die folgenden Erfahrungen (Pauli und Th. Stenzinger 
1. c.) entsprechen. CaiSO, verstarkt die anodische Wanderung von Seralbumin und unter - 
druckt die kathodische von Psg und Hb. Ebenso wird die einsinnige kathodiscbe Wan- 
dcrung des Psg durch 0,05-n. KC1 in eine doppelsinnige verwandelt (T. Ito und Puuli I. e.). 

2, L. Engel und Pauli, Z. phpsikal. Ch. 126, 247 (1927). 
3, 1'. Kol~ ig  und Pnuli, Rioch. Z. 252, 325 (1932). 
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Was jedochkonstitutivin dieBugrnfallt, sind die U n t e r s c h i e d e  
i n  de r  Ilange der  S e i t e n k e t t e n ,  welche die aufladenden Amino-, 
hzw. ('arhosylgruppen tragen. Die Diaminosauren Arginin untl Lysin 
haben 8,s Af iind 7,8 A. Histidin ware gleichfalls um 8 X zii setzen. 

25 ~ 

20- 

IS- f 

lo -23 
n" Y 10' 

Fig. 5. 
1 Ovalbumin 

s 10 1.5 20 
n 11' x 10  + 

Pig. 6. 
1 Y b  Seralhumin 

10 I 
5 10 IS 

n'l' x 103 

Fig. 7. 
1 '?h Pseudoglobulin 

Hingegen hind die LBngen der Asparaginsgure und Glutaminsiiure 
5,8 -1 und 5,l A. Kiirzere Seitenketten der Dicarbonsauren konnten 
nicht iiur bedeuten, dass die negative l~adung relativ nach innen ver- 
legt ist, sondtrrn, dass sie auch weniger verschieblich ist, wahrend die 
positive Ladung mehr in das Medium hineinragt. Es kiinnen aber 
:biich tlir kiirzeren, ionisitrten Seitenketten durch benachbarte nicht- 
lonisehe lipophile oder anhydrophile leichter eingeschlossen oder ab- 
gwchirmt werden, z. R. von Leucin mit der Kettenliinge ~70n ea. 6 A. 

Die her\-orgehobenen konstitutiven Verschiedenheiten betreffend 
die positiven und negativen Gruppen im Eiweisx, die offenbar in m a -  
Ioger Wrise z. 13. hei der deutlich starkeren Hemmung der Hitze- und 
-1lkoholkoagulierbarkeit durch kleinere Zusatze von SBure verglichen 
mit Lauge hervortreten, rlicken noch auf einem anderen Gebiete 
offenbar verwandter Probleniatik in den Tordergrund, in der Frage 
nach den Bedingungen der Wasserlijxlichkeit elektrolytfreier Proteine. 

ITT. 
Die Frage der Wasser los l ichkei t  r e ine r  P r o t e i n e  drangte 

xich beim Vergleiche von Untersuchungen an den Albuminen einer- 
stitsl) und an Casein und Edestin2) anderseits auf. Die allgemeine 
Hedingung der Wasserloslichkeit lautet, dass die Hydratationsenergie 
grosser sein muss als die Assoziationsenergie ( Gitterenergie) der 
Xolekel. I n  der Eiweissmolekel sind nur beschrankte Gruppen einer 
genugenden Hydratation fahig. Ihre Zahl und Anordnung, sowie das 
Ausinass ihrer Hydratation werden die Wasserloslichkeit bestimmen. 
- - - 

I) Pauli und W .  Kolbl, Koll. Beih. 41, 417 (1935); Pauli-Vcrlko 1. c. 
L, Pauli und L. Hojmann, Koll. Beih. 42, 34 (1935). 
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Die Peptidbindungen diirften geringe oder keine Hydratation auf- 
weisen. Ein Unterschied derselben ist bei loslichen und unloslichen 
Proteinen nicht zu finden. D. Jordan-LZoyd und H .  Phillips1) nehmen 
zur Erkliirung der fehlenden Hydratation Ringschluss durch Brucken- 
H zwischen 0 und N der Peptidbindung an. Hydroxylgruppen (Ty- 
rosin, Oxyprolin, Serin) gehoren nur zu einem geringen Bruchteil 
der Aminosauren. Tyrosin verteilt sich gleichmassig auf losliche und 
unlosliche Proteine. So bleiben hauptsiichlich die ionischen hydra- 
tisierten Gruppen als Grundlage der Wasserloslichkeit ubrig, wie sie 
auch fiir  die Alkali-, Saure- und die Neutralsaleloslichkeit der Pro- 
teine massgebend sind. Sie mussen frei und in genugender Zahl 3-01'- 
handen sein. Im reinen Protein werden vor allem Arginin und Lysin 
(Histidin mit seiner Iminogruppe durfte wohl vollstandig erst mit 
Siiurezusatz reagieren) und anderseits Asparagin- und Glutamin- 
siiure in Betracht kommen. Phenolische Gruppen reagieren erst bei 
hoherem Laugenzusatz protolytisch. 

