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(Eingegangen am 14. Mai 1940) 

1. Phys ika l i sche  und  chemische  Kennzeichnung 
d e r  Molekule  

Seitdem durch die Entwicklung der Ubermikroskopiez) die 
optische Auflosungsgrenze auf einige mp heruntergesetzt wurde, 
ist mehrfach der Versuch durchgefuhrt wurden, Einzelmolekule 
sichtbar zu machen. So haben Kausche ,  P f a n k u c h  und 
R u s k a  3, mit den stabchenformigen Teilchen des Tabak-Mosaik- 
Virusproteins die ersten Virusmolekule abgebildet und ihre 
Ergebnisse mit den friiher uber dieses Protein gewonnenen 
Daten der Teilchenabmessungen verglichen. Von Ardenne4)  
hat Hamocyanin in gleicher Weise elektronenoptisch auf- 
genommen, ohne bisher genauer auf die MolekulgroBe und die 
Aggregatformen einzugehen. Die bildlich dargestellten EiweiB- 

I) 251. Mitteilung uber makromolekulare Verbindungen; 250. Mit- 
teilung Kunststoffe 30, 157 (1940). 

2, E.Ruska, Z. Physik 87, 580 (1934); B.v.Borr ies  u. E . R u s k a ,  
Wiss. Veriiff. Siemens-Werken 17, 99 (1938); dieselben, Naturwiss. 27, 
577 (1939); H. M a h l ,  ebenda 27, 417 u. &I. v. A r d e n n e ,  ebenda 28, 
113 (1940). 

9 G. A. K a u s c h e ,  E. P f a n k u c h  u. H. R u s k a ,  Naturwiss. 27, 
292 (1939). 

3 &I. v. A r d e n n e ,  Naturwiss. 28, 113 (1940). 
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stofie sind durch Messungen in der quantitativen Ultrazentrifuge 
(The Svedberg)  als einheitliche Teilchen definierter Gro6e 
bestimmt und im Falle des Virusproteins durch die be- 
sondere, bei der Spaltung verlorengehende pathogene Eigen- 
schaft charakterisiert. Chemische Strukturaufkliirungen dieser 
Substanzen liegen nicht vor, so da6 uber die Art der Bin- 
dung der Atome zum Molekiil durch Haupt- oder Neben- 
valenzkriifte keine sicheren Angaben gemacht werden konnen. 
Vor kurzem hat jedoch L. W. J a n s s e n  einen neuartigen Ver- 
such unternommen, die bisher vorliegenden Daten zu einem 
genaueren Bild der EiweiEstruktur zu vereinigen l) und dabei 
die Annahme gemacht, da8 die Teilchen der Proteine in sich 
durch Hauptvalenzbindungen gefestigt sind. I n  Anbetracht des 
leicht eintretenden Zerfalls mancher hochmolekularer Eiwei6- 
kiirper ist allerdings auch mit der Moglichkeit zu rechnen, 
daB in den physikalisch nachweisbaren Teilchen Assoziate aus 
mehreren kleineren Molekulen vorliegen. 

Gegenuber der rein physikalischen Teilchengro6enbestim- 
mung ist der Nacbweis, daf3 alle Atome in einem Substanz- 
teilchen durch Hauptvalenzen verknupft sind, fur die sichere 
Abgrenzung des Molekulbegriffs bei makromolekularen Ver- 
bindungen von besonderem Wert, was von H. S t audinger  2, 

hiiufig betont wurde. Ein solcher Nachweis lie6 sich bei einer 
Reihe makromolekularer Verbindungen in der gleichen Weise 
erbringen wie bei niedermolekularen Substanzen. So ist z. B. 
die Tatsache, daB man Cellobiose acetylieren und aus dem 
Acetat durch Verseifung zuruckerhalten kann, ein Beweis dafiir, 
daB die beiden Glucosereste durch Hauptvalenzen verknupft 
sind. Nach der gleichen Methode wurde bei einer Reihe von 
Polysacchariden 3, gezeigt, daB es unter gewissen Vorsichtsmafi- 
regeln gelingt, Derivate von ganz andersartigen Loslichkeits- 
eigenschaften zu erhalten, obne eine Jnderung des Polymeri- 
sationsgrades, der Zahl der Grundmolekiile, herbeizufiihren. Die 

I) L. W. J a n s s e n ,  Protoplasma 33, 410 (1939). 
H. S t a u d i n g e r ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 69, 3019 (1926); u. Mit- 

arbeiter, Liebigs Ann. Chem. 454, 149 (1929) : Organische Kolloidchemie, 
Verlag Vieweg 1940, S. 103. 

