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Introduction.

The fundamental theory of the molecular scattering of light was given
in 1871 by Lord RAYLEIGH, and its extension to solutions by means of
the theory of fluctuation was carried out by EINsTEIN in 1910. From
RAYLEIGH'S equations it was apparent that the scattering of light by
molecules of a gas could be used as a method for the determination of
Avogadro’s number?. It was also apparent, even at this time, that
the intensity of light scattering from solutions of large molecules could
be used as a method for determining their molecular weights. This con-
ception was applied to proteins with valuable results by PuTzEYS and
BROSTEAUX (1935, 1041) who determined the molecular weights of egg
albumin, serum albumin and several hemocyanins, with results which
were in general in excellent agreement with those obtained from ultra-
centrifuge measurements and from osmotic pressure. They determined
molecular weights on a relative scale, choosing amandin as a standard
protein and assuming its molecular weight to be 330,000. Important
new developments received much of their impetus from the work of
DEBYE (1944, 1947), and his conceptions and his experimental approach
have been widely applied to solutions of high polymers and proteins.
It is now increasingly apparent that light scattering gives important
information, not only concerning molecular weights, but also concerning
thermodynamic interactions in solutions of macromolecules. For mole-
cules comparable in dimensions with the wavelength of the light em-
ployed, measurements of angular dissymmetry of scattering can be used
to determine the absolute dimensions of the molecule. In this article
we shall not attempt a comprehensive treatment, but shall emphasize

1 The work in this field up to 1929 was surveyed in the excellent monograph
by CaBanNEs. The later book by BHAGAVANTAM (1942) also contains much
valuable material.
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those aspects of the subject with which we have been most directly con-
cerned. Valuable reviews have recently been given by several authors,
including Zmvm, StEIN and DoTy (1945), MarRk (ig48) and OsTER
(1948, 1950).

Studies of light scattering also proceeded independently in Germany
during the war. STAUDINGER and HAENEL-IMMENDORFER (1943) deter-
mined the molecular weights of a series of glycogen preparations by
turbidity measurements. SCHULZ (1944) — see also ScHurz and HAR-
BORTH (1948) — considered critically the nature of scattering from elon-
gated molecules, and reported studies on polystyrene and other poly-
mers. NEUGEBAUER (1943) dealt, in an important theoretical study, with
the scattering from large elongated molecules. It is interesting to note
the close parallelism of thought upon these problems among the workers
in Germany and in the United States, at a time when they were cut off
from direct contact with one another. The emphasis in this review,
however, will be primarily on the study of proteins; apart from the work
of Purzevs’ laboratory in Belgium, this has centered largely in the
United States. We shall also give some discussion of the important work
of V. K. LAMER and his associates on scattering from monodispersed
sols of spherical sulfur particles.

Rayleigh’s Equations: Definition of Reduced Intensity and
’ Turbidity.

Before discussing these recent developments, we must consider briefly
certain fundamental relations, beginning with the work of RAYLEIGH.
A light wave may be considered as an alternating electric field of very
high frequency, the direction of the electric intensity varying periodically
with the characteristic frequency of the light, while remaining always
in a direction perpendicular to the direction of the propagation of the
wave 2. This oscillating electric field induces oscillations of the same
frequency in the electrons of any molecule present. These induced elec-
tric oscillations set up secondary electromagnetic waves which scatter
light, of the same frequency as the incident light, in all directions 2. The
amplitude of the scattered wave is proportional to the polarizability (x)

1 There is of course a magnetic as well as an electric component in any
electromagnetic wave, but the effects of the magnetic field are negligible as
compared to those of the electric field with respect to the phenomena which we
are considering.

2 The scattering of light of different frequency from that of the incident
light (Raman effect) is extremely weak in comparison with the RavyLEIGH scatte-
ring of unchanged frequency. We shall, therefore, neglect the Raman effect in
this discussion, in.spite of its profound importance, in other connections, for

the understanding of molecular structure.
1%
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of the molecule, where 4, is defined as the ratio of the induced electric
moment () to the applied field strength (F). If the molecule is isotropic,
apand m are parallel. The intensity of the scattered light is proportional
to the square of the amplitude and is therefore also proportional to .
If the molecule under consideration is small in all its dimensions in com-
parison to the wavelength (A} of the light employed, we may consider
that all parts of the molecule are scattering in phase. In this case the
intensity of the scattering does not depend on the molecular shape; and,
if the incident light is unpolarized,
the scattered intensity is cylindri- -
cally symmetric about the primary
beam. The scattered intensity, 7,,
from unit volume of the scattering
medium, at an angle, 4, relative to
the forward direction of the pri-
mary beam, of intensity 7, is given
by the equation

9°

Lo _

T, 8atal (r + cos? §)/A4 0% . (1)

Here b is the distance from the cen-

Fig.1. Scattering from a Small Isotropic Molecule.
The molecule is taken as located at the origin.
The forward direction of the incident beam of
unpolarized light is indicated by the arrow., The
relative intensity of the light scattered in any di-
rection in the plane of the paper is given by the
intersection of the radius vector, drawn in that di-
rection, with the two curves, each of which is sym-
metrical about the origin. The intensity of the
vertical component {electric vector perpendicular
to the plane of the paper) isindependent of angle;
hence the radius vector defining this component is
a cirele about theorigin. The intensity of the hori-
zontal compaonent, proportional to cos® @, is given
by the radius vector drawn to the dotted curve. It
becomes equal to the vertical component at # = 0°
(direction of arrow) and vanishes at & = go°.

ter of scattering to the observer in
the direction under consideration.

If the planedefined by the light
source, the scattering object and
the observer is horizontal, and if
the scattering molecules are small
and isotropic, the light scattered
at go° to the incident beam is plane
polarized with the electric vector
vertical 1. The intensity of this
vertically pclarized component is.
independent of angle. In other di-

rections of scattering, there is also a horizontally polarized component,
the intensity of which is proportional to cos® ¢, so that the total inten-
sity of scattering at any angle is proportional to 1+ cos® &, as indicated
in equation (1) {see also the diagram of Fig. 1). If the incident light
is vertically polarized, then only the vertical component is observed in
the scattered light at any angle to the incident beam, in the horizontal
plane.

1 In the following discussion we shall use the term ‘‘vertically polarized”
to describe plane polarized light in which the plane of vibration of the electric
vector is vertical,
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It is convenient to define a quantity which, following ZIMM (1948 b),
we shall denote as the reduced intensity, namely 734%/7,. It is dependent
only on the nature and state of the scattering material, the angle & at
which the scattering is observed, anc.the wavelength of thelightemployed.
The reduced intensity has the dimensions of a reciprocal length (note
that it is defined per unit volume of the scattering medium). We shall
employ the symbol V' to denote the vertically polarized component of
the reduced intensity and H to denote the horizontally polarized compo-
nent. The symbol R will be employed to denote the total reduced inten-
sity which is the sum of ¥V and H. The subscript ¢ will be used to indicate
that the scattering is observed at angle 4 to the forward direction of
the incident beam, and the subscripts #, v, and % to indicate respectively
that the incident beam is unpolarized, vertically polarized, or horizontally
polarized. Thus Ry, , denotes the total reduced intensity for scattering
at go°, when the incident light is vertically polarized. There are certain
well known relations between these quantities, often known as the
RAVYLEIGH reciprocity relations. These have been considered both theo-
retically and experimentally by KRISHNAN (see for instance KRISHNAN
(1938) and the references there given), and have been treated in their
most general form by PERRIN (.942). The most important of these rela-
tions for our purposes is that

Hy =V (2)

PERRIN (1942) has shown that this relation holds for scattering from any
medium which is macroscopically isotropic — although the individual par-
ticles of which it is composed may be anisotropic — and which dces
not show optical rotation 1.

A beam of unpolarized light of intensity I is equivalent to two plane
polarized beams, each of intensity 7/2, polarized in mutually perpendicu-
lar directions, and incoherent in phase. Therefore, for a vertically
polarized incident beam of unit intensity, the scattered intensity at go°®
in the horizontal plane is twice as great as for an unpolarized incident
beam of the same total intensity; for in the latter case, only half the
total intensity contributes to scattering in the horizontal plane at go°.
(For further discussion see SINCLAIR (1947).) For a system of small
isotropic particles, there is of course no horizontal component in this
direction; as will be seen later, this is true also for scattering from iso-

2 All proteins are optically active; hence protein soluticns shculd, in a
rigorous treatment, be considered in terms of the more general equalicns given
by PerRIN for optically active systems. However, the numerical value of the
optical rotation in most of the protein systems studied by light scattering is
small. Probably they obey equation (2) quite closely, but a critical examination
of this point has not, to our knowledge, been undertaken. Investigation of the
matter would be desirable.
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tropic spheres in general, even when they are not small compared with
the wavelength. This discussion may be summarized by the mathemati-
cal relations:

Rgo,0 = Voo =2 Roo, 4 =2 Vg, - (3)

The determination of the absolute value of the reduced intensity of -
scattering requires great care in defining the incident beam and the
effective volume of liquid from which scattering is observed; several
corrections must be made in the readings directly obtained, depending
on the geometry of the system and the refractive indices of the scattering
medium and its surroundings. These are discussed more fully in the
section on Experimental Methods. Particularly careful measurements of
the reduced intensity of benzene have recently been carried out by
C.I. Carr (1940) in ZiMM’s laboratory at Berkeley, California. These
give, at Ay ==5460 A, Ry ,=16.3-10%cm and, at 2,=4358 A,
Ry, w = 48.4°107% cm™! (see also OUTER, CARR and ZiMM, 1950). Nume-
rous other values for the reduced intensities of many organic liquids are
given by CABANNES (1020) and BHAGAVANTAM (1042). These are in
general probably less accurate than those of CARR for benzene, but the
relative values reported for different liquids are probably more reliable
than the absolute values. For comparison, the reduced intensity Ry, ,,
of an isoionic solution of serum albumin (molecular weight 6g,000) in
water, at a concentration of 10 mg/ml and A, = 4358 A, is of the order
of 4.5-107%, or a little less than ten times as great as the value for pure
benzene.

If the total radiation of scattered intensity is integrated over all
angles of scattering, the result gives the total rate of decrease of inten-
sity of the incident beam as it progresses through the scattering medinm.
1f 47 denotes an infinitesimal element of length along the path of the
incident beam, then the corresponding decrement in its intensity is:

Al = —Izdl. (4)

The factor of decrement, 7, commonly known as the turbidity of the
medium, is given by the integration already indicated 1:

1:f 2a Ry ,sin $dd = ZnRgg,;fnU—kcoszﬁ) sin®d¢
0 0
()

167
3

8n
Rso,u = '3— Rso,v :

1 It should be noted that the use of the integrand (14 cos?#) sin & in
equation (5) applies only to small isotropic scatterers, It does not apply to
liquid benzene, for instance, for which there is a large horizontal component
in the scatfered intensity at 9o°; nor to systems of particles not small com-
pared to 1.
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The integration of equation (4) gives also for 7:

r=>m7 . (6)

It is apparent that the turbidity, like the reduced intensity, has the
dimensions of reciprocal length and is conveniently expressed in cm™2.
Thus the turbidity, in measurements of scattering, is exactly equivalent
to optical density in the measurement of light absorption, except that
the equation defining it is expressed in terms of natural logarithms. We
have assumed in writing equation (6) that all the decrease in intensity
as light is propagated through the medium is due to scattering, and none
to absorption. This assumption must, of course, always be independently
verified before we are justified in directly interpreting turbidity measure-
ments (as determined for instance in a spectrophotometer) as giving the
intensity of light scattering in a given medium.

Scattering From a Dilute Gas.
For a gas containing v molecules per cc. the turbidity due to scattering
is found to be given by the formula (see for instance DEBYE, 1944)

Since it is clear that the scattered intensity must be proportional to
the first power of », with dimensions cm™3, and to the second power of
&, with dimensions cm?, it is immediately apparent that a factor inversely
proportional to the fourth power of the wavelength must enter into the
equation in order to obtain the turbidity with dimensions cm™.

The polarizability « is a molecular quantity, not directly given by
experiment, and in order to correlate equation (7) with the results of
experimental measurements, we make use of the relation between the
refractive index (n) of the gaseous medium and the polarizability, «.

n—1=2nv0 (8)

We may now eliminate & between the two equations (7) and (8) and
arrive at the relation
3 — 1\2
Y o
Al the quantities in equation (g) are susceptible of direct measurement
except v, the number of molecules per cc. This can, therefore, be deduced
from measurements of refractive index and of turbidity, if the wavelength
of the light employed is known.
In the case of a gas we have assumed that the intensity of scattering
from ¥ molecules in a given volume is » times as great as that from a
single molecule enclosed in the same volume. This is justifiable for a
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dilute gas, since the molecules are moving at random and entirely
independently of one another. Therefore, the scattering from different
molecules is additive, since there is no systematic phase relation between
‘the scattering of one molecule and that of another.

Scattering from Liquids and Solids: Concepts Derived from
Fluctuation Theory.

In liquids and in solids these conditions no longer hold. The extreme
opposite of the case of a perfect gas is that of an ideal crystal in which
all the atoms are arranged with perfect regularity and are assumed to
be at rest with respect to one another. Such an ideal crystal should
scatter no light at all, for the light scattered by any given atom within
the crystal will be cancelled by destructive interference with the scatter-
ing from another atom with a phase difference of half a wavelength
between them. Since all the atoms in the crystal can be paired off in
this manner (except for a few atoms at or near the surface of the crystal
which are negligible in comparison with the total volume)}, the total
intensity of scattering should be zero.

No actual crystal is ideal in the sense just described, and some light
scattering is always observed, increasing in intensity as the temperature
rises, with consequent increase in the intensity of thermal vibration of
the atoms.

However, in the following discussion we shall not be primarily concer-
ned with solids, but with liquids. The same conceptions apply to both,
and the intensity of scattering in a condensed system may be calculated
according to the principles first clearly enunciated by EINSTEIN (1970).
From the microscopic point of view, the liquid is not a uniform medium.
In any small local region fluctuations of density and concentration are
constantly occurring, which cause the composition of any such local
region to deviate from the mean value of the liquid as a whole. On the
average, of course, the positive and negative fluctuations are equally
frequent and the value for any small region, averaged over a considerable
period of time, is the same as the mean value of the liquid as a whole.
The probability of such a fluctuation is to be correlated with the change
in the Gibbs free energy (F) of a macroscopic volume of the same fluid
when it undergoes a similar concentration change. This probability is
given by the equation

W =Ce—4FIKT (10)

From the optical point of view, on the other hand, the fluctuation gives
rise to a change A« in the polarizability of the liquid in the local region
under consideration; and the intensity of the scattered light is pro-
portional to the mean square value of Aw, averaged over the entire
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volume of the liquid under consideration. The polarizability is an
approximately linear function of the concentration over a small range.
We may therefore write

b}
Acx=a§Ac. (11)

The polarizability « of a volume v, of material exposed to an external
radiation field is related to the refractive index # by the equations

n? —1

&,y = (1z a)
4n
?@_L(aﬁ> (12 b)
oc 2z \d¢
- nt (gn\%—
A“5=4n2 (82) Act - (12 ¢)

This gives the equation correlating the mean square value of the fluctua-
tion of polarizability with the corresponding fluctuation in the concen-
tration. It is apparent that the proportionality factor relating these two
quantities depends both on the square of the refractive index of the
medium and on the square of the refractive increment of the solute.
Details of the derivation may be found elsewhere (see for instance Zimm,
SteEIN and Dotvy, 1945). The final equation, as given by EINSTEIN,
furnishes a direct correlation between the turbidity produced by the
solute and the change of its osmotic pressure (P) with concentration.