Die Tabelle I V  bringt die zugehsrigen Datena) fur Casein und Edestin. 

Tabelle IV. 

c) Histidin . . .  
a + b . .  . . . .  
d) Asparaginsiiure 
e) Glutaminsilure 
d + e . .  . . . .  
d + e  
a + b '  ' '  ' '  ' 

__ 

2,6 16,76 ' 2,l 13,55 

11,o 18,O 105,86 

1,s 83,9 

I 

22,O 150,O 19,0 129 
23,s 164,14 i 29,2 212,9 

2,3 2,55 1 1,6 290 
I 

Betrachten wir zunachst das Casein, so zeigt dieses ein starkes 
Uberwiegen der Dicarbonsauren. Da Casein wasserunloslich ist , mus- 
sen die uberschussigen COOH praktisch undissoziiert sein, wie etwa 
bei den hoheren FettsBiuren, die allein (ohne Peptisator) nicht einmal 

l) D. J. Lloyd und H .  Phillips, Trans. Peraday SOC. 29, 132 (1933). 
2, Die Daten dieses Abschnittes sind, wo keine besonderen Hinweise angefiihrt, 

vor allem den Zusammenstellungen von E.  Abderhalden (Lehrb. d. physiol. Ch. 6. Aufl.) 
und E. Waldschmidt-Leitz (Neuere Untersuchungen uber den Aufbau der Eiweisskorper, 
Leipzig 1931) entnommen. Vgl. auch Pauli-Valko 1. c. Da die Analysen meist nur bis 
etwa 90% an Aminosriuren der Eiweisskorper erfassen, handelt es sich um Kiiherungs- 
werte, die jedoch fur die Ableitung der vergleichenden allgemeinen Beziehungen prektisch 
ausreichen, soweit sich dieselben auf geniigend grosse und an verschiedenartigen Bei- 
spielen gegenseitig gut ergiinzende Unterschiede stiitzen. 
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Hydrosole zu bilden vermogen. Einen extremen Fall stellt hier das 
wasserunlosliche Gliadin dar mit 52 % Dicarbonsauren gegen nur 
6 , 5  :4, Diaminosauren, welche praktisch gegenuber den Dicarbonsauren 
ganz zurucktreten. Beim Casein waren soweit positive Gruppen vor- 
handen, dass sie fiu eine zwitterionische -4ufladung vom Ausmass des 
Ovalbumins ausreichen konnten. Die wahrscheinlichste Erklarung des 
Tatbestandes scheint uns die folgende: Wenn be i  e inem wasser-  
u n l  o s l i  c h e n P r  o t e in  s ei  t en s t a n  dig e p o s i t  i v  e u n  d n e g a t i v  e 
Gruppen i n  e rhebl icher  Zahl  vorl iegen,  h a t  e ine f a s t  vol l -  
s tandige  innere  Absa t t j gung  und  clamit Dehj -dra ta t ion  
derselben s t a t tge funden .  

Womoglich noeh deutlicher werden die Yerhaltnisse beim E d e - 
s t in .  Hier ist die Zahl der positiven Gruppen urn 30 %, der negativen 
uni 2.5% hijher als bei Casein. Die Summe der Diaminosauren ist 
bei Edestin nalie gleich jener beim Seralbumin. Es konnte also mit 
dessen zwitterionischer Aufladung ein sehr wasserlosliches inneres 
Salz darstellen. Auch beim Edestin erscheint, die Wasserunloslichkeit 
nur durch die innere Absiittigung der zaitt#erionischen Ladungen 
verstandlich. 