3, Vgl. z.B. H . S t a u d i n g e r  u. E . H u s e m a n n ,  Liebigs Ann. Chem. 
527, 195 (1937) u. G.Daumil le r ,  Liebigs Ann. Chem. 529, 219 (1937). 
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Tab. 1 zeigt derartige ,,polymeranaloge Umsetzungen" l) an 
Glykogenen. Die Bestimmung der Polymerisationsgrade erfolgte 
durch direkte osmotische Messungen. 

Tabe l l e  1 
Polymeranaloge Umsetzungen an Glykogenen 2, 

Durchschnittspolymerisationsgrad der 

. ~ -~~ ~ ~ - 

410 
1750 

5000 5000 1 -  5300 

400 
1;:; 1 1700 

Aus diesen Umsetzungen ergibt sich der Aufbau der 
Makromolekule mit der gleichen Sicherheit wie derjenige der 
Cellobiose. 

2. Die  Kons t i t u t ion  von Glykogen 
Von ausschlaggebender Bedeutung fur die Moglichkeit, die 

Molekiile im fjbermikroskop sichtbar zu machen, ist neben dem 
Molekulargewicht und der Dichte die Molekulgestalt. Die un- 
verzweigten Celluloseketten, deren Lange in das Gebiet licht- 
mikroskopischer Sichtbarkeit hereinreicht, sind fur Versuche 
zur Sichtbarmachung im Ubermikroskop ungeeignet, da ihre 
beiden anderen Dimensionen nur wenige A betragen. Die ver- 
zweigten Stkkeketten sind zwar raumlich ausgedehnter, aber 
vermutlich zu wenig kompakt, urn sichtbar gemacht werden zu 
konnen. Am gunstigsten liegen die Verhaltnisse beim Qlykogen. 
Denn dieses Polysaccharid besitzt nachEndgruppenbestimmungen, 
osmotischen und viscosimetrischen Messungen stark verzweigte, 
annahernd  kugelfarmige Molekule s e h r  hohen Polymerisations- 
grades2). Den Bau der Glykogenmolekule kann man sich 
schematisch folgendermaBen vorstellen (Abb. 1). 

Man erkennt aus der Zeichnung, daB die Molekule nicht 
kompakt gebaut sind, sondern ein lockeres Geriist darstellen, 
das nach auBen nicht scharf abgegrenzt ist, sondern unregel- 

l) Uber polymeraualoge Umsetzungen vgl. H. S t a u d i n g e r  und 
V . W i e d e r s h e i m ,  Ber.dtscb.chem.Ges. 62, 2406 (1929); u. H.Scbolz ,  
ebendort 67, 84 (1934). 

2, H. S t a u d i n g e r  u. E. H u s e m a n n ,  Liebigs Ann. Chem. 530, 1 
(1937). 

1* 
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maBig aufhijrt. DaB die Packungsdichte im Glykogen niedrig ist, 
verglichen mit EiweiBstoffen, erkennt man aus einem Vergleichl) 
der spezifischen Viscositaten von Glykogen, Ovalbumin und dein 
theoretischen Wert der Einsteinschen Formel%): 

-- ’” ’ ’ - 0,0025. 3, 
C 

Abb. 1. Schematische Formel von Glykogen nach H. S t a u d i n g e r  
und E. H u s e m a n n  

T a b e l l e  2 
Vergleich der spezifischen Viscositiit von Glykogen mit der von 

kugelfiirmigen EiweiBstoffen 

Volumenbeanspruchung 
Substanz ’sp * 

Glykogen . . . . . . 572 
Ovalbumin . . . . . 
Hiimoglobin . . . . . 0,0033 

l) H . S t a u d i n g e r  u . E . H u s e m a n n ,  Liebigs Ann. Chem.627,195 

2, A. E i n s t e i n ,  Ann. d. Phys. 19, 289 (1906); 34, 591 (1911). 
3, T,, = vre1 - 1, s = Dichte, c = Konz. in g/Liter. 

