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In einer Reihe von Arbeiten untersuchte W. Pauli'—® mit seinen
Mitarbeitern das elektrochemische Verhalten von Kohlehydratsolen
(wie Stérke, Dextrine, Gummiarabicum und Agar), bei denen die Fremd-
elektrolyte durch Dialyse und Elektrodialyse moglichst vollstéindig ent-
fernt worden waren. Diese Kohlehydrate sind in wéilriger Losung schwach
negativ aufgeladen, stellen also riesige Anionen vor, denen eine dquivalente
Menge von positiven Ionen, wie Alkali- und Erdalkaliionen, gegeniiber-
steht. Bei fortschreitender Dialyse werden diese Kationen entfernt
und an ihre Stelle treten die H-Ionen des Wassers. Bei vollstédndiger
Reinigung liegt dann ein sogenanntes azidoides Sol oder eine Kolloid-
sdure vor, wodurch fiir viele Untersuchungen besonders einfache und
itbersichtliche Verh#ltnisse geschaffen werden. So konnte M. Samect
an derart gereinigten Stérkesolen als erster die Veresterung der Stdrke
mit Phosphorséure feststellen. Pauli (I. ¢.) und Mitarbeiter bestimmten
in solchen azidoiden Kohlehydratsolen durch elektrometrische Titration
mit Natron- bzw. Barytlange die Gesamtaziditit; diese Gesamtaziditit
ist nun gréBer als die aus dem Phosphorsiuregehalt errechnete, bzw.
wurde auch im phosphorfreien Sol eine mit verdiinnter NaOH bzw.
Ba(OH), titrierbare Aziditit gefunden, die auf die Anwesenheit einer
mittelstarken Sdure schlielen [a83t. Pouli® glaubte Grund zur Annahme
zu haben, dafl es sich um Glukuronsiure bzw. allgemeiner um Uronséduren
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handle und vermutete, dafl auch andere Kohlehydrate und insbesondere
das Glykogen gleichfalls derartige Uronsduregruppen enthalten diirfte,

Als wesentlicher Unterschied gegeniiber der Stiirke galt der angeblich
um etwa eine Zehnerpotenz geringere Phosphorgehalt des Glykogens.
Neuere Untersuchungen zeigten, dall der P-Gehalt des Glykogens noch
niedriger liegt, so gibt H. Staudinger® fiir ein Priparat aus Miesmuschel,
das 16mal aus Alkohol umgefillt wurde, einen P-Gehalt von 0,0169
an. Ahnliche Werte fanden M. Macdowells, L. G. Petree und C. L. Als-
berg”. Q. J. Bell regenerierte Glykogene aus einem Acetyl- und Benzoyl-
derivat und fand eine Verminderung des P-Gehaltes auf ein Viertel des
obigen Wertes, in einzelnen Fillen waren die Priparate phosphorirei.
Auch K. H. Meyer hat phosphorfreies Glykogen aus Muschelfleisch her-
gestellt.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Untersuchung von
Glykogensolen verschiedener Herkunft nach folgenden Hauptgesichts-
punkten:

1. Wie weit 14646 sich der Phosphorgehalt durch eine méglichst schonende
Behandlung, wie es die Dialyse bzw. Elektrodialyse ist, herabsetzen?

2. Sind neben der Phosphorsdure noch andere Siuren fiir den sauren
Charakter des Glykogens verantwortlich ?

3. Sind diese Siuren Uronsiduren, bzw. gelingt ihr direkter Nachweis ?

4. SchlieBlich wurde noch das elektrische Leitvermégen und die
Viskositidt der hochgereinigten Glykogensole untersucht.

Die Anregung zu dieser Untersuchung stammt von Prof. W. Pauli
in Zirich, dem wir auch fiir seine freundlichen brieflichen Ratschlige
und die Durchsicht des Manuskriptes zu Dank verpflichtet sind.

Darstellung und Reinigung des Glykogens durch Elektro-
dialyse und Elektrodekantation.

Als TUntersuchungsmaterial dienten Glykogenpraparate verschiedener
Herkunft und Darstellungsweise. Sie wurden aus Lebern von Kaninchen
und Meerschweinchen und aus Muskeln von Kaninchen gewonnen, aulerdem
wurde ein Priparat der Firma Merck verwendet, das aus dem Fleisch der
Miesmuschel (Mytilus edulis) gewonnen worden war. Die Gewinnung des
Leber- und Muskelglykogens erfolgte zum Teil nach der klassischen Methode
von Pfliger durch Hydrolyse der Organe in 609%iger Kalilauge bei 100° C,
zum Teil nach der von Rona und Bweyck® angegebenen Art durch Extraktion
der Organe in 59%jiger Trichloressigsdure. Das Mercksche Préparat wurde
nach Angabe der Firma durch Extraktion aus Muschelfleisch in heilem
Wasser und nachfolgende Behandlung mit Trichloressigsiure gewonnen.
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Vor ihrer weiteren Reinigung wurde der Aschen- und Phosphorgehalt, die
spezifische Drehung sowie die elektrische Leitfahigkeit und der pg-Wert
der 19%,igen Losung ermittelt.