Arginin und Lysin (sowie Histidin) sind mit ihren langen Ketten 
fiir innere Absattigung giinstig. Von den Dicarbonsiiuren ist die 
langere Glutaminsaure (5 A)  dafiir geeigneter als die kurze Asparagin- 
saure. Im gleichen Sinne spricht der rontgenographische Befundl). 
Asparaginsaure erscheint in1 Krystall zwitterionisch gestreckt. Die 
langere Glutaminsaure bildet ringahnliche Molekel, die innermole- 
kular abgesattigt sind. Bei Casein und Edestin findet sich das mehr- 
fache an Glutaminsaure, bei Gliadin 5ma1 so vie1 als bei den wasser- 
loslichen Albuminen. Hingegen steuert die kurzere AsparaginsBure 
bei Edestin nur wenig mehr als die Halfte, bei Casein weniger als 
'I,,, bei Zein '/,,, bei Gliadin 1/9,, der Dicarbonsauren bei. Einen be- 
sonderen Typus bildet das wasserunlosliche Seidenfibroin,  da es 
itberhaupt verschwindend wenig Diamino- und Dicarbonsauren ent - 
halt, also keine Grundlage fur die Bildung ionischer hydratisier- 
barer Gruppen besitzt. 

Auf die Moglichkeit der teilweisen Abdeckung saurer Cruppen durch Amidstick- 
stoff wurde von E. J .  Cohn2) hingewiesen. I n  diesem Zusammenhange ist von Interesse. 
dass gerade bei Casein mittels hydrolytischem Abbau die Amide Glutamin und Asparagin 
von Posternak3) gefunden wurden. Beim Edestin konnte mittels fermentativer Spaltung 
-4sparagin direkt, Glutamin indirekt von Damodaran4) nachgewiesen werden. 

Im Sinne unserer Auffassung miisste also fur die wasser-  
liislichen Proteine die Fragestellung lauten: Durch  welche Um-  

1) J .  Hengstenberg und F .  Ti. Lenel, Z. Kr. 77, 424 (1931): J. D. Bernnl. ebenda 78, 

2 ,  E. J .  Cohn, Erg. Physiol. 33, 78 (1931). 
3, S. Posternuk, C.r. 186, 1762 (1928). 
*) M. Damoduran, Bioch. J. 26, 235 (1932). 

363 (1931). 
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s t a n d e  wird  be i  d iesen  P r o t e i n e n  d i e  i n n e r e  A b s a t t i g u n g  
v e r h i n d e r t  ? 

K. H .  X e y e r  und H .  X a r k l )  haben die Eedeutung der Relation 
tler lipophilen zu deli hydrophilen dnteilen fiir die Wasserloslichkeit 
der Proteine her\-orgehoben. Allerdings liegen hier die Verhaltnisse 
nicht so einfach l i e  die nahere Prufung zeigt. Dass die lipophilen 
die Blkoholloslichkeit gegenuber der Wasserloslichkeit begunstigen, 
khren die Versuche von 8t. v. Prxylecki und 31. Grynberg", wdche 
die Wichtigkeit der obigen Relation fdr die Anreicherung von Pro- 
teinen an der Grenzflache organischer Losungsmittel und Wasser 
am Reispiel T-on Ovalbumin und Gelatine aufzeigten. Wir mochten 
jedoch auf pine besondere Punktioiismijglichkeit l ip o p h i l e r  Gruppen 
iiinweisen, welche sich indirekt im Sinne einer Beguns  t i g u n g  der  
MT a s s e r  1 o s li c h k ei t ausw-irkt , namlich die raumliche Behinderung 
einer innwen Absattigung entgegengesetzter ionischer Gruppen durch 
zwischengelagerte, geeignete anhydrophile Gruppen. Seralbumin und 
Lactalbumin haben etwa 30% Leucin, Globin, das dem Hb die 
\Yasserliisliehkeit verleiht, weist 29 Leucin auf. Hingegen enthalten 
('asein und Edestin nur 10 yo bzw. 14,5Yo und das gleichfalls un- 
losliche Gliadin 7 yo Leucin. Leuain ist die langste in Proteinen vor- 
kommende kettenformige Monosminosaure und anhydrophil. Zumal 
mit tleni endstandigen cloppelten Methylzweig erscheint es besonders 
geeignet zur Abschirmung zwischenliegender, ionischer, insbesondere 
der kurzeren seitenstandigen Carboxylgruppen. 

Zein niit 259; Leucin bildet da nur pine scheinbare Ausnahnie, indem hier 31,30,, 
Glutaminsaure und l,60,; Asparaginsaure nur 1,ti OI"Diaminosauren, also liz0 gegenuber- 
stehen. Damit ist eine ausreirhende zwitterionische dufladung nicht moglich. Dagegen 
finden sich hier, B oh1 im Zusamnienhange mit den1 hohen Leucingehalt, bemerkenswerte 
Loslichkeitsverhaltnisse in Allioholiiiischungen, die von a. Cr'aleottz wid 6'. G'zampalmo3) 
naher untersucht wurden. 

