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4. Die Dissoziationskonstante K, der Enzym- Substratverbindung 
bei der gereinigten Nieren-Phosphatase hangt vom p, und von der 
Pufferlosung ab. K, ist unterhalb pH = 9,0 klein und steigt nach der 
alkalischen Seit'e stark an. Bei gleichem pa ist Ks in NH,/NH,Cl 
kleiner und in Veronal-Na- Soda/HCl grosser als in Veronal-Na/HCl. 

5. Die Variabilitat yon K, erklart die hier bestatigte Verschie- 
bung des p,-Optimums nach dem Neutralpunkt zu bei abnehmender 
Substratkonzentration. 

6. Die Rnalyse der p,-Aktivitatskurve, betrachtet als Rmpholyt- 
Dissoziationsrestkurve, ergiht fur die Saure- und Basen-Disso- 
ziationskonstante, welche den Verlauf bestimmen, niiherungsweise 
folgende Werte : 

Nieren-phosphatase gereinigt : pICa = 9,33-9,42, pICd = 8,99- 
9,07. Serumphospliatase pK, = 9,56-9,62, pKbr = 9,03-9,O8 (in Vero- 
nal-Na- Soda/HCl). Der von obiger Annahme abweichende, asym- 
metrische experimentelle Kurvenverlauf wird auf Grund der Varia- 
bilitat von K, zu deuten versucht. 

Herrn Prof. I .  Abelin, der diese Untersuchungen rnit Ratschlagen und Wohlwollen 
gefordert hat, sei an dieser Stelle hcrzlich gedankt. Herrn Prof. W .  Wilbrandt schulde 
ich Dank fur Rat  und Kritik, insbcsondere fur die bereitwillige Uberlassung der auf 
Seite 2278 wiedergegebenen Ableitung. 

Bern, Medizinisch-chemisches Institut der Universitat. 

294. Nachweis der Citrullinbildung in Mitochondriensuspensionen 
und Gewebsschnitten aus Leber durch Papierchromatographiel) 

von A. F; Miiller und F; Leuthardt. 
(23. IX. 49.) 

Im Verlaufe unserer Tintersuehungen uber die biologische 
Citr~llinsynthese~) versuchten wir, das Citrullin auch mittels der 
Papierchromatographie nachz~weisen~).  Wir hielten uns dabei vor 
allem an die Angaben von C. fi. Drnt4). Wir verwendeten eine mit 
Wasser gesattigte Phenollosung. Es zeigte sich aber, dass auch ziem- 
lich betriichtliche Citrullinmengen auf dem Chromatogramm nicht in 
Erscheinung treten. In  Versuchcn mit Mitochondriensusperisionen, in 

1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe der Fritz Hoffmann-La Roche-Stiftung zur For- 
derung wissenschaftlicher Arbeitsgemeinschaften in der Schweiz ausgcf uhrt, der wir fur  ihre 
Unterstutzung den besten Dank aussprechen. 

2) F.  Leuthardt und A. F.  Muller, Expcr. 4, 478 (1928); F. Lsuthrcrdt, A. F.  &Fuller 
und H.  Nielsen, Helv. 32, 744 (1949). 

3) R. Consden, A .  H .  Gordon und A. J .  P. Martin, Biochem. J. 38, 224 (1944). 
4) C. E. Dent, Biochcm. J. 43, 169 (1948). 
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denen besonders vie1 Citrullin in der Versuchslosung angehiiuft wird, 
ist es uns aber dennoch gelungen, das Citrullin eindeutig auf dem 
Chromatogramm nachzuweisen. Die genauere Untersuchung zeigte, 
dass da;s Citrullin bei der Papierchromatograqhie rnit Phenol und 
besonders bei Gegenwart von Elektrolyten derart verandert wird, 
dass es mit Ninhydrin nicht mehr reagiert. Der aus dem Citrullin 
entst,ehende Korper (oder eines der Reaktionsprodukte) gibt aber 
noch die Reaktion mit dem Ehrlich'schen Aldehydreagens (p-Di- 
methyl-aminobenzaldehyd) l). Wir konstatierten in unseren Ver- 
suchen ebenfalls die bereits bekannte Tatsache, dass bei Gegenwart 
von Salzen die Abgrenzung der Ninhydrinflecken schlech ter ist und 
dass Tendenz zur Bildung langgezogener Schlieren (,,tailing") besteht,. 

