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Die hier beobachteten Effekte sind jedenfalls vie1 geringer a18 die von 
GuZZaNd und Mitarbeitern beobachteten untl legen den Schluss nahe, 
dass bei den Eiohen Konzentrationen hderungen  tler Teilchen- 
Wechselwirkung eine Hauptrolle spjelen, und dass ksuf eine starkc 
Depolymerisation nicht geschlossen werden darf. 

Herrn Prof. Ch. Sadron und Herrn Prof. K. Signer sci auch an dieser Stelle fur das 
gross? Iriteresse gedankt, das sie dieser Arbeit entgegenbrachten. 

Zusammenf assung.  
Es werden die Viskositaten sehr verdunnter Natrium-thymonu- 

cleinatlosungen in Abhangigkeit des Gradienten bei pH 6,60 und 
pH 3,70 gemessen. Beim Ubergang von pH 6,60 zu pH 3,70 erfolgt 
eine Viskositatsabnahme um ca. 10-30 yo, wobei die Gradicnten- 
abhangigkeit der Viskositat erhalten bleibt. Starke Dcpolymerisation 
scheint als Erklarung fur die Viskositatsabnahme nicht in Frage z i i  
kommen. 

Strasbourg, Centre d’Etudes de Physique Macroniol4culairc. 

326. Uber Phosphatasen I. 
Apparat zur Bestimmung yon anorganischem Phosphat 

von E. A. Zeller. 
(20 x. 49.) 

Bcduzierende Agentien fiihren Molybcla t in eineir blauen Farb- 
st off dlm, ein Vorgang, der durch anorganisches Phosphat beschleu- 
riigt m-ird. Diese Reaktion, die die Grundlage fur die klassischen kolo- 
rimetrisclien I’hosphat-Bestimmungsmethoderi hildet, wird durch 
zahlreiehe Stoffe gestort, die entwedcr dem zu untersuchenden bio- 
logischen Material entstammen oder zum Studiixm r o n  Fernicnt- 
reaktionen dem System zugesetzt worden sind. 

Ein Weg, nm Verbindungen letzterer Art unschadlich zu machen, 
wurde diirch I. Berenblum und E. Chain gem-iescn: Diese hutoren 
f uhren Phosphat und Molybdat aus verdunnter Sclimfelsaure in 
Ihobutmol uber und reduzieren das R1olyhd:it mit Stiinnochloritl irn 
gewaschenen Isobutanolextraktl). D:tniit wurden nicht nur inter- 
ferierende Substanzen ausgeschaltet, sonderri das System gegenuber 
kderungen  in der Konzentration der Reaktioiistei1nehmc;r iinab- 
liangigtbr gemacht. Dieses I’rinzip fand wohl deshalh nicht allgemeinerc 
Anwendung, weil seine praktische Ausfuhrungsform fur Serienver- 

l) I .  Berenblum und E. Chain, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
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suche weniger gut geeignet ist. Die Ausschuttelungen und Waschungen 
im Scheidetrichter nehinen vie1 Zeit und Kraft in Anspruch. 

Um diesen hemmenden Umstand zu uberwinden, wurde die Ex- 
traktion in einem burettenartigen Gefass und mit Hilfe eines Gas- 
stromes ausgefuhrt. Auf diese Weise wird eine grundliche Durch- 
mischung erreicht, ohne dass die Losung mehr als nur einige Milli- 
meter oberhalb des Flussigkeitsspiegels an die Gefasswand verspritzt 
wird. In wenigen Sekunden fliessen daher die Tropfen herunter und 
tritt eine Entmischung der wasserigen und alkoholischen Phase ein. 

Damit war auch die Moglichkeit der Vereinigung mehrerer Ex- 
traktionsgefasse (units) zu einem Apparat gegeben, der durch stan- 
digen Gebrauch wahrend uber anderthalb Jahren mehr und mehr zu 
einem routinemaissig verwendbaren Instrument entwickelt wurde. 