3223 #? (¢ dnjdc)?

T 3N o 8P (13)

Generally 0#/3c may be taken as a constant characteristic of the solute
and independent of ¢ over a considerable range in dilute solutions, so
we may write 9n/9¢ = (n — n,)/c, where 7, is the refractive index of -
the solvent. (N, is Avogadro’s number, and ¢ is expressed as g. solute/cc.
solution.)

Two corrections must be made in equation (13) if it is to be strictly
accurate, even for dilute solutions. If the solute consists of large mole-
cules, the scattering due to their concentration fluctuations is large
compared to that arising from the solvent. The latter, though small,
is always finite, due to local density fluctuations in the solvent itself,
the magnitude of which depends upon its compressibility. The theory
of this effect has also been given by EINSTEIN ( 9 0); the experimental
evidence for EINSTEIN's equations is given by CABANNES (1929) and
BHAGAVANTAM (1942); see also MARK ( 948). The turbidity (r,) which
arises from this source should be subtracted from the total turbidity of
the solution, in order to determine the contribution due to the solute
molecules.
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Depolarization and Anisotropy.

The other correction involves the anisotropy of the scattering mole-
cules. Up to this point we have assumed that the molecules are iso-
tropic and therefore that the induced electric moment produced by the
light beam is always parallel to the electric vector of the light wave. For
anisotropic particles, however, the polarizability is different in different
directions with respect to the molecular axes, and the induced moment
is in general not parallel to the electric field intensity. In the most
general case the polarizability of a molecule may be described by a
polarizability ellipsoid with components, &, «,, &; along the three prin-
cipal axes of the ellipsoid. Since, in general, the molecules are oriented
at random the horizontally and vertically polarized components of the
scattered light must be calculated for an arbitrary orientation of the
polarizability ellipsoid and the result then integrated by averaging over
all possible orientations of the molecule. This calculation was carried
out by RAVLEIGH (1918). If the incident light is unpolarized, then the
depolarization, g,, of the light scattered at go° is given by

0, = Hoo,u _ 2(af o+ af —a; ap — a0, — 0y &)
“ Voo, n glaltaltal)Faygos + oy 63+ aga,”

The reduced intensity at go® may then be multiplied by the factor
(6 —70)/(6 4 6 g) (see CABANNES, 1929) in order to obtain the ‘‘correc-
ted” value of the reduced intensity, which is directly related to the molec-
ular weight of the particles.

The depolarization of scattered light from pure gases and liquids
consisting of small molecules has been extensively studied, as a means
for obtaining information about molecular anisotropy [see for instance
STUART (1934) and BHAGAVANTAM (1g942)]. Some liquids, especially
those composed of aromatic molecules, give very high values of g,; the
value for benzene, for instance, is approximately 0.4, not far below the
theoretical maximum value of 0.5 1. By contrast, the values of g found
for colloidal solutions of dielectric particles 2 are very low, even when
the molecules are far from spherical in shape. Thus LoTMAR (1938 b)
reported g, as 0.015 for sclutions of myosin (actomyosin) and values
below o0.01 for myogen, casein, hemoglobin, gelatin, and total serum
proteins. His paper is to be particularly recommended for its careful

(14)

1 This value is the upper limijt possible for gy, as may be seen by substituting
%10, 8=, == 0 in equation (14); this represents the most extreme imaginable
anisotrcpy.

2 Much higher values may be found for conducting particles, such as metallic
sols, especiallyif they are geometrically asymmetrical. For references concerning
such systems, see LoTMAR (21938a). The discussion here will be restricted to
dielectric particles.
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and critical discussion of the sources of error in depolarization measure-
ments. Doty and KAUFMAN (1945) have reported depolarization ratios
for the scattered light from solutions of several polymers.

Putrzevs and BROSTEAUX (1941) in connection with their molecular
weight studies which are discussed further below reported depolarization
values for several proteins. The extrapolated values at zero concen-
tration of the protein were generally very low: 0.0095 for amandin,
0.0065 for Homarus, SEPIA and HELIX hemocyanins, and approximately
0.02 for serum albumins of three different species, prepared by an am-
monium sulfate fractionation. An almost identical value has recently
been obtained by us (Epsarr, EpELHOCH, LONTIE and MORRISON, 1950)
for bovine serum albumin prepared by alcohol fractionation.

A careful study of depolarization in a protein solution has been made
by LoNTIE (1944) who studied the hemocyanin of HELIx PoMaTIA. The
measured values of p, increased rapidly with decreasing wavelength —
approximately as A;% — when measurements were made at moderate
concentrations and with a light beam of large cross section (1.2 cm).
With decrease in the aperture of the light beam (to 0.29 cm), and with
decreasing protein concentration, the values of g, progressively decreased,
The extrapolated values at zero protein concentration were 0.003g6 at
Ao = 4358 A, and 0.00407 at 1, = 5460 A, thus being independent of
wavelength practically within the experimental error. LONTIE concluded,
in agreement with the views of LoTMAR (1938 a, b), that the much higher
values of the measured depolarization at higher concentrations (for
instance p, = 0.0553 at 4358 A, concentration 3.06 mg/cc, and incident
light beam diameter 1.21 cm) were due chiefly to secondary scattering.
Diminution of the path length of the scattered light by reducing the
aperture of the beam, or diminution of the turbidity of the medium by
lowering the protein concentration, both served to decrease the secondary
scattering. As was to be expected, the secondary like the primary
scattering increased as Ag%. This produced the increase in the measured
value of g, with decreasing wavelength, described above, which was found
at finite concentrations and disappeared on extrapolation to zero concen-
tration.

These studies emphasize how misleading it would be to draw conclu-
sions concerning molecular anisotropy from the results of depolarization
measurements on protein solutions, unless the measurements had been
made with great care, and with due allowance for all possible sources of
error.

Doty and STEIN (1948) have found the very low value g, = 0.0077

for tobacco mosaic virus in solutions containing 0.003—0.009 g. virus
per 100 ml.
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Light Scattering and Osmotic Pressure.

Subject to corrections for scattering by the solvent and for depolari-
zation, therefore, a measurement of light scattering by a solution con-
taining large molecules (see equation 13) is fundamentally equivalent
to a measurement of osmotic pressure, and the type of information to
be defined by the two methods is essentially identical. It is apparent
from the fundamental equations that the osmotic pressure for a given
weight concentration of the solute is inversely proportional to the molec-
ular weight, while the turbidity is directly proportional to it. Hence,
to compare the two types of measurements it is convenient to transform
equation (13) so that we express our measurements in terms of the reci-
procal of the turbidity instead of the turbidity itself. Thus we may write
(using the subscript 2 to denote the protein component):

He 0 P .
=7, <ET) (15)
where the quantity H is defined by the relation
3203 %% /n— g\l
H=2 Nm( = ) o (16)

Most colloidal solutions, including proteins, show marked deviation from
vAN'T HoOFF’s law of osmotic pressure even at very low concentrations.
However, in many fairly dilute solutions it is possible to express the
osmotic pressure adequately by means of the two term equation

P 1
rT,—mtBa- (17)

For the turbidity the corresponding relation is obtained by differentiation
of (15), making use of (17) for the value of P/RT:

Bh o L 42Bg,. (18)
Thus a plot of Hc,/r against the concentration should give at low concen-
trations a straight line with intercept equal to the reciprocal of the
molecular weight, and with a slope twice as great as that of the curve
obtained from osmotic pressure measurements when P/RTc, is plotted
against ¢;. Thus light scattering measurements provide a means of
measuring the molecular weight M and also of obtaining important in-
formation about the interaction between the solute molecules, which is
a function of the slope term B. A large amount of information has now
been derived by such measurements on high polymer solutions (see for
instance MARK, 1048).
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Polydispersed Systems: Number Average and Weight Average
Molecular Weights.

If the molecules of the macromolecular solute are not of uniform size,
the molecular weights determined by osmotic pressure and by light
scattering are no longer identical. The measured value of P/RT, in the
region where van’T HOFF’s law applies, gives the total number of moles
(or molecules) of non-diffusible substance per unit volume. Chemical
analysis, on the other hand, yields the total mass per unit volume of
all the non-diffusible components. Thus, if there are p non-diffusible
components, we may define the weight fraction of all the non-diffusible
material which is represented by the i’th component, as g;. The weight

concentration of this component, ¢, in g/cc, is then g; 21” ¢; anditsmolec-
€==1

ular weight is M, The contribution which this component makes to

the osmotic pressure is, therefore, ¢,/M; and the total contribution of

all components is X (c;/M,). Thus, if we write the ratio Z/RT Z¢,, that

is the ratio of the observed osmotic pressure to K7 times the total

weight concentration of the solute, we obtain what is known as a number

average molecular weight, M,, given by the formula

— 2 2m; M;
Mo =Sty = zmi (19)

The chief contribution to the number average molecular weight is
obviously made by the smallest molecules in the system to which the
membrane is impermeable. One gram per liter of molecules of weight
40,000 contributes three times as much to the number average as one
gram per liter of molecules of weight 120,000.

Light scattering measurements on polydispersed systems give another
kind of average molecular weight, known as the weight average, M,
This is equal to the sum of the squares of the masses of the molecules
divided by the total mass.

U Emi MR XM
v Y M;, e

(20)

This may be readily seen by considering the limiting form assumed
by equation (18) as the total concentration of solute, Xc; approaches
zero. In such extremely dilute systems we may write

HXc; . Xe;

v T e (21)
The quantities on the left-hand side of the equation are experimentally
determined, and the right-hand side gives the reciprocal of the weight
average molecular weight. For a brief but more detailed discussion, see
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ZivMm and Doty (1944), and also BRINKMAN and HERMANS (1949), who
consider also the higher coefficients in the light scattering equation.

Strictly speaking, the weight average to be used in a calculation from
light scattering involves not merely the molecular weight of each compo-
nent, but its molecular weight multiplied by the square of its refractive
index increment. This distinction is not important in most polymers,
for which the refractive increment per gram is essentially independent
of molecular weight in any one preparation. However, it may be of real
importance for a mixture of proteins, since the refractive increment per
gram may differ significantly from one protein to another (see for instance
ARMSTRONG, Bupka, MorrisoN and HAsSsON, 1947).

Molecular Weights of Proteins Determined by Light Scattering.

Comparatively few data on molecular weights are yet available, and
only a few of the most recent have been determined on an absolute
basis. The extensive data of PuTZEYS and BROSTEAUX (1941) are summa-
rized in Table I. Amandin was taken as a standard protein, its molecular
weight being assumed as 330,000 from sedimentation, diffusion and vis-
cosity measurements, and the molecular weights of the other proteins
were standardized with reference to it. These authors found that the
turbidity/concentration ratio was a function of the concentration. For
all the proteins they studied it could be described by an equation which
in our notation may be written:

I%:(l—;-c)o(J—bﬁ)zMU——ch_) (22)

where (7/Hc), is the limiting value of the molecular weight calculated
at zero concentration, and ¢ is the concentration of protein in g/cc. The
values of b ranged from 1.93 for amandin to approximately 2 for the
albumins and 3.2 to 4 for hemocyanins. The range of ¢ studied was
from 0.008 to 0.080 for serum albumin, and somewhat lower for the
proteins of higher molecular weight. The variation of turbidity with
protein concentration, charge, and other factors is further discussed in
the following section. The molecular weights given by PurzEys and
BrosTEAUX in Table 1 are in very satisfactory agreement with other data
obtained from sedimentation, diffusion, viscosity, osmotic pressure and
other methods; for tabulation of these data see for instance SVEDBERG
and PEDERSEN (1940) and CoHN and EDSALL (1043).

BiicHER (1047) studied a preparation of the crystalline mercury
compound of the enzyme enolase, prepared in WARBURG’s laboratory .
He obtained a molecular weight of 66,000, using edestin as a standard
protein and assuming its molecular weight to be 300,000. The value
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Table 1. Molecular Weights of Proteins Determined by Light Scatterving.
Molecular Weight in thousands from Scattering at 4,

Protein 5780 & 5461 & CahlIl;rha:;on Observers

Ovalbumin, . . . . . . . . 38.z 37.6 A 1
Horse Serum Albumin, . . . . . . 76.5 72.2 A 1
Bovine Serum Albumin . . . . . . 777 76.6 A 1
Pig Serum Albumin. . . . . . . . 72.1 71.9 A 1
Hemocyanins:

Palinurus vulgaris . . . . . . 461 464 A 1

Homarus vuigaris (4) . e e 630 617 A 1

" o (B). ... 733 689 A 1

Sepia officimalis . . . . . . 3210 3150 A 1.

Helix pomatia . . . .. 6340 —_ A 1
Excelsin. . ., . . . .. 281 276 A 2
(Amandin) . , . . . . . .. L. (330) (330) A 2
Edestin*. . . . . . ’ 335 — A 1
Prunus seed globulins:

P, avium* . ., . . . . . 286—316 — A 3

P. cerasus* 205 — A 3

P. domestica* . . . . . . . . 290 — A 3
Yeast Enolase . . . . . . . . .. — 66 B C 4
Rabbit Serum antibody (anti-p-azo-

phenylarsonic) . . . . . . . . - 158 C 5
Ovalbumin., . . . . . . . . .. — 45.7 D 6
B-Lactoglobulin. . . . . . e — 35.7 D 6
Lysozyme . . . . . . . .4 .+ . . — 14.8 D 6
Bovine Serum Albumin*. . . . . — 73. D 6
Bovine Serum Albumint. . . — 77. E 7
Tobacco Mosaic Virus. . . . . . — 40.000 F 8
Bushy Stunt Virus . . . . . . . . — 9.000 F [}
Influenza Virus. . . . . . e e — 322.000 F 9

* Denotes preparations which were somewhat unstable and showed a percep-

tible tendency to aggregate on standing.

1 Value determined for wavelength 1y = 4358 A

Calibration Methods:

A,

ga

Molecular weights given relative to amandin as a standard protein which
is taken as having a molecular weight of 330,000,

. Calibration with reference to edestin as a standard protein; assumed molec-

ular weight of edestin 300,000.

. Calibration with reference to pure carbon disulfide as a standard. P
. Calibration made on an absolute scale; for details of calibration, see BRICE,

HALWER and SPEISER (1950). Molecular weights reported in this reference
were determined also at 4358 A wiht results in close agreement with those

at 5461 A.