Weit,er versuchten wir, das Citrullin nachzuweisen (ohne Nin- 
hydrinbehandlung), indem wir aus Blindchromatogrammen die dem 
Citrullin entsprechende Stelle ausschnitten, das Phenol aus den 
Papierstreifen durch 10-stundige kontinuierlic,he Extraktion rnit 
Renzol entfernten, das Citrullin durch Wasser in Losung brachten 
und anschliessend die Bestimmung rnit dem Diacetylmonoxim (Me- 
thode von Gornall und Hunter2), modifiziert von ArchibaZd3)) aus- 
fuhrten. Es gelang uns nicht, die dem Citrullin entsprechende typische 
rosarote Farbe zu erhalten, sondern unsere Losung war gelb, was 
moglicherweise auf der Gegenwart von Spuren von Phenol oder 
einem Reaktionsprodukt des Citrullins beruht,, das rnit dem Diacetyl- 
monoxim nicht mehr die typische rosarote, sondern eine gelbe Y&r- 
bung gibt, wie z. B. der Harnstoff. Ob es sich tatsiichlich um Harn- 
stoff handelt,, der im Verlaufe des Chromatographierens aus dem 
Citrullin entstanden sein konnte, ist nicht leicht zu entscheiden, da, 
Harnstoff denselben R,-Wert wie Citrullin besitzt. 

Auf der Suche nach anderen Losungsmitteln fanden wir, dass 
mit Wasser gesiittigte iso-Buttersiiure Citrullin, Ornithin und Glut- 
aminsaure genugend trennt, und dass in diesem Losungsmittel 
Citrullin auch bei Gegenwart von Elektrolyten nicht zerstort wird. 
Die Flecken werden abe,r in salzhaltigen Losungen so stark in die 
Lange gezogen (,,tailing"), dass eine eindeutige Trennung auch nicht, 
mehr moglich ist. 

Angeregt durch eine Diskussion rnit Dr. GornaZZ haben wir kurz- 
lich diese Versuche wieder aufgenommen und versucht, auch die 
kleinen Citrullinmengen chromatographisch nachzuweisen, die bei 
Versuchen mit Gewebsschnitten in die Suspensionsflussigkeit diffun- 
dieren. Wir gingen dazu uber, vorgangig der Chromatographie die 
Elektrolyte durch Elekt'rodialyse aus der Losung zu entfernen. 
Citrullin bleibt als amphotere Substanz in der Mittelkammer, wenn 

l) C .  E .  Dent, Biochem. J. 43, 169 (1948). 
z ,  A. G .  Cornall und A. Hunter, Biochem. J. 35,  650 (1941). 
3, R. M .  Archibald, J. Biol. Chem. 156, 121 (1944). 
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die Dimensionen des Anoden- und Kathodenraumes geeignet gewahlt 
werden. 

Man kann auf diese Weise tatsachlich die Salze so weit entfernen, 
dass sich auch kleine Mengen Citrullin sowohl im iso-Buttersaure- wie 
auch im Phenol-chromatogramm noch nachweisen lassen. Es ist uns 
mit dieser Methode gelungen, das Citrullin in Versuchen rnit Gewebs- 
schnitten eindeutig im Chromatogramm zur Darstellung zu bringen. 

Figur 1 und 2 zeigen zwei typische Chromatogramme. Man er- 
kennt in Figur 1 neben dem Citrullin leicht das im Uberschuss zuge- 
setzte Ornithin. Man erhalt die gleichen Bilder, wenn man statt der 
Ureidoglutarsaure die Glutaminsaure verwendet. 

