
765 

149. R. Fricke: tfber die Reinigung von Mals-Diastase durch 
Elektrodialyee und Elektrooemose (11.) '). 
[Aus d. Cheni. Institut d. Universitat Miinster i. W.] 

(Eingegangen am 18. MHrz 1924.) 
Da bei einem anderen, von her Firma E. Merck  bezogenen Praparat 

)) D i a s t a  s e a b s o 1 u t (( (ebenfalls hergestellt nach dem Verfahren von 
L i n t n e r z ) )  die fruher beschriebene R e i n i g u n g  d u r c h  E l e k t r o d i a  - 
1 y s e im Drei-zellen-Apparat bei VergrGDerung der die Fermentlosung auf- 
nehmenden Mittelzelle, sowie bei Erhohung der Konzentration der Ferment- 
liisung auf Schwierigkeiten zu stoDen schien, wurde eine systematische 
Untersuchung der Q u e l l e n  d e r  auch schon fruher beobachteten s t a r k e n  
F e r m e n  t v e r 1 u s  t e bei der Reinigung vorgenommen, die zur Moglich- 
keit der Einhaltung wesentlich gunstigerer Arbeitsbedingungen fuhrte. 

I.  Das M e m b r a n - M a t e r i a l .  
Urn zu wirklich fur M a  1 z - D i a s t a s e vollkommen undurchlassigen 

Kollodium-Membranen zu gelangen, envies es sich als erforderlich, jede 
Blaschenbildung oder sonstige Inhomogenikiit in der Eisessig-Kollodium- 
Schicht beim Ausgelatinieren in Wasser zu vermeiden 8). 'Vor allem ersteres 
hatte gewisse Schwierigkeiten. SchlieSlich gelang es mir in folgender Weise, 
ein stets einwandfreies Material zu erhalten : 

Verwandt wurde eine vollkommen klare uud bliischenfreie L6sung yo11 17 g 
KollodiumwoIle in 100ccm Eisessig f 10-12 ccm 96-proz. Alkohols. (ZUr letzlefi 
S i  ttigung verwendet man hier zweckmiifiig trocknen Kollodiumstaub.) Von dieser 
sehr ziihen - Fliissigkeit wurde eine zur Rildung der betr. Membranflache geniigande 
Menge vorsichtig auf eine genau horizontal gelagerte Glasscheibe gegosson und 
3-4 Stdn. an der Luft liegen gelassen. Die Losung breitete sich dann gleichinHBig 
aus und trocknete an der Oberfliiche etwas ein. Nach dieser Zeit wurde die Platte 
in kaltes Wasser gelegt, wo die Kollodium-Membran ausgelatinierte und sich bald 
spontan vom Glase losl8ste. Nach mehrtagigem WBssern der Membranen in destiilier- 
leni 1Vasser wurden sie so benutzt, dal3 ihre glatteste FlHche, d. h. die, welclic vor- 
h e r  der Glasplatte angelegen hattc, der Fermentlosung, die andcre dem Eleklrodeu- 
r3um zugekehrt war. 

11. Das A n o d e n - M a t e r i a l .  
Wahrend fur die Kathode ruhig ein Eisendrahtnetz Verwendung finden 

konnte, handelte es sich fur die Anode, da mir kein nunangreikbarescc Ma- 
terial zur Verfugung stand, darum, eine von Schwermetall-Verunreinigungen 
rnoglichst freie K o h  1 e zu finden. Als gut brauchbar erwiesen sich von der 
Firma G e b r. S i em e n s  & C o., Berlin-Lichtenberg, gelieferte Eleklroden 
aus kiinstliehem Graphit, die nur eine verschwindende Menge Eisen ent- 
hielten, jedenfalls vie1 weniger von diesem in Salzform fur Malz-Diastase 
sehr giftigen Material, als die friiher verwandte Lichtbogenkohle. 

111. D i e  p H - B e d i n g u n g e n .  
Als Hauptschiidigungsquelle erwiesen sich die wiihrend der EleGtro- 

dialyse im Mittelraum sich herausbildenden pH-VerhS tnisse, vor allem eine 
von der Anodenseite ausgehende und sich uber den groSeren Teil des 