. Calibration with reference to pure benzene as a standard scatterer; reduced

intensity of benzene assumed as 48.4 X 10-6at 4358 A.
Reduced intensity measurements at 9o° calibrated by direct turbidity
measurements and corrected for angular dissymmetry of scattering.
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Table 1, continued:
Observers:

. PuTzEYS and BROSTEAUX (1941).

. BEeckMans and LONTIE (1946).

. PurzEYSs and BEECKMANS (1946).

BucHER {1947).

CAMPBELL, BLAKER and PARDEE (1948).

HALwER, NUTTING and BRICE (1950).

. EpsarL, EpeEryocH, LoNTIE and MORRISON (1950).
OstER, Doty and Z1MM (1947).

. OSTER (1948).

© BN oL AW R e

obtained by light scattering for enolase agreed well with the molecular
weight calculated from the mercury content (one gram atom Hg per
mol enolase).

CampBELL, BLAKER and PARDEE (1048} studied preparations of a
rabbit antibody against para-azo-phenylarsonic acid. They obtained a
molecular weight of 140,000 by osmotic pressure and 158,000 by light
scattering. They calibrated their measurements against carbon disulfide,
which was taken as a standard material, its reduced intensity being taken
as 4.4-107% for light of wavelength 5460 A.

The most careful determinations of molecular weight by light scat-
tering on an absolute basis are probably those of HALWER, NUTTING and
BricE (1950). Their experimental methods are discussed later in this
review. They give values of 35,000 for f-lactoglobulin, 15,000 for lyso-
zyme, and 72,500 for bovine serum albumin, from measurements at
4358 A, and essentially identical values from measurements at 5460 A.
The full report of their data on these proteins is now in preparation and
is not yet available. Their data are in very good agreement with those
determined from other methods. Investigations from our laboratory
(Fpsarr, FoernocH, LONTIE and MORRISON, 1950) on bovine serum
albumin are discussed more fully in the following section. The molecular
weight obtained for the particular preparation studied by us, measured
with reference to standard liquids which had been calibrated on an
absolute scale, was approximately 77,000. This is appreciably higher
than the value of 69,000 given by the very careful osmotic pressure
measurements of SCATCHARD, BATCHELDER and BrownN ( 946}, which
were made on a different preparation. The material studied by us,
however, showed a small shoulder in the ultracentrifuge sedimentation
diagram, superimposed on the advancing side of the main sedimen-
tation peak corresponding to 4.6 SVEDBERG units. This preparation,
therefore, was not entirely homogeneous, and the fact that the value
from light scattering was higher than that from osmotic pressure was
to be expected.
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Multicomponent Systems of Small Molecules: Effects of Net Charge
and of Ionic Strength on Turbidity in Protein Solutions.

The previous discussion applies strictly only to two component
systems, or to systems containing polydispersed solutes for which the
interaction coefficient (B} is essentially independent of molecular weight.
When three or more components are present, and when strong inter-
actions between them occur, new phenomena arise. Such effects were
strikingly revealed by the studies of EWART, ROE, DEBYE and McCART-
NEY (1946). They studied, among other materials, a polystyrene prepa-
ration, which in pure benzene gave a limiting value of Hc/z = 3-107% at
¢ = 0, but in a benzene-methanol mixture containing 15%, methanol by
volume gave a limiting value of He/7 near 1.4-1078. Moreover, the slope
factor, B, was numerically much smaller in the latter medium than in
the former. Benzene is of course a good solvent for polystyrene, whereas
methanol acts as a precipitant at sufficiently high concentration. These
authors explained their results in terms of selective adsorption of benzene
by the polystyrene molecules, so that the solvent composition in the
neighborhood of a large solute molecule is different from that in the
bulk of the solution. They showed that this would lead to a change in
the value of z/c at infinite dilution, if the two components of the solvent
had different refractive indices. If the refractive index of the two compo-

-nent solvent medium was essentially independent of composition — as

was true for example for a butanone-isopropanol mixture — then the
limiting value of Hc/tr was found to be independent of the composition
of the solvent, even though one component of the solvent (in this case
isopropanol) tended to act as a precipitant. By contrast it should be
noted that the limiting value of the osmotic pressure/concentration ratio
is independent of the composition of the solvent in any of these cases.
The general correctness of the picture given by Ewart, RoE, DEBYE
and McCARTNEY is clear. However, a more general thermodynamic
theory of light scattering in multicomponent systems, originally outlined
by ZERNIKE many years ago, has recently been formulated by several
authors. It is of particular importance in its application to protein
solutions, because proteins are multivalent acids and bases which can
acquire high net charge by the addition of hydrogen or hydroxyl ions to
the solution, and can also bind other anions, cations and neutral mole-
cules very strongly. Effects of net charge and of ionic strength in multi-
component systems containing proteins are therefore very marked. The
definition of the components in a system containing charged proteins
involves certain complexities which must be carefully considered. The
discussion which follows is taken largely from the paper of EDsALL,
EperHocH, LoNTIE and MORRISON (1950).

Fortschr. chem. Forsch., Bd, z. 2
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Definition of Components.

We shall follow SCATCHARD (1946) in the definition of components,
denoting the solvent as component 1, the protein — if only one is present
— as component 2, the salt with diffusible ions — if only one is present —
as component 3. Other protein components, if present, may be denoted
by higher even numbers, and other diffusible components by higher odd
numbers 1. All components are taken as electrically neutral; hence we
distinguish between the protein ‘on and the protein componeni. The va-
lence (Z,) of the protein ion is defined as the mean net proton charge per
protein ion, Z, being zero for the isoionic protein. It is thus equal to
the mols of “bound acid” (Z, positive) or “bound base” (Z, negative)
per mol of protein, determined by a titration with the hydrogen or glass
electrode, with suitable corrections (see for instance Coux and Epsarz,
1943, Chapter 20; TANFORD, 1950). An albumin, soluble in water in the
absence of salt, may be taken as approximately isolonic (Z, = o) after
thorough electrodialysis has removed all diffusible ions except H+ and
OH-~ from the solution 2. If a neutral salt is added to such a solation,
it remains isoionic by definition, although the salt addition may cause
the electrophoretic mobility to become positive or negative, due to
selective binding of cations or anions by the protein. The value of Z, is
adjusted to positive or negative values by addition of strong acids or
bases® . We shall consider later the effects of binding of other ions by

1 The term ‘‘diffusible’’ in this connection, denotes ability to pass through
a membrane impermeable to molecules as large as typical proteins.

2 If the only ions present in this solution are H+, OH~- and protein iomns,
it is clear that the mean net charge on the protein cannot be exactly zero unless
theisoionic point happens to coincide with the pyg of neutrality. Thus, if the pg
of the electrodialyzed solution is 5, we have [H+]= 10-% M, [OH-] negligible,
and the protein must carry a small negative charge to balance the excess of H+
over OH- ions. For a serum albumin solution, concentration 7g./l. (104 M)
this requires that Z,, for the electrodialyzed solution, be — 0.1 (= — 107%/1074),
instead of zero. The difference is well within the usual experimental error, but
it can be corrected for if necessary. The correction obviously becomes more
important, the more acid the isoionic point of the protein and the more dilute
the protein solution.

ScarcHARD and BLACK (1949) define an isoionic material as one which gives
no non-colloidal ions other than hydrogen and hydroxyl. Thus, by their defi-
nition, electrodialyzed albuminisisoionic when Z, m, = (OH~-) — (H*+), m, being
the molar concentration of protein ion; while we have defined it as isoionic
when Z,=o0. In practice, the difference between the two definitions is generally
negligible. .

3 The use of strong alkali may be avoided by addition of sodium bicarbonate
to the protein solution, which is then frozen and dried from the frozen state
i1 vacuo. Under these circumstances, CO, is evolved according to the reaction:
HCO,~ — CO,4(g) -+ OH-; and on redissolving the dried protein the py of the
solution, and the value of Z,, should be the same as if an equivalent amount
of Na+QH-, instead of Na+HCO,~, had been added in the first place.
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the protein, which may make the effective net charge of the protein ion
considerably different from Z,.

The specification of molecular weight of the protein, in the definition
of the protein component, is largely a matter of convenience. What is
essential is that the mass and chemical nature of the protein component
(or components) added to the system should be definitely specified. The
value of Z, must, of course, always be expressed so that it is stoichio-
metrically correct; the mean number of protons bound to, or removed
from, the isoionic protein, per gram profein, must obviously depend only
on the stoichiometric composition of the system, not on the assumed
molecular weight. For instance, EpsaLL, EDELHOGH, LoNTIE and MORRI-
SON (1950) assumed the value of 69,000 for the molecular weight of their
serum albumin preparations. The value of Z, which they employed,
therefore, represented the mols of H* ion bound or removed, per gram
protein, multiplied by the factor 69,000.

The protein component, like all the other components, is so defined
as to be electrically neutral. If the protein is being added to the system
as an ion of valence Z,, we must add at the same time some diffusible
ions of charge opposite in sign to Z,, or remove some ions of the same
sign of charge as Z,, or do both of these things, in such a way that the
total increment of net charge is zero. Certain amounts of the diffusible
ions in the system are thus assigned to the protein component, the
amounts being positive if the ion in question is added, negative if it is
removed, when the protein ion is added to the system.

The protein component might be defined so as to contain one mole
of protein ion and Z,/Z; moles of the diffusible ion of opposite charge to
Z,, where Zis the valence of this diffusible ion. This is perhaps the most
obvious definition, but it has the serious disadvantage that the addition
of one mole of protein component involves adding 1 4 (Z,/Z,) moles of
ions to the system; the resulting effect on the chemical potential of the
solvent would be chiefly due to the diffusible ions added, not to the
protein ion which primarily concerns us. Therefore, following ScATcHARD
(1940), we choose another definition, which involves the net addition of
only one mole of ions to the system per mole of protein component, If
only two diffusible ions are present, and both are univalent, this requires
adding Z,/2 moles of the diffusible ion with sign of charge opposite to
that of the protein, and removing Z,/2 moles of the diffusible ion with
the same sign of charge as Z,, when we add one mole of protein ion to
the system. Thus the net addition of moles of diffusible ions is zero, and
the solution remains electrically neutral after the protein component is
added. '

Consider the specific case of serum albumin at a concentration of
10™% molar (approximately 7 g./1.}, in a solution to which 20- 10™* moles/1

2%
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of hydrochloric acid has been added, so that Z, = --20; 0.010 mol/l of
sodium chloride has also been added to the solution. Thus the total
concentration of diffusible ions in mol/l is (Nat) = 0.10; {CI7) = .012.
(The concentration of free hydrogen and hydroxyl ions is assumed to be
negligible in comparison.) The first definition discussed in the preceding
paragraph would include in component 2, per liter solution, 0.0001 mols
protein ion (valence 420} and 0.00z0 mols chloride ion. Component 3
{sodium chloride) would then contain .010 mols of both Nat and Cl-ion.
By the second definition, which we shall employ in the following dis-
cussion, component 2 includes 0.0001 mols protein ion, 0.001 mols Cl-
ion, and minus 0.001 mols Nation. Hence, by this definition, component
3 consists of 0.011 mols of both Nat and Cl~ ion. Obviously, when we
add all the constituents of all the components together, the resulting
sum must give correctly the actual composition of the system. It is
clearly meaningless to ask whether (for example) any individual chloride
ion, chosen at random, belongs to component 2 or component 3; but it
is essential that the sum of the number of chloride ions assigned to these
components, by any definition, should equal the number of chloride ions
actually present.

Consider first the simple case in which there is only one protein
component, and the mean valence of the protein ion is Z,. Assume the
solution to contain in addition to H+ and OH~ ions (at negligible concen-
trations), only one other salt, containing only one kind of cation and one
kind of anion (although one mol of salt may contain two or more mols of
" either cation or anion or both). Let m, be the molar ccncentration of
protein; then Z,m, is its equivalent concentration as cation or anion,
with the appropriate sign. Then the algebraic sum of the total molar
concentrations in the solution of other cations and anions, multiplied
by their valences, must be equal numerically, and opposite in sign, to
Z,m,. Some of these ions must be assigned to the protein component
in order to satisfy the conditions for this component stated above. Let
Z, be the valence of the cations of the added salt, Z, that of the anions.
Let %,, be the number of diffusible cations per mol of protein component,
and y,, the number of diffusible anions. These numbers may be calculated
as follows. To fuliill the requirement that there shall be one mol of ions
added to the system per mol of protein component, we must have:

‘ Vae ™ " Vaa (23)
and to fulfill the requirement that the protein component is electri-
cally neutral, the relation must hold that:

ZoVyo+ZaVoa = — 2, (24)
combining with (23) above, we have: '
Voo (Lo —Za) =—Zy {25 a)
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—Z —Z
Ve =z 5 = Z_:-ifi;:l =V, (25 b)
Thus, if the total molar concentration of diffusible cation in the solution
is m,, and the total molar concentration of anion is m,, and if one mol of
the salt (component 3) contains »,, mols of cation and »4, mols of anion,
then the molar concentration of component 3 is:
g = ,,i (me —vyemy) = ,,—1‘ (7 — V30 1) = ;L (74 +vpomy).  (26)
3¢ 3 3a

These equations imply nothing concerning the nature of the forces be-
tween the protein ion and the other ions in solution; they serve simply
to define the components stoichiometrically. Other definitions of the
components could of course be employed. From the definition given
here, it is apparent (equation 25 a) that either v, , or »,, must be negative,
except when both are zero. This system of definition is useful only when
g is fairly 'arge compared to v, ,#, (Or v, ,1,) ; some of the possible alter-
native definitions are discussed by SCATCHARD (1046).

If another salt, containing a cation X* and an anion Y-, is added
to the system, then the ions X+ and Y~ are taken as forming a new compo-~
nent (component 5 according to our conventions). If they are present
in equivalent concentrations in the solution, these ions are not considered
as forming part of the protein component.

Thermodynamic Fluctuation Theory for Multicomponent
Systems.

In a multicomponent system the mean square value of the fluctuation

in refractive index (4#)2, which determines the total turbidity, is a
function of the concentrations, and refractive index increments, of each
of the components of the system. It also involves cross terms, involving
the correlation between the fluctuations of the concentrations of different
components. For a given pair of components, ¢ and 7, the cross term
is zero if the chemical potential of 7 is unaffected by a variation of the
mass of jin the system; but if the chemical potentials are not independent
in this manner the cross terms do not vanish. 4 .

The fundamental conceptions involved in the application of fluc-
tuation theory to such systems were first advanced by ZERNIKE (1915,
1918). Recently they have been further developed independently by
workers in three different laboratories: namely, BRINKMAN and HERMANS
(1949), KirRkwooD and GOLDBERG (1050), and STOCKMAYER (1950). The
fundamental equations of all these authors lead to the same results.

