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RESUME.

11 est décrit une méthode de dosage de ion potassium au moyen
de la dipicrylamine. La détermination polarographique de ce réactif
geffectue facilement et avee précision. La méthode n’exige pas de
séparation, elle permet de doser le potassium dans le sérum, sur des
volumes compris entre 0,2 & 2 ecm?® avee une précision de 2 & 59
selon la prise initiale.

La précipitation du composé potassique exige 12 heures. La
durée des manipulations peut étre évaluée a4 1 hl, y compris la cal-
cination. Dans le cas de dosages en série ce temps peut encore étre
diminué.

Genéve, Laboratoire de Chimie analytique et de
Microchimie de 1’Université.

50. Die Stromungsdoppelbrechung von Natriumthymonucleinat
in Losungsmitteln verschiedener Viskositit.
von H. Schwander und R. Cerf
(7.1.51)

Aus neuerer Zeit liegen zahlreiche Messungen an Losungen von
Natriumthymonucleinat vor, mit der Zielsetzung, Form und Grosse
der Thymonucleinat-Molekeln zu ermitteln. Die meisten der ge-
briuchlichen Methoden fanden hierbei Anwendung, wie Viskositéits-
messungent), Stromungsdoppelbrechung?), Lichtstreuung?®), Messun-
gen in der Ultrazentrifuge und Diffusionsmessungen?). Is ergaben
sich dabei sehr verschiedene Werte, da bei der Isolierung ein fermen-
tativer Abbau eintritt. Dass in den Lésungen von Thymonucleinat
Kettenmolekeln vorliegen, wird besonders durch die Messungen der
Stromungsdoppelbrechung wahrscheinlich gemacht.

Viele dieser Messungen und die daraus gezogenen Folgerungen
sind mit grossen Unsicherheiten behaftet. Bei allen hydrodynami-
schen Methoden wird eine sehr starke Konzentrationsabhingigkeit
beobachtet, so dass es aus experimentellen Griinden nicht immer
moglich ist, mit geniigend verdiinnten Losungen zu arbeiten (Ultra-

1y Vilbrandt & Tennent, Am. Soc. 65, 1806 (1943); J. M. Creeth, J. M. Gulland &
D. 0. Jordan, Soc. 1947, 1141.

2) Signer, Caspersson & Hammarsten, Nature 141, 122 (1938); Wissler, Dissertation
(Bern 1940).

3y D. B. Smith & H. Sheffer, Canad. J. Research B. 28, 96 (1950).

4) Schmidt, Pickels & Levene, J. Biol. Chem. 127, 251 (1939); Tennent & Vilbrandt,
Am. Soc. 65, 424 (1943); H. Kahler, J. Phys. Coll. Chem. 52, 676 (1948); Cecil & Ogston,
Soc. 1948, 1382.
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zentrifuge, Diffusionsmessung). Die Vigkositdten von Thymonucleinat-
losungen zeigen eine so ausgeprigte Abhingigkeit vom Gradienten,
dass Messungen im Kapillarviskosimeter nicht auswertbar sind?). Auf
die Lichtstreuungsmessung werden wir weiter unten zuriickkommen.
Thymonucleinat stellt nun eine geradezu ideale Substanz fiir Stro-
mungsdoppelbrechungs-Messungen dar, indem noch viel verdiinntere
Losungen als bei den meisten iibrigen Methoden untersucht werden
konnen. Wie der eine von uns?) zeigte, kann man durch Messung der
Stromungsdoppelbrechung bei Variation der Viskositit des Lidsungs-
mittels zwischen den Grenzfillen vollig starrer bzw. statistisch ge-
knéduelter Fadenmolekeln unterscheiden. Da das Problem der Form
und Grosse der Thymonucleinat-Molekeln noch wenig geklirt ist,
haben wir entsprechende Messungen der Stromungsdoppelbrechung
auch an Natriumthymonucleinat ausgefiihrt, woriiber wir im folgen-
den berichten.