Bpi der griindlieh von H .  D. Dukirz analysierten Gelatine sind 
alle Resontlerheiten gut zu ubersehen. Es scheint wenig beachtet, 
dass eine durch ED hochgereinigte Gelatine z. €3. in 2-proz. Losung, 
bei Zimniertemperatur vollstandig ausflockt. Da sie bei 1.5 yo Diamino- 
iind 9,3 "/o Dicarbonsauren nur 7 , l  yo Lencin enthalt, waren die Be- 
clingungen fiir innere Absattigung gegeben. Die Peptidketten be- 
stehen sonst zu etwa 75% aus einfachen Aminosanren, unter denen 
rieben Prolin mit 9,5 yo das Oxgprolin mit 1 4,1% auffallend stark 
hervortritt. Die OH-Gruppen des letzteren sind jedenfalls fur die 
\Vasserloslichkeit nicht ausreichencl. Von Interesse ist bei dieser Ge- 
latine (lie Hetleutung von Erwarmen oder kleiner Mengen von Neutral- 
salz fur die klare Berteilung. Die innerionische Absattigung wird hier 

lj K.  H.  X e y e r  und H .  Mark,  aufbau d. hoehpolym. organ. Saturstoffe, Leip- 

z j  9t .  v .  Przylecki und H . C f r y n b ~ r g ,  Bioch. Z. 248, 16; 256, 75 (1932). 
3, G'. G'aZeotti und G. GitanzpaZmo, Koll. Z. 3, 118 (1908). 

zig 1930. 
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snscheinend (lurch die Biegung und Spannung cler langen Bwischen - 
glieder labil und schon durch gesteigerte thermisclie Rewegung oder 
interionische Wechselwirkung rnit Salzionen geschwacht, bzw. anf - 
gehoben. 

Die zur Losung der gleichen Nenge n aqserunloslichen Proteins notige Salzrnenge 
wird von der Zahl seiner zwitterionischen Aufladungen und von der inneren Absattigungs- 
energie dcrselben TI esentlich abhangen. Bpi den selir sauren unloslichen Proteinen Ghadm, 
Casein, Edestin ninimt in dieser Folge die Salzloslichkeit mit dem wachsenden Anteil 
basischer Gruppen, also den1 potentiellen 215 itterionischen Aufbau zu. In  derselben Ord- 
nung wachst auch deutlich der Leucingehalt, 7 :  10: 14,6. Beim letzten W e d  dcr Iteihe, 
dem Edestin, hat ferner der Anteil an der viel lrurzeren Aspnraginsaure zugenommen. 
was zugleich die innerionische Ahsattigung schnachen muss. Bei der Gegenwirkuny 
von Salzionen auf die innrrionisehe Absattigung koniint cs zur L4usbildung eines beson 
deren Typus dcr Debye’sehen lonenatmosphare, indem mit den in relativ festen Ahstanden 
fixierten Zwitterionrn eine a I t  e r na t i r  g e h a u t e a u s s e re  Ge g e n ione  n a  o 1 ke ent - 
sprrchrnd einrni periodischen ITechsel der ausscren Gegenionen korrespondiert . 

I m  Zusanimcnhang mit cfcr angenommenen Funktion der Ketten- 
lange und des dbstandes der aufladeriden ionischen Gruppen des 
Proteins, sowie der Rolle geeigneterhenachbarter anhydrophiler Seiten- 
ketten bei der Abschirmung durften auch die angrfuhrten Heobaeh- 
tungen stehen betreffond den Unterwhieil der positiven und nega- 
tiven Gruppen beim intraionischen Abstossungseffekt und desseri 
Wirkung auf Er tritt viel €riiher und ausgiebiger bei den positiven 
verglichen mit den negativen ein, zugleieh aber ist die Wirkung im 
Uberschuss der Saure also der Gcgenionen als Abnahme tler freieri 
Latlung und damit des ?/ vie1 ausgepriigter als bei Lauge. Im letzteren 
Falle sinkt die ?/-K:urve vie1 flacher :LUP dem Optimum ab. 

n x 102KOH 
Fig. 8. 