The general equation, for the turbidity, =, of systems at constant
pressure and temperature, may be written
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s g 24y (27)
fail
where
. 3200078 N2
H = *-E'ané - (28)

The summation is taken over all but one of the components. Generally it
1s most convenient to omit the solvent from the summation; to compen-
sate for this omission the complete equation should include a term for
the turbidity of the pure solvent, arising from density fluctuations in it.
This term is generally small, in systems containing large molecules, and
for brevity it is omitted from (27). However, in practice, we have gener-
ally determined the turbidity of the pure solvent and subtracted it from
that of the solution. ¥, denotes the molar refractive increment of compo-
nent ¢; that is A per mol of solute per liter of solution (or perkg. sol-
vent). The terms a,; in the determinant |a;;| denote the coefficients
a;; = a—aln—”; = i—aln—a’ =ua,,; here the a’s denote activities, and the m’sdenote
concentrations in mol/1. The term 4, in the summation in the numerator,
denotes the cofactor of the term @;; in the determinant |a,,|; that is the
determinant derived from |a,;| by striking out the row and column in
which the term «,; occurs, and multiplying the resulting determinant of
lower order by -}-1 if 7 - § is even, and by —1 if 7 4§ is odd.

Our equation (27) differs from STOCKMAYER’S (1950) in that he defined
the terms @, as ou ;/8m;, where u denotes chemical potential; whereas
we have emr ployed activitics. Thus, his expression differs from ours by
a factor RT in the denominator. This difference has been taken care
of in the formulation given here, so that our working equations are
essentially identical with those of STockMAYER. Also the volume factor
V, appearing in STOCKMAYER's equations, does not appear explicitly in
equation (27), since the concentrations are here expressed in volume units.

Application to a Two Component Sysiem.
For a two component system, the summation in {27) involves only

component z. Hence |a;;] = ay, = %h:”ﬁ , and 4;; = 1. By definition
s .
of the activity (a,) and the activity co.fficient {(p,):
lna, =1nm, +Iny, =Inm, 4 5, (29 a)
_2may 1, Blmy, 1 29b
g == am,“—szF dm,  m, + Be- (29 b)

Hence,
o HOEY_HUWY  HWimg | HT @ Mae,
Ggp dina, 148,,m, 1000 (1 4 5, my) (30)
omy
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Here ¥, = 9n/dm,; D,, the refractive increment per g. component 2 per
cc. solution, is 1000 ¥,/ M,.
Rearranging (30) we may then write:

H'"@2c He 1
100021.2 = _r__z =, (1 + Py my) . - (31)
Since ¢, = ~2 2 , this gives the slope factor B in equation (18) as:
2 1000 4 p q
10008,
B=— e (32)

where fl3; is the limiting value of f,, at low values of #,.

Systems of Three and More Components.

For multicomponent systems in general, we shall follow SCATCHARD's
{19406) formulation of the expressions for the activities of the components
and their derivatives with respect to the masses of the components —
that is, the coefficients which enter into equation (27). We shall use
the subscript K to denote any component made up of small molecules
or ions }, and i to denote a small ion which is a constituent of one or more
components, but is not itself a component. Again denoting the protein
as component 2, we have, following SCATCHARD:

ln%:lnmz +2,"V2,‘ In wy +ﬁ2 } (33)
=1nm2+Z',-v2i In (2]1!],;111] +v2¢m2) +ﬁ2

Inag =Z;ve; lnm; + Bx l (30
34

=Xy In (Zyvyimy + vy my) + i J

Here, by definition:

B =Iny, (35)
Br =Zivginyg . (36)

In the special case of a three component system, in which component 3
is a salt composed of one anion and one cation, we have §; =z Iny,.
From these relations, we derive the coefficients employed in equation

3 aﬁ a8x 08,
(27), denoting am, 25 Bos s T, o asflx, and so forth.

dlna 1 v

Agy = am;:“z’i'zi;:;‘*‘ﬁw- (37)
ot dlna Voi Vi

Ay g = 311;:: = amzK =2 2m:( +52K » (38)
dlnagy 0dlnay VIiVR: .

aK]E—am—]-:a—?n—K——z i m,-t+ﬁ]K' (39)

1 A “‘small” component may be defined here as one which passes readily
through membranes impermeable to proteins of molecular weight of the order
of 30,000 or above,
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Here J denotes any diffusible component other than K. For the
three component system containing one salt (component 3) with two
ions, the summation denoted by X; includes only one cation and one
anion, andv,;, = ,, = 1. From (25a) and (25b) we have 7y, = — #,5s =
— Z,/{Z. — Z,), which becomes — Z,/2 if the ions denoted by ¢ and «
are both univalent.

Then, using equation (20}, we have

M, = My — —2m,. (40)

Mg = My —i—é— My, ' (41)

From (37) we obtain:

1 73 1 1 1, Z
= +7(m3_z= T +szz)+ﬁ22—m2+mse e ()
2 2

3

Here the factor ¢ is defined as:
Zymg\2
=1 —(—— . (43)

The value of ¢ lies always between zero and unity, and it may be taken
as unity when Zym, <<<< 2 m, 2.
From (38), (40) and (41) we obtain:
U Zim
g3 = vzc‘!‘”i: + Pas = _2m :+ﬁza (44)
Finally for the effect of variation in the log of the activity of component 3
with variations in its own molarity we have, from (34), (40) and (41):

= ,ﬁ + s - 45)

The wvalue of f8;; is determined-independently, from measurements of
electromotive force, freezing point, or vapor pressure, in solutions of the
pure salt.

Applied to the three component system just discussed, equatlon (27)

becomes:

= H"(El“asa—-z Y, ¥, a,, + W2 “22) (46)

Ggg G35 — G3g

For protein systems, the first term in the numerator of (46) is gene-
rally much the largest, and the second and third may often be neglected.

1 For example, J may be sodium chloride and K magnesium sulfate.

2 In the extreme case when the only diffusible ions present are those required
to balance the net charge on the protein, & becomes equal to zero. Under these
circumstances, the application of our equations would become meaningless and
a different definition of components should be adopted. The general treatment
adopted in this paper implicitly assumes that g is not very far from unity.
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This point will be considered in terms of the system water-serum albu-
min-sodium chloride. The molar refractive increment, ¥, of serum
albumin, per liter solution, is, from the data of PERLMANN and Loncs-
WORTH (1948) and of ARMSTRONG, BuDKA, MoRrIsoN and Hasson'(1947),
equal to 12.9 for the sodium D line, assuming a molecular weight of
69,000 1. The data for sodium chloride solutions, at the same wavelength
(see for instance, GEFFCKEN (1929)) when extrapolated to infinite dilu-
tion, give ¥, = 9.5+ 1073. Thus ¥ is greater than z¥%,¥, by a factor
of 680, and exceeds ¥? by a factor of nearly 2 X 10%. On the other hand,
we must consider the relative magnitude of the coefficients a,,, @y and ag,.
A critical evaluation of these terms for the case of serum albumin
solutions in sodium chloride and sodium thiocyanate solutions [ EDSALL,
EpernocH, LoNTIE and MORRISON, (1950)] shows that the second and
third terms in the numerator of equation (46) are ordinarily less than
19, of the first term. Hence it is justifiable as a good approximation, to
neglect the two latter terms and the equation then becomes
PiH"
T

= gy — (“%3/ A33) . 47

We shall consider here only the limiting condition in which |Z,m,|
< <<2mg; hence ¢ =1 to a close approximation, and a,3=< ;. Then
{for notation compare equation (30):

7 Hu PIMIHT (Bas)? my
T 1087 m, +2 m, B —; z 4 fyq 15, (48)
Hey ©@3H"cy 1000 B2,my
T 100071 + M: <2m T+ fo — 2+533m3) G- (49)

Thus, under these imiting condmons, the slope 2B of the curve for I (:2/1

as a function of ¢, becomes identical with the slope of the curve for

osmotic pressure divided by concentration of protein as a function of ¢,,

given by ScATCHARD, BATCHELDER and BrROwN (1046): see their equa-
" tion (g).

Experimental Data for Serum Albumin.

These (Epsarr, EperHocH, LONTIE and MORRISON, 1950) show that
to a close approximation the intercept of the curves obtained when Hc,/v
is plotted against c, is equal to 1/M,, where M, has a slightly higher value
than the figure of 69,000 which was obtained by ScATcHARD and his
associates from osmotic pressure measurements. This was to be expected,
since most preparations of bovine or human serum albumin contain

1 From the equation given by PERLMANN and LoNGSWORTH, the correspon-
ding value for light of wavelength 4358 A, at which most of our measurements
were made, is 13.5. However, the calculations given here in the text are for
the D line, since data for sodium chloride at 4= 4358 A are not yet available.
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small amounts of a heavier component which is shown in the ultra-
centrifuge as a small shoulder on the advancing side of the peak which
definesl the main component. The experimental technique for deter-
mination of 7 (or of Ry,) is discussed in a later section of these notes. The
light used was the mercury blue line (4, = 4358 A). The refractive index
increment for albumin at this wavelength is given by PERLMANN and
LoneswoRTH (1048) as 0.105 at 25° and the refractive index of pure
water is 1.3403 under the same conditions. This gives DEBYE’s factor
H =1.040- 1075

Experimentally, good agreement was found between the slope factors
obtained from osmotic pressure and from light scattering (see Fig. 2), at

400 sodium chloride concentrations
o’ } of 0.15 to 0.18 M, and Z, values
"o o 475 Nal) . from--20 to —2zo0.

:%%ﬁﬁ% / 1N As predicted by equation (49)

= (smofic pressure g t
tm (ot 17 P e slfope tgf thefcurves? for Hcil/r
; / as a function of ¢, varies greatly
o M. with the ionic strength and the
P / charge on the protein. As would
. ‘ .o/' be expected from the presence
P ‘ of the' Donnan term” 1 Z § /f2m;
Wit 0 % % in equation (49) the slopes of

Fig. 2. Comparison of the Slope Factor B {equations the curves are small or zero

7 and 18) for Bovine Serum Albumin, from Osmotic when the valence 22 is near zero
Pressure and from Light Scattering Measurements. db 1 d it t
Slopes are expressed as BM:/moo where M, is the an ecome largeana positive a

molecular weight of the protein. The abscissagivesZ,, jonic Strength and hlgh Zz. Some
the net proton charge per molecule of albumin. Solid

line from osmotic pressure data of SCATCHARD, typical curvesare illustrated in

BATCHELDER and BROWN. Points from light Fie. 2 for various ionic strengths
scattering measurements [EDSALL, EDELHOCH, g-310 ous lonic stre g

LONTIE and MORRISON (1g50)]. of sodium chloride from << 10~*

to 0.15 and for Z, = +25. The

limiting slope (2 BM2/1000) in the absence of added salt is of the
order of 105 at the lowest ionic strength (< 1074); it falls rapidly
as salt is added, ? and becomes practically zero at o.15 M sodium
chloride; however in all cases the extrapolated value of the molecular
weight at ¢, = 0 is the same within the limits of error. At such high

1 We shall refer to this as the ‘‘Donnan term’’ since it is form'ally identical
with the term arising from the Donnan effect in the equations for osmotic
pressure in these systems. If all activity coefficients were unity, it is the only
term that would affect the slope factor, B.

? The increase of turbidity which occurs on adding salt; corresponding to
a transition from apoint on the top curve to one on the bottom curve of Fig. 3,
occurs with extreme rapidity. The final steady state is attained certainlyin
less than a minute, the time taken for mixing albumin with salt solution and
taking a reading in the light scattering apparatus.
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values of Z,, and at ionic strength below 0.001, measurements of scatter-
ing as a function of angle should reveal the “negative dissymmetry of
scattering”, studied by Doty and STEINER (1949), and briefly discussed
in a later section of this review. Under such conditions, theassumptions
of fluctuation theory used in deriving equation (18) break down. EpsaLr,
EpELnoCH, LONTIE and MORRISON therefore confined their more inten-
sive studies to solutions of ionic strength 0.003 and above, where the
fluctuation theory is valid. They studied solutions of serum albumin
at Z, values from 10 to —zo, and at ionic strengths from 0.003 to 0.183
in sodium chloride, calcium chloride and soedium thiocyanate. The slope
factors for sodium chloride, at four jonic strengths, are plotted as a
function of Z, in the

T
lower half of Fig. 4. Electrodinlyzed Albumin >
NaCl; Z,~+
These curves are = v % # /
roughly of the para- 80 —eadr .
bolic form that would Ny
be expected from the g
Donnan term alone, PN ) Y pd

but it is clear that ‘ v
other terms are impor- t > /
tant Theabsolutemag- #/x : :

s 4 ° / /

nitudes of the slopes | // S
are less, often much iy’

less, than would be pre- / L
dicted from the Don- | /2% —
nanterm,so that other e "

effects of opposite sign

must enter in. The mi- 1 |
nimum of the curve is 2 001 4002 2003 gfem’
found to lie not at Concentration ——

Z2 =0, but al\vays al Fig. 3. Values of He,/r as a Function of c¢,, for Bovine Serum
iy Albumin with a net Proton charge of 425, at Several Different
positive values of Z,.

Concentrations of Sedium Chloride.

Moreover, as the ionic

strength of the sodium chloride increases, the minimum shifts pro-
gressively over to the left in Fig. 4. It must be noted that Z, is cal-
culated only in terms of the protons bound to or removed from the
isoionic albumin molecule, and takes no account of the binding of other
ions. If it is assumed that chloride ions are also bound, the progressive
shift of the minimum with increasing ionic strength is readily inter-
pretable. There is now a large mass of evidence from quite independent
measurements that chloride ions are bound by serum albumin; other
ions such as thiocyanate are even more strongly bound. The best
quantitative evidénce for such binding is probably that given by Scat-
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CHARD, SCHEINBERG and ARMSTRONG (1950). They have described their
data in terms of the assumption that an albumin molecule contains
40 sites capable of binding Cl~ or CNS— ions; 10 of these are assumed
to be all alike, each with an in-

€000 L .
o’ i trinsic association constant (K)
of 44 for CI=, or 1000 for CNS—;
the other 3o bind much more
.\ NelL weakly, with X values of 1.1
o0~ \ %‘ / for Cl-, and 25 for CNS—. These

: - 5003
Y

intrinsic binding constants
:%{;’ must be corrected for electro-
B \ o 4788 / static effects arising from the
2000 | wvariable net charge on the pro-
& / tein; SCATCHARD, SCHEINBERG

Le and ArwmsTRONG found that

\ // |_—~| they could be described by a
] simple spherical model for the

albumin ion, using the DEBVE-
el W0 W %  -¥ HyckeL theory. Taking their

AN

1\

- Z— values for chloride binding at
e y different ionic strengths, we

J may calculate a new quantity,

‘ the total net charge on the

\ NaCl albumin, denoted as Z;, which

et A is equal to Z, — v, where ¥ is
1 A / the number of chloride ions

o e%g / bound per mole of albumin

/ /‘ When the slopes are plotted

a0 \ against Z; as in the upper sec-

\W tion of Fig. 4, the minima in

\\ the different curves are all

N o brought nearly into coinciden-
x——-k‘a_"; g y

|

ce and they lie very nearly at
Zy =o0. Conversely we could
have used the displacements
of the minima in the curves of

Fig. 4. Slope Factors for Bovine Serum Albumin, in So- | N
dium Chloride Solutions at fourdifferert Jonic Strengths, the lower section of Fig. 4as a

i he Foven, et e (2 oo s measure of the number of chlo-

ride ions bound. Much greater
shifts are found in thiocyanate than in chloride solutions, and here again
the light scattering data give results in accord with the calcnlated number
of ions bound by the protein, as deduced from the entirely independent
measurements of SCATCHARD, SCHEINBERG and ARMSTRONG. Thus, light

230+ +10 -7 ~20 ~30

g
Zy—w
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scattering measurements are a useful tool for the study of specific ion
binding by proteins. Studies on calcium chloride solutions indicated
considerable binding of calcium by serum albumin, especially at negative
Z, values, such as are found in the physiological py range ..

