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Molekulargewichtsbestimmung an Glykogenen
durch Anwendung des Rayleighschen Gesetzes

Von Hj. Staudinger und 1. Haenel-Immendorfer
Mit 2 Abbildungen

(Eingegangen am 16. September 1943)

Wie die Konstitutionsaufklarung ergab, gehort Glykogen zu der
Gruppe der spharomakromolekularen Stoffe.l) Glykogenlésungen sind
kolloide Sole, bei denen das einzelne Kolloidteilchen identisch mit dem
Makromolekiil ist; dieses hat kugelformige Gestalt. Wie bei Cellulose und
Starke existiert eine polymerhomologe Reihe, d. h. es gibt Glykogene ganz
verschiedenen Molekulargewichts.?)

Bei der groflen biologischen Bedeutung, die dem Glykogen zu-
kommt, schien es uns wichtig, natiirliche Glykogene verschiedener Her-
kunft zu untersuchen und die Frage zu priifen, ob sie sich hinsichtlich
ihrer Zusammensetzung und Molekiilgrofe charakteristisch unterschei-
den. Dazu sind Methoden erforderlich, die es gestatten, das Molekular-
gewicht von Glykogenen mit kleinen Substanzmengen schnell und in
allen vorkommenden Grolenordnungen hinreichend genau zu bestimmen.

1. Moglichkeiten zur Molekulargewichtsbestimmung an Glykogenen.

1. Die osmotische Methode:2) Sie hat den Vorteil, daB sie ohne
Kenntnis irgendeiner Stoffkonstanten direkt das Mol.-Gewicht in ein-
facher Weise zu bestimmen gestattet. Die Methode ist jedoch nur bis
zu einem maximalen Mol.-Gewicht von 2—3 . 108 anzuwenden, da die
osmotischen Drucke dann zu klein werden, um sich genau bestimmen zu
lassen. AuBlerdem bendtigt man bei den hohen Mol.-Gewichten ent-
sprechend groBe Substanzmengen.

2. Mol.-Gewichtsbestimmung durch Fallungstitration nach G. V.
Schulz: Diese wurde von E. Husemann fiir Glykogene ausgearbeitet.?)

1) H. Staudinger u. E. Husemann, Liebigs Ann. Chem. 530, 1 (1937).

2) Eine zusammenfassende Ubersicht iiber die osmotische Molekulargewichts-
bestimmung findet man bei G. V. Schulz, Fortschritte der Chemie, Physik und
Technik der makromolekularen Stoffe, Miinchen 1942, S. 49.

3) E. Husemann, J. prakt. Chem. [2], 158, 163 (1941).
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Die Methode erlaubt ein Arbeiten mit geringen Substanzmengen, doch
ist sie nur bis zu einem maximalen Mol.-Gewicht von 5 . 10% mit einiger
Genauigkeit anwendbar.

3. Die Teilchengewichtsbestimmung mit der Ultrazentrifuge nach
Th. Svedberg: Fir Glykogen wurde diese in weitesten Grenzen giiltige
Methode noch nicht angewandt. Da uns keine Ultrazentrifuge zur Ver-
fiigung steht, kommt diese Methode fiir uns nicht in Betracht.

4. Die TeilchengroBenbestimmung durch Messung der Diffusions-
bzw. Dialysiergeschwindigkeit: Versuche dariiber sind bei uns im Gange.

5. Eine ungefahre Abschiatzung des Mol.-Gewichtes von sehr hoch-
molekularen Glykogenen ist E. Husemann und H. Ruska*) durch
direkte Sichtbarmachung und Ausmessung der Glykogenmolekiile im
Elektroneniibermikroskop gegliickt. Doch ist diese Methode fiir unsere
Fragestellung zu ungenau.

6. Die Teilchengrofenbestimmung durch Anwendung des Ray-
leighschen Gesetzes: Sie beruht auf der quantitativen Bestimmung des
Tyndallichtes kolloider Losungen. Schon eine grob qualitative Betrach-
tung von Loésungen verschieden hochmolekularer Glykogene zeigt einen
deutlichen Unterschied ihrer Opalescenz, so dafl uns dieser Weg zu Mol.-
Gewichtsbestimmungen an Glykogenen aussichtsreich erschien. Dariiber
soll im folgenden berichtet werden.

