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Nach den bisherigen Untersuchungen?!) erwies sich die
Fillungstitration als eine sehr einfache und gute Methode zur
Bestimmung des Molekulargewichts an Gliedern verschiedener
polymerhomologen Reihen. Im Falle echter polymerhomologen
Reihen, wie z.B. bei den Abbauprodukten des Glykogens?),
gibt die Methode genaue Resultate. Im Falle der Reihen
Aminosiuren - Polypeptide - Protein, wo ein makromolekularer
Stoff aus verschiedenen Bausteinen zusammengesetzt ist und
die chemische Zusammensetzung sowie Struktur nicht bei allen
(liedern der Reihe die gleiche ist, kann man mit der Féllungs-
titration fiir die Molekulargewichte (M) Niherungswerte er-
halten. In einigen Féllen, z. B. bei der Thermolyse der Gela-
tine®), wo eine regelmiBige Desaggregierung und Hydrolyse
der Gelatineteilchen stattfindet, kann man mit der Fallungs-
titration die M der Abbauprodukte sogar recht genau be-
stimmen. Bei Ovalbumin und Casein dagegen kann man nur
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annshernd richtige Zahlen erbaltenl). Da die Abbauprodukte
aber meistens keine einbeitlichen Stoffe sind, muf man sich
mit einem Durchschnittswert fiir das Molekulargewicht be-
gniigen. Die Niherungswerte sind hinsichtlich der Genauig-
keit vollkommen ausreichend.

Wie in einer noch nicht verdffentlichten Arbeit gezeigt
werden soll, hat auch die Temperatur und besonders die
Wasserstoffionenkonzentration einen groBen Einfluf auf die
Fallbarkeit. Bei vergleichender Titration eines Proteins und
dessen Abbauprodukten mul man darauf achten, daB das p,
mbglichst nahe vom isoelektrischen Punkte liegt. Auch Neutral-
salze haben einen EinfluB aul die Fillbarkeit, so daB eine
Pufferung iiberhaupt nicht oder nur mit sehr kleiner Salz-
konzentration zulissig ist.

Die GrundgrioBe bei der Fallungstitration ist die Fallbar-
keit, die mit y* bezeichnet wird. Werden v, ccm einer Lé-
sung durch Aceton titriert und vccm des Acetons fiir die
Titration bis zur Tritbung verbraucht, so ist ;y* = v_::*v;
Fir die Reihen Aminosiuren - Polypeptide - Protein gilt nun
die Beziehung ;*=c«— fflog M, wo « und B fir jede Reihe
charakteristische Konstanten sind?). Die Ermittlung dieser Kon-
stanten ist aber nicht unbedingt ndtig. Viel einfacher kann
man ein unbekanntes M graphisch ermitteln. Die Gleichung
ist die einer Geraden. Die Ermittlung eines unbekannten M
geschieht folgendermaBen: Man titriert die Liosungen des be-
treffenden Proteins (mit bekanntem M), sowie die Losungen
der wichtigsten Aminosiuren, trigt die y*-Punkte in ein Ko-
ordinatensystem und konstruiert eine Gerade (auf die Abszisse
tragt man log M auf). Nun titriert man das Abbauprodukt,
trigt den ;*-Wert auf der Geraden auf, fillt auf die Abszisse
eine Lotrechte und liest auf der Abszisse den betreffenden
log M ab. Will man genauere Resultate erhalten, so muB
man die Titrationen bei konstanter Temperatur und mit mog-
lichst reinen Stoffen ausfithren. Die Titration mu8 auch mit
Losungen verschiedener Konzentration vorgenommen werden,
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das am einfachsten durch fortschreitende Verdiinnung einer
Grundldsung erreichbar ist. Von der Konzentrationsabhingig-
keit der Fillbarkeit, mit Hilfe der Intrapolation, ermittelt
man dann den ;*Wert bei der gleichen Konzentration (¢) der
Substanzen der Reihe, deren ;*-Werte auf der Geraden auf-
getragen werden.

In dieser Versuchsreihe wurde der Abbau von Kdestin
in 8,0-molarer Harnstofflésung untersucht und die Molekular-
gewichte der Abbauprodukte durch Fallungstitration bestimmt.
An einem Abbauprodukt wurde das M auch durch kryoskopi-
sche Bestimmungen festgestellt, wobei sich herausstellte, daf
das kryoskopisch ermittelte M mit dem mit der Fallungs-
titration bestimmten annihernd ibereinstimmt.