Kinetics of Dimer Formation in Reaction of Serum dlbumin with
Mercurials.

It was shown by HUGHES (1947) that human serum albumin is largely
composed of a fraction which he has termed mercaptalbumin (HuGEEs,
1950). This was readily crystallized with mercuric chloride, the crystals
containing one atom of mercury to two molecules of albumin. Ultra-
centrifuge studies on solutions of this mercury derivative showed the
presence of large amounts of a fast component of sedimentation constant
Sep = 6.7 S, in addition” to the normal albumin (4.3 S). The work of
HucHESs appears to have established clearly that the heavy component
is a dimer, composed of two molecules of serum albumin linked by a
mercury atom, and that the reactive group in the protein is a sulfhydryl
group. The kinetics of the reaction have been studied in detail in our
laboratory by light scattering measurements, although only preliminary
reports have so far appeared (LONTIE, MORRISON, EDELHOCH and EDSALL,
1948; HucHES, STRAESSLE, EDELHOCH and EDSALL, 1950). If we write
the albumin with its sulthydryl group as Alb-SH, then the sequence of
reactions may be written as follows.

k
Alb—SH 4 HgCl, —ﬁ‘_A Alb-S-HgCl ++ H+ + CI~ I
-1
k
Alb—S—HgCl 4 Alb—SH vkﬁ_\ Alb—S-Hg-SAlb  H+ 4-Cl~ I
-2
k
- Alb-S—Hg-SAlb + HgCl, ﬁ 2 AlbS—HgCl III

-3
The results obtained hitherto on these reactions have been briefly
summarized by HuGHES, STRAESSLE, EDELHOCH and EDSALL (1950).
From measurements of light scattering under various conditions it
is inferred that:
h>>k,and B >>k

ky and k_, are of the same order of magnitude. Reaction II is thus
the rate-controlling step. Reaction III is too rapid to measure, being
essentially complete in less than a minute at room temperature.

Measurements at three different temperatures indicated that the
rate of reaction II is somewhat more than doubled by a 10° rise of

1 An interesting theoretical treatment of light scattering in solutions of
charged macromolecules has recently been given by J. J. HERMANS (1950).
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temperature; thus there is no indication of an unusually high energy
of activation. -

Viscosity measurements show that Alb-S-Hg-5-Alb is more asym-
metric than Alb-SH, but shorter than 2z moles of Alb-SH joined end to
end. This suggests that the two albumin molecules must be approximate-
ly in juxtaposition over a considerable area, involving a face of each
monomer molecule of which the sulthydryl group forms a part. Since
reaction III is rapid, the mercury linkage must be readily accessible to
small ions and molecules in the solvent, rather than being completely
shielded by other portions of the protein. Added halide ions, or SH
compounds, displace reaction II to the left, the effect being in the order
RSH > I~ > Br~ > Cl-. Silver ion appears to compete with mercury
for the SH group; all other metallic ions tested were without effect.
Other mercury derivatives are now being studied in this reaction.

It seems plain that many association and dissociation reactions in
protein solutions can be studied by light scattering more conveniently
than by any other available method. Measurements can be made rapidly
and at frequent intervals so that a hundred or more measurements
may be made if desired in the time that would be required for a single
sedimentation run in the ultracentrifuge. OSTER (1947) has given an
interesting discussion of the uses of light scattering measurements
in certain types of aggregating or dissociating systems ol colloidal
particles.

Scattering from Particles not Small
Compared to the Wave Length.

Up to this point it has been assumed that the scattering from a
particle can be adequately represented by that from a single dipole. If
the molecule is small enough, relative to the wave length of the incident
light, there is no difficulty in this assumption. However, when the largest
dimension of the particle becomes greater than about one-tenth to one-
fifteenth the wave length, the phase and amplitude of the incident wave
will be appreciably different in different parts of the particle at any one
instant of time. These phase differences give rise to interference between
the scattered waves originating in different parts of the particle and lead
to an overall decrease in scattered intensity. The magnitude of the inter-
ference varies with #, being greater for backward scattering than for
forward scattering. Thus, for a large particle, we may expect the scattered
intensity to be greatest at # — o and to decrease at larger angles in a
manner determined by the particle size, shape and refractive index and
by the wave length of the incident light. The diagram in Fig. 5 aids in
visualizing the fundamental features of the situation and shows how the
phase difference for light scattered from two points within the molecule
varies with angle. ‘ .
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Scattering from Isotropic Spheres of Avbitrary Size and Refractive Index.

The general problem, for scattering from isotropic spheres of any
radius and refractive index has been solved by MiE (1go8); important

contributions were also made by
DEBYE (:gog) and by RAYLEIGH
(1910). BLUMER (- 925, 1926) ob-
tained numerical solutions for
many particular cases, using M1E’s
general equations. LAMER and
SINCLAIR (1943) have given an
extended tabulation of scattered
intensities for spheres having va-
rious values of m and al. The

©
interterence

interference

Fig. 5. Scattering from a large particle. [FROM

ZIMM, STEIN and DOTY (1g45).]

computations themselves were carried out by Dr. ARNoLD LowaNn of
the National Bureau of Standards. The parameter m is the relative
refractive index and & = 2x7/A where 7 is the radius of the sphere and

Lis the wave length of the light
in the medium surrounding the
particle.

The scattering diagram for a
spherewitha=2.5and m =1.33
is shown in Fig. 6. Such a sys-
tem corresponds, for instance,
to spherical drops of water in
air, the drops having a radius
of 217 my if the wave length of
the light n vacuo is 546 mp.
The function P(#) represents i
general the intensity distribution
for an isolated particle of arbi-
trary size and shape. It gives
{on a relative scale normalized
to unity at # = 0) the scattered
intensity of the vertical com-
ponent in unpolarized incident
light (V' ,} or equally well the
sum of both components in the
scattered light with vertically

1000

!

700

P

”

a5
sinz(é—’)———-

Fig. 6. Scattering diagram for a sphere (Mie theory)

m = 1.33, & = 2.5,

polarized incident light (R, .} since Ry , =2V, . The type of plot
used here has proved to be advantageous for many cases. Of course,

1 The use of the symbol « to denote 2 m#/i should not be confused with
the symbols &g, &4, &4, &, employed earlier to denote molecular polarizabilities.
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in instances where the range of intensities is sufficiently small, the reci-
procal relative intensities can be plotted on a linear instead of a lo-
garithmic scale. A polar plot of intensities has been used extensively in
the literature on MiE theory and may be helpful occasionally.

The scattering diagram for a spherical particle considerably smaller
than the one represented in Fig. 6, would be given by a continuously
rising curve with no intensity minimum or for a much larger sphere by
one with a series of maxima and minima. It may be noted qualitatively
that an increase in either m or « shifts the first minimum to lower values
of & and increases the total number of intensity minima.

The calculations based on MiE theory have been verified experi-
mentally by LAMER and his collaborators (1946, 1947, 1949) ! using
monodisperse sulfur hydrosols and also monodisperse aerosols as ex-
perimental objects. Sulfur sols made by the acidification of sodium
thiosulfate solutions have been known to colloid chemists for a long
while. As ordinarily prepared the sols are polydisperse and show only
bluish or white scattering. By a careful control of conditions, ho-
wever, LAMER has been able to make very nearly monodisperse sols
over a wide range of sizes. Apparently Ravy (19z21) first noted the
presence of colored bands in the angular scattering of white light from
such sols. These colored bands (termed ‘“‘orders” by LAMER) result from.
the interference effects already discussed. Obviously for a sphere of given
size the intensity minima for different wave lengths must occur at
different values of &#; where, for examp'e, the ratio of red scattered
light to green scattered light is a maximum, there a red band or order
will appear. For sulfur sols of the proper particle size as many as nine
distinct orders have been observed.

In applying the MiE theory to an experimental problem several
approaches may be followed.

The most satisfactory procedure would be to fit a theoretical intensity
curve to the experimental data. This unfortunately usually entails a
prohibitive amount of labor in performing calculations unless the proper
curve can be found in the existing tabulations. Usually some method
of interpolation between the values already calculated is sufficiently
accurate and involves relatively little labor.

VAN DE Hurst (1946) and SiNcLAIR and LAMER (1949) have given
curves which permit interpolation between different values of atoobtain,
E, the ratio of the scattering cross section to the geometric cross section,
i.e., the ratio of the energy lost by the incident wave to the energy of
the beam that is geometrically obstructed. (This ratio is denoted as K
by SiNcrLAIR and LAMER. See also LAMER and BARNES, 1947). The

1 See LAMER and BARNES (1946), JounsoN and LAMER 1047, and SINCLAIR
and LaMERr (1949).
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geometric obstruction presented by a sphere is, of course, z#%. The ratio,
E, (supposing that the refractive index of the particle is known) allows
determination of both size and concentration from transmission data.
One could apply the method as follows. The turbidity z, can be written
r=EnrN (50)
as N, the number of particles per cc. approaches zero. By measuring 7
as a function of wave length and plotting = versus 1/4 one can compare
the experimental curve with a plot of £ as a function of a. Since the
maxima in both curves occur at the same value of «, the value of » is
readily determined. Once 7 is known, an absolute turbidity measurement
suffices to find IV from equation (50). Fig. 7 shows E as a function of
& for several values of m. The values for m = 1.33 and « =8 and 12
were taken from StraTTON 2and HOUGHTON (1931). The remaining values
are from LAMER and SINCLAIR, (1943).
§ |
m=50

\ m=195  \magity
ta ></ i <<\
£ / ’X m\-zas
| / // NS ~——

g 7 2 3 L4 & 2 7 § g 7 7 14

OF -
Fig. 7. Scattering from sph(_ares having various values of m and &a. The value
of E approaches 2 for large &, -

It is sometimes convenient to make use of the angular intensity
distribution. We have already mentioned the occurrence of ‘“‘orders”
in the scattered light with white incident light. The location of these
orders has been employed extensively by LAMER to find particle size.
The position of “orders’’ can be calculated from MIE theory for various
values of m and &«. The sharpness of the “‘orders” may be used as a
measure of polydispersity for systems which are nearly monodisperse
(KERKER and LAMER, 19350). KENYON and LAMER (1949) have modified
this appoach by measuring the angular distribution of intensity at two
wave lengths (monochromatic light) and from these data calculating the
positions of the ‘“‘orders”. By comparison with order positions calculated
from MIE theory for the same two wave lengths one may then find the
particle size.

Interpretation of the P(J) curve itself is very convenient and has
been applied by DANDLIKER (1950) to a latex of polystyrene which

Fortschr. chem. Forsch., Bd. 2. 3
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consists of uniform spheres about 2600 A. indiameter (electron microscopy
by WiLLiAMs and BACKUS, 1949). The measurement consists in locating
the angular position of minimum intensity in monochromatic light and
is discussed more extensively in a succeeding section. '

The particle size of spheres may be easily related also to absolute
intensities. Methods of interpolation have been used between different
values of either # or &, by DANDLIKER (ibid.). Fig. 8 shows how the
intensity function 7, at # = 0 changes with m and a. The function %,
is proportional to the vertical component in the scattered light with
unpolarized incident light and
is to be found in the tables of
Brumer and of LAMER and

/ Yw SINCLAIR. It is related to the
w : scattered intensity by the equa-
/ \ tion
N .
NG Te=a 6

The value of ; at & =0 has
m=133 been written as 4, ;. It may be
noted that the function 7, which

00430 —
/

5 ol is proportional to the horizon-
/'/ tal component in the scattered
m=328 light (unpolarized incident
. // [T light) could be discussed in a
: similar fashion.

Inthe limiting case for small
spheres the ratio of 7,,/x ap-
, L y 3 proaches [(m?— 1)/(m*-}-2)]%

_ @ If we define ¢ as

Fig. 8. The relation between forward scattering and
size for different refractive indices. 19,1 f/m® — 1\2

=5 (;,r_g) (52)

we have a quantity which tells us how a large sphere of arbitrary m
differs from a small particle in its scattered intensity at ¢ = o. Particle
size can be calculated from the equation :

2 [Vo,u on? M (m?—1\2
E['a Lﬂﬂ(ﬁn) ' (53)
‘where ¢ is the concentration, 4 the wave length in the medium, d the
density of the particles and N, Avogadro’s number.
For values of & not greater than about 2.5 the depolarization at go°
(Hgy,4/Vg0,4) is a single-valued function of & and may be used to deter-

mine the particle size (SINCLAIR and LAMER, 194¢). Since 7y is related
to H, , by the same factor that relates 7, to Vs 1 the depolarization
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ratio is found from the tables by taking 7,/i;, at a given value of 9.
Graphical interpolations are readily made between the calculated val-
ues KERKER and LAMER (1950} have studied the effects of polydis-
persity on the depolarization.

Scattering from Particles of Various Shapes, When the Relative Refractive
Index is Near Unily.

Calculations similar to those of MiE have not been made for non-
spherical particles because of mathematical difficulties. However, the
mathematical problem for large particles of spherical or other shape is
greatly simplified if the refractive index of the particle is nearly equal
to that of the medium (m = 1). In this case, the incident wave undergoes
no appreciable change in either phase or amplitude as it traverses a
particle so that the phase and amplitude of the induced dipoles and
higher multipoles are readily determined. It is of particular importance
that for exactly forward scattering, i. e., ¢ =o, there is no phase differ-
ence between the scattered fields coming from different parts of the
particle and, therefore, of course, no interference. This leads to the im-
portant conclusion that equation (1) remains valid at & =0 even forlarge
particles. It may be rewritten in the more nearly general forms

[RT?] _ [___2 ‘2*‘” “} — KMP®)". (54)
c=»0 c—>0
2 42 2 o
The factor K = 4= ’;4(1%”/ %) where n is the refractive index of the
070

solvent, (9n/dc) the refractive index increment and 4, the wave length
i vacuol.
Applied to the turbidity, 7, equation (54) becomes
[%] =aKM f (1 4+ cos?d) sind P(#)dd. (55)
C=~>0 o
The integral may be evaluated graphically from experimental data. If
P(#) =1 then the integral is 8/3 and equation (55) is reduced to equation

(18). The general condition for validity of this simplified theory is, for
spheres, that 2« (m —1) <<1 (Vax DE HuLsT, 1946). Analogous

1 The use of the last equality sign in equation 54 implies a special form of
relation between the specific refractive index increment of the solute, on the
one hand, and the refractive indices of the pure solvent and ‘pure solute, on
the other. HELLER (1945) has derived the relation involved, and has shown
that in general it is not exactly valid for systems in which a direct test can be
aplied. In protein systems the direct test has not been applied; the refractive
index of a pure anhydrous protein has never, to our knowledge, been measured,
although in the blue-green region of the spectrum it must be fairly close to 1.60.
For further discussion see Doty and EpsaLL (1950)."