1) I.: F r i c k c  und K a  j a ,  B. 57, 310 [1924]. 
2)  vergl. z. B. E u l e r ,  Khemie der Enzymecc 11, 1 [1922], S . l l l .  
3) Hauptsiichlich bei der an der Kathodenseite gebrauchten Membran, weil Cese 

durch die sich im Kalhodenraum bildende Alkalihydroxyd-Losung angegriffen wircl. 
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Mittelraumes ausdehnende, starke Sauerung. Wahrend namlich Malz-Dia- 
stase bei Zimmertemperatur im alkalischen Gebiet noch bis jenseits PH = 10 
relativ gut haltbar ist, w i d  sie im sauren Gebiet schon bei Wasserstoff- 
ionen-Konzentrationen, die nur sehr wenig uber der des Acidittitsoptimums, 
d. h. also unter PH = 4.5-4.7 liegen, stark und schnell geschaqigt. Diese 
S c u i g u n g  konnte in folgender Weise vennieden weden: 

Der Anodenraum wurde wesentlich (ca. 6-mal) grBI3er gemacht als der Kathodm- 
ram4) .  Dabei drurde die Anode, bestehend aus 3 durch Zwischenraume getrennten 
Graphitsttiben, an das luBere Ende des Anodenraumes, d. h. mdglichst weit von der 
Membran entfernt, angebracht, die aus einem Eisendrahtnetz bestehande Kathode da- 
gegen dichl neben der den Kathodenraum vom Mittelraum trennenden Mmbran. 
Ferner wurde w&hrend der Reinigung der Mittelraum dauernd krHftig g e r iih r t. Die 
Erneuerung des Wassers in den Elektrodenrtiumen geschah wieder, wie in der vorigem 
Yitteilung beschrieben, in Zeitrhmen, da kontinuierliche Dnrchspdlung k ine .  be- 
sonderen Vorteile zu bieten schien. 

Zur Kontrolle der pH-Verhfdtnisse wtihrend der Elektrolyse diente die von C 1 a r k  
und L u b s6) angegebme Reihe von Indicatorens), welchei sich zur schnellen Orien- 
tierung iiber die ungeftihre pH-Lage, wie sie hier fiir unsere prkparativen Zwecke 
geniigte, ganz ausgezeichnet bewkhrte, wobei natGrlich fiir die geged Ende der Rei- 
nigung sich herausbildende, sehr schlecht gepufferte LBsung entsprechend stark ver- 
dannle FarbstofflBsungen usw. verwandt werden muEten 7). 

Bei den einzelnen elektrodialytischen ReiGgungen waren jedesmal drei 
Phasen zu unterscheiden: In der ersten bestand keine Gefahr der siiuerung 
der Mittelzelle, da die Fermentlosung dann noch gut gepuffert war. In 
der zweiten bestand eine solche Gefahr. Die PH der urspriinglich fast ge- 
nau neutralen Fermentlosung sank dann unter 6.0-5.0. Durch rechtzeitige 
und Mufigere Beschickung des Anodenraumes mit frischem destilliertem 
Wasser konnte aber bei der oben angegebenen Anordnung PH leicht uber 
4.5 gehalten werden, und nur selten war es notig, eine Spur Natronlauge 
in die Mittelzelle zu geben8). Trotz dieser Sauerungsgefahr in der Mittel- 
zelle mubte aber auch das Wasser im Kathodenraum weiter haufiger er- 
neuert werden, da Alkali die Kollodium-Membranen angreift. 

In dieser zweiten Phase begann sich auch die vorher noch vollkom- 
nien klare Losung zu triiben und zwar zuniichst wohl hauptsachlich durch 
eine Saurefiillung von Eiweibkorpern, die bei der friiher benutzten, pri- 
mitiveren Methode eine sehr grobe Rolle spielte. Lief3 doch die neutrale, 
klare Ausgangslosung stets einen betrachtlichen Niederschlag fallen, wenn 
sie auf die fur das Ferment optimale PH von 4.5-4.7 gebracht wurde. 

In der dritten Reinigungsphase endlich waren die Elektrolyte soweit 
abgewandert und entfernt, daD, wenigstens bei den gewahlten Abmessungen 
des Troges (s. 0 . )  keine Sauerungsgefahr mehr bestand. In dieser Phase 
wurde die Beschickung beider Elektrodenraume schon nach Erreichung zu- 

4, und ca. 3-ma1 grBDer als der Mittelraurn. 
s5) vergl. z. B. M i c h a e  1 i s ))Praktikurn der physik. Chernie fur Biologenq S. 36. 

Berlin 1922, J. S p r i n g e r .  
6) Fiir Oberlassung der Indicatoren mBchte ich Hrn. Dr. W. Me v i  u s, Driv.-Doz. 

fur Botanik, auch an dieser Stelle bestens danken. 
7) Ebenso erforderte die Eigenfarbe der LBsungen entsprechende Vorsichts- 

mal3regeln. 
8)  Bei Verwendung von bis zu 2.5-proz. Ausgangslbsungen. H6here husgangs- 

konzentrationen erforderten in der zweiteu Phase erhohte Aufmerksamkeit und auch 
hlufigen Zusatz von etwas AlkaMl6sung. 
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nehmend geringerer Stromstarken (z. B. l/e--1/6 Milliampere pro qcm gegen 
Ende der Reinigung) gleichmaaig erneuert. Gegen SchluD der Reinigung 
wurde auch die Anode dicht an die betr. Membran gebracht. 