Fig. 1. Fig. 2. 
Fig. 1. C i t r ul l in  b i ldun  g i n  d e n  Mi t o c h r  o n d r  ien. Ornithin 0,0067-m., NH, 0,067-m., 
a-Ureidoglutarsaure 0,013-m., Phosphatpuffer pH 7,0,0,02-m., Magnesiumsulfat 0,0067-m., 
A.T.P. 0,00033-m., Hgdrogencarbonat 0,013-m. Ansatze 1 und 4 enthalten ausserdem 
noch Glutaminsaure 0,00033-m., Kaliumchlorid bis zur Isotonie. Mitochondriensuspension 
3 mg N pro Ansatz (3 (3111,). Gasatmosphare 95% 0, und 5% CO,. Versuchsdauer 30 Mi- 
nuten. Die colorimetrische Citrullinbestimmung ergab einen Wert von 13 pm pro Ansatz. 
Losungen wie im Text angegeben mit Alkohol enteiweisst und mit Chloroform entmischt. 
1 und 2 : Chromatogramm mit Phenol. Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd (Gelb- 
farbung). 3 : Kontrollchromatogramm mit Citrullinlosung. 4 und 5 : Reaktion rnit Ninhydrin. 
Fig. 2. Cit ru l l inb i ldung i n  Gewebsschni t ten.  Onithin 0,0067-m., NH, 0,0067-m., 
Natriumpyruvat 0,27-m., Hpdrogencarbonatmilieunach Krebsl). Gesamtvolumen 3 cm3. (Im 
ganzen 8 parallele Ansatze.) Gasatmosphtire 95% 0, und 5% CO,. Versuchsdauer 90 Mi- 
nuten. Die colorimetrische Citrullinbestimmung ergab einen Wert von l pm pro Ansatz. 
Alle Ansatze wurden nach der Inkubation vermischt, die Losung wie im Text angegeben 
mit Alkohol enteiweisst und mit Chloroform entmischt, die wasserige Phase neutralisiert, 
im Vakuum eingeengt und dann elektrodialysiert. 1 : Chromatogramm mit Phenol. 

2 : Chromatogramm der gleichen Losung mit Zusatz von Citrullin. 

1) H .  A .  Krebs und K .  Henselei!, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932). 
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Bei den Versuchen mit Gewebsschnitten treten im Chromato- 
gramm verschiedene Flecken auf, m-elche die Identifizierung des 
Citrullins erschweren. Teilweise handelt es sich um Substanzen, die 
im Gewebe praformiert sind, teilweise um solche, die wahrend der 
Inkubation der Schnitte entstehen. Wir haben sie im einzelnen nicht 
identifiziert. I n  den meisten Chromatogrammen ist Glutaminsaure 
erkennbar, die, sofern sie nicht im Gewebe vorgebildet ist, aus dem 
zugesetzten Pyruvat entstehen kannl). Sie verbleibt bei der Elektro- 
dialyse in der Mittelkammer, sofern die Reaktion im Anodenraum 
genugend sauer gehalten wird. Bei dem in Figur 2 uber dem Citrullin 
erkcnnbaren Flecken handelt es sich wahrscheinlich um Alanin, das 
leicht am dem zugesetzten Pyruvat entstehen kann. 

Experimenteller Teil. 
Methodik .  

T i e r m a t e r i a l .  Mit Fleisch ernahrte Albinoratten im Gewicht von 100-180 g. 
Die Tiere wurden in der Verdauungsperiode getotet, weil es sich zeigte, dass unter diesen 
Bedingungen die hochsten Citrullinwerte erhalten werden. 

Go w e b s s c h n i  t t e . Diese wurden freihandig mit dem Rasiermesser hergestellt und 
pro Ansatz eine Menge von 30-40 mg Trockengewicht verwendet und vor dem Versuch 
viermal mit der Salzlosung gewaschen. Wir arbeiteten mit dem Hydrogencarbonatpuffer 
nach Krebs und HenseleiP), sattigten mit Sauerstoff, der 576 CO, enthielt und schiittelten 
die Schnitte wahrend 90 Minuten bei 38O. 

D a r s t e l l u n g  d e r  Mitochondriensuspension,  Mil ieu,  Versuchsdauer .  
Wir verweisen auf unsere friihere Mit te i l~ng~).  

S u b s t a n z e n .  Die meisten verwendeten Produkte wurden von F.  Hoffmann- 
L a  Roche, Basel, bezogen. a-Ureidoglutarsaure wurde aus L( + )-Glutaminsaure und 
Kaliuincyrlnat nach hekannten Methoden dargestellt, A.T.P. wurde nach Needham 
unter Beriicksichtigung der Angaben von Le Page bereitet4). 