1. Beschre ibung  des  Appara t s .  
a) U n i t s .  

Der Figur 1 konnen Form und Abmessungen einer ,,Unit" entnommen werden. Diese 
wurden auf Grund manchet Versuche so gewahlt, dass eine gute Durchmischung des Inhalts 
ohne grosses Verspritzen von Fliissigkeitstropfen und eine genugende Ablesegenauigkeit 
an den (ringformigen) Marken verbunden werden. Der 
Glasstopfen wird benotigt, wenn nach Rildung des 
blauen Farbstoffs die Isobutanolschicht in verdunnter 
Schwefelsaure gelost wird (vgl. Abschnitt 3). Von 
Wichtigkeit fiir ein richtiges Funktionieren des Appa- 
rates ist die Form des eintauchenden Endes des Glas- 
rohres, durch das der Gasstrom geleitet wird. Die off- 
nung ist so eng zu halten, dass geniigend Gasdruck er- 
halten bleibt, um eine Durchstromung der Reaktions- 
fliissigkeit zu bewirken, auch wenn die iibrigen, mit 
der gleichen Gasleitung verbundenen Gaseinleitungs- 
rohre offen, d. h. nicht eingetaucht sind. Bei der Her- 
stellung werden die Glasrohre nur wenig ausgezogen 
und die Offnung durch Rundschmelzen bis zu der ge- 
wunschten Grosse verkleinert. Auf diese Weise geformte 
Ausflussoffnungen werden beim Gebrauch nicht so leicht 
beschadigt. Als Kontrolle fur die richtige Ausfiihrung 
werden der Reihe nach je eine der Kapillaren einge- 
taucht, wobei sofort eine Durchperlung der in der Unit 
enthaltenen Fliissigkeit erfolgt. 

b) A p p a r a t .  
Die Units werden am besten in sogenannte Ther- 

mometerklammern gesteckt, die sowohl einen sichern 
Halt gewahren als auch die Moglichkeit bieten, mit ciner 
Hand diese Gefasse zu befestigen und zu entfernen 
(Fig. 2). Ein durchbohrter und in eine gewohnliche Sta- 
tivklammer eingeklemmter Kork kann ebenfalls als 
Halter dienen. Oberhalb der Units wird eine entspre- 
chende Serie von Klammern angebracht, in die die 
Stopfen eingehiingt werden konnen, so dass die Gas- 
einleitungsrohre nicht mehr in dieFliissigkeit eintauchen 

Fig. 1. 
E x t r a k t i o n s g e f a s s  

( , ,Uni t" ) .  
(Beschreibung im Text.) 
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(Rohrende ungefahr 10 em oberhalb Spiegel). Unterhalb der Gefasse befindet sich eine 
Reihe von Trichtern, die die Waschflussigkeiten aufnrhmen. Aus einer zuoberst auf dein 
Stativ angebrachten Flasche mit destilliertem Wasser werden mit Hilfe von Gummi- 
schlauch, Quetschhahn und gebogenem Glasrohr die Units gespult. 

Aqua destillata -+ 

Vakuuin 

Gaszufuhr --+ 

Fig. 2. 
A p p a r a t  f u r  d ie  Bes t immung v o n  anorganischem P h o s p h a t .  

(Beschreibung im Text.) 

Bei Venvendung von 6 und mehr Units werden bei andauerndem Gebrauch erheb- 
liche Mengen von Isobutanol verdampft, die zu einer Beliistigung des Experimentators 
fuhren konnen. Durch Aufstellen des Apparates in der Nahe eines offenen Fensters oder 
in einem Abzug wird dieser Nachteil leicht behoben. Das Entweichen des Losungsmittels 
in die Atemluft kann erheblich reduziert werden, wenn eine leichte Saugwirkung an die 
Units angesetzt wird. - Weitere Einzclheiten uber den Aufbau des Apparates konnen der 
Figur 2 entnorumen werden. 

c) Zubehi i r .  
Die Reagentien werden (mit Ausnahme Ton Athylalkohol) in Reageiisglaser einge- 

fullt und diese in geradwandigen Thermosflaschen (Durchmesser 7 em, Hiihe 21 em) auf- 
bewahrt, die eisgekuhltes Wasser enthalten. Der Grund fur diese Massnahme ist ein drei- 
facher : Einhaltung gleichmassiger Versuchsbedingungen, Schutz saureempfindlicher Phos- 
phorsaure-Ester und Haltbarmachung von unbestandigen Reagentien (verdiinnte Starino- 
bhlorid-Losung). 