Yersuchsteil

6,5 g Edestin aus Hanfsamen (von der Firma Hoffmann-La Roche)
wurde in 8,0-molarer Harnstofflosung geldst?), filtriert und 4 Stunden
auf kochendem Wasserbade, weiter auf einem Drahtnetz (RiickfluB-
kithler) mit kleiner Flamme dirckt gekocht. Dabei erfolgt eine teilweise
Hydrolyse des Harustoffs, wobei Ammoniakbildung feststellbar war.
Nach bestimmten Zeitperioden wurden aus dem Gemisch Proben ge-
nommen, durch HC] neutralisiert und mit Aceton titriert.

Das Fdestin l3ste sich im 8,0-molaren Harnstoff gut. Die Lisung
hatte einen [a]), = — 66,0° und relative Viscositidt (im Vergleich zu
8,0-molarer Harnstofflosung) 1,665. Die Losung hatte eine schwach
gelblich-braune Farbe. Bei der Thermolyse wurde eine Verstirkung
der Farbtiefe beobachtet.

Die letzte Probe, d. h. das Abbauprodukt, das durch 4-stiindige
Erhitzung auf dem Wasserbade und weiterem 8-stiindigem Kochen auf
der Flamme erhalten wurde, wurde dialysiert. Die Dialyse wurde in
einem Cellophansickehen gegen warmes destilliertes Wasser ausgefiihrt
und der Endpunkt durch kryoskopische Untersuchung des AuBenwassers
bestimmt. Nachher wurde die Konzentration des dialysierten Abbau-
produkts durch Eindampfen und Trocknung bei 110—120° einer be-
stimmten Menge der Lisung festgestelit. Nach 3-tigiger Dialyse erwics
sich die Losung des Abbauprodukts als frei von niedermolekularen Bei-
mengungen, und war 2%, d. h. fast ebenso konzentriert wie die Ur-
16supg. Damit ist bewiesen, daB bei dem Abbau fast keine nieder-
molekulare Abbauprodukte sich gebildet haben, denn solche konnten
durch die Membran passieren, und die Konzentration des Abbauprodukts
sollte erheblich kleiner sein als vorher.

) Vgl. Wo. Pauli u. L. Hofmano, Kolloid-Beib. 42, 34 {1935).
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Die kryoskopische Messung erfolgte in der iiblichen Weise mit
einem Beckmannschen Thermometer. Die Titrationen wurden wie
friither mit reinem Aceton ausgefithrt. Die Endpunkte waren scharf,
die Besultate gut reproduzierbar. Geringe Anderungen des py, z. B.
von 6,7 auf 7,3 haben bei dem Edestin und deren Abbauprodukten nur
einen geringen Einfluf auf die ¢*-Werte.

In der Tab.1 sind die Resultate der Fillungstitration des
Edestins und deren Abbauprodukte zu ersehen. Alle diese
Titrationen wurden mit nicht dialysierten, harnstoff- und chlor-
ammoniumhaltigen Lissungen ausgefiihrt. ¢ ist die Konzentration
am Triibungspunkt; ¢ wurde durch fortschreitende Verdiinnung
der Grundlosung mil 8,0-molarem Harnstoff variiert.

Tabelle 1
Edestin und die Abbauprodukte des Edestins in 8,0-mol. Harnstofflosung.
vy = d0cem. T =20% ¢= - Lo . Ca
vy +

(¢, = Konzentration des Edestins am Anfang der Titration)

a) Nicht abgebautes Edestin in 8,0-mol. Harnstoff, ps = 6,7.

¢ % v cem 7" ¢ %
2,0 3,40 0,405 1,190
1,0 8,55 0,416 0,585
0,5 3,62 0,421 0,290
0,25 4,02 0,446 0,139

h) Durch 4-stiindigen Abbau erhaltenes Abbauprodukt (Z') in 8,0-mol.
Harnstofflésung, py = 7,7.

1,6 4,00 0,445 0,889
0,8 4,32 0,468 0,480
0,4 4,60 0,479 0,208
0,2 5,84 0,516 0,097

¢) Durch 8-stiindigen Abbau gewonnenes Abbauprodukt (T, in 8,0-mol.
Harnstoff16sung, py = 17,2

2,0 4,32 0,463 1,071
1,0 4,65 0,482 0,518
0,5 5,12 0,506 0,241
0,25 5,51 0,524 0,119