A n a l y t i s c h e  Methoden .  
Extraktion der Aminosauren. Nach den Angaben von Awapara5) wurde anschlies- 

send an die Inkubation der Ansatz mit dem vierfachen Volumen kaltem Alkohol ver- 
mischt, zentrifugiert, dekantiert und das vierfache Volumen Chloroform zugegeben. 
Die iibcrstehende wasserige Phase, welche die Aminosauren cnthalt, wurde abpipettiert, 
durch Eindampfen konzentriert und dann eine kleine Menge (ca. 30-40 mm3) zur 
Chromatographie auf den Papierstreifen aufgetragen. In den Versuchen mit Gewebs- 
schnitten wurde die abpipettierte wasserige Losung zur Entfernung der Elektrolyte der 
Elektrodialyse unterworfen und dann konzentriert. 

Chromatographie .  1%- hielten uns im grossen und ganzen an die Angaben von 
Dente). Es wurde eine mit Wasser gesattigte Phenollosung verwendet. Das Standgefass 
enthielt in einer separaten Schale eine NaCK-Losung und vor Beginn wurden 4 Tropfen 

1) H .  Fahrliinder, H.  Nielsen und F .  Leuthardt, Helv. 31, 957 (1948). 
2) H .  A .  Krebs und K.  Henseleit, Z. physiol. Ch. 210, 33 (1932). 
3) F .  Leuthardt und A.  P. Hiiller, Exper. 4, 478 (1948); F.  Leuthardt, A.  F.  Muller, 

4) 0. A. Le Page in W .  W .  Umbreit, R. H .  Burris und J .  F .  Stauffer, Manometric 

5,  J .  Azcapaaru: Arch. Biochem. 19, 173 (1948). 
6, C. E. Dent, Biochem. J. 43, 169 (1948). 

und H .  Nielsen, Helv. 32, 744 (1949). 

techniques and related methods. Burgess Publ. Comp., Minneapolis 1945. 
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konzentrierten Ammoniaks den Wanden des Gefasses entlang laufen gelassen. Wir ar- 
beiteten mit Whatman-Papier Nr. 1 bei Zimmertemperatur und liessen irn allgemeinen 
die Streifen zur Trennung der Aminosauren wahrend 12-14 Stunden in der Phenol- 
losung. In anderen Versuchen verwendeten wir mit Wasser gesattigte iso-Butterslure. 
Hier ist in vermehrtem Masse darauf zu achten, dass die Atmosphare immer gut mit 
dem Losungsmittelgemisch gesattigt ist. Als Reagens zum Nachweis der Aminosauren 
bedienten wir uns einer 0,l  -proz. Ninhydrinlosung in iso-Propylalkohol, zum Nachweis 
der Harnstoffgruppe des Citrullins ausserdem einer 5-proz. Losung von p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd in normaler HCll). 

E l e k t r o d i a l y s e .  Die Dimensionen des verwendeten einfachen Dialyseapparates 
sind aus Pigur 3 ersichtlich. Er ist von dem von Consden und Mitarbeitern beschriebenen 
Apparat etwas verschieden2). Die drei Kammern waren durch Ccllophanmembranen 
gegeneinander abgeschlossen. Der Kathodenraum enthielt zur Fixierung der Kationen 
etwas Quecksilber. Zu Beginn wurde die Fliissigkeit im Anodenraum ijfters durch dcstil- 
liertes Wasser ersetzt, wobei darauf geaclitet wurde, dass die Reaktion geniigend sauer 
blieb. Neuerdings sind wir dazu iibergegangen, den Anodenraum kontinuierlich mit 
n/6000 HC1 zu durchstromen. Im Verlauf der Dialyse wurde die angelegte Spannung 
bis auf 40 Volt erhoht. 

0 5 cm 

Cellophan- 
mem branen 

Fig. 3 .  
E l e k t r o d i a l y s e a p p a r a t .  

Ci t ru l l inbes t imniung.  Ein aliqiioter Teil des Ansatzes wurde nach der In- 
kuht ion  mit einem gleichen Teil 10-proz. Trichloressigsaure enteiweisst,, zentrifugiert 
und im Uberstehenden das Citrullin nach der Methode von Cornall und Hunter3), Modi- 
fikation von ArehibaZd4), bestimnit. 