3&
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conditions defining a negligibly small phase shift in the incident wave
may be expected to apply to other geometric shapes. For proteins in
water (m =~ 1.15 to 1.20) a theory based on the above assumptions will
be a reasonable approximation for many cases.

By a slight modification of the treatment given in SCHUSTER and
NI1cHOLSON (1928) one can obtain the following expression for theinten-
sity of forward scattering applicable at zero concentration to particles
of arbitrary size and refractive index whenever H, ,/V, .= 0

2 w2 42 g

o o= S5 [0 (25 ()] 550
For all ordinary cases (e. g. a protein with a molecular weight of a few
million or less) the second termin the bracket is negligible compared to
the first and the equation reduces to equation (34). In general, however,
for large refracting particles the second term cannot be neglected.
Physically, the first term gives the intensity scattered in phase with the
incident wave, while the second term gives the component scattered
with a phase difference of go° to the incident wave. Thus a negligible
phase shift means that the second term can be ignored. We are indebted
to Professor BrRuno H. Zimm for pointing these relations out to us.

Equations (54) and (53) neglect the effects of depolarization which
if appreciable must be allowed for. 1f the depolarization is due to an-
isotropy alone then the corrections discussed in a previous section can
be applied. However, additional contributions to the depolarization arise
from the effects of size alone, so that the use of the CABaNNES factor
for a large refracting particle would result in an overcorrection. For a
discussion of these complications, see Z1MM, STEIN and DoTy (1945) and
Lot™AR (1938 2, b). DoTv(1948) has given a helpful general discussion.

Since internal interference is important only when the ratio of particle
size to wave length becomes appreciable, it is evident that the inter-
ference effects will be negligible at sufficiently long wave lengths. As
we have seen, both the scattered intensity and the turbidity are pro-
portional to 1/A* for small particles. 1f measurements can be made over
a range of wave lengths into a region where the inverse fourth power
law is obeyed, then equation (18) becomes applicable, and the problem
can be treated as one of small particle scattering. Itisimportant to note
that in general both » and 8x/8c are functions of 4 and that corrections
must be applied to these factors in interpreting wave length dependence.
PeriMANN and LoNGSWORTH (1948) have reported data on the dis-
persion of several protein preparations.

This approach has been applied by OSTER (1946) in measuring the
size of PR 8 influenza virus and also bushy stunt virus. Transmission
measurements were made at a series of wave lengths and 7 plotted as
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a function of 1/4%. From the limiting slope (extrapolated to infinite A)
M was found to be 322-10% for influenza virus and g.0-10% for bushy
stunt. These values agree well with estimates hy electron microscopy
and by sedimentation and diffusion.
It should be possible to interpret wave length dependence data also
in regions where P(8) is different from unity by using equations (54)
r (55). This has been done by comparison of experimental data with
theoretical curves constructed on the basis of an assumed model, by Doty
and STEINER (1950).

Interference Functions for Specific Geometric Shapes: Sphere, Ellipsoid,
Random Coil and Thin Rod.

The problem of finding the intensities scattered from a large rigid
particle at angles other than zero is formally similar to that dealing with
scattering of X-rays by atoms since, in this case, m is very near unity
for all substances. The general solution obtained by DEBYE (1915) and
by THoMson (1916) for this problem may be given in the form

sinx s g;, Sin % S g, ;
=2 2 (56)
which gives the intensity dlstnbutlon from an assembly of point scatte-
rers held at fixed distances g; ; from one another. x stands for 2 n/1
and s for 2 sin #/2. Now to evaluate P(J) for a specific geometric shape
reduces to the problem of determining the distribution function which

will give the g, ;’s and then carrying out the summation.
Applied to spheres equation (50) gives (RAYLEIGH, 1914, DEBYE,

1947),

P(9) = 5 (siny — y cos y)? (57)
D . b
y=sa=27; sin — (58)

where D is the diameter of the sphere. This function has a series of mini-
ma at y = tan ¥ and these can be located easily by plotting y versus
tan y. Numerical values are given by van DE HULST (1946). Since the
first minimum occurs at ¥ = 4.4934, we see that very roughly the minima
will be separated by intervals of ;r on the y scale. Let us consider now
the angular positions of minimum intensity &;, for different values of «.
Since ¥y, is dependent on y alone we may write

‘3mm L k/oc (59)

where % is a constant for a given order of interference. This equation
holds fairly well for values of # even as high as 1.33, but in these cases

sin
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k will be a function of m also but, of course, can be evaluated from the
tables for M1k theory. Equation (37) may be expanded for small values
of y to give

Py =145+ 4175 + 47 ¥Y23625 + -+ - (60)

The corresponding problem for an assembly of randomly oriented

ellipsoids is somewhat more difficult and no simple closed expression

has been found for P($). For discussions see GUINIER (1930) and RoEsS

and SHULL (1947). The first three terms of the solution have been derived
by DEBYE (personal communication) as

x? 5% fa? + b2 + o2 3xt st ([a? 4 b2 - c2\2
P) =1— 5 < 3 )+ 175 {< 3 )

TS (5]

where a, b and c¢ are the semi-axes of the ellipsoid.

Since this manuscript was written DEBYE (personal communication)
has derived a formula for P () which applies to a system of ellipsoids
of revolution, with the ellipsoid axes distributed at random. Mathe-
matically it is equivalent to a formula given by RoEss and SHULL (1947)
which involves the use of hypergeometric functions. Debye’s formula
appears more readily adaptable to numerical compatation. If the ellip-
soid semi-axes are &, a, and ¢, and if p is defined by the relation, p =
(¢ — a?)/a?, then the formula is

(61)

.P(ﬂ):é'(_1)113.4'(2—7"?_2—112)_15.2-61;;5—)2211(}6861)2” l
” #! P (xsa)? [ (sesa)t
120;1711——-—_';'? (z7 1) =1 __5_(1 +;) T3 175 (61a)
sq)® 3
(PR (T

This equation holds for all values of p from rods (p = oo) to discs
(p==—1).

Numerical data derived from (61a) are conveniently represented by
the procedure of Zmu (1948b) in which the reciprocal relative intensity,
P-1(9) is plotted against (xsa)? — or, for a specific wavelength and a
paticular molecule, against sin? (9/2). For prolate ellipsoids of axial
ratio 5.1 (p == 25), the limiting slope, dP-1 (9)/d (xsa)? is 1.87. If the
axial ratio is 10, the limiting slope is 6.86; if the uxial ratio is 20, the slope
is 26.86. Detailed computations show that the curves so plotted remain
nearly linear up to fairly high values of (xsa)2 — the higher terms in the
summation rapidly become large as wxsa increases, especially for p values
of 100 or more, but the net result of summing positive and negative terms
deviates surprisingly little from the simpler linear relation.
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Recently formula for P (#) for structures of varions shapes have been
tabulated by FOURNET and GUINIER (1050).

The P function for a randomly coiled molecule, of great importance
to the chemistry of synthetic high polymers, has been derived by DEBYE
(1947) and by Zmmm, STEIN and Doty (1945).

PW) =Sl —(—w)] = st (62)

where R? is the mean &0

square length between T ‘

the terminal segments Sotere

of the coil. The literature J

concerning the use of ¢ /4 A

this equation is very ex- /

tensive. /
Fora thin rod, equa- Rod /

tion (56) becomes (NEvU- 40 / A

GEBAUER, 1043; ZIMM, / %do/ﬂ ool

StEIN and Doty, 1945) f /

Pd) = 2Sizx— (Sm x)z o y
X X 30 # - —1

%= szsing (63) /

where L is the length of / ) /

the rod and 57 is the 20 7 F

integral sine function /

(Jauvke and EMDE, % '

1945). An expansion of

this equation (ZiMm, 10 Z " r;

1048 b) for small values (4 o (2) —=

. L, 1 A — -l

of x results in o F 7 60 &

Pl =149 _ _ £ , :
72025 e ren wear mivy. (See Banavions 93, 5 a8 559
 RRBRRN {64) y = (2 »D/A)sin 672 {sphere};

For lasge values of » the C D nin e (tria ey

unction approaches
1 /N2 x
n2 + n + +n3x (03]

as a limit. In Fig. g, P! (19) is plotted as a function of the appro-
priate variable for spheres, rods, and random coils

N

Studies on Large Protein Molecules.
The rod equation has been apphed to protein solutions in several
instances. Studies on tobacco mosaic virus have been reported by OsTER,
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Doty and ZimM (1947). These workers measured the turbidity by trans-
mission and characterized the angular dependence by dissymmetry
measurements. The dissymmetry is the ratio of the intensities scattered
at two angles equidistant from go°, the intensity at the smaller value
of & being made the numerator. By applying equations (63) and (53)
to the dissymmetry and turbidity, both Z and M can be found. The
light scattering results (M = 40-10%; L = 2700 A.) were compared with
those from electron microscopy and viscosity on the same sample; all
were in excellent agreement.

Dissymmetry measurements have been made on an actomyosin
preparation by JorpAN and OSTER (1948). The results were interpreted
as indicating that the actomyosin particle becomes more highly coiled
in the presence of adenosine triphosphate.

Light scattering investigations have been made also on a rod-like
particle from human red cells (DANDLIKER, MOsKOWITZ, ZIMM and CAL-
VIN, 1950), and on a pathological human serum globulin * (EpsarL and
DANDLIKER, 1950). In both of these cases complete angular dependence
curves between about 20° and 144° were determined. Values of the sedi-
mentation constant calculated from light scattering agreed fairly well
with those obtained in the ultracentrifuge. Neither of these protein
preparations was monodisperse, and thus the resuits do not constitute
a good test of equation (63).

In the case of the pathological globulin the angular dependence data
could be accounted for equally well by thin rods 563 A. long or by
spheres 414 A. in diameter. A sphere of this size would have a molecular
weight of about 30-10® whereas the actual molecular weight (equation
(54) is 1.16-105. These cousiderations, of course, exclude the spherical
model.

Recently MoMMAERTsS has studied the light scattering of purified
myosin solutions. These were prepared by MOMMAERTS and PARRISH
(1950), and were homogeneous in the ultracentrifuge. The molecular
weight from light scattering was about 850, 0oo, in very close agreement
with the measurements of PORTZEHL (1950) in H. H. WEBER’s laboratory
at Tiibingen, which gave 858,000 from sedimentation and diffusion, and
840,000 by osmotic pressure. The length of the molecule obtained from
angular dissymmetry measurements by MOMMAERTS (1950) was about
1500 A, while PORTZEHL obtained a greater length, 2000—2400 A. The
explanation of this discrepancy is not yet clear.

! This protein was obtained by Dr. A. S. Mc FARLANE from a ‘patjent whese
normal globulin production was directed to the production of a pathological
globulin which raised the blood viscosity to three times the normal value. The
serum concentration of this globulin was about four times the albumin con-
centration. )
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PortzEHL, SCHRAMM and WEBER (1930} have studied the turbidity
of actomyosin, and found it to be greater than that of myosin (L-Myosin
in their terminology) by a factor of nearly 10. The turbidity of actomyo-
sin solutions at a given concentration was also found by MOMMAERTS to
be much higher than for myosin; and the actomyosin solutions showed
much greater angular dissymmetry of scattering. The effect of ATP on
dissymmetry was found by MOMMAERTS to be variable, but it always
reduced the total turbidity in agreement with the concept that ATP
dissociates the actomyosin into actin and myosin.

Polydispersity.

We shall now consider the effects of polydispersity on the inter-
pretation of light scattering measurements on solutions of large mole-
cules. If a solution contains particles having differing weights and shapes,
but all scattering independently, then the observed intensity is simply
the sum of all the individual intensities:

Ry ,=KZc,M,P,(8) . (66)

Usually the only easily measurable quantities are R;, and the total
concentration ¢ = Z¢; so that as actually applied the relation becomes

Ry,,=KcMP(®) (67)

where P(#) is just the experimental curve. These two equations define
the weight average value of M (equation zo).

Similarly, if we apply equations (60), (6 ) or (64) to the Limiting slope
of P~1(8) plotted against sin? #/2 we will obtain an average value of some
characteristic molecular dimension. The nature of this average is dis-
cussed by ZiMM (1948 b) for the case of randomly coiled molecules. For
the case of rods, which is thoroughly similar to that of random coils, it
is easily shown that the average length, L, obtained is
z [ M,Li
T2 ‘ .
Since the weighting factor, ¢, M,, is the same as that in the expression
for the Z-average molecular weight, we see that L2 is the Z-average of
the square of the rod length *. If we assume that all the particles have

1 The Z-average molecular weight for a polydispersed system is defined by
the relation
7 Zm;M] ZeM:

U mmgM o DM

Compare the definitions of ﬁ” and ﬁ,,, in equations 19 and zo respectively.
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a uniform cross section then the molecular weight is proportional to
the rod length and we can write equation (68) as
M =

TN, (69)

where M is the average molecular weight obtained from the average
lenght, L, and the molecular cross section. By introducing a molecular
size distribution function we can find how this M compares with the
more usual average values of 3. A convenient function for this purpose
used by ZiMM (1948 b) is

T41 oo

MZeYMaM;  [fMydM=1 (o)

[+]

Y
FOM)aM =

where f(M)dM is the weight fraction of material of molecular weight M
in the range dM. Y and Z are adjustable parameters. The curve has a
single maximum at M = Z/Y = M,, the number average molecular
weight. For large Z the system approaches monodispersity. The points

of inflection occur at M = (Z + VZ)/ Y. Combining egquations (6g) and
{70} we obtain

72 (Z+3)(Z+2

s a )
The weight average(equations 20) for this same distribution is(Z 4 1)/Y
so that :

M _(Z+3)(Z+2)

MET @A » (72)
showing that M > M,,. The effect of polydispersity on the sharpness
of orders in the Tyndall spectra has been discussed by Jomnson and
LAMER (1947) and by KERXER and LAMER (1930). Analytical treatments
of the problem for spheres have been given by RoEss and SuutrL {1947}
and by DANDLIKER (1050).

Effects of Intermolecular Interaction in Systems of Particles of
Large Effective Volume.