Durchmesser und Form der Pipetten und Abmessung und Fiillungsgrad der Reagens- 
glaiser werden so gewahlt, dass beim Herausheben der Pipetten der Pliissigkeitsspiegel in 
denselberi uber der gewunschten Rlarke steht (Ausnahme: 10-n. H,SO,). Auf diese Weise 
ist eiu rasches Pipettieren moglich. Zu dem gleiohen Behufe werden die Pipetten fur die 
Abmessung von 1 ml normaler Schwefelsaure aus einem Glasrohr und niit weiter Ausfluss- 
iiffnung behelfsmassig hergestellt. 

d) Rein igung d e r  U n i t s .  
Eine Voraussetzung fur die Gewinnung zuverlassiger Ergebnisse bildet die gewissen - 

hafte Reinhaltung der Reaktionsgefasse. Unmittelbar nach der Entleerung der Units wer- 
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den diese dreimal mit aqua destillata gewaschen. Mindestens einmal taglich wird der Wasch- 
fliissigkeit einige Tropfen gesattigte Pottaschelosung zugefiigt und ein Gasstrom durch- 
geleitet. Nachher wird mit Wasser griindlich nachgespiilt. Die Gefasse werden einmal 
wochentlich mit Dichromat-Schwefelsaure gereinigt. Auf die Dauer werden die Wande 
der Units angeatzt. Wenn dieser Prozess weit genug fortgeschritten ist, reagiert das Molyb- 
dat  mit der Glaswand, was zu Storung der Bestimmung fiihrt. Derartige Units miissen 
ausgeschaltet werden. 

2. Reagentien. 
a) ungefahr 10-n. Schwefelsaure. 
b) n. H,SO,, aus a hergestellt. 
c) 2,5-proz. Ammoniummolybdat. Vorratslosung wird in paraffinierter Flasche auf- 

bewahrt und ein ungefahrer Tagesbedarf in das Thermosflaschen-Reagensglas abgefiillt. 
d) Isobutanol. 
e) Stannochlorid: 10 g Stannochlorid werden in 25 ml konzentrierter Salzsaure ge- 

lost und in einer dunkeln Glasstopselflasche aufbewahrt. Diese Stammlosung wird fur den 
Gebrauch 50fach mit destilliertern Wasser verdiinnt. Diese Gebrauchslosung ist 24 Stun- 
den unter den angegelienen Bedingungen haltbar. 

f )  (ungefahr) 95-proz. &hylalkohol. 

3.  Durchfuhrung einer Bestimmung. 
In  die Units werden folgende Losungen einpipettierb : 
0,7 ml der auf Phosphat zu untersuchenden Losung; wenn kleinere Mengen zur Re- 

stimmung gelangen, wird mit aq. dest. (wie die iibrigen Fliissigkeiten in Eiswasser gekiihlt) 
auf dieses Volumen aufgefiillt; 

0,05 ml 10-n. H,SO, (Endkonzentration 0,5-n.); 
0,25 ml Ammoniummolybdat (Endkonzentration 0,63 yo) ; 
1 ml Isobutanol. 
Hierauf wird der Gasstrom eingeschaltet (Luft, Kohlensaure, Stickstoff). Dies ge- 