IL. Uber das Rayleighsche Gesetz.

Das Rayleighsche Gesetz a3t sich durch folgende Gleichung aus-.
driicken:5)

I 24n%v*vnt [ n %2 — n? )2

(1) I, = 74 ("12 + 2n2) -

I, = Intensitdt des gesamten gestreuten Lichtes; / = Intensitit des ein-
fallenden Lichtes; » = Volumen des Teilchens; » = Anzahl der Teilchen
in Losung; », = Brechungsindex des Teilchens in Losung; n = Bre-
chungsindex des Losungsmittels; 2 = Wellenlange des Lichtes im Vakuum.

Danach ist das gestreute Licht proportional der Anzahl der Teil-
chen in Losung, dem Quadrat des Teilchenvolumens und umgekehrt pro-
portional der 4. Potenz der Wellenlinge. Diese Beziehung wurde wieder-
holt, jedoch fast ausschlieBlich an Dispersoidkolloiden vor allem anorga-

4) E. Husemann u. H. Ruska, J. prakt. Chem. [2], 156, 1 (1940); Naturw.
28, 534 (1940).

5) J. W. Strutt, Phil. Mag. [4], 41, 107, 274, 447 (1871); [5], 12, 81 (1881);
47, 375 (1899); vgl. auch H. Freundlich, Kapillarchemie 4. Aufl., Leiﬁzig 1932,
2. Bd.. S. 20.
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nischer Natur, gepriift und hinsichtlich der Proportionalitat der drei ge-
nannten Variablen fiir giiltig gefunden.®) P. Putzeysund J. Brosteaux
haben das Gesetz auch zur TeilchengroBenbestimmung ‘an Proteinlosun-
‘gen angewendet.”) Die Rayleighsche Gleichung gilt nur fiir Teilchen,
die klein gegen die Wellenlange 4 sind, also etwa bis zu einem Durch-
messer von mindestens 100 uy.8)

Die Tribung kann durch Messung des seitlich ausgestrahlten Tyndallichtes
oder der Schwichung des eingestrahlten Lichtes, also durch Bestimmung der
Extinktion, quantitativ erfaBt werden. Unter der Voraussetzung, dafB -die Licht-
schwiichung im wesentlichen nur durch die Lichtstreuung erfolgt, sind beide pro-
portional?) Die Tritbbungsmessung an Glykogenlésungen dirch Bestimmung der
Extinktion wurde von uns mit dem Zeissschen Stufenphotometer versucht. Doch
sind die Resultate schlecht teproduzierbar. Weder die Giiltigkeit des Lambert-
Beerschen Gesetzes, also die lineare Proportionalitit der Extinktion und der
Konzentration, noch eine klare Abhingigkeit der Extinktion vom Molekularge-
wicht, konnte in eindeutiger Weise aus diesen Messungen entnommen werden. Auch
ist der Substanzaufwand nicht unbetriichtlich, da man mit relativ konz. Lésungen
arbeiten muB.

Zur Tribungsmessung durch Bestimmung des Streulichtes verwen-
deten wir den Zeissschen Stufenphotometer mit dem Zeissschen Nephe-
lometervorsatz. Hierbei wird die Triibung einer Losung mit einer Milch-
glasscheibe verglichen. Die so erhaltenen Werte sind relative Triibungs-
werte (Tr,, ), die fir jeden Apparat verschieden sind. Um sie auf ein
absolutes MaB zu bringen, werden sie mit der Triibung eines mitgelieferten
Triibglaskorpers verglichen, dessen absoluter Tritbwert bekannt ist.
Unter der absoluten Tritbung (7'r,,, ) versteht man das Verhiltnis der
gestreuten zur gesamt eingestrahlten Lichtmenge:

(2) Tr . = J .