Ganx shweichencl davon zeigt das Case ins  t mit steigendem 
Laugenzusatz eine ?l-Kuri-e, die. mit ihrem steilen Anstieg sowie 
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starkeni Abfall von 7 auffallend ahnlich ist den Knrven von Saure- 
albumin. Ein solcher 91-Abfall w%re beim Caseinat ein Ausdruck der 
erhohten Inaktivierung im Uberschuss der Alkaligegenionen. 

Fig. 8 gibt (nach Versuchen mit L. H o j n ~ a n i ~  1. c.) den Gang von 11 und [a], )  bei 

Die nahere Betrachtung lehrt, dass beim Caseinat mit der Buf- 
hebung der innerionischen Absattigung durch den Laugenzusatz, bzw. 
durch Einsetzen der Ionisation an den uberschussigen Carboxylen sich 
ein verwandtes Bild in der top ischen  Anordnung de r  au f l a -  
denden Gruppen mit derjenigen der positiven Gruppen des SBure- 
albumins einstellt. In  diesem Sinne kann dann namlich im Casein 
das 12-fache Uberwiegen der lBngeren Glutaminsaure unter den 
Dicarbonsauren sowie der geringe Leucingehalt, die beiden verschie- 
denen FBlle angleichend, wirksam werden. 

T'. 
Bei fraerenl)  Gelegenheiten war bereits auf die bedeutenden 

Abweichungen hingewiesen worden, welche am Verhalten der Pro- 
teine im isoelektrischen Gebiet gegenuber den einfachen *4mpholyten 
hervortreten und die Ungultigkeit charakteristischer, fur die letzteren 
abgeleiteten Gesetzmassigkeiten (5. JIichaeZis, AS'. P. I;. Sorensen ) bei 
den Eiweisskorpern zur Folge haben. Abschliessend mogend hier noch 
einige zugehorige Erganzungen zur Elek t rochemie  re iner ,  elek- 
t r ol y t f r eier E i w ei s s 1 o sung en angefiihrt werden. 

Durch Elektrodialyse in N,-Atmosphare lassen sich in diesen 
Losungen befriedigend reproduzierbare aH- und x-Werte2) gewinnen. 
Pig. 9 gibt ein Bild des Ganges der H*--&tivitat bei Ovalbumin, 
Seralhumin und Pseudoglobulin mit der Konzentration wieder. 

t 76 Caseinat + NaOH wieder . 

Psgl. 

Protein (I/(, 

0 D 

1 2 3 4 5 6 7  

Fig. 9. 

l) Pauli, Koll. Z. 40, 185 (1926); 53, 51 (1930). 
2, D. v. Klobusitzky und Pnuli, Bioch. Z. 260, 201 (1933). 
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Ovalbuniin ist das starkst saure Protein dieser Gruppe und zeigt 
den wteilsten Anstieg \-on aH rnit der Konzentration. Die H*-Aktivi- 
tLt 3,5 ~ l O - ~ - n .  (pE = 4 6 ) ,  u-elche dem isoelektrischen Punkt von 
O,.j ”:o in Acetat-Puffer1) entspricht, wird in 4-proz. Losung erreicht. 
In 6,33% Ovalbumin betrug aH = 3,36 x10-j-n. (pH = 1,47).  Bei 
clieseni sauren Protein gilt also das f i i r  einfache Ampholyte abge- 
Ieitete Gesetz von fl6rensen nicht, dass der Grenzwert des mit der 
Konzentration ansteigenden aH zugleich den isoelektrischen Punkt 
wiedergibt. Setzt man z. B. HC1 in kleinen Mengen bis 10-3-n.) 
zu Ovalbumin, so Iasst sich zeigen2), dass im Bereich der niedersten 
ZusLtze praktisch das ganze zugefiigte H. gebunden wird, wobei aH 
sich nur sehr wenig (um einige Prozente) iiber die Eigen-He-Aktivitiit 
der Eiweisslosung erhebt, wahrend C1 praktisch frei bleibt. Das wiirde 
besagen, dass hier ganz im Sinne von Rorensen im isoelektrischen 
Punkt gelten wird: A?+H- - A-+Cl’ oder dass zur Herbeifuhrung 
isoelektrischen Verhaltens nahe die der Eigen-H*-Aktivit%t des Albu- 
mins entsprechende Menge HC1 zugesetzt werden muss. Diese wachst 
also mit der Konzentration. Zugleich aber werden isoelektrische und 
isoionische Reaktion konzentrationsabhangig und stellen in dieseni 
Sinne keine einfache Konstante des Proteins dar3). 