Wie die untenstehende Tabelle 1 zeigt, schwankt der Phosphorgehalt der
Rohpréparate innerhalb ziemlich enger Grenzen, etwa um 0,139%; das pu
der 19%igen Léosung liegt in der Niahe des Neutralpunktes und 1dft einen
EinfluB der Herstellungsmethode erkennen, da die mit Trichloressigsédure
hergestellten Préaparate nahezu neutral (pm = 7,3), die nach der Pfliiger-
schen? Methode mittels KOH-Hydrolyse gewonnenen ganz schwach alkalisch
(pm zirka 8,2) reagieren. Die pm-Werte sowie der Phosphorgehalt sind im
Hinblick auf die Anderung, die sie bet der Reinigung durch Elektrodialyse
erfahren, von besonderem Interesse. '

Tabelle 1.
P-Ge- Spez. | Leitfihigkeit P
Ausgangsmaterial Darstellung halt ]X;):;gt ll)Jre— der l%gLsg. der I1I%
in % hung rez, Ohm Lsg.
I. Leber (Kaninchen) | Pfliger und
Grabe | 0,115|0,145| 197 | 5,96-10-2 | 8,10
11. Leber (Meer- Pfliiger und
schweinchen) Grabe 0,124 0,275 | 199 — 8,39
IIL. Leber (Meer- Rona und
schweinchen) Eweyck |0,163, — 194 | 8,20-1073 | 7,29
IV. Muskel (Kanin- Pflitger und
chen) Grabe 0,13510,203| — 6,50 - 103 | 8,53
V. Muschelfleisch Handelspré-
parat der !
Firma Merck| 0,126 0,12 | 192 | 6,40 - 10— | 7,29

Der Aschengehalt und die elektrische Leitfahigkeit stehen offensichtlich
mit dem Reinheitsgrad der Prédparate im Zusammenhang. Die qualitative
Untersuchung der Asche ergab neben Spuren von Eisen hauptséehlich die
Anwesenheit von Calcium, Magnesium und Kalium. Der Mittelwert der
optischen Drehung (194°) kommt dem von Gruzsewskal® und Huppert!! ge-
fundenen Wert von 196,56° recht nahe.

Von den Glykogenpriaparaten wurden 19%ige Sole hergestellt und diese
nun im Elektrodialysierapparat nach Pauli elektrodialysiert. Im Verlauf der
Elektrodialyse tritt im Inhalt der Mittelzelle (wie dies auch bei anderen Solen
der Fall ist) eine scharfe Sonderung in zwei Schichten auf (Elektro-
dekantation), in eine untere, welche das Glykogen enthélt und in eine rein
wibrige Oberschicht, die man abheben und durch destilliertes Wasser er-
setzen kann. Dadurch wird einerseits der Reinigungsvorgang beschleunigt,
anderseits eine Konzentrierung des Sols bis auf 5%, erzielt. Die Dialyse wird
so lange fortgesetzt, bis die obere Schicht die Leitfihigkeit der unteren
Schicht erreicht und durch mindestens 2 Tage konstant bleibt. Eine aus-
fithrliche Beschreibung der Elektrodekantation hat W. Pauli gegeben'?.

10 Z. Gruzsewska, Pfligers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 102, 569
(1904).

11 H. Huppert, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 18, 137 (1894).

2 W. Pauli, Helv. chim. Acta 25, 137 (1942).
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Auf diese Weise wurde eine Reihe hochgereinigter Glykogensole erhalten,
die das Versuchsmaterial fir die weiteren Untersuchungen bildeten. In
Tabelle 2 ist der Gehalt dieser Sole an Glykogen, ihr Phosphorgehalt sowie
der Phosphorgehalt des Glykogens und die spezifische Drehung verzeichnet.

Tabelle 2.
Bezeich- . Glykogen- | L-dehalt | P-Gehalt Spez. Dauer
nung | Ausspgsmaterial und gehatt der 10sung Gly‘%{f‘gem Drehung | ED -+ EDek
der Sole e in % 10-5 i o in Grad | Tage
A | Merck-Praparataus w‘
Muschelfleisch ...| 1,69 7,10 0,0126 195,8 16
B Merck-Praparataus
Muschelfleisch ... 1,20 5,07 0,0127 — 17
C Merck-Praparataus
Muschelfleisch ... 1,50 7,59 0,0157 — 17
E Merck-Praparataus } .
Muschelfleisch ... 1,06 4,95 0,0152 197.3 18
G | Merck-Praparataus »1
Muschelfleisch . .. 2,28 10,80 0,0147 — 16
H Merck-Priparataus
Muschelfleisch ... 2,49 1 11,00 0,0146 — 14
L, { Kaninchenleber ‘
nach Pfliger ....| 3,63 17,90 0,0158 195,8 17
L;, | Kaninchenleber ‘
nach Pfliger ....| 4,00 | 19,00 0,0151 196,0 20
L, | Meerschweinchen- !
leber nach Pfliger | 4,20 | 19,30 0,0142 197,2 19
Ly | Meerschweinchen-
leber nach Rona
und Bweyck .. ... 3,12~ 16,10 0,0160 196,8 18
M Kaninchenmuskel ! !
nach Pfliger ....! 1,86 } 9,00 | 0,0151 | '196,7 16
Mittelwert ...| 0,0147 = 196,5

Die Sole zeigten leichte Opaleszenz und waren nahezu farblos. Sie
reagierten deutlich sauer, das pg liegt je nach Konzentration zwischen 3,5
bis 4 (vgl. Tabelle 6). Der Mittelwert der optischen Drehung ist identisch
mit dem in der Literatur angegebenen Wert (siehe oben).

Der Phosphorgehalt des elektrodialysierten Glykogens.

Durch die Elektrodialyse und E-Dekantation wird der groBte Teil des
Phosphors, der urspriinglich in den Rohpriparaten vorhanden war,
entfernt. Aus der folgenden Tabelle 3 ist die Verminderung des Phosphor-
gehaltes fiir die verwendeten fiinf Rohpréparate verschiedener Herkunft
und Darstellung zu ersehen.

Der verbleibende Rest, der auch bei weiterer Fortsetzung der Elektro-
dialyse nicht mehr verringert werden kann, zeigt bei allen Priparaten
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trotz ihrer verschiedenen Herkunft und Darstellung eine auffallende
Ubereinstimmung, er betrigt im Mittel etwa 0,015%,.

Tabelle 3. Verminderung des P-Gehaltes durch Elektrodialyse.