Es seien kurz die theoretischen Grundlagen dargelegt. Die Theorie
fiir eine Suspension langgestreckter starrer Teilchen, beschrieben als
Rotationsellipsoide, wurde von Sadron®) und Peterlin & Stuart?) auf-
gestellt. Sie fithrt zu folgender Beziehung fiir die Rotationsdiffusions-
konstante D: N

D= W, 5, @
(tg &), o 18t dabei die Steigung der Orientierungswinkelkurve am Ur-
sprung und im Bereich idealer Losung.

Nach F. Perrin®) steht D mit der Viskositit #, des Lisungs-
mittels, dem Volumen v und dem Achsenverhéltnis p = a/b (a grosse,
b kleine Halbachse) der Rotationsellipsoide in der Beziehung:

= 21:73‘" %E [In 2 p-0,5] (fir grosse Werte von p). (2)
T ist die absolute Temperatur. Aus (1) und (2) folgt somit:
T(tga), , o= A7p- (3

A ist eine Konstante, bestimmt durch die Form und Grosse der Teil-

chen. Fiir Rotationsellipsoide ist folglich die Grosse

D-ng

T

eine von den Versuchsbedingungen unabhingige Konstante.
Kiirzlich wurde vom einen von uns die Stromungsdoppelbre-

chung einer Suspension homogener elastischer Kugeln theoretisch be-

handelt®) und die elastische Kugel als Modell fiir eine statistisch ge-
1) Q. Vallet & H. Schwander, Helv. 32, 2508 (1949).

)
%) R. Cerf, J.Chim. Phys. 47, 663 (1950).
%) Ch. Sadron, J. de Phys. 8, 481 (1937); 9, 381 (1938).
)
)
)

6= (4)

4) A. Peterlin & H. A. Stuart, Z. Physik 112, 1 (1939).
8) F. Perrin, J. de Phys. 1934, 497; 1939, 1.
%) R.Cerf, C.r. 226, 1586 (1948); 227, 1221, 1362 (1948); Thése, Strasbourg 1950.
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kniéiuelte Fadenmolekel (undurchspiilbares Knéuel) vorgeschlagen,
eine etwas grobe Modellvorstellung, die aber den Vorteil hat, eine
strenge Behandlung zu gestatten. Man erhilt die (1) entsprechende
Beziehung 1,25 Tx

T (tg o) ux {(n0+0:4 1) - (8)

c—0"

ux ist der Schermodul bei der beliebigen Temperatur Tx und #,;; der
Koetfizient der inneren Reibung der Kugel. Der Koeffizient Tx/ux ist
konstanv.

Auf Grund der Beziehungen (1) und (5) besteht nun die Moglich-
keit, zwischen den beiden Modellen, starres Rotationsellipsoid bzw.
homogene elastische Kugel, zu entscheiden. Triagt man T(tg «),_, ; in
Abhingigkeit von %, auf, so erhilt man fiir starre Rotationsellipsoide
eine Gerade durch den Ursprung, wihrend die Theorie der elastischen
Kugel eine Gerade verlangt, die die Ordinate in einem Punkt der
Positiven Achse schneidet. Diese Verhéltnisse sind in Figur 1 veran-
schaulicht.

T/{ydé’o‘ 1 Tl a)ss
4 a /
/
L. - -~ //
T %
Fig. 1.
T {tg @), _, o in Abhiingigkeit von 7, fiir starre Rotationsellipsoide (a) bzw. homogene

elastische Kugeln (b).

Die ganze Betrachtungsweise ist qualitativer Natur und hat den
Vorteil, von einer eventuellen Polydispersitit der Priparate nicht
beeinflusst zu werden. Messungen an zwei Polystyrolen von der
Masse 140000 und 200000 ergaben ein Verhalten, wie es Gleichung (5)
fordert. Tabak-Mosaikvirus dagegen verhielt sich, wie zu erwarten
war, gemiss der Theorie von Peferlin-Stuartt).

Experimentelles.