schieht einfach dadurch, dass die Stopfen aufgesetzt werden, da der Gasstrom wahrend 
der ganzen Zeit, solange der Apparat in Betrieb ist, laufen gelassen wird. Dank der kleinen 
Austrittsoffnung sind die Gasverluste minim. Dieses Verfahren besitzt neben dem Vorteil, 
die Gaszufuhr durch Aufsetzen und Entfernen (Sufhangen) des Stopfens ein- und aus- 
schalten zu konnen, den weitern Vorteil, dass die Gaszufuhr nur einmal im Verlaufe einer 
Bestimmungsperiode einreguliert werden muss. Die mit der Stoppuhrl) kontrollierte Ex- 
traktionsdauer betragt 60 Sekunden. Nach Ausschaltung des Gaseinleitungsrohres wird 
die wasserige Phase entleert und 1 ml n. Schwefelsaure eingefiillt und wahrend 30 Sekun- 
den der Gasstrom durch das Reaktionsgemisch gefiihrt. Dieser Waschprozess wird, nach 
Entfernung der Waschfliissigkeit, in genau gleicher Weise wiederholt. Nach diesem Rei- 
nigungsschritt wird die wasserige Phase mit besonderer Sorgfalt entfernt ; weun dies fur 
die ganze Reihe der Units durchgefiihrt worden ist, werden die allenfalls erneut sich ab- 
scheidenden wasserigen Tropfen ablaufen gelassen. Schliesslich wird der Isobutanolextrakt 
mit dem Stannochlorid versetzt und nochmals wahrend 30 Sekunden durchperlt. In  dieser 
Zeit wird die Entwicklung des blauen Farbstoffs voIlendet. Das Gaseinleitungsrohr wird 
aufgehangt, mit ein paar Tropfen n. Schwefelsaure abgespiilt und schliesslich ganz aus dem 
Gefass entfernt (durch Einstecken in die dariiber angebrachte Stativklammer). Nach Ent- 
fernung der wasserigen Phase wird mit Alkohol zur Marke 1,l ml und mit n. Schwefel- 
saure bis zur Marke 10 ml aufgefiillt2). Mit aufgesetztem Gla,sstopfen wird das Gemisch 
kraftig geschiittelt und damit Isobutanol und Farbstoff in Losung gebracht. 

l) Als Stoppuhr wird mit Vorteil ein Instrument verwendet, dessen Zeiger nach ein- 
maligem Stechen auf die Nullmarke springt und sofort wieder zu laufen beginnt. 

,) Dieses Auffiillen mit n. Schwefelsaure kann in gleicher Weise wie die Zufuhr des 
destillierten Wassers erfolgen, d. h. aus einer zuoberst am Stativ angebrachten Flasche 
(in Fig. 2 nicht dargestellt). 
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Der Gasstrom ist so zu regulieren, dass eine kraftige Durchmischung erfolgt, ander- 
seits aber die Isobutanol-Verdampfung und die Verspritzung von Flussigkeit an die Wand 
des Gefksses minimal bleiben. Wenn die Abmessungen der Units und die Offnung der Gas- 
einleitungsrohre nicht gleich gross sind, ist die Verdampfung von Isobutanol in den ver- 
schiedenen Gefassen ungleich gross, was nach Entfernung der uberschussigen Stanno- 
chloridlosung leicht kontrolliert werden kann. Derartige Unterschiede in der Verdamp- 
fungsgeschwindigkeit sind durch Ausprobieren verschiedener Ausflussoffnungen der Gas- 
einleitungsrohre usw. auszuschalten, weil damit die Gaszofuhr verhaltnismassig niedrig 
gehalten werden kann, was sich auf die Genauigkeit des Verfahrens gunstig auswirkt. Bei 
einiger Ubung erfolgen Abtrennung der Waschfliissigkeit, Einfullen des nachsten Agens 
und Ingangsetzen des Gasstromes in weniger als 30 Sekunden seit TJnterbrechung der 
Gaszufuhr. Wenn alle 6 Units im Betrieb sind, werden fur eine Bestirnmung einer ent- 
eiweissten Losung 3--4 Minuten benotigt. 

V a r i a n t  en:  Das oben geschilderte Verfahren wird angewandt, wenn die optische 
Messung in den Makro-Kuvetten des Evelyn’-Photometers erfolgt. Wenn das Stufen- 
Photometer an dessen Stelle tritt, dann wird mit &hylalkohol auf die Marke 1 ml aufge- 
fiillt. Dieser Zusatz erfolgt zum Zwecke, um etwaige emulgierte Wassertropfchen in Losung 
zu bringen. Das Isobuta,nol-Athanol-Gemisch wird als solehes fur die Messung in die Kuvette 
eingefiillt. Dasselbe gilt, wenn die Mikro-Kuvette des Evelyn-Apparates verwendet wird. 
Da aber in diesem ]Tall mindestens 1 ml Losung benotigt wird, fullt man bis zur Marke 
1,l ml mit Athanol auf. 