Ein bemerkenswertes Ergebnis lieferte ferner der Vergleich der 
x- und der a,-Werte in den elektrolytfrei gereinigten Ovalbumin- 
llisungen. In  den vorliegenden hohen Verdunnungen (Proteinmolari- 
tat aH - konnen namlich rnit genugender Annaherung 
die ,On-eichungskoeffizienten fa - f A  w 1 gesetzt werden. Ferner 
darf als Hochstwert der Beweglichkeit der Eiweissionen 10 ange- 
nommen werden. Dann wrbleibt von der Leitfahigkeit il der Eiweiss- 
losung nach Abzug des auf A’H. entfallenden Anteiles 3c1 noch ein 
Leitfahigkeitsrest xZ, der nach Berucksichtigung aller Korrekturen 
vie1 zu gross ist. Die auch rnit den weiter angefuhrten Erfahrungen in 
bestem Einklang stehende Erklarung dafiir ware : Das abgegebene 
Proton des Ovalbumin ist nicht allein mit den zugehorigen A’-Grup- 
pen, die nur 5 % und weniger der Eiweissmolaritat ausmachen, sondern 
rnit allen A’-Gruppen des zwitterionischen Eiweiss im Gleichgewicht . 
Durch die Reaktion des Protons mit +A- nach TA- + H. +A*  wird 
also eine positive Uberschussladung entstehen, der ein Teilchen rnit 
negativer Uberschussladung A’ korrespondiert. Die Grossenordnung 
tler -4nzahl Ionenpaare A*, A’ ermittelt sich so beim Ovalbumin rnit 
10-3-n. und sie machen bei 1 % Ovalbumin 70 yo der Eiweissmolaritiit 
am, wenn man nur mit einfachen Uberschussladungen rechnet. Dieser 
Prozentsatz nimmt erwartungsgemass mit der Verdiinnung stark zu4). 
_____ 

l) T a k a  Ito und Puuli, Bioch. Z. 213, 95 (1929). 
2) F.  Modern und Pudi, Bioch. Z. 156, 482 (1925), und Veisuche mit A.  Gero. 
3, PauZi, Ko1l.Z. 40, 185 (1926). 
‘1 Vgl. Tabelle V nach Versuchen niit A .  Cero. 
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Bei dem viel schwae,her sauren Seralbumin sinkt' der LeitfShigkeit,s- 
rest x 2  und entsprechend die abgeleitete Normalitat der A*, A'-Formen 
urn eine Grossenordnung ab und verschwindet8 bei Pseudoglobulin und 
Hb praktiseh vollst<andig. 

Der Nacliweis der Eiweissteilehen mit Uberschussladungen und 
deren quantitative Bestimmung konnte auf einem weiteren vollig un- 
abhgngigen Wege erbracht werden. 

Es war von uns sehon vor Jahren gezeigt worden, dass ahnlich der 17iskositat eine 
Sbhangigkeit der Flockbarkeit durch Alkohol von der freien Ladung der Eiweissteilchen 
besteht, indem mit abnehmender, einsinniger Aufladung eine Zunahme der Alkohol- 
fallbarkeit einhergeht. Steigender Zusatz kleiner Sauremengen bewirkt so im scheinbar 
isoelektrischen Gebiet zunaehst ein Absinken der Viskositat bis zu einem Minimum. 
dem eine Zunahme der Alkoholflockbarkeit bis zu einem Maximum korrespondiert. 
auf welches dann mit weiterem Saurezusatz zunachst der Anstieg von Viskositat und 
Abfall der Alkoholkoagulierbarkeit folgt . Man darf nun auf Grund des gewonnenen 
Bildes von dcr elektrochemischen Konstitution unserer hochgereinigten Ovalbumin- 
liisungen den folgenden Ablauf der fortsehreitenden Reaktion mit Saure (HC!) erwarten. 
Bus elcktrostatischen Griinden wird die R,eaktion von H. mit den negativen Uberschuss- 
ladungen A' bevorzugt sein, wobei A'+ H- + Ao zu undissoziicrten Fornien oder unt'rr 
UmstLnden zur neutralen zwitterionischen Form -+A- fiihren wird. Die freibleibenden 
Cl' werden dem freiblcibenden Rest von H. bzw. den positiven Uberschussladungen A 
liorrespondieren. Danach wiirde das Maximum d e r  Ne u t r a 1 t e i lc  h e n  b i ldung 
erreicht sein, sobald a l le  A' u n t e r  P r o t o n a u f n a h m e  reagiert haben. In der Tat' 
lraben schon die friihesten Versuche (mit 111. Sarnee) gelehrt., dass das Eiweiss irn Alkohol- 
Flockungsoptimum nicht beidseitig, sondern rein k a  t h o d i s  c h wandert, ferner zeigte 
sich, dass ein viel grosserer Eiweissanteil flockt, als etwa der H.-Aktivit'at entspricht . 
die 5% und weniger der Eiweissmolaritat ausmacht. 