P-Gehalt P-Gehalt Ver-
Ausgangsmaterial Darstellungsmethode vor der nach der | minderung
E. D. E.D.in 9% |des Pin 9%

Kaninchenleber ....... Pfliiger und Grdbe 0,115 0,0153 86
Kaninchenmuskel ... .. Pfliiger und Grabe 0,135 0,0151 89
Meerschweinchenleber . . | Pfliiger und Grdbe 0,223 & 0,0142 88
Meerschweinchenleber . . | Rona und Eweyck | 0,163 = 0,0160 90
Muschelfleisch......... Handelspréparat 0,127 @ 0,0152 88

Da der Gedanke naheliegt, da8 die Entfernung des Phosphors auf
eine durch die Elektrodialyse bewirkte Abspaltung einer urspriinglich
veresterten Phosphorsidure zuriickzufithren ist, wurde folgender Versuch
unternommen: Ein hochgereinigtes Glykogensol (L;) wurde nach der
Methode von J. Kerb'® phosphoryliert (mit POCL;). Dadurch wurde der
Phosphorgehalt von 0,0153 auf 1,556 erhoht!4.

Das phosphorylierte Glykogen war nach seiner Ausfallung durch
Alkohol in Wasser unloslich. Es konnte daher mit Wasser bis zum Ver-
schwinden der tberschiissigen Phosphat- und Chlorionen gewaschen
werden. Hs stellt ein rein weifies Pulver vom Aussehen des natiirlichen
Glykogens vor, ist aber, wie erwihnt, nicht ohne weiters in Wasser 15s-
lich, sondern quillt nur etwas auf. Mit Jod farbt es sich, wie das normale
Glykogen, rotbraun. Es war hingegen in 10- bis 15%iger Kalilauge
leicht loslich.

Das in Kalilauge geldste Priaparat wurde mit Essigsdure neutralisiert,
wobei es in Losung bleibt, und konnte nun ohne auszufallen neuerlich
elektrodialysiert werden. Es erfolgt auch bei tagelanger Dialyse keine
wesentliche Anderung des P-Gehaltes, ebenso verhielt sich das gereinigte,
aber nicht phosphorylierte Sol L, bei gleicher Behandlung (siehe Ta-
belle 4).

Die veresterte Phosphorsiure wird demnach durch Elektrodialyse
nicht in nennenswerter Menge abgespalten.

13 J. Kerb, Biochem. Z. 100, 3 (1919).

14 Abweichend von der Vorschrifi nach J. Kerb wurde die bei der
Phosphorylierung freiwerdende Salzsdure nicht mit Calciumkarbonat ab-
gestumpft, sondern es wurde vorsichtig die zur Neutralisation der Salzséure
notwendige Menge Kalilauge zugesetzt. Dadurch konnte der P-Gehalt in
einem Akt von 0,01539%, auf 1,569 hinaufgesetzt werden. Bei der urspriing-
lichen Vorschrift gelingt es nicht, den P-Gehalt bei einmaliger Phosphorylie-
rung dber 19, zu bringen. W.Z. Hassid und J. L. Chaikoff, welche ebenfalls
Glykogen phosphorylierten, muBten den Vorgang siebenmal wiederholen,
bis sie einen P-Gehalt von 1,739, erreichten.
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Tabelle 4.
Phosphorgehalt | Phosphorgehalt
vor der BE.D. | nach der E.D.
in % i in %
Phosphoryliertes Glykogensol L, ......... 1,556 1,552
Glykogensol Ly .......... .. ... .. ... 0,0153 0,0151

Eine weitere Herabsetzung des P-Gehaltes ist nur nach Erhitzen
im Autoklaven méoglich. Das Sol L; wurde 40 Min. lang im Autoklaven
auf 140° C erhitzt und darnach elektrodialysiert. Der Phosphorgehalt
sank dabei etwa um die Hilite von 0,01539% auf 0,0074%, ab. Dabei
findet aber bereits ein Abbau des Glykogens statt, wie das Auftreten
reduzierender Substanzen, sowie das Aussehen des Sols beweist. Wahrend
das phosphorylierte und das gereinigte Sol nahezu klar -— nur leicht
opaleszent — und farblos sind, ist das wie oben behandelte Sol stark
triib und gelb gefdrbt.

Der auffillig konstante Phosphorgehalt des elektrodialysierten
Glykogens entspricht also tatsichlich der als Ester gebundenen Phosphor-
siure und ist in guter Ubereinstimmung mit den in der Einleitung er-
wihnten Werten, die Staudinger'® und andere Forscher an auf andere
Weise gereinigten Glykogenpréparaten feststellten. Damit fallt die in
der Literatur vielfach anzutreffende Behauptung weg, daff der Unter-
schied zwischen Stirke und Glykogen hauptséchlich im hoheren Phosphor-
gehalt der ersteren liegen sollte. Samec gibt in seiner ,,Kolloidchemie
der Stiirke* fiir hochgereinigte Stiirkepriaparate verschiedener Herkunft
folgende Werte an : Kartoffel 0,112, P, Reis 0,0399%, P, Weizen 0,105%, P,
Herbstzeitlose 0,0169, P.

Es besitzt also jede Stirkeart ihren individuellen Phosphorwert,
der meist, aber nicht immer, hoher ist als der des Glykogens. Der P-Gehalt
des Glykogens ist aber unabhiingig von Herkunft und Gewinnung konstant.
Der Unterschied beider Kohlehydrate ist wohl in erster Linie in der
Struktur gelegen.

pr und Leitfahigkeit.

Die elektrodialysierten Giykogensole reagieren zum Unferschied
von den neutralen oder leicht alkalisch reagierenden Ausgangssolen
deutlich sauer. Die Elektrodialyse hat ihre Umwandlung in azidoide
Sole oder Kolloidsiuren (Glykogenphosphorsiuren) bewirkt; grofien
kolloiden Anionen stehen H-Tonen als Gegenionen gegeniiber. Die
elektrische Leitfahigkeit der gereinigten Sole ist im Fall einer restlosen

15 H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, 2. Aufl. 1941.
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Uberfithrung in ein azidoides Sol nur durch das Leitvermégen des Kolloid-
ions und der vorhandenen H-Tonen bedingt. Man kann daher aus der
Leitfdhigkeit des Sols anndhernd die H+-Aktivitidt berechnen; diese miifite
dann mit der direkt gemessenen H+-Aktivitit tibereinstimmen, da bei
den vorliegenden geringen Konzentrationen Aktivitdts- und Leitfahig-
keitskoeffizient praktisch iibereinstimmen.