Dabei sind bei der verwendeten Anordnung folgende Voraussetzun-
gen gemacht: Die Beobachtung erfolgt unter 45° zum einfallenden

8) H. Bechhold u. F. Hebler, Kolloid-Z. 31, 70 (1922); H. Kleinmann,
Biochem. Z. 99, 115 (1919); W. Mecklenburg, Kolloid-Z. 14, 172 (1914); 15, 149
(1915); 18, 97 (1915); G. Mie, Ann. Physik. 25, 377 (1908); A. W. Owe, Kolloid-Z.
32, 73 (1923); W. Streubing, Ann. Physik 26, 329 (1908); T. Teorell, Kolloid-Z.
53, 322 (1930); a4, 58, 150 (1931); vgl. auch ¥. V. v. Hahn, Dispersoidanalyse,
Dresden 1928; Wo. Ostwald, Licht und Farbe in Kolloiden, Dresden 1924.

7) P.Putzeysu.J. Brosteaux, Trans. Farad. Soc. 81, 1314 (1935); Letteren
Schoone Kunsten Belgie, K1. Wetensch. 8, 3 (1941). Nachtrag bei der Korektur:
Th. Biicher hat das das Rayleighsche Gesetz mit Erfolg in der Fermentchemie
angewendet. Vergl. den Vortrag anléBlich der Vortragsveranstaltung des VdCh in
Miinchen am 15. u. 16. Oktober 1943.

8y A. W. Owe, Kolloid-Z. 82, 73 (1923); W. Mecklenburg, Kolloid-Z. 16,
97 (1915); F. V. v. Hahn, Dispersoidanalyse, Dresden 1928, S. 94.

) T. Teorell, Kolloid-Z. 54, 150 (1931).
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Lichtstrahl; die durchstrahlte Schicht ist 1 em tief.19) AuBlerdem ist die
absolute Tritbung von der Wellenlinge abhingig, es muf also mitange-
geben werden, mit welchem Filter (L-Filter 1—3 von Zeiss) gemessen
wurde. Da bei der Untersuchung eines Stoffes die Brechungsexponenten
konstant sind, kann man die Rayleighsche Gleichung (1) mit Glei-
chung (2) auch einfacher schreiben:

2w

3) Tras, = k<5

Da die Anzahl der Teilchen » in Gleichung (3)

¢
p= -
V.9

¢ = Konzentration in 9%, ¢ = Dichte des Teilchens, ist

c.v
Moo’

Das Molekulargewicht eines Glykogenmolekiils ist ferner proportional
seinem Volumen. Da die Dichte auch in die Konstante einzubeziehen
ist, konnen wir auch schreiben:

T abs. - I :1_-[_

¢ VAR

Die absolute Triibung einer Losung, die 1 g Substanz im Liter enthilt,
sehlagen wir vor, spezifische Triibung (7', ) zu nennen. Die Wellen-
Jange A kann man in die Konstante einbeziehen. So ergibt sich, die
Giltigkeit des Rayleighschen Gesetzes fiir Glykogen vorausgesetzt,
folgende einfache Beziehung:

(6) Trpen. = Ky . M.

spez.

(4) Trabs. =k

(3)

Die Konstante K mit dem Index der Wellenlinge bzw. des verwendeten
Filters ist also der Proportionalititsfaktor zwisohen der Triibung einer
Glykogenlosung von der Konzentration 1 g/Liter und dem Mol.-Gewicht.
Die Konstante K; direkt aus dem Rayleighschen Gesetz (1) zu er-
mitteln, wire von groBer Bedeutung, da man so eine von anderen Metho-
den unabhiangige Moglichkeit zur Mol.-Gewichtsbestimmung in der Hand
hatte. Doch ist das nur ungefihr moglich, da der Brechungsexponent des
Glykogens nicht exakt zugénglich ist; auch das wirksame Volumen eines
Glykogenmolekiils ist wegen der unbekannten Grofle der Solvatation
nicht genau aus seinem Molekulargewicht zu errechnen. Deshalb priiften
wir die Giiltigkeit des Rayleighschen Gesetzes mit Glykogenen bekann-
ten Molekulargewichts und bestimmten so die Konstante K, empirisch.

10y Vgl. die Gebrauchsanweisung von Zeiss ,,Mess 430 1*.
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IIL. Uber die Giiltigkeit des Rayleighschen Gesetzes bei Glykogenen.