(1937); H. S t a u d i n g e r ,  Naturwiss. 25, 673 (1937). 
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Nach der E i n s t  einschen Gleichung ist die spezifische 
Viscositat von kugelformigen Teilchen bei gleicher Konzentration 
unabhangig von deren GroBe, sie ist ein MaB fiir das von den 
solvatisierten Teilchen eingenommene Volumen. Man bezeichnet 

daher den Quotienten aus den "sp.--Werten und der theo- 

retischen Zahl von 0,0025 als Volumenbeanspruchung I). 

Nach diesen Vorstellungen uber die Konstitution des 
Glykogens wird man fur das ubermikroskopische Bild keine 
scharf abgegrenzten kontrastreichen Punkte im Abzug der 
photographischen Platte erwarten durfen, sondern Intensitats- 
maxima, die allmahlich abklingen oder in benachbarte uber- 
gehen. 

Zur Charakterisierung der Glykogene ist noch hinzuzu- 
fugen, dab keine Teilchen einheitlicher GroBe vorliegen, wie bei 
einer Reihe von Eiweifktoffeu, sondern daB sie polymolekular 
sind 2). Ob diese Polymolekularitat durch den Entstehungs- 
mechanismus bedingt ist, oder erst durch Abbauvorgange bei 
der Isolierung hervorgerufen wird, 1aBt sich noch nicht mit 
Sicherheit entscheiden. 

c 

3. Gewinnung und  Charak te r i s i e rung  d e r  zu  d e n  
Un te r suchungen  verwendeten  Glykogene  

Um ein moglichst hochmolekulares Glykogen zu erhalten, 
wurden 25 g des reinsten Glykogens von Merck in 2 Liter 
destilliertem Wasser gelost und nach sorgfaltigem Zentrifugieren 
bei 27 O unter starkem Schiitteln tropfenweise mit Methanol 
versetzt bis zur starken Trubung. Nach 24-stundigem Stehen 
bei 27 O lie8 sich die klare Liisung von der abgesetzten flussigen 
Phase abdekantieren ; der Riickstand wurde in Wasser gelost 
und erneut durch Zugabe von Dnethanol etwa zur Halfte aus- 
gefallt. Nach 4-maliger Wiederholung wurden 3 g eines von 
niederrnolekularen Anteilen freien Glykogens erhalten. Es wurde 

l) Vgl. in Pauli-Valk6, Kolloidchemie der EiweiBkBrper, Verlag 
Steinkopff 1933, S. 239. 

%) H. S t a u d i n g e r ,  Z. angew. Chem. 42, 67 (1929); Ber.dtsch.chem. 
Ges. 69, 3019 (1926); G. V. S c h u l z ,  Z. Elektrochem. angew. physik. 
Chem. 44, 102 (1938). 
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p . l o 5  
C 

&Liter 
Po1ym.- 

Mo1.-Gew. I Grad P I C .  103 
_ _  ~~~~ ~~ ~ ~ 

30 0,53 o,018 1530000 aus lim 
50 1,oo 0,020 p ! ~  = 0,016. 
75 I 1,58 i 0,021 1 
Zu den Untersuchungen wurde ferner ein stark abgebautes 

Glykogen 11 verwandt, das ein mittleres Molekulargewicht ron 
65000 besitztl). 

Fur  das Glykogen I berechnet sich unter der Annahme, 
daB es Wiirfelgestalt besitzt, ein Durchmesser von etwa 10 mp; 
es mii6te also sichtbar gemacht werden konnen; fur das Blyko- 
gen I1 ein solcher von 3mp;  dieser Wert liegt an der Auf- 
losungsgrenze des ubermikroukops *). 