Es wurden daher die spezifischen Leitfdhigkeiten der einzelnen
Sole gemessen und ihr py bzw. ihre H*-Aktivitdt potentiometrisch be-
stimmt. Aus der spezifischen Leitfdhigkeit wurde aus dem bekannten
Aquivalentleitvermogen des H-Ions (U = 350) und unter der plausiblen
Annahme, daB das Aquivalentvermégen des kolloiden Anions V = 50 rez.
Ohm betrigt', die H+-Aktivitdt berechnet. In der Tabelle 5 sind die
untersuchten Sole nach ihrer Glykogenkonzentration geordnet. In der
ersten Kolonne sind die spezifischen Leitfahigkeiten der Sole, in der
zweiten die elektrometrisch gemessenen pg-Werte und die entsprechenden
H+ Aktivitdten ay verzeichnet. In der letzten Kolonne sind die aus der
Leitfahigkeit berechneten H+-Konzentrationen angegeben.

Tabelle 5.
S o SfI.)eIIZ ]?eit— by ag Ay aus
01 o dhigkeit itfihi i

Glykogen 10g"" gemessen Ligﬁﬁi?t
E 1,06 4,22 3,99 1,02-10-* ] 1,05- 10
B 1,20 4,47 3,99 1,02-10-% ] 1,10-10¢
C 1,50 6,24 3,82 1,51-10-* | 1,56-10~¢
A 1,69 5,35 3,85 1,41-10~*{ 1,35 10¢
M 1,86 7,65 3,76 1,74 - 10-* | 1,91 - 104
G 2,28 8,30 3,66 2,19-107%* | 2,18 10
H 2,49 8,80 3,65 2,29-10% | 2,22 102
Ly 2,82 11,80 3,55 2,82-107¢ 1 2,95 10—*
L, 3,47 13,70 3,46 3,47 -107% ] 3,43 10
Ly 4,00 16,30 3,44 3,66 - 10~% | 4,07 - 10+
L, 4,20 12,70 3,48 | 3,48-10-*% | 3,18 -10°¢

Die Ubereinstimmung zwischen den berechneten und gemessenen
H+ Aktivitdten ist, wie die beiden letzten Kolonnen der Tabelle 5 zeigen,
tatséchlich eine recht gute und ein Beweis, daB die elektrodialysierten
Glykogenlésungen rein azidoide Sole (Kolloidsiuren) sind, das heilit,
sie enthalten auBler H-Tonen keine anderen Kationen.

16 Vgl. W. Pauli und J. Szper, Kolloid-Z. 82, 335 (1938), die bei analogen
Berechnungen bei Dextrinen und loslicher Stirke fiir die Beweglichkeit
des kolloiden Anions ebenfalls den mittleren Wert von 50rez. Ohm ver-
wendeten.
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Die konduktometrische Titration der Glykogensole.

Die Gesamtaziditdt laBt sich durch pg-Bestimmungen oder Leit-
fahigkeitsmessungen nicht ermitteln, da wegen der wunvollstindigen
Dissoziation der groBere Teil der H-Ionen inaktiv ist. Diese kann
vielmebhr durch Titration gegen eine starke Lauge ermittelt werden.
Die Glykogensole wurden konduktometrisch gegen CO,-freie Natronlauge
bzw. Barytlauge titriert. Die Leitfshigkeit sinkt infolge des Verschwindens
der H-Ionen, erreicht im Neutralitétspunkt ein Minimum und steigt

22t Lﬂmﬂz/ﬂ% q004kn

cem NaOH Q004 n

L L SR | 1 . A L t 1 1 1 i 1

22 qla g6 48 10 12 14 47 4z 43 44 g5 49§ 47 48 49
Abb. 1. Abb. 2.

bei Laugeniiberschufl rasch an. Dieses Minimum ist in unserem Falle,
wo es sich um eine schwichere Sidure handelt, infolge der Hydrolyse
des gebildeten Salzes verbreitert, und der Neutralititspunkt wurde daher
graphisch durch den Schnittpunkt der an die steilen Kurvendste der
Titrationskurve gelegten Tangenten ermittelt. In den beiden Tabellen 6a
und 6b ist als Beispiel der Verlauf der Titration des Sols L, gegen 0,004 n
Natronlauge, bzw. 0,004 n Barytlauge wiedergegeben. Die Titration
geschah in einem eigenen, mit einer Mikrobirette versehenen Leitfahig-

Tabelle 6a. Titration von Sol L; mit NaOH.
3 cem Sol Ly + 0,004 n NaOH.

cem Leitfahigkeit 1 Leitfahigkeit cem Leitfahigkeit Leitfahigkeit

NaOH 104 rez. Chm [ korr, 10~% NaOH 10— korr, 10~¢
0,00 1,37 | 1,37 0,50 0,402 0,468
0,03 1,28 1,29 0,60 0,394 0,473
0,06 1,19 1,21 0,65 0,412 0,502
0,694 1,10 { 1,13 0,75 0,471 0,590
0,13 1,01 1,05 0,85 0,521 ‘ 0,669
0,17 0,897 0,948 1,00 0,615 ; 0,820
0,21 i 0,828 0,881 1,10 0,676 ! 0,925
0,25 \ 0,740 0,802 1,20 0,736 : 1,03
0,30 [ 0,635 0,698 1,30 0,792 1,14
0,356 0,544 0,609 1,40 0,845 | 1,24
0,402 0,485 i 0,550 1,50 0,930 ! 1,39
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keitsgefa. Die graphische Darstellung des Titrationsverlaufes ist aus
Abb. 1 und 2 zu ersehen.