4. O p t i s c h e  Messung.  
Die Bestimmung der Extinktion der Farbstofflosung kann unmittelbar nach der 

Gewinnung derselben erfolgen. Mit dem Evelyn’schen Photometer konnte inncrhalb der 
erstcn halben Stunde lreine sichere Anderung der :Extinktion registriert werden. 

Evelyn-Photometer (Makro-Kiivette, Filter 660) : Wenn bei dem im vorangehenden 
Abschnitt beschriebenen Verfahren an Stelle einer Phosphatlosung destilliertes Wasser 
verwendet wird, dann sollte der auf diese Weise erhaltene Blindwert bei der photometri- 
schen Bestimmung den Wert von 98 Prozent Durchlassigkcit nicht unterschreiten. Ur- 
spriinglich wurde diese Losung zur Einstellung des Instruments verwendct. Da die Liisurig 
nach 1 bis 2 Stunden sich zu truben anfangt, wurde sie splter einfach durch destilliertes 
Wasser ersetzt und der damit verbundene kleine Fehler in Kauf genommcn. 

Eine Standardkurve, die mit diesem Instrument gewonnen wurde, ist in Figur 3 
dargestellt. Die Punkte stellen den Mittelwert von vier Einzelbestimmungen dar. Um einen 
Eindruck uber die Streuung der Werte zu vermitteln, werden einige der der Figur 3 zu- 
grunde liegenden Messungen nachstehend angefiihrt : 

I 92 168 260 347 
90 174 252 352 
81 1 179 1 252 1 347 - 

Die Zahlen und die Kurvc geberi auch Auskunft uber die Ausdehnung des Bereiches, 
in dem eine lineare Beziehung zwischen Phosphat-Konzentration und Extinktion besteht. 
Im ubrigen gelten fur die erwahnten Instrumente die Vorschriften fur  den optimalen Mess- 
bereich. Rei Berucksichtigung aller dieser Faktoren kann der guustige Konzentrations- 
bereich a18 zwischen 2 und 15 y Phosphat-Phosphor per ml liegend angegeben werden. 
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Analoge Kurven wurden mit den Mikro-Kiivetten des gleichen Apparates, mit dem 
Zeiss'schen Stufenphotometer (Schichtdicke 1 Millimeter, Filter S 75) und mit dem Coleman- 
Junior-Photometer (Wellenlange 700 mp) erhalten. 

Abszisse : Y 

- 
l,25 

7,OO - 

0,75 - 

I I I I I I I I  I I I I I I I I I  
5 10 IS 20 

Fig. 3. 
P h o s p h a t s t a n d a r d .  

meters). 
Phosphat-P per 0,7 ml. Ordinate: Extinktion (Filter 660 des Evelyn-Photo- 

5. Einf luss  von  O r g a n e x t r a k t e n  u n d  reduzierenden  
Agen t ien.  

Nach den Angaben von I. Berenblum und E. Chain1) gibt es drei Gruppen von 

a)  Stoffe, die die Aziditat des Mediums verandern, wie Sauren, Laugen, Puffer- 

b) Stoffe, die mit Molybdansaure leicht Komplexe bilden, wie Fluoride und Citrate. 
c) Stoffe, die an die rcduzierende Kraft des Mediums einen Beitrag leisten, wie 

Diesen Gruppen ist noch eine vierte anzufiigen: 
d) Gewebsextrakte, Korperfliissigkeiten und andere biologische Materialien, die in 

nicht genau bekannter Weise auf die Bildung des blauen Farbstoffs aus Phosphormolybdan- 
siiure einwirken2). 

Fur die ersten drei Gruppen wurde yon den erwahnten Autoren gezeigt, dass deren 
Einfluss durch die Zwischenschaltung der Isobutanolextraktion weitgehend ausgeschaltet 
werden kann. Es blieb daher noch ubrig, das Verhalten der Gruppe d zu untersuchen. 