4. Pra p a r  at i v  e Ei n z e lh  e i  t en  

Als Losungsmittel diente doppelt destilliertes Wasser, das 
steril aufbewshrt wurde. Zu den iibermikroskopischen Auf- 
nahmen wurden von beiden Glykogenen Konzentrationsreihen 
von l m g  bis zu 0,001mg pro ccm verwendet. Als Objekt- 
trager dienten besonders dunn hergestellte Kollodiumfilme 3, 
die, um vor MiBdeutungen sicher zu sein, jeweils vor der Be- 
schickung mit Glykogen im Ubermikroskop auf Reinheit und 
Strukturlosigkeit gepriift wurden. Die Losungen brachte man, 

I) Uber die Messungen an dem abgebauten Glykogen vgl. H. S t a u -  
d i n g e r  u. E. H u s e m a n n ,  Liebigs Ann. Chem. 530, 7 (1937). 

8) Von G. A. K a u s c h e  und M. S t a u d i n g e r  wurden mit einem 
Glykogen vom Molekulargewicht 800 000 Vorversuche unternommen, 
die eine weitere Untersuchung aussichtsreich erscheinen lieBen. 

y, H. R u s k a ,  Naturwiss. 27, 287 (1939). 
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wie fruher beschrieben l), mittels einer ausgegluhten Platinose 
auf den Objekttrager und lie8 das Wasser, vor Staub ge- 
schu t z t, einduns ten. 

5. Beschre ibung  d e r  Aufnahmen 

Die Abb.2--8 sind an verschieden konz. Losungen des 
Glykogens I nach dem Eintrocknen gewonnen worden. Die 
Massenverteilung ist nicht gleichmafiig, sondern es bilden sich 
verschiedenartige Eintrocknungsfiguren. Die Art und Weise, 
in welcher Losungen oder Suspensionen auf dem Objekttrager- 
film eintrocknen, laBt sich nicht sicher beherrschen, jedoch 
lasseu sich bestimmte, fiir die jeweilig untersuchte Substanz 
typische Formen immer wieder erkennen. Im UmriB der Ein- 
trocknungen treten die gleichen Figuren auf, wie im makro- 
skopisch und lichtmikroskopisch sichtbaren Bereich auf nicht 
benetzbaren Unterlagen. Es finden sich mehr oder weniger 
rundbegrenzte Flachen (Abb. 2, 9), bandartige Einzelstreifen 
(Abb. 3) oder aus vielen solchen Streifen verschieden dicht, 
netzartig zusammenflie8ende Gebilde (Abb. 3, 4). 1st die auf- 
trocknende Substanz krystallisierbar, so kann es zur Bildung 
von au8erst kleinen Krystallen kommen. Besitzt sie kein 
Krystallisationsvermogen, so kijnnen die Einzelteilchen im Be- 
reich der Benetzungsflachen in regelloser, lockerer Anordnung, 
in dichteren Anhliufungen, als zusammenhangender, nahezu homo- 
gener Film, oder in Kombinationen dieser Grundformen auf- 
trocknen. An Randern groBerer Tropfen kommt dabei, wie im 
makroskopisch sichtbaren Bereich, eine grSBere Dichte der Ab- 
lagerung zustande als im Tropfenzentrum. Von der Konzen- 
tration der Substanz und der Aggregationsneigung der Teil- 
chen hangt es ab, ob sich vorwiegend einzelne Partikel oder 
Aggregate absetzen; von ihrer Form und Polaritat, ob sta- 
tistisch homogene Anordnungen oder bestimlhte Strukturierungen 
entstehen. 