Schluss fo lgerungen  u n d  Zusammenfassung .  

Suspensionen von Lebermitoclirondricn oder Gewebsschnitte aus 
Leber bilden bei Gegenwart der notwendigen Substrate eine Sub- 
stanz, die bei der Papierchromatographie den gleichen R,-Wert zeigt 
wie Citrullin. Iliese Substanz gibt mit Ninhydrin die Reaktion der 
a-Aminosauren und farbt sich (bei geniigender Konzentration) mit 
p-Dimethyl-aminobenzaldehyd gelb. Soweit die Papierchromato- 
graphie die Identifizierung von Aminosauren gcstattet, mussen wir 
daher annehmen, dass es sich tatsachlich urn Citrullin handelt. 

l) C. E.  Dent, Biochem. J. 43, 169 (1948). 
2, R. Consden, A. H .  Gordon und A.  J .  P. Martin, Biochem. J. 41, 590 (1947). 
3, A.  G. GornaZZ und A. Hunter, Biochem. J. 35, 650 (1941). 
4, R. M .  Archibald, J. Biol. Chem. 156, 121 (1944). 
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Der Nachweis durch Papierchroi iia tograyhie is1 Richer spezi- 
fischer als die Farbreaktion von Pearor, (mit Diacctglmonoxim), auf 
der die Bestimniung yon Gornall und Hunter beriiht. Alle bisherigen 
Untersuchungen uber die Citrullinsynthese bnsicrcn auf dieser 
Methode. Unsere Befunde bestiitigen iiritl sichern tlsher die Annahme, 
class die farbgebende Substanz, W C I ( ~ ~  in Gcwebsschnitten, im 
Homogenat oder in isolierten Mitochonclrien dcr Lebw gebildet wird, 
Citrullin ist . 

Es ist allerdings denkbar, dass in tlvr intakteri Zelle das Citrullin 
nicht in freier Form auftritt, sonder~i als labile Vcrhindung (z. B. 
mit Phosphat), die sofort weiterreagier! . Doch miisstc eine derartige 
Verbindung sehr unbestandig sein, so class sie Iwi dcr Aufarbeitung 
leicht in freies Citrullin ubergeht. 

Zurich, Physiologisch-chemis~lit~s Institut der UniversitBit. 

295. Zur Kenntnis des P-Zinkhydroxyds 
von W. Feitknerht. 

(4. x. 49.) 

Bei geeigneter Herstellung und geeignetem Auswaschen dcs 
amorphen Zinkhydroxyds wandelt sich c h e s  in die P-Modifikationl) 
urn. Es wurde seinerzeit darauf hingcwiesen, dam die Ausbildungs- 
form verschieden ist, je nachdem, ob die Umw-endlung in neutralem 
oder alkalischem Milieu erfolgt. Im erstwn Fall erhidt man feder- 
ar tige Aggregationsf ormen, ent s tande I 1 durch Z usammenlagerung 
dunner rhombischer Plattchen, im letzl ern erkenut man unter dem 
Mikroskop unregelmiissig ovale oder ru ndliche Pliittdicn, die seiner- 
zeit als Somatoidc aufgefasst wurden. Die Rontgentliagranime zcigten 
vielfach nur bei den intensiven Linien niit kleinem Ablenkungswinkel 
Ubereinstimmung, wahrend bei den sch wiichern Reflrsen unter Um- 
standen betrachtliche Abweichungen zii beobachl en waren. ,8-Zink- 
liydroxyd tritt auch als Reaktionsproclukt h i  tler Korrosion von 
Zink in Natriumchloridlosung auf ”). 

Vor einiger h i t  haben Fricke und .Ilryring3) die 13ildungswBirme 
von zwei in neutralem Milieu gewonnencw Formcn von ,8-Xinkhydroxyd 
mit derjenigen einiger anderer Zinkh yclroxydmodifikationen ver- 
glichen. 
_ ~ _  ~ ~ 

I )  W .  Feetlcnecht, Helv. 13, 314 (1930). 
2 ,  3’. Aebi, Uiss. Bern 1946; W .  Feitknecht, Ni.t;~ux et (‘orrosion 23, 192 (1917). 
R. Fricke und K .  Meyring, Z. anorg. Ch. 230, 357 (1937). 