In  Tabelle V sind die fur Erreichung der optimalen Slkohsl- 
flockbarkeit notigen Zusatze von HC1 neben den aus potentiome- 
t'risc'hen all- und den x-Werten abgeleiteten Normalitaten der ne,ga- 
tiven Uberschussladungen A' angefuhrt. Die nachtraglich festgestellt'e 
Ubereinstimmung der Werte i s t  eine uberaus befriedigende. 

Molaritat 
Ovalb. 

mx104 

Ovalb. 
94 

1 A. und A 
p~ 11 x 104 

aH x 105 

Tabelle V. 

I I I 

2,38 1,6 4,797 1,7 
4,165 1 l& 14,721 1 2,6 
5,92 4,658 3,3 

Pu'ormalitiit Saurenorma- 
der negativen litat im 
Uberschuss- Flockungs- 

ladnngen optimum 

yo von 

8 
62,4 

Mit diesem Ergebnis stimmt es iiberein, dass prakt.isch bis auf 
wenige Prozente die zugesetzte Saure gebunden wird und dass damit 
nur ein sehr geringer Anstieg der H--Aktivitat gegenuber derjenigen 
dcs reinen Ovalbumins einhergeht. 
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Ein quantitativ noch ausgiebigeres Beispiel fur die Bildung der 
A*, A’-Formen mit Uberschussladungen bilden die Gelatosenl), 
welche aus bis zur Konstanz von x und aH mittels ED hochgereinigter 
Gelatine durch thermolytischen Abbau gewonnen werden. 

Fur die Versuche in Tabelle VI wurden Proben solcher 2-proz. Gelatine bei 125O 
im Autoklaven 10’ (A), 30’ (B) und 60’ (C) abgebaut. Die Leitfahigkeiten sind fiir X H , ~  
korrigiert und die Werte unter der Annahme f a 4  -1 und des eher zu hohen Mittel- 
wertes 20 r. 0. fiir die Beweglichkeit der Eiweissionen berechnet. x1 bildet den auf das 
Ionenpaar A‘, H., x2 den bedeutend grosseren auf A’, A. entfallenden Leitflihigkeits- 
anteil. 

2,24 

Tabelle VI. 

Die Proteinanteile A’, A* mit einer Normalitat n x tragen 
hier den Hauptteil der Leitfahigkeit x z ,  welcher mit dem fortschrei- 
tenden Abbau und der steigenden Teilchenzahl unter abnehmender 
H.-Aktivit%t betrachtlich anwachst. 

Durch Elekt rodia lyse  der  Gelatosen erfolgt nun ein An- 
stieg von aH und x1 und gleichzeitig ein Abfall von x2  und n (A. + A’) 
auf ein Drittel bis ein Fiinftel. Dieses Verhalten steht in bestem Ein- 
klang mit der angenommenen elektrochemischen Konstitution. Von 
dem stark heterodispersen Gelatosengemisch gehen die kleinsten A*- 
A’-Teile unter Absinken von x z  durch die Membran. Da diese (Per- 
gamentpapier, Cellophan) elektronegativ ist, werden die A* leichter 
passieren und die A‘ mehr zuruckgehalten, wie dies auch durch die 
starke Biuret- und Trichloressigsaurereaktion in der kathodischen 
Seitenzelle angezeigt wird. Gleichzeitig treten durch Membranhydro- 
lyse unter Ansteigen von aH (und xl) die den zuruckgehaltenen A‘ 
entsprechenden H.-ionen auf. 

Eine bestatigende Gegenprobe bilden die Versuche2) von Ta- 
beile VII,  bei welchen durch Abbau bei 125O (I Stunde) bereiteten 
Gelatosen (a) zunachst mittelst negativer Membranen (b), darauf rnit 
negativer kathodischer, positiver anodischer Membran (c) der ED 
unterworfen wurden. Samtliche Gelatosen 1 yo. Sie zeigen einerseits 
den stetigen Abfall von x ,  anderseits den Anstieg von aH in Versuch 
(b) und den Abfall  von aH durch die Einschaltung der positiven 
Membran (c), welche fur die A’-Formen durchlassiger ist. 
_ _  

1) Pauli und J .  Safrin, Bioch. Z. 233, 86 (1931). 
2) Ed.Goigner und Pauli, Bioch. Z. 235, 271 (1931). 