Zu diesem Zwecke wurden homogenisierte Rattenorgane mit einer bekannten Men% 
Phosphat versctzt und die enteiweisste Losung sowohl mit dcr ,,Extraktions"-Methode, 
so wie sie hier beschrieben wurde, und mit einer ,,direkten", moglichst ahnlichen Methode 
auf ihren Phosphatgehalt gepriift. Die Versuchsdaten und Ergebnisse sind in Tabelle 1 
zu~ammengestellt~). 

Aus der nachstehenden Tabelle geht hervor, dass die hier beschriebene Methode 
gegeniiber den Gewebsextrakten praktisch unempfindlich ist, wahrend bei der ,,direkten" 
Methode die gefundenen Werte erheblich unter den berechneten liegen, d. h. die Farbstoff- 
bildung aus Phosphormolybdiinsaure, verglichen mit den Kontrollen, durch die erwahnten 
Gewebsextrakte gehemmt wird. 

Substanzen, die die Reduktion von Phosphormolybdansaure beeinflussen : 

substanzen. 

Nitrite und Hypochlorite. 

1) L. c. 
2, 0. H .  Lowry und J .  A.  Lopez, J. Biol. Chem. 162, 421 (1946). 
3) I n  iihnlichen Versuchcn wurden f iir Rattenleber, -gehirn und Menschenserum 

.4bweichungen von O%,  +1%,  +5% (Extraktionsmethode) resp. -27%, -35%,  -15% 
(direkte Methode) gefunden. 
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Tabelle 1. 
Einf luss  von  Gewebsext rak ten  auf d ie  , ,d i rek te”  u n d  auf d ie  , , E x t r a k t i o n s ” -  

P h o s p h a t b e s t i m m u n g .  
Ansatz: 1,5 ml honiogenisierte Rattenorgane (Lcber und Muskel mit der zehnfachen, 

Hirn mit der zwanzigfachen Menge phpsiologischer Kochsalzlosung verdunnt); 1,5 ml 
2-millim. KH,PO, resp. aq. dest.; 3,0 ml 26-proz. Trichloressigsaure; 1 , O  aq. dest. 

Von der abzentrifugierten Losung werden 0,4 bis 0,7 ml fur die ,,Extraktions”- 
Methode verwendet. 

Fur die ,,direkte” Methode wurde folgender Ansatz verwendet: 0,2 ml der zentri- 
fugierten Losung; 2,8 ml aq. dest.; 3,0 n. Schwefelsaure; 2,0 ml Ammoniummolybdat- 
Rexgens (1 Volumen 5-proz. Ammoniummolybdat + 1 Volunien 10-n. Schwefelsaurc + 2 Vo- 
lumen aq. dest.); 2,0 ml 0,3-proz. Stannochlorid. 

Beide Losungen wurden im Evelyn-Photometer (Makro-Kuvette) gemessen. Die an- 
gegebenen Zahlen stellen die Extinktion dar und bilden den Mittelwert von je drei Be- 
stimmungen. - 1 ,,Extraktions”-Methode 1 ,,direkte” Methode -1 

chung 

- 29‘,/, 
- 31 yo 
- 28% 

- 

Organ 

0,228 
348 
274 
377 

Leber. . . . 
Muskel . . . 
Gehirn . . . 
P-Standard . 

0,606 0,655 +8y0 0,285 0,652 0,461 
447 725 755 +4% 283 650 

651 651 +674 210 577 417 
367 

In  ahnlicher Weise wurde nachgewiesen, dass Menschenserum und Schlangengifte 
die Bildung des blauen Farbstoffs nicht storen, wenn die Isobutanol-Extraktion dazwischen- 
geschaltet wird. 

In  den nachfolgenden Mitteilungen dieser Publikationsreihe wird iiber Versuche be- 
richtet werden, in denen mehrere zur Gruppe c gehorende Stoffe den Fermentlosungen 
zugesetzt werden. Es wurde deshalb gepriift, ob diese Substanzen die Bestimmung von 
anorganischem Phosphat in irgendeiner Weise zu Lndern verinogen, wenn die Isobutanol- 
Extraktion dazwischengeschaltet wird. 

