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140, R. Fricke: Uber die Reinigung von Malz-Diastase durch
Elektrodialyse und Blektroosmose (II.)Y).
[Aus d. Chem, Institut d. Universitit Minster i. W.]
(Eingegangen am 18, Marz 1924,)

Da bei einem anderen, von der Firma E. Merck bezogenen Priiparat
sDiastase absolut« (ebenfalls hergestellt nach dem Verfahren von
Lintner?)) die frither beschricbene Reinigung durch Elektrodia-
lyse im Drei-zellen-Apparat bei VergroBerung der die Fermentlosung auf-
nehmenden Mittelzelle, sowie bei Erhéhung der Konzentration der Ferment-
losung auf Schwierigkeiten zu stoBen schien, wurde eine systematische
Untersuchung der Quellen der auch schon frither beobachteten starken
Fermentverluste bei der Reinigung vorgenommen, die zur Méglich-
keit der Einhaltung wesentlich giinstigerer Arbeitsbedingungen fiihrte.

I. Das Membran-Material

Um zu wirklich fir Malz-Diastase vollkommen undurchlissigen
Kollodium-Membranen zu gelangen, erwies es sich als erforderlich, jede
Blischenbildung oder sonstige Inhomogenitit in der Eisessig-Kollodium-
Schicht beim Ausgelatinieren in Wasser zu vermeiden?). ‘Vor allem ersteres
hatte gewisse Schwierigkeiten. SchlieBlich gelang es mir in folgender Weise,
ein stets einwandfreies Material zu erbalten:

Verwandt wurde eine vollkommen klare und blaschenfreic Losung von 17g
Kollodiumwolle in 100ccm Eisessig 4 10—12ccm  96-proz. Alkohols. (Zur letzien
Sittigung verwendet man hier zweckmiBig trocknen Kollodiumstaub,) Von dieser
sehr zihen- Fliissigkeit wurde eine zur Bildung der betr. Membranfliche geniigende
Menge vorsichtig auf eine genau horizontal gelagerte Glasscheibe gegossen und
3—4 Stdn, an der Luft liegen gelassen, Die Losung breitete sich dann gleichiniig
aus und trocknete an der Oberfliche etwas ein. Nach dieser Zeit wurde die Platte
in kaltes Wasser gelegt, wo die Kollodium-Membran ausgelatinierte und sich bald
spontan vom Glase losloste. Nach mehrtigigem Wissern der Membranen in destillier-
lem Wasser wurden sie so benutzi, dafl ihre glatteste Flache, d. h. die, welche vor-
her der Glasplatte angelegen hatte, der Fermentlgsung, die andere dem Eleklroden-
raum zugekehrt war.

II. Das Anoden-Material

Wihrend fiir die Kathode ruhig ein Eisendrahtnetz Verwendung finden
konnte, handelte es sich fiir die Anode, da mir kein »unangreifbares« Ma-
terial zur Verfiigung stand, darum, eine von Schwermetall-Verunreinigungen
moglichst freie Kohle zu finden. Als gut brauchhar erwiesen sich von der
Firma Gebr. Siemens & Co., Berlin-Lichtenberg, gelieferie Elektroden
aus kiinstlichem Graphit, die nur eine verschwindende Menge Eisen ent-
hielten, jedenfalls viel weniger von diesem in Salzform fiir Malz-Diastase
sebhr giftigen Material, als die frither verwandte Lichtbogenkohle.

IIl. Die pg-Bedingungen.
Als Hauptschidigungsquelle erwiesen sich die wihrend der Elektro-
dialyse im Mittelraum sich herausbildenden py-Verhiltnisse, vor allem eine
von der Anodenseite ausgelende und sich iiber den groBeren Teil des