Es standen uns sechs Glykogene mit verschiedenem Mol.-Gewicht
(M) zur Verfiigung. Drei davon verdanken wir dem Entgegenkommen von
Frl. Doz. Dr. E. Husemann. Das Mol.-Gewicht von diesen ist zu
1,8.108 1,4. 108, 0,45 . 10® bestimmt worden.'') Weitere drei Glykogen-
sorten haben wir aus Meerschweinchenlebern nach dem von uns ver-
offentlichten Verfahren dargestellt'?) und durch fraktioniertes Ausfillen
mit Methanol in Produkte mit verschiedenem Mol.-Gewicht aufgeteilt.
Von den so gewonnenen Priparaten wurde das Mol.-Gewicht mit den von
G. V. Schulz angegebenen Zellen'?) osmotisch in 1n-CaCl,-Losung bei
27° bestimmt (vgl. Tab. 1). Alle angegebenen Mol.-Gewichte sind Durch-

Tabelle 1.

Osmotische Molekulargewichtsbestimmuhgen an Glykogenen in 1n-Chlorealecium-
16sung bei 27° C.

Fraktion | ¢ in g/Liter!4) p.10% plc . 104 M

111 0,110

0,107

0,109

0,107

0,109 5

0115 2 200 000

0,108

0,112

0,113

) 0,113

Mittel 0,110

1,27 0,156

0,37 0,136

0,33 0,134

0,28 0,149
0,27
0,12
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11y Fiir die freundliche Uberlassung der f’réipara.te mdchten wir auch an dieser
Stelle bestens danken. )

12) Hj. Staudinger, Hoppe Seyler's Z. physiol. Chem. 273, 122 (1942).

18) G. V. Schulz, Z. physik. Chem. (A) 176, 317 (1936).

14) Die Konzentration wurde polarimetrisch bestimmt [x]p= 196,5°, vgl.
Z. Gatin Gruzewska, Pflugers Arch. 102, 569 (1904).
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schnittswerte, da auch die fraktionierten Glykogene noch polymolekular
sind. Wie man aus Tab. 1 ersieht, gehorchen selbst die hochstmolekularen
Glykogene dem van’t Hoffschen Gesetz.

M=t
P

R = Gaskonstante, p = osmot. Druck in Atm., ¢ = Konzentration in
g/Liter, T = absolute Temperatur.

Die Daten zur Berechnung der absoluten Triibung aus der gemesse-
nen relativen Triibung nach der Gleichung:1%)

T'rrel.
H

H = relat. Tritbung des Tribungskoérpers, ¢ = absol. Triibung des Triib-
glaskorpers, d = GefaBfaktor; finden sich in Tab. 2.

TTabs. == . d o1

Tabelle 2.

Werte fiir die verwendeten Filter und den Triibglaskérper zur Berechnung der abso-
luten Triitbung.

Durchlissigkeitsmaximum des Filters Ly. . ..o ooovveinin oo A= 615 uu'®)
Durchléassigkeitsmaximum des Filters L ...... e A = 533 up'®)
Relativer Tribwert H des Trubgla.qkorpers (gegen Verglelchsschelbe 3):

fur Filter L, = 18,4, fiir Filter L, = 38,1

Absoluter Tritbwert ¢ des Triibglaskc'irpers:“)
fiir Filter L, = 0,00229, fur Filter L, = 0,00465.

Der Gefallfaktor 4 ist hier = 1, da wir alle Messungen mit Keillicht-
beleuchtung im Reagenzglas ausfithrten. Da die Filter nicht monochro-
matisch sind, bedeuten die angegebenen Wellenlingen fiir die verwen-
deten Filter L, und L, Filterschwerpunkte. Alle Messungen der relativen
Tritbungen wurden gegen die Vergleichsscheibe 3 durchgefiihrt. Die Ab-
héangigkeit der spezifischen Triibung von der Temperatur und von der
Reagenzglasweite sind aus der Tab. 3 zu ersehen.