7 
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Tabelle VII. 

Gelatosen 1 x x 1 0 5  I aHx105 
- 

~ ~ 
~~~~~~~ ~~ 

1,04 

Zum Schlusse waren noch einige Besonderheiten in der Beein-  
f lussung de r  H i t zege r innung  von Seralbumin und Ovalbumin 
du rch  Neut ra l sa lz l )  anzufuhren, die auf elektrochemisch-konsti- 
tutiven Differenzen der beiden Eiweisskorper beruhen. Den ersten 
Schritt bei der Hitzedenaturierung bildet nach unserer Auffassung2) 
die Aufhebung de r  zwi t te r ion ischen  S t r u k t u r  unter wechsel- 
seitiger Absattigung und Anhydrisierung. Eine gewisse Fixierung des 
zwitterionischen Zustandes erfolgt, wie sc,hon erwiihnt, durch zu- 
gefugtes Neutralsalz untcr Ausbildung einer alternativen Gegen- 
ionenwolke. Bei Se ra lbumin  ist dies als Hemmung der Hitze- 
gerinnung unter E r h o h u n g  der Koagulationstemperatur (ATOC) 
durch Neutralsalz sehr ausgesprochen. Fig. 10 gibt solche Versuche 
wieder. 

ATo 

- 3  
- 4  

- 6  

1 2 3 4 5 6  
I 5 10 n x 102 

Fig. 10. Fig. 11. 

Anders ist das Bild beim Ova lbumin  (Fig. 11). I n  ganz niederen 
Salzkonzentrationen von wenigen 0,001-n. besteht hier gleichfalls 
LIemmung der Ko agulation, Erhohung der Koagulations t emperatur . 
Dann aber folgt mit steigendem Salzgehalt nach Passieren eines 
Naximums ein betrachtlicher Ab f a l l  der Koagulationstemperatur. 

Die Reihenfolge der Ionen C1, ClO,, NO,, SCN, SO, nach stark 
zunehmender F o r d e r u n g  de r  H i t zege r innung  entspricht der 
Reihe der Entladung und Flockungswirkung auf pos i t ives  Eiweiss. 
Demnech w&re anzunehmen, dass hier die A*-Anteile des Ovalbumins 

l) Pauli und J. Weissbrod, Koll. Beih. 12, 429 (1935). 
2, Pauli und R. Weiss, Bi0ch.Z. 233, 381 (1933). 
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die negativen Gegenionen aus deren Konzentrationen starker inakti- 
vieren. Diese Teilchen wirken dann beim Erwiirme,n als Keime fiir 
die Anlagerung von anderen und als Reschleuniger der Hitzekoagu- 
lation. Solche Keimwirkungen lassen sich schon mit 0,001 % Zusatzen 
von denaturiertem Ovalbumin zu 1 yo Ovalbumin als starke Depres- 
sion der Koagulationstemperatur nachweisen. I m  Sinne derartiger 
Mitairkung der A*-Teilchen des Ovalbumin spricht schliesslich auch 
der folgende Versuch. 

Ein durch E D  hochgereinigtes Ovalbumin zeigt bei langerem Stehen durch C0,- 
Aufnahme eine Zunahme von x als Ausdruck einer Reaktion von Aminogruppen unter 
Elektropositivierung. Durch neuerliche ED wird diese Ver&nderung ganzlich zuriick- 
gebildet. Ein solches geshndenes Ovalbumin erfahrt in der Tat eine gesteigerte Neutral- 
salzwirkung im Sinne eines starkeren Abfalles von q gegeniiber dem gleichen jedoch neuer- 
lich durch ED gereinigten Sol. Daruber belehrt Fig. 12 an einem 3,07-proz. Ovalbumin 
+ KCI, die keiner Erlauterung bedarf. 

1 A 3°/0 Oualb. 
CO, frei 

-2 ‘Qb2. - 3  -:p;;; 4 

1 2 3 4 5  

Fig. 12. 
n x lo-’ KCl 

* 

Die hier wiedergegebenen Beobachtungen und der Versuch ihrer 
inneren Verkniipfung konnen nur tastende Schritte auf einern Gebiet 
bedeuten, das der weiteren experimentellen Erforschung mannigfache 
und iiberaus interessante Aufgaben erschliessen diirfte. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat . 