Tabelle 6b.
2 com Sol L, + 0,004 n Ba(OH),.

cem Leitfihigkeit Leitfiahigkeit cem Leitfihigkeit [ Leitfahigkeit
BaOH x10~*1z, Ohm |  korr. 10~* BaOH x10% | korr.X 107%
0,00 1,24 1,24 0,39 0,370 0,443
0,05 1,14 1,15 0,42 0,370 | 0,460
0,10 0,912 0,966 0,47 0,389 0,481
0,20 0,629 0,692 0,56 0,436 0,557
0,25 0,581 | 0,598 0,63 0,472 | 0,620
0,30 0,467 | 0,537 0,70 0,513 | 0,692
0,33 0,435 : 0,507 0,85 0,597 ; 0,840
0,36 0,392 0,462 |

Der Schnittpunkt der an die steilen Kurvendste (Abb. 1 und 2j
gelegten Tangenten ergibt, dafl zur Neutralisation von 3 cem Sol mit
0,004 n Natronlauge 0,485 ccm Lauge zur Titration von 2 cem Sol mit
0,004 n Barytlauge 0,335 cem Lauge erforderlich waren. Daraus be-
rechnet sich fir die Gesamtaziditit c¢g eine Konzentration von
6,60 x 10-%n bzw. 6,656 X 10~%n.

Derartige Titrationen wurden auch bei anderen Solen durchgefiihrt.
Dabei zeigte sich, daB die durch Titration mit Natronlauge bzw. Baryt-

lauge erhaltenen Werte
nicht, wie im angefiihrten Tabelle 7. Gesamtaziditdt (cu), ermittelt
aus der konduktometrischen Titration

Beispiel immer iberein- ;
b mit Natron- bzw. Barytlauge.

stimmen, sondern 6fters be-

trichtlich voneinander ab- ) % o - 107 | o - 1071
weichen (Tabelle 7). Sol Glykogen tl’\i,z('ogi)f g;r(br%i)t
Die Titration mit Ba- , -
rytlauge und Natronlauge B 1,20 © 147 2,70
fithrt demnach nur bei den A 1,69 1,57 3,29
konz. Solen zu anndhernd M, 1,86 2,52 3,51
gleichen FErgebnissen, bei il Z’gg g’gg g’g?
den verd. Solen liegen die L;Z 14,20 ‘\ 6.08 6.21

mit Barytlauge erhaltenen

Werte durchwegs héber als die Natronlaugewerte. Diese Differenz der
Titrationskurven von Natron- und Barytlauge ist schon von Paulil?—20
auch bei anderen azidoiden Kolloidsolen, sowohl anorganischen als

17 W. Pauli und 4. Laub, Kolloid-Z. 78, 295 (1937).
18 W. Pauli und W. Kélbl, Kolloid-Z. 80, 175 (1937).
1 W. Pauli und Th. Schild, Kolloid-Z. 72, 165 (1936).
20 W, Pault und J. Baczewski, Kolloid-Z. 69, 69 (1935).
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organischen, beobachtet und damit erklirt worden, daBl die Inakti-
vierung und die Anlagerung beim Bariumion gréfer als beim Natrium-
ion ist, das heilt, die gut l9slichen Natriumsalze schwécherer Shuren
erfahren in hoherer Verdiinnung eine stirkere Hydrolyse als die schwer-
lgslichen Bariumsalze. In hoheren Konzentrationen wird diese Hydrolyse
zuriickgedringt und die Titrationswerte mit Natronlauge ndhern sich
jenen mit Barytlauge erhaltenen. Jedenfalls werden die inaktiven
H-Tonen durch Barytlauge vollstdndiger als durch Natronlauge erfaft.

Wire nun die Gesamtaziditdt des Glykogens bloB durch die mit
ihm veresterten Phosphorsiuren bedingt, so miiite das Ergebnis der
Titration mit dem Phosphorsiuregehalt in Ubereinstimmung stehen.
Wie aus folgender Tabelle 8 hervorgeht, ist dies aber nicht der Fall,
die Gesamtaziditdt ist betrichtlich gréBer. In dieser Tabelle ist die durch
Titration mit Barytlauge ermittelte Gesamtaziditdt (cg) sowie die
maximale Konzentration der aus der Phosphorsiure stammenden H-Ionen
{ng) angegeben. Letztere wurde aus dem Phosphorgehalt (vgl. Tabelle 2)
errechnet unter Beriicksichtigung des Umstandes, dall man der im Glykogen
vorhandenen Phosphorsdure nur zwei dissoziable H-Ionen zuordnen
kann. Das dritte dient zur Veresterung mit dem Glykopyranoserest.
In der letzten Kolonne der Tabelle ist die Differenz beider Werte ¢cg — nu
verzeichnet.

Tabelle 8.
8ol % Glykogen cH—10‘4 ng - 1078 gy - 1074
E 1,06 2,59 ‘ 0,99 1,60
B 1,20 2,70 1,14 1,56
A 1,69 3,29 1,42 1,87
C 1,50 3,15 1,52 1,63
M 1,86 3,51 1,80 1,71
L, 3,11 5,10 3,10 2,00
L, 3,63 6,65 3,58 3,07
Ly, 4,00 6,61 3,80 2,81
L, 3,20 6,21 3,86 2,35

Daraus geht hervor, daB neben der veresterten Phosphorsiure noch
andere saure Gruppen vorhanden sein miissen.

Wie schon erwéhnt, haben Pauli und Szper? durch elektrometrische
Titration phosphorhaltiger hochgereinigter Dextrine und Stérkepriparate
saure Gruppen neben der Phosphorsdure festgestellt. Desgleichen wurden
auch bei phosphorfreien Dextrinen und Stirkepréparaten bemerkens-
werte Mengen saurer Gruppen festgestellt, die nach ihrem elektro-
chemischen Verhalten einer mittelstarken Sdure entsprechen. Aus dem
elektrochemischen Verhalten zogen die Verfasser den SchiuB, daB es
sich” hochstwahrscheinlich um Uronsduregruppen handeln miisse. Auch
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bei anderen hochpolymeren Kohlehydraten, wie Tragant, Gummi-
arabicum, fihren Pauli und Mitarbeiter® den sauren Charakter auf
Glukuronsdure bzw. Uronsdure zuriick. Direkt festgestellt wurde
Glukuronsgure von E. Schmidi?' in Buchenholzcellulose, in gebleichter
Strohcellulose haben K. Q. Schwalbe und Feldmann?® diese Siuren auch
quantitativ bestimmt.