Danach ist die Triibung einer Glykogenlésung nur in sehr geringem.
MaBe von der Temperatur abhangig. Da sich im Versuchsgefa durch die
Erwarmung der Beleuchtungsbirne sehr bald eine Temperatur von 35°
bis 40° einstellt, wurden alle Messungen bei dieser Temperatur durch-
gefithrt. Auch die Reagenzglasbeschaffenheit hat einen geringen Einflul
auf die spez. Triitbung. Wir wahlten fiir alle folgenden Messungen das

15) Gebrauchsanweisung von Zeiss ,,Mess 430 1*“.

18) Die Werte verdanken wir der freundlichen Mitteilung der Firma C. Zgiss,
Jena.

17) T. Teorell, Kolloid-Z. 34, 150 (1931).
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Tabelle 3.

Abhingigkeit der spezifischen Triibung von Glykogen von der Temperatur und von
der zur Messung benutzten Reagenzglasweite. M = 1,7 . 108,

c Reagenzglasweite
g/Liter Temp. gi n g)m Tre. Trops, - 108 | Trpg, . 104
10° 11 46,0 87,5 18,0
(rel. dickwand.)

3,2 40° 11 44,5 55,6 17,4
75° 11 44,0 55,0 17,2
40° 14 43,0 53,8 16,8

(gew. Reagenzgl.)

Tabelle 4.

Abhiingigkeit der spez. Tritbung von Glykogen (M = 1,7 . 10%) von der Magnesium-
chloridkonzentration des Losungsmittels.

¢ (MgCl,)18) ¢ (Glykogen) T Try, - 104 Trpey, - 104
% g/Liter rel. (Ly) (Ly)
| 0,0 2,1 48,9 61,1 29,1
18 10,1 50,1 27,9
0,5 3,0 60,2 75,1 25,0
2.2 471 58.9 26,8
1,0 2.4 447 55,8 23,2
2,0 38,7 8.4 24,2
2,0 2,5 43,8 54,8 21,9
17 32,4 0.5 23,8
5,0 1,2 19,8 24,8 20,6
0.95 15.8 198 20,8
7,5 2,9 43,8 54,8 18,9
Lo 15.4 19.2 19.2
10,0 1,6 22,7 28.4 17,8
1.2 17.6 22,0 18,3
15,0 3,2 44,5 55,6 17,4
1.3 1811 22.6 174
20,0 2,8 41,7 52,2 18,6
1.6 21,8 27,2 17.0

etwas dickwandige Glas von 11 mm Durchmesser, welches die Messung
mit nur 3 ccm Losung gestattet.

Wie wir im Verlauf der Untersuchung fanden, ist die Triibung einer
Glykogenlosung sehr stark von der Wahl des Losungsmittels abhéngig:.
Am geeignetsten fanden wir eine walirige Magnesiumchloridlésung. Die
Abhangigkeit der spez. Triibung vom Magnesiumchloridgehalt der Losung
zeigt Tab. 4 und Abb. 1. '

Wie man sieht, sinkt die spez. Triibung rasch mit steigendem Magne-
siumchloridgehalt bis zu einen Gehalt von 109, Mg Cl,, um dann anné-

18) Der Magnesiumchloridgehalt des kéauflichen Magnesiumchlorids p. a.
wurde bestimmt. Die Zahlen beziehen sich auf wasserfreies MgCl,.
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hernd konstant zu werden. Die spez. Triibung in destilliertem Wasser ist
sehr schlecht reproduzierbar und zeigt keine klare Abhangigkeit vom
Mol.-Gewicht. — Deshalb wurden alle folgenden Messungen in einer
159,-igen Magnesiumchloridlosung ausgefiihrt. Den Effekt der sinkenden
spez. Triibung bei steigendem Magnesiumchloridgehalt mochten wir,
abgesehen von der Anderung des Bre-
chungsexponenten des Losungsmittels,
als Ausdruck einer besseren Solvatation
der Glykogenmolekiile deuten.