We have previously considered the effects of net charge and of ionic
strength on the slopes of the Hc,/v curves for proteins when plotted as
a function of ¢,. However, the discussion was limited to cases where the
fluctuation theory, as developed by EINSTEIN, might be expected to
apply; that is to solutions of ionic strength 0.003 or greater, when the
net proton charge {Z,) on the protein molecule is between 425 and —253
(for serum albumin). Under such conditions EINSTEIN’S assumption
that the fluctuations in neighboring volume elements ate independent
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should still be approximately fulfilled. However, if the charge on the
protein molecule is still further increased, and the ionic strength reduced
to extremely low values, the repulsive forces between the protzin ions
become so great that the fluctuations are probably no longer independent.
Studies of certain proteins and polyelectrolytes under such conditions
have been undertaken by DoTy and STEINER (1949). In dilute solutions
of serum albumin at Z, values near 50 (py 3.I to 3.3) and with only
enough other ions present to balance the charge on the protein, they
observed a previously unrecognized phenomenon of ‘‘negative dissym-
metry” of scattering; that is, the intensity of backward scattering
was greater than that in the forward direction. Thus under these cir-
cumstances a solution containing 0.00172 g. albumin per cc. gave
Ryso o/ Ry350 y= 0.835. When the protein concentration was twice as
great as this, however, the ratio of the two R values rose to 0.935, and
at ¢, = 0.007 g./cc. it was unity. DoTy and STEINER interpreted their
findings on the assumption that the effective distance of closest approach
between the albumin molecules was much greater than the diameter of
the actual molecules, because of the electrostatic repulsions. As an
approach to a theoretical analysis of the data, they used a treatment
analogous to that of DEBYE (1927) for intensity of X-ray scattering from
gases, giving the equation
Roofex=KMP |1 — @]7) & (472 gp 2} 73
Here ¥ is the excluded volume — the effective volume of the albumin
molecules determined by their distance of closest approach; V is the
total volume of the solution (¥/V must lie between zero and unity), and
d is the distance of closest approach. The function @(X) is given by
D(X) = 3 X2 (sin X — X cos X). Inserum albumin — with dimensions
approximately 150 by 38 A (ONCLEY, SCATCHARD and BROWN, 10947) —
P(d) in equation (73) may be set equal to unity. Since ¥ increases with
¢, the equation predicts a rapid fall of R, ,/c, with increase of ¢, in very
dilute solutions, and also a greater value for R,g; , than for R, ,. Both
these effects were actually observed. The values of d, the distance of
closest approach, which had to be assumed to account for the magnitude
of the observed effects, were of the order of 450—500. 4 for ¢, — .0005
and of 230 4 for ¢, = .002 g./cc. Thus the ““distance of closest approach’’
is not a rigidly defined quantity, but is very sensitive to the protein
concentration and to the concentration of counter-ions needed to balance
the charge on the protein. The negative dissymmetry of scattering
vanished on addition of salt (approximately 0.00z M) or on diminishing
the net charge on the protein.
In a series of later experiments the concentration of counter-ions
was kept constant by diluting the protein with a sodium chloride solution
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of the same chloride 10n concentration as that in the protein solution;
the pm of the sodium chloride sclution being first adjusted to the same
value as that of the protein solution, so that the charge on the protein
ion remains constant on muxing (DoTy and STEINER, unpublished
studies; see also the review by DoTy and EpsArr, 1950). Under these
circumstances, the form of the curve for He,/7 {or Kcof Ryg) as a function
of ¢, was essentially that which would be calculated on the assumption
that the proteinmolecules are like hard spheres, with effective diameters
determined by the electrostatic repulsions between them. At constant
counter-ion concentrations; these diameters were practically independent
of protein concentration.

Thus in this case intermolecular interference, like the intramolecular
interference considered in the preceding section, diminished total inten-
sity of scattered light; but unlike the latter it gave rise to a greater
intensity of backward than of forward scattering. In systems of large
molecules both intramolecular and intermolecular effects must be con-
sidered. OsTERr, DoTY and ZiMM (1947) found the dissymmetry ratio
Ryp 50/ Ryzq 50 for tobacco mosaic virus, which was 1.94 at infinite dilu-
tion {4y = 5460 &), to diminish rapidly with increasing virus concen-
tration, especially if the ionic strength was very low. OSTER (1948)
studied the variation of dissymmetry with concentration of the spherical
influenza virus (strain PR 8) in water. He inferred (OSTER, 1950 a, b)
an effective diameter of 4520 A, although the actual diameter, from the
dissymmetry at infinite dilution, was 1280 A. Further considerations
regarding molecular distributions in liquids, and their effect on scattering,
are given by OSTER (1050 a, b).

ZimMM (1948 a) has carried out a theoretical investigation of the form
of the concentration dependence of scattering to be expected from a
dilute solution. The most important assumption made in the derivation
is that when neighboring particles interact they do so at only one point
at a time. Also the theory is not rigorous when either M or the second
virial coefficient is too large.

The outstanding results of ZiMM's analysis are two-fold. First, the
theory predicts that the initial slope (as ¢ —o0) of the ¢/R, , versus ¢
curve is independent of 9. Second, the ratio of ¢/R, , should be a linear
function of ¢ at low concentrations. Moreover these quantities are also
linear functions of sin® {¥/2) at small values of & as one may see from
equations (60), (61) and {64). On this basis ZmMM has proposed a bilinear
method of plotting the experimental data.” The ordinates are made
¢/R; , and the abscissas sin? §/2 4- &’c where %’ is an arbitrary constant
(e. g k" = 100, 2, 1/2 etc.) chosen for convenience. Lines are then drawn
through points of the same value of sin® #/2 to extrapolate to infinite
dilution. In the resulting plot the limiting slope of P~1(#) at ¢ =0
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determines some characteristic dimension of the particle. For example,
inspection of equation (64) shows that thelimiting slope equals 472 L%/g22
so that the rod length can be found. This method of extrapolation has
been used for a rod shaped protein particle by DANDLIKER, MOSKOWITZ,
ZiMM and CALVIN (1050).

Experimental Methods.

We shall not attempt here to describe all details of experimental
procedure, but only to indicate some of the major points, and to refer
to a few of the most recent and most important papers.

Clarification of Ligquids.

It is a prime condition for any satisfactory light scattering measure-
ment that the liquid studied should be clear and free from dust particles
Pure volatile liquids can be repeatedly distilled without boiling, in a
sealed all-glass apparatus consisting of a reservoir bulb and an observa-
tion cell connected by a glass neck. Air can first be removed by pumping
it off with a vacuum pump before the apparatus is sealed off. The observa-
tion cell is then cooled and the reservoir gently warmed; the liquid thus
distills over into the former. The cell is then tilted, so that the liquid
flows back into the reservoir, carrying most of the dust with it. The
process is repeated several times until the liquid in the observation cell
is clear when observed from the side in a strong beam of light. Involatile
liquids, such as protein solutions, are clarified by filtration through
carefully washed fine grain filter pads, or “fine” or ““ultrafine’ sintered
glass filters; or by high speed centrifuging at 20,000 g or above; or by
a combination of both procedures. Carefully distilled, dust-free water
should be used in making up such solutions. Many proteins are easily
denatured at surfaces, and the denatured molecules readily aggregate;
hence precautions must be taken to minimize denaturation. When
successive dilutions of a protein solution are made from one container
into another, it may be desirable to moisten both the pipette used for
transfer and the receiving vessel with dust-free water to minimize surface
denaturation. However, with serum albumin, which is not as readily
denatured at surfaces as some proteins, this precaution was not found
necessary in our work. The presence of dust particles in the liquid is
most readily detected by visual examination of the forward scattered
light, fairly close to the incident beam.

Turbidity by Transmission Measurements.
The most direct method of measuring turbidity is by determination
of incident and transmitted intensity, using a standard cell of known
length containing the solution under study, in such an instrument as
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the BECKMAN spectrophotometer. It must be shown, however, that all
the loss in transmitted intensity is due to scattering and none to true
absorption. This is often difficult to prove; measurements at different
wavelengths, as indicated in the preceding section, are almost essential
in this connection; if the values vary as the inverse fourth power of the
wavelength, the evidence is good that scattering is involved, rather than
absorption. The angular divergence of the transmitted beam must be as
small as possible, so that scattered light does not contribute significantly
to the measured intensity. This direct method for turbidity is only
applicable when the turbidity is fairly high, so that the ratio I,/Z r differs
from unity by a factor which is large enough to be determined accurately.
OSTER (1950 ¢) has made extensive use of direct turbidity measurements
in the study of interactions in the solutions of tobacco mosaic virus.
The advantages and limitations of such measurements have been very
thoroughly treated by Doty and STEINER (1950).

Measurements of Reduced Intensity of Scattering.

The earlier investigators in the field all employed visnal or photo-
graphic methods of measuring the scattered intensity; these are well
discussed by CABANNES (1929) and BHAGAVANTAM (1942}; some of the
more recent techniques of this class are also discussed by MARK (1048).
The ‘““visual turbidimeter”, and visual apparatus for determination of
angular dissymmetry,described by STEIN and Doty (1946) may be cited
as excellent examples of effective and relatively simple designs of such
instruments. Nearly all recent instruments employ photoelectric cells
as light detectors. PUTZEYs and BROSTEAUX (1935) were among the first
to employ photocells in such studies. The recent development of the
extremely sensitive photomultiplier tubes has marked a major advance
in light scattering technique; it is now possible to work even with very
dilute protein solutions and still obtain results of satisfactory accuracy.
Also a very narrow beam of incident light may be used; this permits
reduction in the size of the cell which contains the scattering liquid —
an important consideration in the study of proteins, which often are
available only in extremely small amounts.

One of the most satisfactory types of apparatus yet developed is
that of Zimm (1948 b). In his arrangement, the cell containing the liquid
under study is a small thin-walled glass bulb, immersed in an outer cell
containing a liquid of approximately the same refractive index as that
in the inner cell. The scattered light is received on a photomultiplier
tube, while a portion of the incident beam falls on a phototube of much
lower sensitivity. The currents produced in the two tubes are balanced
in a precision potentiometer; at balance, the setting of the potentiometer
shows the ratio of the currents. Details of the electronic circuit are given
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by ZmMM. A similar circuit is now in use in this laboratory; in our appa-
ratus the scattering cell is rectangular, 1 cm? in cross section, and is
adapted specifically for measurements at go° to the incident beam. The
scattering at go° from pure benzene (R, , = 48.4-107% at 4358 4) is
readily measured to within 2 or 39, with this apparatus. Brice, HALWER
and SPEISER (1950) have recently described in great detail the design
and calibration of an apparatus adapted for measurements of scattering
at 45°, 90° and 135°. The scattering cell is so designed that the cell
contents can be viewed normally at any of these angles, or at 0°. Ex-
perimental precautions, and the necessary corrections that must be made
to the experimental measurements, are treated with great thoroughness
in this paper. ‘ '

Another type of apparatus, for angular intensity distribution measure-
ments, has been described by P.P. DEBYE (1946); with a number of
modifications introduced by one of us (W.B. D.), it is now in use in
our laboratory. The scattered light is received on a mirror inclined at
45° to the vertical, and is thus reflected down on to a photomultiplier
tube situated beneath it. The mirror is attached to a head which moves
in an arc around the cell which contains the scattering liquid ; by turning
a graduated dial, it may be set to receive scattered light at any angle
to the incident beam, between about 20° and 144°. The conical scatter-
ing cell, with a capacity of 1z cc. of liquid, is similar to that used by
Zmm. It is immersed in a large rectangular cell, which contains a liquid
— usually dust-free water — of nearly the same refractive index as the
liquid inside the cell. The mirror is also immersed in this outer liquid;
thus bending of the path of the scattered light is minimized. The cell
is calibrated by taking readings as a function of angle, using a very
dilute fluorescein solution; the intensity of the fluorescent radiation from
this solution is independent of angle. The light source, as with almost
all types of apparatus now in use, is a high pressure mercury arc (General
Electric H 3); with suitable filters to isolate the blue (436 my), green
(546 my) or yellow (579 mu) lines.

Corrections Required fo Obtain Absolute Values of Reduced Intensity from
Experimental Readings.

Determination of the absolute values of reduced intensity requires
precise determination of the effective volume of illuminated liquid which
supplies light to the detecting system. In most experimental arrange-
ments, the scattered light emerges from the liquid under study into air
on its way to the photocell. If the walls of the scattering cell are flat,
a beam of light diverging from a point in the center of the cell diverges
still more widely on emerging into a medium of lower refractive index.
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There is also, owing to the refractive index change, a small alteration
in the effective volume of liquid which serves as a source of light to the
photocell. These problems were well known to CABANNES (1929) and
other earlier authors; but their study has very recently been taken up
again by several authors, because of the importance of placing light
scattering measurements on an absolute basis. CARR (1949) has termed
the two major corrections mentioned above the ‘refractive index” and
the ‘“‘volume’ correction factors, respectively. The former is given by
-the factor Q, (or by Q2: see below):

0=~ 4(5) 7o

where # is the refractive index of the scattering liquid, A is the distance
from the center of the cell to the face at which the light emerges, and X is
the distance from the center of the cell to the photocell detector. It is
assumed, in deriving this equation, that the medium outside the cell is
of refractive index unity (air). If X > > Ar, as is true with many types
of apparatus, including our own, then Q, =2 #»; if the photocell is directly
in contact with the scattering cell, or immersed in the scattering medium
Q, == 1. For a cylindrical scattering cell (circular cross section} @, is
the factor by which the observed intensity reading is multiplied to give
the true intensity which would have been determined in the absence of
refraction. For a cell with a plane surface, the corresponding factor is
(2, for a spherical cell, with the center of observed scattering at the
center of the cell, the refractive index correction need not be made, since
the rays all emerge normal to the surface of the sphere. CARR deduced
these relations and verified them experimentally. Brice, HALWER and
SPEISER { 930) independently treated these relations; they discussed also
other minor but significant corrections that must be made to obtain
precise results.

The “valume correction factor” of CARR is in general very small com-
pared to the refractive index correction; we shall not discuss it here.

Both CaRr and Brice, HaLwer and SPEISER have studied carefully
the calibration of absolute intensity of scattering by comparison with
the reflected intensity from diffusely reflecting surfaces, such as magnesi-
um oxide or casein paint. Apparently none of these surfaces acts as an
ideal diffuse reflector; there is always at least a small fraction of the
light which undergoes specular reflection, and this must be allowed for
in the calibration of light scattering measurements.

In DEBYE's laboratory at Cornell University, absolute turbidities
have been determined by comparing the intensity of the scattered light
with that of a small portion of the incident beam, the latter having been
weakened in intensity by a known factor by means of several successive
reflections (P. DEBYE, 1944, 1947; P. P. DEBYE, 1046).
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The Use of Working Standards.

In making a series of light scattering measurements, it is important
that the scattered intensity from the solutions under study be directly
compared with that from a working standard material which has itself
been calibrated in absolute terms. The ideal working standard should
be stable and easy to handle; and it should give a reduced intensity
comparable to that of the liquids with which it is to be used. It is more
convenient to use a standard which gives a depolarization factor (p,)
close to zero, and gives no angular dissymmetry of scattering, so that the
relation between its turbidity (z) and its reduced intensity (Rg,,) may
be accurately given by equation (5). Preferably several such standards
should be available, to cover the wide range of turbidities that may be
encountered in practice. Many working standards have been employed,
and none as yet appears completely satisfactory. We have employed
pure dust-free benzene, in a sealed all-glass container connected to a
reservoir bulb for distillation to remove dust. However the reduced
intensity of benzene (Ryy,., =48 4 - 1078at A = 4358 A) is lower than that
of most dilute protein solutions in water. We have also used toluene and
p-xylene, with reduced intensities slightly greater than that of benzene.
Carbon disulfide has been used by BLAKER, BADGER and GILMANN (1949);
they report for it a value of Ry, , = 151-107% at 4358 4 and 47.8-107%
at 5461 A. This is a very convenient value for a working standard; but
the samples of carbon disulfide employed by us became noticeably yellow
in a relatively short time after exposure to 4358 A radiation. Possibly
this is due to impurities in our material, since BLAKER, BADGER and
GILMANN report one of their samples to have been stable for three years
when used chiefly with light of 5461 A. Benzene, toluene, xylene and
carbon disulfide all have refractive indices much higher than that of
water; the readings obtained from them must therefore be adjusted by
the refractive index correction factor, discussed above, so as to make
them comparable with those obtained from aqueous solutions. All these
standard liquids have large values of g,; hence it is not legitimate to use
equation (5) in calculating their turbidities from the reduced intensities
given above.