Schwefelwasserstoff fuhrt augenblicklich zu einer intensiven Farbstoffbildung. Wenn 
aber die Konzentration des Schwefelwasserstoffs vorgangig der Bestimmung inittels eines 
Luftstromes stark herabgesetzt wird, kann die Bestimmung ohne StSrung durchgefuhrt 
werden. Kaliumcyanid (1 milli-m. j ist ohne Einfluss. Die Wirkung von Ascorbinsaure, 
Semicarbazid-hydroohlorid, Hydroxylamin-hydrochlorid und Cystein wurde mit drei ver- 
schiedeneri Phosphatkonzentrationen (1,2 y ,  2,4 y ,  6,2 y Phosphat-P. pro 0,7 mlj gepriift. 
Es gelangten ferner drei Konzentrationen der Zusatze zur Anwendung; fur die drei ersten 
Agentien 0,05-m., 0,067-m. und 0,08-m. Losungen, fur  Cystein zehnfach geringere Kon- 
zentrationen. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf die fertigen in die Units 
pipettierten Losungen. Mit Ausnahme der hochsten Ascorbinsaure- und Phosphatkonzen- 
tration, mit denen ein um 10 Prozent zu hoher Wert erhalten m r d e ,  liess sich in allen 
diescn Versuchen kein signifikanter Unterschied gegenuber den Kontrollen erkennen. 

Diskuss ion  de r  Ergebnisse .  
Die Reduktion von Molybdansaure in Gegenwart von Phosphat 

wird durch zahlreiche Stoffe, die in Gewebsextrakten vorkommen oder 
die einem Fermentsystem xugesetzt werden, beeinflusst. Selbst kleine 
Anderungen der Konzentration der Reaktionsteilnehrner, des ent- 
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eiweissenden Agens, der Pufferlosung usw. machen sich geltend. Es 
muss deshalb fur jede neue Versuchssituation ein neuer Standard be- 
stimmt werden. Doeh selbst dann sind die ermittelten Phosphat- 
gehalte cines Organextraktes oft ungenau (vgl. Tabelle 1). 

Durch Extraktion der Phosphormolybdiinsaure mit Isobutanol 
und durch Waschen des Extrakts gelingt es, vide storende Substanzen 
zu entfernen, wie die Arbeiten von I. Berenbhm und E. Chain1) und 
die hier beschriebenen Ergebnisse darlegen. W e  spater gezeigt werden 
wird, kann selbst bei weitgehenden Anderungen der Zusammensetzung 
der zu untersuchenden Losung stets dieselbe Standardkurve ver- 
wendet werden. Die zu einem Routineverfahren entwickelte Isobuta- 
nol-Extraktions-Methode eignet sich deshalb besonders zur Bestim- 
mung von enzymatisch freigesetztem Phosphat. 

Es wurden damit u. a. folgende Untersuchungen durchgefiihrt : Charakterisierung 
einer neuen Adenosintriphosphatase in Schlangengiftenz), Einfluss von Histamin und 
Adrenalin3) und von Malariaheilmitteln4) auf Adenosintriphosphatasen, Studium des 
enzymatischen Abbaues von Cozymase und Dihydrocozymase durch Schlangengifte, ein 
Vorgang, der in zwei Stufen erfolgt, wobei Phosphorsaure in der zweiten Reaktionsstufe 
frei wird5). 

Zu  s a m  men  f a s sung. 
1. Es wird ein Routineverfahren zur Bestimmung von cnzyma- 

tisch freigesetztem Phosphat beschrieben, dessen Ausfuhrung nach 
Enteiweissung 3-4 Minuten benotigt. 

2. Extrakte von Rattenleber, -gehirn und -muskel, die bei andern 
Methoden sich storend bemerkbar maehen, uben keinen Einfluss auf 
die vorliegende Bestimmung aus. Dasselbe gilt fur Haliumcyanid, 
Cystein, Ascorbinsaure, Hydroxylamin und Semicarbazid. 
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der Versuche und Herrn Harry Nunamaker fur die verstandnisvolle Ausfiihrung der glas- 
blaserischen Arbeiten. 
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