Die Messun‘g der relativen Triibung
wurde von uns meist mit dem Filter L,
vorgenommen. Die einzelnen Messun-
gen zeigen bei Verwendung dieses Fil-
ters gegeniiber dem Filter L, wegen der
grofleren Helligkeit einen geringeren
subjektiven Fehler. AuBerdem ist zu

C erwarten, daBl das Rayleighsche Ge-

0_;2,?%” /"Z [Z ZAEBZ etz bei der groBeren Wellenlinge des
Abb. 1. Abhingigkeit der spez. Trii-  Durchlissigkeitsmaximums des Filters
bung von Glykogen vom Magne- T, fiir hohere Mol.-Gewichte giiltig ist.19)
Smmchtlglrsld(l%?hiltldfgolb%s(;?gsmlt. Da es aber iiblich ist, die absolute Trii-

bung fiir' Filter L, anzugeben?®), haben
wir an einigen Produkten die relative Triibung fiir beide Filter bestimmt -
(vgl. Tab. 5).

Wie die Tab. 5 zeigt, ist das Verhéltnis der relativen Tritbung bei
den beiden Filtern trotz des sehr verschiedenen Mol.-Gewichtes konstant.
Mit dem so ermittelten Quotienten L,/L, haben wir dann alle Tritbungen
anch fir das Filter L, ausrechnen konnen.

Da die Triibung nach dem Rayleighschen Gesetz proportional 1/44
ist, muf} der gefundene Quotient (1,72) gleich 4,%/4,* = 615%/533% = 1,77
sein. Die Ubereinstimmung ist befriedigend, da man beriicksichtigen
mulB}, dal die verwendeten Filter nicht monochromatisch sind. Somit ist
also das Rayleigh’sche Gesetz hinsichtlich der Abhéangigkeit von der
Wellenlange des Lichtes auch fir Glykogenlosungen bestitigt worden.

Zur Ermittlung der spez. Triibung der verschiedenen Glykogene
wurde die absolute Triibung bei wechselnder Konzentration der Glyko-
genlosung unter den oben festgelegten Bedingungen bestimmt. Dabei
kann man so vorgehen, dall man eine Losung laufend verdiinnt und deren
relative Triibung und Konzentration miBt. Doch ist das Verfahren wegen

ZI{

1 1 1 1

19 T. Teorell, Kolloid-Z. 53, 322 (1930).
20) Vgl. Gebrauchsanweisung von Zeiss ,,Mess 430 ‘.
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Tabelle 5.

Abhiingigkeit der relativen Tribung von der Wellenlinge des Lichtes bei Filter
Ly (A = 615 uu), Ly (7 = 533 pu).

Glykogen M ¢ g/Liter Troy In Treey. Lo L,/L,
2.8 47,5 82,6 1,74
2.4 42.1 73.2 1.74
2200 000 1.8 32,2 55,1 171
1.4 26.5 46.4 175
7.1 96,4 168,1 1,74
5.3 73.6 129.0 1.75
41 58.0 95.7 1,65
3.2 44,2 77.0 1,74
1700 000 2.8 41,1 70,7 1,73
2.5 36.6 62.0 170
L7 25.1 43,0 1,71
1.3 181 31.6 1.75
4,6 25,6 44,3 1,73
3.3 18.8 31,9 1.70
700 000 2.4 13.8 24.6 1.78
1.8 10.8 17.7 1.64
Mittel 1,72

der groBen Empfindlichkeit der Methode gegen Spuren von Staub nur
begrenzt anwendbar, da selbst bei vorsichtigstem Arbeiten sich kleine
Staubpartikel nicht vollstindig fernhalten lassen und man so zu hohe
Werte bekommt. Deshalb werden die Glykogenlosungen wiederhalt durch
ein gehértetes Filter filtriert und 10 Minuten bei 3500 Umdrehungen zen-
trifugiert. Die Konzentration der Losung wird nach der Messung polari-

Tabelle 6.

Bestimmung der spez. Tritbung von Glykogen.

: Tryp, - 104 T7, ez, - 104
Glykogen M ¢ g/Liter Treq. 7, A

2 200 000 5,7 95,2 119,0 20,9
1,1 70,2 87,8 21,4

3,4 57,6 72,2 21,2

2,8 47,5 59,4 21,2

2,7 46,1 57,8 21,4

2,6 44,6 55,8 21,5

2,4 42,1 52,7 22,0

1,9 33,1 41,4 21,8

1,8 32,2 40,2 22 4

1,8 31,5 39,4 21,9

1,7 30,8 38,5 22,6

1,4 26,5 33,1 23,6

Mittel 21,8
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Tabelle 6 (Fortsetzung).