1) I.: Fricke und Kaja, B. 57, 310 [1924],

2y vergl. z. B. Euler, »Chemie der Enzyme« II, 1 (1922}, S.111,

3y Hauptsachlich bei der an der Kathodenseite gebrauchten Membran, weil dlese
durch die sich im Kalthodenraum bildende Alkalihydroxyd-Losung angegriffen wird.
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Mittelraumes ausdehnende, starke Siuerung. Wihrend nimlich Malz-Dia-
stase bei Zimmertemperatur im alkalischen Gebiet noch bis jenseits py =10
relativ gut haltbar ist, wird sie im sauren Gebiet schon bei Wasserstoff-
ionen-Konzentrationen, die nur sehr wenig iiber der des Acidititsoptimums,
d.h. also unter py=4.5—4.7 liegen, stark und schnell geschidigt. Diese
Schidigung konnte in folgender Weise vermieden werden:

Der Anodenraum wurde wesentlich (ca. 6-mal) gréBer gemacht als der Kathoden-
raum#$), Dabei wurde die Anode, bestehend aus 3 durch Zwischenriume getrennten
Graphitstiben, an das duBere Ende des Anodenraumes, d. h. méglichst weit von der
Membran entfernt, angebracht, die aus einem Eisendrahtnetz bestehende Kathode da-
gegen dichl neben der den Kathodenraum vom Mittelraum trennenden Membran.
Ferper wurde wahrend der Reinigung der Mittelraum dauernd kraftig gerihrt. Die
Erneuerung des ‘Wassers in den Elektrodenriumen geschah wieder, wie in der vorigen
Mitteilung beschrieben, in Zeitraumen, da kontinuierliche Durchspiillung keine- be-
sonderen Vorteile zu bieten schien,

Ziar Kontrolle der pg-Verhaltnisse wahrend der Elektrolyse diente die von Clark
und Lubsb) angegebene Reihe von Indicatoren®), welche sich zur schnellen Orien-
tierung iber die ungefihre py-Lage, wie sie hier far unsere préiparativen Zwecke
genigte, ganz ausgezeichnet bewahrte, wobei naturlich fir die gegen Ende der Rei-
nigung sich herausbildende, sehr schlecht gepufferte Losung entsprechend stark ver-
diinnie Farbstoffldsungen usw. verwandt werden muBten 7).

Bei den einzelnen elektrodialytischen Reinigungen waren jedesmal drei
Phasen zu unterscheiden: In der ersten bestand keine Gefahr der Siuerung
der Mittelzelle, da die Fermentlésung dann noch gut gepuffert war. In
der zweiten bestand eine solche Gefahr. Die py der urspriinglich fast ge-
nau neutralen Fermentldsung sank dann unter 6.0--5.0. Durch rechtzeitige
und hiufigere Beschickung des Anodenraumes mit frischem destilliertem
Wasser konnte aber bei der oben angegebenen Anordnung py leicht tiber
4.5 gehalten werden, und nur selten war es nétig, eine Spur Natronlauge
in die Mittelzelle zu gebens). Trotz dieser Siuerungsgefahr in der Mittel-
zelle muBte aber auch das Wasser im Kathodenraum weiter hiufiger er-
neuert werden, da Alkali die Kollodium-Membranen angreift.

In dieser zweiten Phase begann sich auch die vorher noch vollkom-
men klare Losung zu triiben und zwar zunichst wohl hauptsichlich durch
eine Siurefillung von EiweiBkorpern, die bei der friiher benutzten, pri-
mitiveren Methode eine sehr groBe Rolle spielte. LieB doch die neutrale,
klare Ausgangslosung stets einen betrdchtlichen Niederschlag fallen, wenn
sie auf die fiir das Ferment optimale py von 4.5—4.7 gebracht wurde.

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

%) und ca. 3-mal grofler als der Mittelraum.

%) vergl. z.B. Michaelis »Praktikum der physik. Chemie fiir Biologen«, S.36.
Berlin 1922, J. Springer.

6) Fiir Uberlassung der Indicatoren mochte ich Hrn. Dr, W. Mevius, Priv.-Doz.
fir Botanik, auch an dieser Stelle bestens danken.

%) Ebenso erforderte die Eigenfarbe der Losungen entsprechende Vorsichts-
maBregeln.