Bei unsern Messungen benutzten wir ein Priparat?), das durch elektrometrische
Titration?), Stromungsdoppelbrechung?) und Viskositdtsmessungen?) charakterisiert wor-
den war. Als Losungsmittel wurde das System H,0-Glycerin-NaCl mit wechselndem

1) R. Cerf, J. Chim. Phys. 47, 663 (1950).

%) R. Signer & H. Schwander, Helv. 32, 853 (1949). Beziiglich Proteingebalt siehe
H. Schwander & R. Signer, Helv. 33, 1521 (1950).

3) H. Schwander & R. Cerf, Helv. 32, 2356 (1949).

4) @. Vallet & H. Schwander, loc. cit.; H. Schwander, Helv. 32, 2510 (1949).
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Glyceringehalt verwendet, das keine Eigendoppelbrechung ergibt. Bei der Herstellung
der Losungen wurde jeweils eine Losung von Thymonucleinat in Wasser?) mit abgewoge-
nen Mengen an NaCl und reinstem Glycerin des Handels versetzt.

Wenn nicht niher angegeben, sind alle Konzentrationsangaben im folgenden in
g/100 g-Losung zu verstehen. Der NaCl-Gehalt betrug stets 10%. Die Viskosititen der
Losungsmittel wurden durch Messung entsprechender Losungen in einem Ubbelokde-
Viskosimeter ermittelt. Die Konzentrationen der Lifsungen. sind Tabelle ' zu entnehmen.

Tabelle 1.
Konzentra- Konzentra (
3 - Ti,— 1
No, | tion Thymo- | W00 T boises | (bgo). 108 |@-108| [-E2=2) | 100
nucleinat mg/f{ - o o, ° c—0 Gc
100 g Losg. | > o G—0
1 20,5 : 10
2 15 5,65
5 10 58,8 0,1941 18,00 | 3,07 5.41
4 7,5 5,20
5 5 5,20
6 3 5,20
7 10 50 0,1001 14,24 | 2,00
8 5
9 15 1,88
10 10 40 0,0553 11,34 | 1,39 1,95
11 5 1,80
12 15 ‘
13 " 30 0,0340 7,29 1,33
14 20 0,97
15 15 20 0,0227 443 | 1,45 0,78
16 10 ‘ 0,75
17 20 — 0,47
18 15 — 0,0117 2,51 | 1,33 0,35
19 10 — 0,37

Die Stromungsdoppelbrechungs-Msssungen wurden mit der im Centre d’Etudes
de Physique Macromoléculaire, Strasbourg, aufgestellten Apparatur?) ausgefiihrt. Zur
Bestimmung der Orientierungswinkel bedienten wir uns bei kleinen Gradienten einer
Doppelquarzplatte nach Bravais?), bei konzentrierteren Lisungen und grésseren Gradien-
ten der Achsenkreuzmethode. Die optische Justierung erforderte besondere Sorgfalt, da
infolge der hohen Viskositat der Losungen Stérungen durch Reflexionen an den Zylinder-
winden besonders leicht eintreten kénnen?).

Alle Messungen erfolgten bei 209 C - 0,19,

1) Lange gelagerte Praparate sind hiufig in NaCl-haltigem Wasser teilweise unlos-
lich (Rekristallisationserscheinung ?). Bei Verwendung von reinem Wasser erhilt man
schnell echte Losungen.

2y Ch. Sadron, J.Phys. Radium [7] 7, 263 (1936); Schweiz. Arch. angew. Wiss.
Techn, 3, 8 (1937). 3) R. Cerf, Rev. Optique Théor. Instr. 28, 200 (1950).