Bei Beachtung aller soeben angegebenen VorsichtsmaSregeln gelang es, 
niit Anwendung von 180-200 Volt Klemmenspannung die L i n  t n e  r -Diastase 
fast v o l l k o m m e n  v e r l u s t l o s  zu seinigen. Ich erhielt z.B. wieder, 
wie friiher, ein Praparat, das 2.4-ma1 so aktiv war, wie das Ausgangp- 
material, wahrend jedoch der Trockengehalt der Losung nur auf etwas unter- 
die Hiilfte der Ausgangslosung gesunken war, die Aktivitat im Wsungs- 
volumen sich also erhalten hatte. In der Losungg) schwammen aheT dies- 
ma1 noch sehr feine, suspendierte, rnit gewohnlichem Filter nicht abfiltkier- 
bare und sich sehr schlecht absetzende EiweiSflockchen, die bei der frii- 
heren, primitiveren Methode durc'h Saurefallung off enbar alle zu Boden 
gerissen worden waren. Der Aschengehalt des erhaltenen Praparates Wax 
<0.05 O/QIO). Zugabe von kleinen Mengen KCl oder Fermentasche zyr LBsung 
bei Erhaltung der PH steigerte die Aktivitiit nicht, sondern veminderte sie. 

Die v e r g l e i c h e n d e n  A k t i v i t a t s p r f i f u n g e n  geschahen diesmal so, daB 
wieder in jeder Beziehung vergleichbare VerdauungssHtze (gleiche StHrkemengen, 
derselbeu Ldsung entnommen, gleicher Trockengehalt an Ferment, gleiches Gesamt- 
volumen, Temperatur, ~ ~ 1 1 ) )  hergestellt und bei beiden die Zeit bis zur Erreichnng 
eines bestimmten Farbtones mit Jod gemessen wurde. Diese Zeit wurde dann tler 
betreffenden AktivitPt proportional gesetzt. Die Jodproben muBten natiwlich auch stels 
vollkommen vergleichbar angestellt werden. In unserem Falle wurden stet$ abpipet- 
tierte 2 ccm des Verdauungsansatzes mit einem Tropfen methylalkoholischer Iz/,,-Jod- 
losung versetzt. Wichtig war bei diesen Proben auck die Verwendung mdglichst homo- 
gener und klarer L6sungen der Idslichen StPrke (K a h  1 b a u m) Is). 

Die zweite Reinigung (durch Kataphorese bei neutraler Reaktiian und 
40 Volt Spannung) machte auch hier keine besonderen Schwierigkeiten, wenn 
auf die pa-Verhaltnisse geachtet iwude. So war es z .B .  bei der Weiter- 
reinigung des Praparates rnit 0.050/!0 Asche (s. 0.) noch mehrfach erforder- 
lich, das Wasser in den Elektrodemaumien zu erneuern, da noch geniigend 
Elektrolyt aus der Fermentlosung abwanderte, um in einiger Zeit im Anoden- 
raum saure und im Katholdemaum alhlische Rmktion hervorzurufen. Die 
Elektroden, von derselben Art 'wie bei der ersten Reinigung, wurden &him 
ein Stiickchen von den fur das Ferment udurchliissigen Membranen ent- 
fernt angebracht. In einem Sechs-zellen-Apparat erhielt ich aus dlem oben 
erwahnten Praparat mit <0.05°/0 Asche ein solches, das mehr als die 
6 - fa c h e  A k t i v  i t a t besaa, wie das urspriingliche Ausgangsrnaterial. Hier- 
bei ist zu erwlhnen, da8 das Ausgangsrnaterial (Diastase absolut, M e r c  k) 
schon an sich eine 5-ma1 so grol3e -4ktivitat besab, wie das friiher ver- 

9, PH war etwas fiber 6.5. 
1°j Es ist anzunehmn, daD auch der Aschengehalt, der fruher (1. c.) hesehriehenen 

reinen Priparate noch wesentlich unter lag, da die Bestimmungen nur mit klei- 
neren Mengen Substanz vorgenommen wurden.. 

n) Die pH-Einstellung auf das Optimum Mr Malz-Diastase geschah durch IICL, und 
zwar diesmal mit den Clarkschen Indicatoren B r o m p h e n o l b l a u  und M e t h y l -  
r o t ,  in der frfiheren Arbeit dagegen mit Methylorange. 