8) Bei Verwendung von bis zu 25-proz. Ausgangslosungen. Hohere Ausgangs-
konzentrationen erforderten in der zweiten Phase erhdhte Aufmerksamkeit und auch
hiufigen Zusatz von etwas Alkalilosung.
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nehmend geringerer Stromstirken (z.B. 1/,—1/; Milliampere pro gem gegen
Ende der Reinigung) gleichmiBig erneuert. Gegen SchluB der Reinigung
wurde auch die Ancde dicht an die betr. Membran gebracht.

Bei Beachtung aller soeben angegebenen VorsichtsmaBregeln gelang es,
mit Anwendung von 180—200 Volt Klemmenspannung die Lintner -Diastase
fast vollkommen verlustlos zu reinigen. Ich erhielt z. B. wieder,
wie frither, ein Priparat, das 2.4-mal so aktiv war, wie das Ausgangs-
material, wihrend jedoch der Trockengehalt der Losung nur auf etwas unter
die Hilfte der Ausgangslosung gesunken war, die Aktivitdt im Losungs-
volumen sich also erhalten hatte. In der Losung?) schwammen aber dies-
mal noch sehr feine, suspendierte, mit gewohnlichem Filter nicht abfiltrier-
bare und sich sehr schlecht absetzende EiweiBflockchen, die bei der frii-
heren, primitiveren Methode durch Siurefillung offenbar alle zu Boden
gerissen worden waren. Der Aschengehalt des erhaltenen Priparates war
<20.059/,10). Zugabe von kleinen Mengen KCl oder Fermentasche zyr Ldsung
bei Erhaltung der py steigerte die Aktivitit nicht, sondern verminderte sie.

Dic vergleichenden Aktivitdtsprifungen geschahen diesmal so, daB
wieder in jeder Beziehung vergleichbare Verdauungssitze (gleiche Stirkemengen,
derselben Losung entnommen, gleicher Trockengehalt an Ferment, gleiches Gesamt-
volumen, Temperatur, pg 1)) hergestellt und bei beiden die Zeit bis zur Erreichung
eines bestimmten Farbtones mit Jod gemessen wurde, Diese Zeit wurde dann der
beireffenden Aktivitat proportional gesetzt, Die Jodproben muBten natarlich auch stets
vollkommen vergleichbar angestellt werden. In unserem Falle wurden stets abpipet-
tierte 2ccm des Verdauungsansatzes mit einem Tropfen methylalkoholischer n/y;-Jod-
losung versetzt. Wichtig war bei diesen Proben auchk die Verwendung mdglichst homo-
gener und klarer Losungen der 16slicben Stirke (Kahlbaum)1®),

Die zweite Reinigung (durch Kataphorese bei neutraler Reaktion und
40 Volt Spannung) machte auch hier keine besonderen Schwierigkeiten, wenn
auf die py-Verhiltnisse geachtet wurde. So war es z.B. bei der Weiter-
reinigung des Priparates mit 0.05%, Asche (s. 0.) noch mehrfach erforder-
lich, das Wasser in den Elektrodenrdumen zu erneuern, da noch geniigend
Elektrolyt aus der Fermentlisung abwanderie, um in einiger Zeit im Anoden-
raum saure und im Kathodenraum alkalische Reaktion hervorzurufen. Die
Elektroden, von derselben Art wie bei der ersten Reinigung, wurden .hier
ein Stiickchen von den fiir das Ferment undurchlissigen Membranen ent-
fernt angebracht. In einem Sechs-zellen-Apparat erhielt ich aus dem oben
erwihnten Priparat mit <C0.059, Asche ein solches, das mehr als die
6-fache Aktivitit besaB, wie das urspriingliche Ausgangsmaterial. Hier-
bei ist zu erwihnen, dal das Ausgangsmaterial (Diastase absolut, Merck)
schon an sich eine 5-mal so groBe Aktivitit besaB, wie das friither ver-

9 pyg war etwas iiber 6.5.

10) Es ist anzunehmen, daB auch der Aschengehalt, der frither (1.c,) beschriebenen
reinen Priparate noch wesentlich unter 190/, lag, da die Bestimmungen nuyr mit klei-
neren Mengen Substanz vorgenommen wurden,

11) Die pg-Einstellung auf das Optimum for Malz-Diastase geschah durch HC}, und
zwar diesmal mit den Clarkschen Indicatoren Bromphenotblau und Methyl-
rot, in der friuheren Arbeit dagegen mit Methylorange.