In der Tab.2 sind die Resultate mit dem dialysierten
Abbauprodukt zusammengestellt, Da Kdestin selbst in rein
wiabBriger Losung nicht zu erhalten ist (die nicht abgebaute
Losung des Edestins in 8,0-mol. Harnstoff bei der Dialyse
flockt aus), sind fiur die Molekulargewichtsbestimmungen nur
die Resultate verwendbar, die von den Titrationen der harn-
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stoffhaltigen Liosungen zu erhalten sind. Um vergleichbare
Resultate zu erhalten, muB man also zu der reinen dialysierten
Losung des Abbauprodukts die entsprechende Menge Harnstoff-
zusetzen. Aus der Tab.2 sind aber auch die Resultate der
Titration der rein wibBrigen Losung erkennbar, sowie die Resul-
tate von den Titrationen der Gemische mit NaCl. Die Resul-
tate der Titrationen in Gegenwart von NaCl (und Abwesenheit
von Harnstoff) zeigen, daB die y*-Werte des Abbauprodukts
viel hoher sind (0,44—0,61) als die y*-Werte eines nicht ab-
gebauten Edestins im 2n-NaCl (0,29—0,34), was mit den all-
gemeinen Prinzipien der Fillungstitration in Einklang steht
(vgl. Abb. 3).
Tabelle 2
Durch 12-stiindigen Abbau gewonnenes Abbauprodukt des Edestins (7',),
dialysiert. v, = 5,0 cem. 7 =20°

a) Dialysiertes Abbauprodukt. T, + Harnstoff 8,0-mol. im Liter des
Gemisches, py = 7,2,

a °lo [ v cem 7 ¢ %
1,6 5,15 0,507 0,788
0,8 6,38 0,562 0,352
0,4 7,20 0,590 0,194
0,2 8,18 0,620 0,076

b) T}, in rein wiilviger Lisung, py = 7,1
2,0 2,02 0,288 1,42
1,0 2,88 0,322 0,677
05 2,98 0,370 0,315
0,25 4,20 0,456 0,136
¢) Ty, versetzt mit 2 n-NaCl (ohne Harnstoff, 11-NaCl ire Gemisch),
Pr = 7,0
1,0 4,02 0,446 0,554
0,5 6,00 0,545 0,227
0,25 8,05 0,617 ; 0,096

d) Nicht abgebautes Edestin in 2 n-NaCl (chne Harnstoft)

Pu = 6,1 : Py = 6,9
| ¢ o
0,288 ! 1,426 ’ 0,317 ‘ 1,362
0,294 l 0,706 | 0,323 : 0,677
0,303 : 0,347 0,325 0,338
i
|

0,314 0,171 | 0342 ; 0,165
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In der Tab.3 sind die Resultate der Titrationen .einiger
Aminosiuren (Losungen in 8,0-mol. Harnstoff) zusammengestellt.
D1e entsprechenden ;*Werte wurden fiir die Konstruierung der

— log M-Geraden verwendet.

Tabelle 3

Fillbarkeit einiger Aminostiuren aus 8,0-mol. Harnstoff. 7'=20°.

Asparao"ms Na, pH=7 1 Glykokoll, Pu="T4 Leuzin, pg = 17,3

r e L r e |7 l ¢

S, AN S WP A o A
0,678 ‘ 0,646 0,721 ‘ 0,558 1 0,725 0,275
0.728 0,278 0,780 | 0,194 0, 835 ; 0,082
0,790 | 0,105 0,868 i 0,066 [ 0,910 0,022
0,840 | 0,040 | |

Die Konzentrationsabhiingigkeit der Fillbarkeit ist in der
Abb. 1 sichtbar. Es besteht hier anscheinend iiberall ein linearer
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Abb. 1. Die Abhingigkeit der Fillbarkeit von der Konzentration
(alle Substanzen in 8,0-molarer Harnstofflosung).
I = Glykokoll IIT = Abbauprodukt 7',
1l = Asparaginsaures Na IV = Edestin

Zusammenhang zwischen Fillbarkeit und dem loge, gemiB
der Theorie von G.V.Schulz?).

In der Tab.4 sind nun die wichtigsten Resultate iiber
den Zusammenhang zwischen M und der Fallbarkeit zusammen-
gestellt. Die ;*-Werte sind auf eine konstante Gleichgewichts-
konzentration ¢ =0,3 ¢/, durch Intrapolation (von den Geraden
der Abb.1 und der Tab.1) umgerechnet. Im Falle der Ab-
bauprodukte I', und T, wegen dem durch Neutralisation des

1) G V. Schulz, Z physik. Chem. (A) 179, 321 (1937).
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Tabelle 4
Die Abhingigkeit der Fillbarkeit vom Molekulargewicht bei ¢ = 0,3.
- : ———
oy legM | M
_______ 1 . - _:——';;,l -t IomnIn
Glykokoll . .| 076 J 187 | 150
Leuzin . . . . 0,72 i 2,11 131,1
Asparaginsiure ‘ 0,71 l 2,12 ! 133,0
Abbauprod. T, | 0,65 3,58 | 3 800
’ T, | 0,49 . 4,10 Y (12 000)
" T, | 047 4,25 | (7000)
Edestin | 0,42 l 4,69 ' 50000