Es wurde daher versucht, die Glukuronséure im Glykogen direkt
qualitativ und quantitativ nachzuweisen.

Nachweis der Glukuronsdure im Glykogen.

Zum qualitativen Nachweis der Glukuronsiure im Glykogen wurde die
Naphthoresorcinprobe nach Tollens versucht. 5 cem der fraglichen Losung
wurden mit 0,5 bis 1 cem einer 19, alkohol. Naphthoresorcinlgsung und der
gleichen Menge konz. Salzséiure versetzt und aufgekocht. Nach Abkiithlung
wird die Probe mit Ather geschiittelt. Bei Anwesenheit von Glukuronsiure
farbt sich der Atherauszug rot bis blauviolett. In unserem Fall liegt die
Schwierigkeit darin, daf3 die Glukuronséure, falls tberhaupt vorhanden,
in sehr geringer Menge neben einem UberschuB von Glukose anwesend ist.

Glykogen ergab nun bei der Anstellung der Tollensschen Probe einen
rot gefirbten Atherauszug. Da dieser Befund uns nicht eindeutig genug
erschien, wurden die Atherausziige mehrerer Proben vereinigt, der Ather
am Wasserbad abgedampft, der Rickstand in Salzsdure geldst und nochmals
die Naphthoresorcinprobe durchgefiihrt. Der Atherauszug zeigte nun die
fir den positiven Ausfall der Probe charakteristische tiefe Violettfarbung
und im Spektroskop die fur diesen Farbstoff kennzeichnenden Absorptions-
streifen nahe der D-Linie. Eine Auswertung der Probe fir eine quantitative
kolorimetrische Bestimmung der Glukuronsiure mifllang, da anwesende
Aldehyde und Ketone das Naphthoresorcin abfangen und die Resultate
storen.

Es wurde daher zur quantitativen Bestimmung kleiner Glukuronsgure-
mengen neben einem UberschuB von Glukose die Glukuronsdurebestimmung
von Tanabe versucht. Dieses Verfahren beruht darauf, daB beim Erhitzen
von Glukuronséure mit konz. Salzséure Furfurol gebildet wird:

CoH, 40, = CsH,0, + CO, + 3 H,0.

Dieser Aldehyd wird mit Natriumbisulfit in die Additionsverbindung
iibergefiihrt, das tiberschiissige Bisulfit durch Jod oxydiert und der Uber-
schufl von Jod mit Natriumthiosulfat titriert. Um die Brauchbarkeit dieser
Methode fiir den vorliegenden Zweck zu tberpriifen, wurden zuerst Proben,
die bekannte kleine Mengen von Glukuronssiure neben einem Uberschu8
diverser Zuckerarten enthielten, untersucht.

Die Glukuronssure wurde nach der Vorschrift von Neuberg und Lachmann
aus dem Harn von mit Menthol gefiitterten Kaninchen als Ammoniumsalz
der Mentholglukuronséure analysenrein hergestellt. Auf die Darstellung
der freien Glukuronsdure wurde wegen ihrer Unbestédndigkeit verzichtet.
Das Salz wird zuerst mit eiskaltern Ammoniakwasser und mit kaltem Wasser

2t E. Schmidt, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 2345 (1937).
2 K. G. Schwalbe und G. A, Feldmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 1534
(1925).
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gewaschen. Die vollstdndige Reinigung gelingt leicht durch Auflésen des
Salzes in kalter 89, Schwefelsiure und Ausschiitteln mit Ather. Nach zwei-
bis dreimaliger Wiederholung erhilt man rein weifle Nadeln, die sich leicht
verfilzen. Ein genauer Schmelzpunkt 148t sich nicht bestimmmen, da schon
vorher eine Zersetzung unter Ammoniakabscheidung erfolgt. Der ungefahre
Schmelzpunkt liegt bei 170 bis 180°. Die von Neuberg und Lachmann be-
hauptete leichte Zersetzlichkeit des Ammoniumsalzes unter Ammoniak-
abspaltung konnte nicht bestéitigt werden. Auch bei tagelangem Trocknen
iiber konz. Schwefelsdure wurde keine Gewichtsabnahme beobachtet.
Zunichst wurden Testbestimmungen bei Anwesenheit von Glucose
vorgenommen. Es zeigte sich jedoch, daB die Handelsglucose wesentliche
Mengen furfurolbildender Substanzen enthélt. Dies hatte schon 1909 Neuberg
festgestellt und daraus auf einen Fehler der Methode Tanabes geschlossen.
Nun wird die Glucose aber in der Technik aus Stérke dargestellt, die nach
Pauli und Szper? Glukuronsédure enthélt. Es wurden daher andere Zucker-
arten, wie Galaktose, Fruktose, Milchzucker und Maltose, gepriift, die samt-
liche bei der Destillation mit Salzsdure kein Furfurol ergaben.

Fir die Testbestimmungen wurde Fruktose verwendet, der kleine
abgewogene Mengen von mentholglukuronsaurem Ammonium zugesetzt
wurden, und nun in den Gemischen die Glukuronsidure nach der Methode
von Tanabe bestimmt. In Tabelle 9 ist das Ergebnis von 3 Bestimmungen
verzeichnet.