4 4

Glykogen M | ¢ g/Liter Trog. Trabi - 10 T7pez. - 10
1 1

1 800 000 6,3 96,0 118,0 18,1

5,2 76,5 95,0 18,2

5,1 75,4 93,2 18,3

4,7 70,0 86,9 18,5

3,9 58,3 72,3 18,5

3.6 55,1 68,3 19,0

3,2 46,2 57,4 18,0

2,9 43,9 54,4 18,7

Mittel 18,4

1 700 000 7,1 96,4 119,5 16,8

5,3 73,6 92,1 17,4

4,1 38,0 72,5 17,7

3,2 44,2 55,3 17,3

2,8 41,1 51,3 18,3

2,5 36,6 45,7 18,3

1,7 25,1 31,2 18,3

1,3 18,1 22,6 17,4

Mittel 17,7

1 400 000 8,1 93,4 115,5 14,4

7,1 78,5 97,5 13,6

6,2 73,0 90,5 14,6

5,7 64,6 80,0 14,0

5,4 60,3 74,9 13,9

4,8 55,4 68,6 14,3

4,4 48,0 59,5 13,5

4,0 47,1 58,4 14,6

2,8 33,2 41,2 14,7

2,5 28,6 35,4 14,2

2,0 22,6 28,0 14,0

Mittel 14,2

700 000 10,2 57,3 71,2 7,0

9,9 48,6 60,4 6,1

7,0 36,7 45,5 6,5

6,4 34,6 42,9 6,7

4,8 25,8 32,0 6,7

4,6 25,6 31,8 6,9

3.8 20,8 25,8 6,8

3,3 18,8 23,3 7,1

2,4 13,8 17,1 7,1

Mittel 6,8

450 000 12,8 49,0 60,9 4,8

11,7 39,1 48,5 4,2

11,1 42,1 51,3 4,7

9,3 31,4 39,0 4,2

9,0 36,1 44,9 5,0

8,9 32,4 40,2 4,5

7,4 29,6 36,6 4,9

7,0 26,2 32,5 4,6

4,9 19,3 24,0 4.9

3,5 13,0 16,1 4,6

4,6

Mittel

s
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metrisch ([«], = 196,57)%) bestimmt. Von der gemessenen relativen
Tritbung, die den Durchschnitt von mindestens 10 Ablesungen darstellt,
wird ein Leerwert (das ist die relative Triibung des reinen Losungs-
mittels) abgezogen. Die so erhaltenen Werte der spez. Tritbungen zeigt
Tab. 6. Man sieht, daB3 die absolute Triibung der Konzentration direkt
proportional ist. Das Rayleighsche Gesetz ist also fiir diesen Punkt be-
statigt. Die Tritbung darf jedoch nicht bei zu hohen Konzentrationen
gemessen werden, weil jenseits einer absoluten Triibung von etwa 120.

10~ diese schwicher als linear mit der Konzentration anzusteigen
scheint, wie orientierende Messungen ergaben.

Die spez. Triibung ist also eine fiir jedes Glykogen charakteristische
GroBe und nur von dessen Mol.-Gewicht abhéngig. Aus dem Verhéltnis
der spez. Triilbung zum Mol.-Gewicht kann man die Konstante K; nach
der Gl. (6) ausrechnen (vgl. Tab. 7 und Abb. 2).

Tabelle 7.

Abhiingigkeit der spez. Tritbung von Glykogenen vom Mol.-Gewicht.
Bestimmung der Konstanten K.