Im einzelnen ist zu den Bildern folgendes zu sagen: Abb. 2 
zeigt dicht gelagerte, umschriebene Aggregate einer Auftrock- 
nung von Glykogen I, in  welcher verschieden groBe Einzel- 
punkte und groflere, kugelige Gebilde sichtbar sind. Zum Teil 

l) H. Ruska,  Naturwiss. 27, 287 (1939). 
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Bind die Punkte untereinander nicht scharf abgegrenzt oder 
scheinen auf einem strukturlosen Untergrund zu liegen, der 
dichter ist als diejenigen Filmteile, auf denen sich keine Sub- 
stanz abgesetzt hat. Besonders auffallend ist dieser struktur- 
lose Untergrund in Abb.3 und 4. Seine Bildung kann, wie 
besprochen, auf Grund der eigenartigen Form wohl als Auf- 
trocknungserscheinung angesprochen werden. Einzelne dichtere 
Teilchen liegen vorwiegend auf diesem Untergrund, mitunter 
kommen sie jedoch auch frei auf dem Film zur Ablagerung 
(Abb. 5).  Gehen wir davon aus, da6 die Teilchendurchmesser 
nach der Bestimmung des Molekulargewichts um 10 mp be- 
tragen mu6, so ist anzunehmen, dab nur bei den kleinsten 
Teilchen Einzelmolekule vorliegen. Bei den grijberen kann es 
sich bereits urn konzentrationsbedingte Aggregationen handeln. 
Als solche mussen auch die flbhigen Bildungen angesprochen 
werden. Bei der erijrterten molekularen Struktur des Glyko- 
gens ist es leicht moglich, da6 sich die Glykogenmolekiile so 
dicht zusammenlagern und untereinander vernetzen , daB die 
Einzelteilchen nicht mehr oder doch nicht alle mehr erkannt 
werden konnen. In  Abb. 6 und 8 sind die Einzelteilchen deut- 
lich kleiner als in den bisher erorterten Bildern und entsprechen 
etwa der theoretisch zu fordernden GroBe, so daB sie auf 
Grund der indirekt ermittelten Daten als Molekule angesprochen 
werden konnen. An einem Tropfenrand (Abb. 7), der zufiillig 
um ein vorgebildetes Loch im Tragerfilm entstand und an dem 
wir sehr gleichmafiige Eintrocknungsbedingungen voraussetzen 
durfen, ist die Ablagerung sehr gleichmaBig erfolgt, und zwar 
so, dab fast ausschlieblich Einzelteilchen erkennbar sind. Die 
iiu6erste (hier konkave) Tropfenbegrenzung gleicht einer eng 
und fein punktierten Linie. Der Umstand, da6 viele Teilchen 
kleiner als 10 mp sind (Abb. 8), kann sowohl mit einer starken 
Streuung der TeilchengrtiBe, als auch damit in Zusammenhang 
gebracht werden, daB die Buberen Molekiilbegrenzungen ent- 
sprechend der Molekiilstruktur im UmriB unscharf und in der 
Dichte allmahlich abnehmend sind. 

Konnte somit wahrscheinlich gemacht werden, daB die 
kleinsten sichtbaren Einheiten Einzelmolekule sind, so scheint 
uns schlieBlich hierfiir beweisend zu sein, da6 bei entsprechend 
hergestellten Praparaten des abgebauten Glykogens I1 die er- 



Abb. 2. Glykogen I el. opt. 24000 : 1 2\bb. 3. Glykogen I el. opt. 30000 : 1 

Abb. 4. Glykogeri I el. opt. 30000 : 1 Abb. 5. Glykogeri I el. opt. 38000 : 1 

Ahb. 6a .  Glykogen I el. opt. 24000 : 1; hbb.  BOO00  : 1 

Zu E. I l n s e m a n n  11. H. l i u s k a ,  Versuche zur Sichtbarrnachung von Glyliogen~nolckiilen 
T c i l , ~ ~ !  .lohniiii Airrhiosuie n:irtli J ~ i i i i i o  
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Abb. 7. Glykogen I el. opt. 38000 : 1 

Abb. 6. Glykogen I el. opt. 24000 : 1 hbb .  9. Glykogen I el. opt. 38000 : 1 

Abb. 9. Glykogen I1 el. opt. 24000 : 1 Abb. 10. Glykogcn 11 el. opt. 38000 : 1 

Zu E. H u s e m a u n  11. H. R n s k x ,  Versuche zur Sichtbarmachung von Glykogenmolekiileu. 