4y Bjarnstahl, Z. Physik t19, 245 (1942).
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Die Orientierungswinkelkurven. Mit Ausnahme der Losungen mit 58,8%
Glycerin erwiesen sich die Orientierungswinkelkurven als konzentrationsunabhingig bis zu
einem Gehalt von 20 mg Thymonucleinat/100 g Losung. Um (8g«) ,_, o genau bestimmen
zu konnen, bemiihten wir uns, die Messungen bis zu mdoglichst kleinen Gradienten aus-
zudehnen. Durch Verwendung eines sehr viskosen Losungsmittels und der Bravais-
Doppelquarzplatte gelang es in einem Falle, eine Losung mit nur 3 mg Thymonucleinat/
100 g-Losung mit noch geniigender Genauigkeit zu messen. Die Konzentrationsunab-
hiingigkeit der Orientierungswinkel bis zur Konzentration Null erscheint dadurch sicher-
gestellt. Die Genauigkeit der Messungen ist aus Figur 2 an einigen Beispielen zu ersehen.
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Fig. 2.

Kurve 1: Losungen 2-6. e Losung 1.
Kurve 2: Losungen 9-11.
Kurve 3: Lésungen 14-16.

Das Verhalten von Orientierungswinkel und Doppelbrechung iiber einen grésseren
Gradientenbereich ist fiir die Losung 3 in Fig. 3 dargestellt.
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Fig. 3.
Losung 3. Orientierungswinkel und Doppelbrechung in einem grosseren Gradientenbereich.
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Fig. 4 stellt die Werte (tga),_, , in Abhingigkeit von 7, dar. (Der Faktor T, in
unserem Falle eine Konstante, kann weggelassen werden.)
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Fig. 4.
(tg 2), _, o in Abhéngigkei ; von 7.

Die Doppelbrechung. Die Doppelbrechung zeigt bei grésseren Gradienten die
Tendenz, einem Grenzwert zuzustreben, wie aus Fig. 3 ersichtlich. Die Doppelbrechungs-
kurven der Losungen 3, 10 und 16 (je 10 mg Thymonucleinat/100 g-Losung) sind Fig. 5
zu entnehmen. In Fig. 6 sind die Ausdriicke
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Fig. 5.
Doppelbrechungskurven der Losungen 3, 10 und 16.
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in Abhingigkeit von der Kongentration aufgetragen. Die nach Fig. € extrapolierten Werte
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Diskussion.
gemiiss der

Figur 4 lisst erkennen, dass unser Priparat sich
Theorie von Peterlin-Stuart (Gleichung 3) verhidlt, wenigstens bei
nicht zu hoher Viskositit des Lisungsmittels. Fiir die Abweichungen,
die in letzterem Falle auftreten, konnen wir noch keine Erklidrung
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geben, zumal da analoge Messungen an anderen sehr langgestreckten
Fadenmolekeln nicht vorliegenl),

Die Tatsache, dass Fadenmolekeln solch grosser Linge (siehe
unten) gich starr verhalten, scheint uns erstaunlich. Eine Erklirung
durch elektrostatische Streckungseffekte kommt bei dem hohen Neu-
tralsalzgehalt der Losungen nicht in Frage, und auch eine allfillige
sterische Behinderung der freien Drchbarkeit der Kettenglieder
diirfte kaum hinreichend sein. Eine Erklirung kann vielleicht die
Struktur der Thymonucleinat-Molekeln geben, wie sie aus roéntgeno-
graphischen Messungen gefolgert wurde?2).

Es liegen demnach Ketven vor, die abwechslungsweise aus
Phosphorsiure und Pentoseresten aufgebaut sind. Die Zuckerreste
tragen seitlich Purin- bzw. Pyrimidinbasen mit deren Ebenen senk-
recht zur Richtung der Kette und in dichter Packung, gewisser-
massen wie Scheiben aufeinandergeschichtet. Elektrometrische Titra-
tionen von Gulland und Mitarbeitern®) deuten darauf hin, dass zwi-
schen —NH,- und —OH-Gruppen benachbarter Basen Wasserstoff-
bindungen vorliegen. Auf Grund dieser Struktur liesse sich die Starr-
heit der Molekeln verstehen. Als weitere Voraussetzung verlangt die
Theorie von Peterlin-Stuart, dass dic starren Teilchen einen im Ver-
gleich zu den Dimensionen der Molekeln des Losungsmittels grossen
Querschnitt  besitzen, damit die Kontinuumsbetrachtungen der
Hydrodynamik anwendbar sind. Auch diese Forderung wird durch die
beschriebene Struktur erfillt. In Losungen von Thymonucleinat diirf-
ten demnach Fadenmolekeln als starre ,,Kornmolekeln‘ im Sinne von
Peterlin-Stuart vorliegen, ein wohl sehr seltener Fall.