NH,OH im Gemisch befindlichen Chlorammonium, sind die
7*-Werte etwas zu groB’. Nicht vollstindig geklart ist auch
die Frage iiber den M des Edestins in Harnstofflésung. Nach
osmotischen Messungen von N. F. Burk und D. M. Greenberg?)
hat Edestin in konz. Harnstofflésung ein M von etwa 50000.
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Abb. 2. Die Abhiingigkeit der Fillbarkeit von dem Molekulargewicht.
x = die Punkte der Aminosiuren und des Edestins
O = der Punkt des Abbauproduktes 7,

Nach den mit Hilfe der Ultrazentrifuge ausgefithrten Messungen
von Svedberg und Stamm? hat Edestin in wiaBriger NaCl-
haltiger Losung ein M = 210000. Fir die Bestimmungen in
Harnstofflosungen scheint die Zahl 50000 richtiger zu sein,
da auch die y*-Werte des nicht abgebauten Edestins in 2n-NaCl

) B. Jirgensons, Biochem. Z. 310, 225 (1942).

) N.F.Burk u. D. M. Greenberg, J. biol. Chem. 87, 197 (1930).

% The Svedberg u. A.J. Stamm, J. Amer. chem. Soe. 51,
2170 (1929).
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kleiner sind als die y*-Werte des nicht abgebauten Edestins
im Harnstoff (vgl. Tab.1 und 2).

Interessant war es nun, die durch Fillungstitration er-
nmittelten Werte mit denen zu vergleichen, die mit anderen
Methoden erhalten worden sind. KEs wurden kryoskopische
Messungen an einer dialysierten Liosung des Abbauprodukts T,
ausgefithrt. Die Resultate sind in der Tab.5 zusammengestellt.

Tabelle 5
Kryoskopische Bestimmungen am Abbauprodukt T7,.
0,50 g Substanz in 25 g Wasser, K = 1850.

. Gefrierpunkte Gefrier};unkte
der Losung des Dialysewassers
3,066° 3,076° . 4=38,074 — 3,068 = 0,006°
3,070 | 3,078
3,071 | 3,073 = 18005 g
3,066 3,074 25 .0,006

In der Abb.3 ist aus den Resultaten der Fallungstitration
des Edestins und einiger Aminosduren von harnstofffreien,
NaCl-haltigen Losungen noch ;*—log M - Geraden konstruiert.
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Abb. 8. Die Abhingigkeit der Fillbarkeit vom Molekulargewicht.
X = die Punkte der Aminosiuren und des Edestins (M bekannt)
O = der Punkt des Abbauprodukts 7},

1 = Vergleichspunkt des Edestins bei py = 6,1
II = Vergleichspunkt des Edestins bei py = 6,9

Fir das Edestin wurde der log 210000 = 5,32 genommen (nach
Svedberg u. Stamm, a. a. 0.. Der ;*Wert des Edestins
in 2n-NaCl bei ¢=0,3 betragt 0,30 (p, =6,1) oder 0,32 (p,,=6,9).
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GemiB den in Tab.2 angefihrten Resultaten wurde fiir die
NaCl-haltigen Losungen des T, bei ¢=0,3 ein y*= 0,52 er-
mittelt. Mit Hilfe der in Abb.3 konstruierten Geraden erhilt
man fiir das Abbauprodukt T,, dann log M = 3,625 (p,=6,1)
und 3,725 (p,=6,9). Der erste Logarithmus entspricht einem
M = 4200, der zweite (von der getrichelten Geraden) einem
M =5300. Diese Zahlen sind also in brauchbarer Uberein-
stimmung mit der kryoskopisch ermittelten Zahl 6100.

Zusammenfassung

Edestin wurde durch Erhitzung in 8,0-molarer Harnstoff-
losung abgebaut und das mittlere Molekulargewicht der Ab-
bauprodukte durch Fillungstitration bestimmt. Fir ein Ab-
bauprodukt, das durch 12-stiindige Erhitzung erhalten wurde,
wurde das Molekulargewicht zu 3800—5300 bestimmt. Durch
kryoskopische Messungen wurde fiir dieses Abbauprodukt
M = 6100 gefunden.

Dem Vorstand des Analytischen Laboratoriums, Herrn
Prof. Dr. M. Straumanis, dankt der Verfasser fiir das groBe
Entgegenkommen, das er ihm wabhrend der Ausfithrung dieser
Arbeit zeigte.