\ i ~ h g  Joli,i1iiL Aiiil i io-i i i1 IL i i t l i  L( i p i w  
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wartete Punktstruktur nach Gr6Be und Kontrast wesentlich 
weniger deutlich in Erscheinung tritt. Die Abb. 9 und 10 
entsprechen bezuglich der Auftrocknungserscheinung der Abb. 2 
und 6. 

Man mu8 also annehmen, daB die Einzelpunkte der 
Abb. 2-8 zum grobten Teil einzelne Makromolekule des Glyko- 
gens sind; die durchschnittliche GroBe von 5-1 5 my stimmt 
mit dem berechneten Wert befriedigend uberein. Der dunkle 
Untergrund ist vermutlich eine etwa monomolekulare Schicht 
von Glykogen, in der die Einzelmolekiile so dicht liegen, daB 
sie nicht mehr aufgelijst werden kiinnen. DaB niedermolekulare 
Anteile fur die homogene Schwarzung verantwortlich zu machen 
sind, ist sehr unwahrscheinlich, da, wie oben erwahnt, eine 
sehr sorgfiiltige Fraktionierung vorgenommen wurde und sich 
niedermolekulare Anteile bei osmotischen Messungen bemerkbar 
machen mugten. 

6. Zusammenfassung  d e r  E r g e b n i s s e  
Zum Unterschied von fruheren Versuchen an EiweiBstoffen, 

mittels des fjbermikroskops Einzelmolekule sichtbar zu machen, 
liegen in den Glykogenen nicht physikalisch, sondern chemisch 
eindeutig definierte Verbindungen vor, deren molekularer Auf- 
bau mit der gleichen Sicherheit bekannt ist, wie derjenige von 
niedermolekularen Verbindungen. Es ist also hier der fiber- 
gang von lichtoptisch sichtbaren Strukturen zu chemisch defi- 
nierten Einzelmolekiilen ermijglicht worden. 

Im ubrigen haben die iibermikroskopischen Untersuchungen 
die Vorstellungen, die auf Grund viscosimetrischer und osmo- 
tischer Untersuchungen uber die Konstitution des Glykogens 
entworfen worden waren’), in jeder Weise bestatigt. Schon 
die Eintrocknungsfiguren deuten auf das Vorliegen von Kugel- 
molekiilen hin, da fadenfiirmige Teilchen bei dichter Auf- 
trocknung sich zu andersartigen Gebilden anordnen, wie das 
Beispiel des Tabak - Mosaik - Virusproteins zeigte ”. Ferner 
stimmt die GroBe der Molekule annahernd mit dem berech- 

I) H. S t a u d i n g e r  u. E. H u s e m a n n ,  Liebigs Ann. Chem.530, 1 

2, G. A. K e u s c h e ,  E. P f a n k u c h  u. H. R u s k a ,  Naturwiss. 27, 
(1 93 7). 

292 (1939). 
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neten Wert uberein. Die geringe Kontrastwirkung des Glyko- 
gens bestatigt die auf Grund der Viscositatsmessungen ge- 
machte Annahme eines im Vergleich zu EiweiBstoffen lockeren 
Aufbaus. Da die TeilchengroBe in der Nahe der bisherigen 
Auflosungsgrenze liegt, lassen sich Einzelheiten uber die Molekul- 
form nicht aussagen, wir hoffen j edoch, durch die Herstellung 
kontrastreicherer Glykogenverbindungen weiter in die Struktur 
makromolekularer Stoffe eindringen zu konnen. 

Fur die Anregung zu dieser Untersuchung danken wir 
Herrn Prof. Dr. H. S t a u d i n g e r  verbindlichst. Unser Dank 
gilt ferner Herrn Priisidenten Tscheu l in  fur die grof3zugige 
Un ters tutzung dies er Arb ei t. 