Unsere Folgerungen werden noch gestiitzt durch eine qualitative
Untersuchung der Strukturviskositit des gleichen Priparatest). In
demselben Gradientenintervall, wo der Orientierungswinkel von 45°
bis gegen ca. 80° ansteigt, wird aueh der stirkste Abfall der Viskosi-
tit beobachtet. Die Strukturviskositit scheint demnach durch die
Orientierung starrer Teilchen bedingt zu sein.

Mit der Vorstellung starrer Teilchen gut vereinbar sind ferner
Messungen der Rontgenstreuung konzentrierter Losungen desselben
Priparates?®).

1) Der Raum gestattet uns nicht, niher auf die Theorie von W. Kukn & H. Kuhn
eingutretéen {W. Kuhkn & H. Kuhn, Helv. 29, 71 (1946)]. Nach dieser Theorie lasst sich
das Verhalten von (tga),_, ,in Abhéngigkeit von 7, erkliren, nicht aber die Abhingigkeit
der Doppelbrechung vom Gradienten fiir die verschiedenen Werte von 7, (Fig. 5). Es
scheint somit, dass diese Theorie (die im Widerspruch steht zu den experimentellen Er-
gebnissen an Polystyrolen; R. Cerf, loc. cit.) auch fiir die oben erwiahnten Abweichungen
keine Erklirung geben kann.

2) Astbury & Bell, Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biol. 6, 109 (1938).

3) Gulland, Jordan & Taylor, Soc. 1947, 1131.

4) G. Vallet & H. Schwander, loc. cit.

%) D. P. Riley & G. Oster, unversifentlicht.
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Dasg Verhalten der Doppelbrechung ist mit allen Theorien ver-
triglich und spiegelt die bei der Orientierung beobachtete Xonzen-
trationsabhingigkeit wider. Eine Auswertung der Doppelbrechung ist
nicht méglich, da hier die Voraussetzungen der Theorie von Peterlin-
Stuart (Abmessungen der Teilchen klein im Verhiltnis zur Wellen-
linge des Lichts) nicht erfiillt sind.

Nach der Theorie von Peterlin-Stuart sollten Orientierungs- und
Doppelbrechungskurven ungefihr parallel verlaufen. Nach Figur 3
ist dies bei dem von uns untersuchten Pridparat nicht der Fall, was
aber sehr wahrscheinlich durch Polydispersitit erklirt werden kann.
Auf Polydispersitit deutet auch die praktische Konstanz des Orien-
tierungswinkels bei hgheren Gradienten hin.

Auf Grund von Gleichung 2 lassen sich nun die Molekeldimen-
sionen abschitzen. Indem wir fir b den Wert 5 A annehmen (die
etwas willkiirliche Wahl von b hat nur geringen Einfluss auf a, wie
eine Umformung von Gleichung 2 erkennen lisst), ergibt sich fiir die
Linge L = 2a der Molekeln der Mittelwert

L ~ 8000 A.

Roéntgenographisch wurde die Faserperiode zu 3,3 A ermittelt, und
das mittlere Gewicht eines Nucleotidrests betrigt 3301). Auf Grund
dieser Daten und unter Annahme starrer Molekeln folgt fiir das
Molekulargewicht der Mittelwert

M ~ 800000.

Der Wert fiir M ist grossenordnungsmissig in Ubereinstimmung mit
neueren Messungen in der Ultrazentrifuge?).

Schliisge auf Molekelform und Masse von Thymonucleinat in
Losung wurden neulich auch von Smith & Sheffer®) aus Messungen
der Lichtstreuung gezogen. Bei Beriicksichtigung der heute gebriuch-
lichen Darstellungsmethoden fiir Thymonucleinat halten wir aber die
Voraussetzungen fiir die Anwendbarkeit der Lichtstrenungsmethode
als nicht gegeben.