Tabelle 9.
Verhiltnis Ml\gxi?}%cflo(ll&i- Glukuronsiure | Glukuronsiure
Glukuronsiiure Auronsa;ren berechnet gefunden Fehler in %
Fruktose s in mg in mg
= NH, in mg e =
1:1500 2,7 1,33 1,18 — 11
1: 680 6,0 2,94 2,70 — 8
1: 900 4,5 | 2,21 2,35 + 6

Bs ist demnach moglich, sehr kleine Mengen Glukuronsédure in Gegen-
wart eines groflen Uberschusses anderer Kohlehydrate annihernd auf
etwa plus oder minus 10% genau zu bestimmen. Nachdem also die
Brauchbarkeit der Methode fiir unsere Zwecke erwiesen war, wurde sie
zur quantitativen Bestimmung der Glukuronsdure im Glykogen ver-
wendet. Zur Untersuchung gelangte das nicht weiter gereinigte Handels-
priparat der Firma Merck. Das Ergebnis zweier Parallelbestimmungen
ist in Tabelle 10 verzeichnet.

Auf 1 g Glykogen entfallen also im Mittel etwa 3,4 mg Glukuronséure.
Wir kénnen nun aber auch die Glukuronsédure aus den frither gefundenen
Differenzen zwischen Gesamtaziditit und Phosphorsiure (cg — ng)
berechnen (vgl. Tabelle 8).

In Tabelle 11 ist die Berechnung fiir die einzelnen untersuchten
Glykogensole durchgefithrt. Das Molekulargewicht der Glukuronsiure
betragt 194.
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Ziehen wir zum Vergleich nur die Sole A, B, C und K heran, die aus
dem Merck-Praparat (Muschelfleisch) gewonnen wurden, so enthalten
sie im Durchschnitt 2,4 mg Glukuronsdure pro 1g Glykogen, welcher
Wert grofenordnungsgemif mit der direkten quantitativen Bestimmung
(Mittelwert etwa 3,4 mg) in rela-

tiv guter Ubereinstimmung ist. Tabelle 10.
Die Werte fiur die konzentrier- 1

Glykogen- Glukuronsiure | T8 Glukuron-
teren Sole L, L, L, und M, menge in g inmg | o pro
welche Glykogen aus Leber bzw. | 18 Glykogen
Muskeln aus Meerschweinchen 1 43 ‘ 3.9
und Kaninchen enthalten, sind 2.5 7,2 2,9

niedriger, durchschnittlich etwa

1,4mg pro Gramm Glykogen. Inwieweit hier tatsichlich ein Unter-
schied zwischen Glykogen verschiedener Herkunft vorliegt, miifte noch
niher untersucht werden.

Tabelle 11. Glukuronséduregehalt verschiedener Sole,
berechnet aus der Differenz (cg — ng).

] ”
¢ Giykogen e (%Iuku_ron- . m% Glukuron-

W e e o s

i |

A 16,9 1,87 l 3,63 2,15

B 12,0 1,56 | 3,08 2,53

C 15,0 1,63 i 3,15 2,11

E 10,6 1,50 2,91 2,74

Ly 36,3 322 . 59 | 1,62

Ly, 40,0 2,81 ‘ 5,44 1,35

L, 42,0 2,35 | 4,56 1,09

L, 31,1 2,00 : 3,88 1,25

M 18,6 1,71 i 3,31 \ 1,78

Aus diesen Daten 148t sich schitzungsweise die Zahl der Uronsédure-
ester im Glykogenmolekiil berechnen. Die Molaritit der Monosereste
pro Gramm Glykogen betrigt 1/162 = 0,00617, der durchschnittliche
Gehalt an Glukuronsiure 2,4 103 pro Gramm Glykogen, die Molari.
tit also 1,24-10-5. Es entfallen daher auf einen Glukuronsidurerest
0,00617 : 0,0000124 = 500 Monosereste. Entsprechend dem durchschnitt-
lichen Phosphorgehalt von 0,0147%, betriigt die Molaritit der Phosphor-
sdure 4,74-10-5. Es entfillt daher ein Phosphorsidurerest auf
0,00617 : 0,0000574 = 130 Monosereste.

Nimmt man das mittlere Molekulargewicht von Samec an, so ent-

fallen auf ein Molekiil Glykogen etwa 1 bis 2 Glukuronsiuregruppen;
bei dem wesentlich hoheren Molekulargewicht von Oakley und Young
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und K. H. Meyer wiirden durchschnittlich 20 bis 70 Uronséurereste
einem Glykogenmolekiil zukommen.

Vergleicht man den Glukuronséuregehalt des Glykogens mit dem
anderer in dieser Hinsicht untersuchten Kohlehydrate, so ist er sehr
niedrig. So finden E. Schmidi®* bei Buchenholzcellulose auf 100 Monose-
reste, Pauli und Szper bei 1oslicher Stirke auf 4 bis 5, bei Dextrinen auf
etwa 20 Monosereste je eine Uronsduregruppe.

Viskosimetrisches Verhalten des gereinigten Glykogens.

Zum AbschluB mogen noch die Ergebnisse einiger Untersuchungen
iiber die innere Reibung der gereinigten Sole mitgeteilt werden. Nach
Staudinger'® ist das Glykogen ein typisches Beispiel fiir ein Sphéro-
kolloid, also ein Kolloid mit kugelférmigen Teilchen. Fiir Losungen
solcher Kolloide gilt die Beziehung:

Nepez.*S —K
[

wobel 7 spez. die spezifische Viskositdt (= relative Viskositit — 1),
¢ die Konzentration in Gramm pro Liter und s das spezifische Gewicht
des Gelosten (bei Glykogen ist s = 1,55) bedeutet. Die Konstante K
betrigt bei nicht solvatisierten Kolloiden unabhéngig von der sonstigen
Beschaffenheit der Teilchen und der Konzentration 0,0025. Bei solvati-
sierten Kolloiden ist K groSer und das Verhiltnis zur theoretischen
Konstante K kann als Mafl der Volumsbeanspruchung dienen. Bei hohen
Konzentrationen freilich ist K nicht mehr konstany, sondern nimmt
betrichtlich zu. Bei Solen, deren Teilchen nicht kugelférmig sind, ist

Tabelle 12. Viskositdt von Glykogensolen.