12y Die 1-proz. Losungen wurden hergestellt durch 20—30 Min. langes Erwirmen
auf dem Wasserbade unter hiufigerem Umschiitteln. Erwirmte man wesentlich langer
(z.B, einen Tag), so erhielt man nach dem Wiederauifiillen zutn alten Volumen
Starkelosungen, die betrachtlich schneller abgebaut wurden,
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wandte13), trotzdem z.B. der Aschengehalt beider der Menge nach derselbe
war (59,). 7

Die erhaltene, ungefihr 0.1-proz. Losung des hochaktiven Materials war
wasserklar, hielt sich aber sehr schlecht14) und lieB schon nach wenigen
Tagen unter starkem Nachlassen der Aktivitit einen Niederschlag fallen.

Zu erwihnen bleibt noch, daf das Ferment sehr langsam wanderte,
so dafB eine elektiroosmotische Reinigung bei neutraler Reaktion viele Tage
dauerte. Toluol oder ein anderes Konservierungsmittel bei den Reinigungen
zuzusetzen, ist mindestens bei der ersten, solange gréBere Stromstirken er-
reicht werden, berfliissig, da der Stromdurchgang selbst geniigend des-
infiziert.

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

Minster i. Westf.,, den 15. Mirz 1924.

160. Arthur Franz und Hermann Lutze:

Bine neue Kohlenstoff-Bestimmung auf nassem Wege.
‘Aus d. Organ. Abteil. d. Zentrallaboratoriums Premnitz (Westhavelland;
der Koln-Rottweil-Aktiengesellschaft.]

(Eingegangen am 28.Marz 1924)

Es sind einige Stoffe bekannt geworden, bei denen die Verbrennung
nach Liebig versagte; fiir diese kann die C-Bestimmung auf passem Wege
nach Messinger!) mittels Dichromats und Schwefelsiure ausgefithrt wer-
den, wenngleich hierbei auf die Bestimmung des Wasserstoffs verzichtet
werden mufl. Diese Einschrinkung hat jedoch nur fiir die rein wissenschaft-
liche Analyse Bedeutung. Denn in der praktischen Analyse begniigt man
sich meistens mit der Bestimmung eines Teiles des zu untersuchenden
Stoffes, besonders dann, wenn es sich um Ermittlung des Reinheitsgrades
oder der Konzentration einer Losung handelt. Fiir derartige Untersuchungen
organischer Stoffe wiirde eine Bestimmung des Kohlenstoffs vollstindig aus-
reichen, und diese kdnnte nach dem Messingerschen Verfahren oder nach
einer seiner spiteren Abwandlungen!) gemacht werden, wenn nicht dieses
Verfahren wegen teilweiser Bildung von Kohlenoxyd eine sehr umstindliche
Apparatur und weiterhin eine sehr sorgfiltige Uberwachung des chemischen
Vorganges verlangte.

Ein sehr einfaches und billiges Verfahren zur Bestimmung von
Kohlenstoff auf nassem Wege, das auch an Forschungsstitten recht
nitzlich werden kann, liBt sich fir wasserlosliche organische
Stoffe auf die Beobachtung griinden, daB solche Stoffe beim Erwirmen

ihrer verd. wilrigen Ldsungen mit Persulfat — es wurde immer mit
dem Kaliumsalz gearbeitet - quantitativ zu Kohlendioxyd oxydiert
werden.

Zur Ausfihrung der Analyse dient ein cinfacher Apparat, der nach der folgen-
den Beschreibung leicht zusammcngestellt werden kann. Ein kurz- und weithalsiges
Rundkélbchen von 100—150 cem Inhalt wird mit einem doppelt durchbohrten Gummi-

13 l.ec. 14y pg war ca. 6.5,
1 Houben-Weyl, Methoden d. organ..Chem., 2 Aufl, 1921, Bd.1, S, 40.