12) Die 1-proz. Ldsungen wurden hergestellt durch 20-30 Min. langes Erwgrmen 
auf dem Wasserbade unter hPufigerem Umschfitteln. Erwkmte man wesentlich 'liinger 
(2.B. einen Tag), so erhielt man nach Clem Wiederauffullen z u h  alten Volumen 
Starkeltjsungen, die betr+chtlich schneller abgebaut wurden. 
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wandte Is), trotzdeni z. B. der Bschengehalt beider der Menge nach derselbe 
war (50/,). 

Die erhaltene, ungefahr 0.1-proz. Losung des hochaktiven Materials war 
wasserklar, hielt sich aber sehr schleclit14) und lie13 schon nach wenigen 
Tagen unter starkem Nachlassen der Aktivittit einen Niederschlag fallen. 

Zu erwahnen bleibt noch, daB das Ferment sehr langsam wanderte, 
so daB eine elektroosmotische Reinigung bei neutraler Reaktion viele Tage 
dauerte. Toluol oder ein anderes Konservierungsmittel bei den Reinigungen 
zuzuseben, ist mindestens bei der ersten, solange gro13ere Stromstarken er- 
reicht werden, uberflussig, da der Stromdurchgang selbst genugend des- 
inf iziert. 

Bei einem Teil der oben beschriebenen Versuche hatte ich mich der 
Unterstutzung durch Hrn. G .  Maas zu erfreuen. 

hl u n s t e r i. Westf., den 15. MBrz 1924. 

160. Arthur Franz uud Hermann Lutrae: 
Eine neue Kohlenstoff-Bestfmmung auf nassem Wege. 

‘Aus d. Organ. Abteil. d. Zentrallaboratoriums Preiniiitz (Westhavelland 
der Kbln-Rottweil-Aktiengesellschaft.] 

(Eingegaiigen aiii 28. Mlrz 1924.) 
Es sind einige Stoffe bekannt geworden, bei denen die Verbrennung 

nach L i e  h i g versagte; fur diese kann die C-Bestimmung auf nassem Wcge 
nach M e s s i n  g e r 1) mittels Dichromats und Schwefelsaure ausgefuhrt wer- 
den, wenngleich hierbei auf die Bestimmung des Wasserstoffs verzichtet 
werden muI3. Diese Einschrankung hat jedoch nur fur die rein wissenschaft- 
liche Analyse Bedeutung. Denn in der praktischen Analyse begnugt man 
sich meistens mit der Bestimrnung eines Teiles des zu unterswhenden 
Stoff es, besonders dann, wenn es sich um Ermittlung des Reinheitsgrades 
oder der Konzentration einer Losung handelt. Fur derartige Untersuchungen 
organischer Stoffe wurde eine Bestimmung des Rohlenstoffs vollstiindig aus- 
reichen, und diese konnte nach dem M e s s i n g e r schen Verfahren oder nach 
einer seiner spateren Abwandlungen 1) gemacht werden, wenn nicht dieses 
Verfahren wegen teilweiser Bildung von Kohlenoxyd eine sehr umstandliche 
Apparatur nnd weiterhin eine sehr sorgfaltige Oberwachung des cheniischen 
Vorganges verlangte. ’ 

Ein sehr einfaches und billiges Verfahren zur B e s  t i m m u n g  v o n  
R o h l e n s t o f f  a u f  n a s s e m  W e g e ,  das auch an Forschungsstatten recht 
niitzlich werden kann, laBt sich fur w a s s e r l o s l i c h e  o r g a n i s c h e  
S t o  f I e auf die Beobachtung grunden, daB solche Stoffe beim Erwarmen 
ihrer verd. waBrigen Losungen mit P e r s u l f a t  - es wurde immer init 
dem K a l i u m s a l z  gearbeitet - quantibtiv zu K o h l e n d i o x y d  oxydiert 
werden. 

Zur Ausfuhrung der Analyse dieiit ein eiiifacher A p p a r a t , der nach tler foigen- 
den Beschreibung leicht zusammciigestellt werdal kann. Ein kurz- und weithalsiges 
Rundkblbchen von 100-1.50 ccm Inhalt wird mit eiiiem doppclt clurchbohrten Cummi- 

13) 1. c. 14) PH war ca. 6.5. 
1; 11 u I I  11 c 11 - We y 1 ,  Methoden d. organ. . Chem., 2. ,4u11., 1921, Bd. 1 ,  S. 40. 