Tr, L1040 Ty . 104

M .- . pez, spez. . 1010 K . 10

Mol.-Gew A T, KLJl L, 10

2 200 000 21,8 37,7 9,9 17,1

1 800 000 18,4 31,7 10,2 17,6

1 700 000 17,7 30,4 10,4 17,9

1 400 000 14,2 24,4 10,1 17,5
700 000 6,8 11,7 9,7 16,6
450 000 4,6 7,9 10,2 17.6

Mittel 10,1 | 17,4

Wie man aus der Tab. 7 und der Abb. 2 sieht, ist die spez. Tritbung
dem Mol.-Gewicht direkt proportional. Das Rayleighsche Gesetz ist
also auch hierin fiir Glykogen bestatigt. Somit ist die Moglichkeit gegeben,
die Mol.-Gewichte von Glykogenen durch ihre spez. Tritbung zu bestim-
men. Die Fehlergrenze der Methode laBt sich wegen der Polymolekula-
ritdt der Glykogene??) und wegen des wechselnden subjektiven Fehlers
beim Photometrieren nicht genau berechnen, doch ist sie, wie aus der
Abb. 2 ersichtlich, hinreichend genau. Die Grenze der Methode ist nach
unten bei einem Mol.-Gewicht von etwa 4 . 105 erreicht, da die Messungen
bei kleineren Mol.-Gewichten zu ungenau werden. Die Methode findet also

2y Z. Gatin-Gruzewska, Pfliigers Arch. 102, 569 (1904).

22) Die Polymolekularitdt bedingt hier den gleichen Fehler wie bei der Mole-
kulargewichtsbestimmung an Fadenmolekillen aus der spezifischen Viskositat
nach dem Staudinger’schen Viskosititsgesetz, denn sowohl die spezifische Visko-
sitédt als auch die spezifische Triibung sind dem Produkt ¢ . M proportional.
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den direkten Anschlu8 an die Mol.-Gewichtsbestimmung durch Fallungs-
titration. Die obere Grenze der Giiltigkeit 148t sich schwer direkt be--
stimmen, da osmotische Messungen,

j‘T / wie erwahnt, bei so hohen Mol.-Ge-
:Z:_ 4 wichten nicht mehr ausfiihrbar sind.
2 Nach iibermikroskopischen Messun-
o+ y gen an Glykogenen haben diese bei
28" einem Mol.-Gewicht von 1,5 . 108
261 einen Durchmesser von rund 10 uu.23)
j;: 7, Das Rayleighsche Gesetz soll bis.
20k zu einem Teilchendurchmesser von
P o mindestens 100 uu giiltig sein.?4) Da-
”F nach lieBe sich die Methode theore-
< T4F tisch bis zu einem Mol.-Gewicht von
S 20 1500 . 108 extrapolieren.
.8“, 7? I Somit gestattet diese Methode das
5’ 6+ Mol.-Gewicht der natiirlichen sehr
4t hochmolekularen Glykogene schnell,
T 25 L L einfach, recht genau und mit einem

02 ¢ 68 DN # Bz s sehr geringen Substanzaufwand zu
K107 bestimmen. Sie ist deshalb zur Unter-
Abb. 2. Abhangigkeit der spez. Trii- suchung biologischer Fragen beson-

bung von Glykogenen vom Molekular- .
¢ Y gegwicht, ders geeignet.

Zusammenfassung.

Die Giiltigkeit des Rayleighschen Gesetzes fir Glykogenlosungen
wurde gepriift. Die theoretisch geforderte Proportionalitat zwischen der
Triibung einer Glykogenlosung einerseits und der Konzentration, dem
Molekulargewicht und dem reziproken Wert der 4. Potenz der Wellenlinge-
des Lichtes andererseits konnte experimentell bestitigt werden. Eine
einfache Mol.-Gewichtsbestimmung an Glykogenen ist somit nach der
Gleichung gegeben:

T e, = Ky . M.

spez.

Die Konstante K; wurde in 159%,-iger Magnesiumchloridlosupg fir das
Filter L; A = 615 uu) zu 10,1 . 1071 und fiir das Filter L, (2 == 533 uu) zu
17,4 . 107'° bestimmt.

2) E. Husemann u. H. Ruska, J. prakt. Chem. [2], 156, 1 (1940). ,

#) A. W. Owe, Kolloid-Z. 32, 73 (1923); W. Mecklenburg, Kolloid-Z. 16,
97 (1915); F. V. v. Hahn, Dispersoidanalyse, Dresden 1928, S. 94.