Lichtstreuungsmessungen verlangen vollig reine Priparate. Alle
heute bekannten Methoden ergeben aber Priparate, die noch geringe
Mengen Protein enthalten?t), und wie Caspersson zeigte?), liegt ein
Teil des restlichen Proteins kolloidal vor und ist im Ultramikroskop
sichtbar. Lichtstreuungsmessungen wurden sogar von Caspersson zur
Bestimmung des relativen Proteingehalts der Priparate verwandt.
Wie eigene Versuche zeigten®), ist die Lichtstreuung von Thymo-
nucleinat-Lésungen sehr stark von der Vorbehandlung der Lésungen

1) Astbury & Bell, loc. cit.

2) Cecil & Ogston, loc. cit.

3) D. B. Smith & H. Sheffer, loc. cit.

4y H. Schwander & R. Signer, Helv. 33, 1521 (1950).

5) Caspersson, Biochem. Z. 270, 161 (1934).
8) H. Schwander, unveréffentlicht.
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abhingig, z. B. von der Art und Dauer einer Zentrifugierung. So ist
es auch nicht erstaunlich, wenn Smith & Sheffer in einem TFalle fir
das Molekulargewicht einen Wert von 24-10¢ fanden. Thymo-
nucleoprotein, das zu ca. 509, aus Nucleinsidure besteht, hat aber in
der Ultrazentrifuge ein Molekulargewicht von der Gréssenordnung
20000001), so dass Thymonucleinat ein Molekulargewicht von héch-
stens ca. 1000000 aufweisen sollte, in befriedigender Ubereinstim-
mung mit allen bisherigen Messungen in der Ultrazentrifuge.

Damit Messungen der Lichtstreuung an Thymonucleinat irgend-
welcher Wert beigemessen werden kann, muss der Beweis erbracht wer-
den, dass diePriparate keine kolloidalen Proteinspuren mehr enthielten.

Herrn Prof. Ch. Sadron und Herrn Prof. R. Signer danken wir fiir viele wertvolle
Diskussionen im Verlaufe dieser Arbeit. Dem einen von uns (H. Sch.) ist es eine angenehme

Pflicht, der Schweizerischen Stiftung fir Stipendien auf dem Gebiete der Chemie fiir die
Gewihrung eines Stipendiums zu danken.

Zusammenfassung.

Es werden Messungen der Stromungsdoppelbrechung eines
Thymonucleinat-Priparates im System Glyzerin — NaCl — H,O mit-
geteilt, wobei die Viskositit des Losungsmittels variiert wurde. Es
wird auf Starrheit der Thymonuecleinat-Molekeln geschlossen und auf
Grund der Theorie von Peterlin-Stuart eine Abschitzung der Molekel-
dimensionen gegeben. Lichtstreuungsmessungen anderer Autoren
werden kritisiert.

Strasbourg, Centre d’Etudes de Physique
Macromoléculaire.

51. Eschscholtzxanthin und Anhydro-eschscholtzxanthin

von P. Karrer und E. Leumann.
(10. 1. 51.)

Vor einigen Jahren konnte H. H. Strain?) in den Bliitenblittern
von Eschscholtzia ecalifornica Zeaxanthin, Xanthophyll sowie Ca-
rotinoid-epoxyde nachweisen und ein neues Carotinoid, das Esch-
scheltzxanthin, in betriachtlicher Ausbeute kristallisiert isolieren.
Letzteres wurde auch in anderen Eschscholtziaarten nachgewiesen,
80 z. B. in Hschscholtzia lemmonit, wo es gleichfalls in grosseren Mengen
angetroffen wird.

Fir das Eschscholtzxanthin hat Strain?) die Bruttoformel
C,0H;, £+ 20, angegeben. Die beiden Sauerstoffatome wurden durch

1 R. 0. Carter, Am. Soc. 63, 1960 (1941).
2) H. H. Strain, J. Biol. Chem. 123, 425 (1938).