Sol p el [Tspez. 3‘ "sgez s=K
\
5,7 1,0572 0,0103 0,0159
G { 11,5 1,1108 0,0097 0,0151
22,8 1,2174 0,0095 0,0148
6,23 | 1,0659 0,0106 0,0164
H { 12,45 1,1268 0,0102 0,0158
24,90 1,2558 0,0103 0,0159
L 20,05 1,2056 0,0103 0,0159
40,10 1,56870 0,0146 0,0227
10 — 0,0080 0,013
Nach Staudinger, fir 20 — t0,0082 0,013
Glykogen geldst in 30 — 0,0087 0,014
0,1 n CaCl, 50 — 0,0098 0,016
100 ! —_ 0,0144 0,023
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der Wert von K auch in niederen Konzentrationen nicht konstant, sondern
nimmt mit der Konzentration von vornherein zu.

Bs wurde die relative Reibung einiger elektrodialysierter Sole bei
verschiedenen Verdiinnungen im Ostwaldschen Viskosimeter gemessen
und der Wert K berechnet. In der Tabelle 12 sind die gewonnenen Er-
gebnisse verzeichnet und zum Vergleich ist auch eine Messungsreihe
Staudingers an einer Glykogenlosung in 1/10 n Calciumchloridlosung
wiedergegeben.

Wie Tabelle 12 zeigt, ist der Wert K bis zu etwa 2,59, Ldsungen
konstant und betrdgt abgerundet 0,016. Bei héheren Konzentrationen
(vgl. Sol L) nimmt er aber rasch zu und betriigt fiir eine 4%ige Losung
0,023. Vergleicht man da-
mit die Werte von Stou-
dinger, so liegt der Wert
fir K im Bereiche der st
niedrigeren Konzentratio-
nen bis etwa 39, etwas
tiefer und nimmt auch mit gy
Anstieg der Konzentration
langsam zu, Erst die 10%jige %77
Losung hat den gleichen
Wert wie in unserem Fall
die 49,. Das spricht fir w»
eine stirkere Solvatation
der elektrodialysierten
Sole. Thr K-Wert ist mehr Abb. 3.
als das 6fache jener der
Staudingerschen Sole und etwa das 5fache der theoretischen Konstante
0,0026.

Im Gegensatz hierzu haben K. H. Meyer und R. Jeanloz?® bei azety-
lierten Glykogenlésungen im Bereich von 1 bis 4%, keine Konstanz,
sondern wachsende K-Werte gefunden und schlieBen daraus, daf keine
vollkommene Kugelgestalt der Glykogenmolekiile vorliegt.

Um die Temperaturbestindigkeit der Glykogenlosungen zu priifen,
wurde auch die Viskositdtsinderung der Sole bei Erwdrmen und nach-
folgender Abkiihlung im Bereich von 20 bis 90° C untersucht. Die
Messungen wurden in einem Hépplerschen Viskosimeter durchgefiihrt
und sind in Abb. 3 dargestellt. Die Werte sind auf beiden Wegen identisch.
Erwirmungs- und Abkiihlungskurve decken sich vollig, irreversible
Anderungen der Hydration oder andere Faktoren, die die Viskositit
beeinflussen, treten innerhalb dieses Temperaturbereiches nicht ein.

1Y Lk -
GRos Erwirmung
o Aok iihlyng

7600,

72007

500

!—— centi Forse

Temperaturi Celsiysgraden

W W W & W & W

)8

23 K. H. Meyer und R. Jeanloz, Helv. chim. Acta 26, 1788 (1943).
Monatshefte fiir Chemie. Bd. 81/1—2. 13
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Damit steht auch das Verhalten des elektrischen Leitvermogens in
diesem Temperaturbereich im Einklang. Das Leitvermdgen #ndert
gich streng linear (Temperaturkoeffizient 29, pro Grad) und ist bei
Riickkehr zur Ausgangstemperatur unveridndert geblieben. Es findet
also keine nachweisbare Abspaltung der veresterten Phosphorsiure statt,
die sich sonst in einer irreversiblen Erhohung der Leitfahigkeit kundgeben
miifite. Eine solche Erhohung haben Pouli und Palmrich' bei Agar-
solen festgestellt, welche beim Erwérmen oder sogar bei lingerem Stehen
die im Agar veresterte Schwefelsiure abspalten. Eine merkliche Ab-
spaltung der Phosphorsdure erfolgt in Glykogenlésungen, wie friiher
schon erwihnt, erst bei Temperaturen iiber 140° C.

Zusammenfassang.

I. Glykogene verschiedener Herkunft (Muscheln, Leber und Muskel
von Kaninchen und Meerschweinchen) und Darstellung wurden durch
Elektrodialyse aschefrei gereinigt. Der Phosphorgehalt aller dieser
Glykogene ist nahezu konstant und betrigt im Mittel 0,015%,.

2. Die gereinigten (lykogensole sind ,,azidoide’ Sole (Kolloidséuren);
gie stellen Losungen eines Glykogenphosphorsiureesters dar.

3. Die durch konduktometrische Titration mit Barytlauge bestimmte
Gesamtaziditdt ist groBer als dem Phosphorsduregehalt entsprechen
wiirde. Hs sind neben der Phosphorsidure demnach noch andere saure
Gruppen anwesend.

4. Die Anwesenheit von Glukuronsiure wurde qualitativ durch die
Naphthoresorcinprobe nach T'ollens nachgewiesen.

5. Es wurde auch versucht, nach der von T'anabe angegebenen Methode
die Glukuronsiure quantitativ zu bestimmen. Die erhaltenen Resultate
stimmen relativ gut mit der aus den elektrochemischen Daten errechneten
Mengen iiberein.

6. Darnach entfallen im Glykogen auf etwa 500 Monosereste eine
Uronsiuregruppe und etwa 4 Phosphorsiuregruppen.

7. Die Abhingigkeit der Viskositidt der gereinigten Sole von Konzen-
tration und Temperatur wurde untersucht.