A standard preparation of polystyrene, prepared by the Dow Chemical
Company, has been distributed by P. DEBYE and A. M. BUECHE of Cor-
nell University to many workers in the United States. The solid poly-
styrene is dissolved in toluene (5 g./1.); the solution is not very stable,
and must be made up afresh at frequent intervals. Values for the tur-
bidity (or reduced intensity) of this standard solution have been deter-
mined in several laboratories: for results, see BRICE, HALWER and
SPEISER (1950), Table VI; also Epsarr, EpELrOCH, LONTIE and MoOR-
RISON (1Q50).

Fortschr, chem. Forsch,, Bd. 2, 4
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Solid blocks of plastics, of moderate turbidity, have been used as
working standards, but their properties may change slowly with time.
ZMM (1948 b) used a rectangular block made of polystyrene to which
five percent of methyl acrylate had been added when the polymerization
was half completed. This gave a convenient degree of turbidity, but the
absolute value obtained was rather sensitive to temperature; ZiMm stated
that it was desirable to keep this standard thermostated.

Brice, HALWER and SPEISER (1950) used working standards of opal
glass, which was studied both as a transmitting and as a reflecting diffu-
sor. This proved useful in practice but, particularly when used as a trans-
mitting diffusor, gave values which had to be carefully corrected in terms
of an absolute standard.

Determination of the scattered intensity from the pure solvent, which
must be subtracted from the reading for the solution, involves experi-
mental difficulties. For proteins the solvent is generally pure water or
an aqueous salt solution. The readings obtained from pure dust free
water are generally considerably higher than what would be expected
from the reduced intensity of the water itself; they include some stray
light also. This stray light contribution should, of course, also be
subtracted from the reading for the protein solution, but its exact
magnitude is difficult to determine. Every effort must be made to reduce
stray light to a minimum, so that the correction becomes negligible.

Depolarization Measurements.

Visual methods of determining depolarization factors (Cornu method)
are well described, with references, by LoTmaRr (1938 a, b) and LoNTIE
(1944). Square Polaroid discs, cut so that one side of the square is
parallel to the direction of the electric vector in the light transmitted by
the polaroid, are convenient for insertion in front of a photocell which
views the scattered light; the factor p is then given from the readings
with the square disc inserted to transmit horizontal and vertical vibra-
tions respectively. Since the latter component is usually much the
more intense, it may be desirable in reading it to introduce a neutral
filter of known transmittance with the polaroid, so that the readings
on the photocell are comparable for horizontal and vertical compo-
nents. Many photomultiplier tubes show markedly different relative
responses for polarized light of a given intensity, depending on the
plane of the electric vector; the differences may be as great as 20 per-
cent or more in some cases. This possibility must always be tested
for, and the appropriate corrections applied to the mecasured readings,
if necessary.
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Refractive Index Increments.

In evaluating DEBVYE’s factor H (equation 16), the refractive index
increment of the solute must be accurately known. This determination
is conveniently carried out with the differential refractometer of P. P.
DEBYE (1946), in which the solution is contained in a hollow glass prism
of triangular cross section, immersed in a cell containing the pure solvent.
The deflection of a light beam passing through the system is a nearly
linear function of the refractive index difference n — #,, which may thus
be measured to about 0.000,003.
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Seite

Das Elektronenmikroskop hat uns in die Lage versetzt, etwa roomal
kleinere Bereiche sichtbar zu machen als dies mit dem Lichtmikroskop
méglich ist und uns damit einen Einblick in Dimensionen gewéhrt, die
dem menschlichen Auge bisher verschlossen waren. Wir kénnen heute
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Teilchen sehen, die nur aus wenigen Hundert Atomen aufgebaut sind.
Ob es einmal gelingen wird, einzelne Atome abzubilden, ist noch un-
gewiB, jedoch schlieBen theoretische Uberlegungen (79) die Moglichkeit
einer Abbildung zumindest schwerer Atome keineswegs aus, wenn es
gelingt, eine Auflésung von 1 bis 2 AE zu erreichen. Mit dem Feld-
elektronenmikroskop hat MULLER (67a) bereits einzelne Atome und
Molekiile sichtbar gemacht.

Wir verstehen unter dem Auﬂosungsvermogen eines Mlkroskops den
Abstand, den zwei Punkte im Objekt haben missen, damit sie in der
Abbildung eben noch getrennt wiedergegeben werden. Nach der ABBE-
schen Theorie ist die Auflésung durch die Wellenlange der verwendeten
Strahlung begrenzt. Sie liegt fiir das Lichtmikroskop bei 0,2 p. Das
entspricht der halben Wellenlidnge des blauen Lichts. Das Ultraviolett-
Mikroskop hat lediglich eine Steigerung auf o,1 g gebracht. Ein ent-
scheidender Fortschritt kann nur mit einer wesentlich kiirzerwelligen
Strahlung erzielt werden, die uns in den schnellen Elektronen zur Ver-
figung steht. Ihre Wellenlinge ist um eine GréBenordnung kleiner als
der Durchmesser der Atome.

I1. Das Elektronenmikroskop.

1. Aufbau.

Der gesamte Weg der Elektronen befindet sich im Hochvakuum
von 10~¢ Torr. Der Strahlengang eines Elektronenmikroskops ist dem
eines Projektions-Lichtmikroskops vergleichbar. An die Stelle der Glas-
linsen im Lichtmikroskop treten im Elektronenmikroskop rotations-
symmetrische elektrische oder magnetische Felder, die die Aufgabe der
Linsen iibernehmen und daher auch als solche bezeichnet werden. Die
Elektronen werden an einer Glithkathode oder in einem Gasentladungs-
raum in Freiheit gesetzt, im elekirischen Feld von 30 bis 100 KV be-
schleunigt und durchsetzen das Objekt, das in zwei oder drei Stufen,
dem Objektiv und den Projektiven, vergroBert und auf einen Leucht-
schirm oder eine Photoplatte projiziert wird. Durch die auftreffenden
Elektronen wird der Leuchtschirm zu sichtbarem Leuchten angeregt.
Die photographische Platte wird durch die Elektronen unmittelbar
,,belichtet*'.

Zur Auswertung aller Einzelheiten, die eine hochaufgeloste elektronen-
mikroskopische Abbildung enthilt, ist eine 100 000 bis 150 ooofache
GesamtvergroBerung nétig. Dies sei an einem Beispiel kurz erliutert:

Auf einer unter optimalen Bedingungen hergestellten Aufnahme
eines sehr feinstruktuierten Objektes lassen sich noch Teilchen mit
einem Abstand von 2.10-% mm trennen. Das menschliche Auge trennt
aber nur Bildpunkte mit einem Abstand von etwa 2.10- mm. Der Ab-
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stand der Teilchen muB also mindestens auf das 10°fache vergriBert
werden, damit sie mit dem Auge noch als getrennt angesehen werden.
Die , forderliche VergréBerung' ist in diesem Falle 100 ooofach.

Eine derart hohe elektronenoptische VergroBerung erfordert jedoch
eine sehr grofle Intensitit des Elektronenstrahls im Objekt, damit das
Leuchtschirmbild zur Beobachtung und zum Einstellen des Mikroskops
geniigend hell erscheint, denn die Intensitit der Objektbeleuchtung muB
mit dem Quadrat des VergroBerungsma@stabes gesteigert werden, wenn
die Helligkeit des Bildes gleich bleiben soll. Bei sehr intensiver Be-
strahlung besteht die Gefahr, daBl das Objekt durch iibermiBige Er-
hitzung zerstort wird. Man begniigt sich deshalb im allgemeinen mit
einer niedrigeren elektronenoptischen Vergroferung und erzielt die
forderliche GesamtvergroBerung durch Betrachtung des Leuchtschirm-
bildes mit einem lichtstarken Beobachtungsmikroskop von 5 bis zofacher
VergroBerung. Auch die photographischen Aufnahmen kénnen ohne
wesentlichen Verlust an Bildgiite 5 bis 1ofach nachvergréBert werden,
wenn man feinkdrnige Platten verwendet. Die geringere elektronen-
mikroskopische VergréBerung bietet den weiteren Vorteil des gréBeren
Gesichtsfeldes.

2. Wechselwirkung zwischen Objekt und Elektronenstrakl.

Die Elektronen werden beim Durchgang durch Materie gestreut und
erleiden zum Teil diskrete Geschwindigkeitsverluste. Sie geben Energie
an das Objekt ab, das sich hierbei erwdrmt. Die Temperaturerhéhung
ist um so gréBer, je intensiver der Elektronenstrahl und je dicker das
Priparat ist. RUEss (76) hat die thermische Zersetzung von Graphit-
oxyd im Elektronenmikroskop beobachtet, die bei 270° C einsetzt, und
KoNiG (53) ist es — allerdings unter extremen Bedingungen — sogar
gelungen, Kohlenstoff zu schmelzen.

Die elektronenmikroskopische Abbildung kommt durch die unter-
schiedliche Streuung der Elektromen an verschiedenen Objektpunkten
zustande. Der gestreute Anteil ist um so gréBer, je dicker die Schicht
und je grofler das mittlere Atomgewicht und die Dichte der bestrahlten
Substanz ist. Schweratomige Stoffe ergeben daher bei geringen Dicke-
unterschieden im Priparat gréBere Kontraste in der Abbildung als
solche niedrigen Atomgewichts. Die grofte noch durchstrahlbare
Objektdicke hdngt demnach in starkem MaBe vom Atomgewicht der im
Priparat enthaltenen Elemente ab. Sie liegt fiir Stoffe niedriger
Ordnungszahl in der GréBenordnung einiger Tausend AE und ist fir
die schwersten Elemente etwa romal kleiner. Die Werte gelten fiir
50 kV-Elektronen. Die Durchdringungsfihigkeit der Elektronen wichst
mit ihrer Geschwindigkeit. Die Durchstrahlung eines gegebenen Ob-
jektes kann also durch Erhéhung der Geschwindigkeit der Elektronen
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erhoht werden. Es ist jedoch in jedem Fall zweckmilig, die Objekte so
diinn wie moglich zu priparieren, damit sich feine Strukturen nicht
iiberlagern und damit unsichtbar werden. Der grundsitzliche Vorzug
des Elektronenmikroskops besteht in seinem Aufldsungsvermégen bei
der Abbildung diinner Schichten. Andererseits kann man den Kontrast
der Abbildung diinner Objekte, die aus leichten Elementen bestehen,
durch die Wahl einer niedrigen Beschleunigungsspannung erhéhen.

3. Zusatzeinvichtungen.

Da das Elektronenmikroskop mit sehr kleiner Beleuchtungs- und
Objektivapertur arbeitet — sie betrigt nur etwa 1/1000 derjenigen des
Lichtmikroskops — ist die Abbildung schr #iefenscharf. Objekte von
einem p Tiefenausdehnung erscheinen auch bei hoher Vergroferung in
allen Ebenen scharf. Rawmbildpaare, die durch Aufnahme des Objektes
unter verschiedenen Neigungswinkeln zum Strahl hergestellt werden,
vermitteln auch von tief gestaffelfen Objekten einen rdumlichen Ein-
druck, da die Abbildung iiber den ganzen Objektbereich scharf ist. Man
erhilt die Raumbilder, indem man das Objekt fiir die erste Aufnahme
bis zu 6 Grad nach der einen Seite, fiir die zweite Aufnahme um denselben
Betrag nach der entgegengesetzten Seite neigt.

Die elektronenmikroskopische Abbildung allein sagt nicht immer
Endgiiltiges iiber die stoffliche Zusammensetzung des Objektes aus, die
fiir den Chemiker in erster Linie von Interesse 1st. In derarfigen Fallen
kann das Elektronenbeugungsdiagramm eine wertvolle Erginzung des
Elektronenbildes sein. Es gibt Auskunft iiber die Krystallstruktur der
Substanz, die GroBe der Krystallite und ihre Orientierung, wodurch eine -
Analyse duBerst geringer Stoffmengen erméglicht wird. Mit modernen
Elektronenmikroskopen konnen Beugungsdiagramme von Objekt-
bereichen mit wenigen g Durchmesser auigenommen werden, die
der elektronenmikroskopischen Abbildung eindeutig zugeordnet werden
konnen. Ein Beugungsdiagramm erhilt man, wenn man die abbildenden
Linsen ausschaltet. Die unter dem Objekt befindlichen Linsen miissen
geniigend weite Offnungen besitzen, um die gebeugten Elektronen hin-
durchzulassen.

Zum Studium von Schmelz- und Krystallisationsvorgdngen, sowie von
Krystallumwandlungen bei erhéhter Temperatur hat v. ARDENNE (I)
einen heizbaren Objekttriger entwickelt. Er besteht aus einem elek-
trisch geheizten Platinband mit einer Bohrung, iiber die eine temperatur-
bestandige Tragerfolie gespannt wird. '

Zur Beobachtung von chemischen Umsetzungen im Elektronenmikro-
skop haben Ruska (77) und v. ARDENNE (2) Reaktionskammern gebaut,
die es erméglichen, Gase von einem Druck bis etwa 30 Torr auf das Objekt
einwirken zu lassen. In der Strahlrichtung ist die Ausdehnung der Kam-
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mern sehr gering, so daB das Gas dieAbbildungsgiite nur wenig beeinfluf3t.
Die Kammer ist nach der einen Seite durch den Objekttrager abgeschlos-
sen, nach der anderen steht sie durch eine feine Blende mit dem hoch-
evakuierten Mikroskopraum in Verbindung, die den Elektronenstrahl hin-
durchtreten 14Bt, aber das Eindringen zu groBer Gasmengen verhindert.

II1. Herstellung der Priparate.

1. Objekitrager.

Da es fiir Elektronen vdéllig ,.durchsichtige® Stoffe nicht gibt, ver-
wendet man als Objekttriger im Elektronenmikroskop diinne, struktur-
lose Folien, die die Elektronen mdglichst wenig streuen und bremsen.
Filme von 100 bis 200 AE Dicke sind bereits geniigend fest, da sie nur
sehr kleine Flichen freitragend zu iiberspannen brauchen. Sie werden
durch feinmaschige Drahtnetze oder Metallplittchen mit Bohrungen
von 0,03 bis 0,1 mm gehalten.

Im allgemeinen werden Hiutchen aus Kollodtum verwandt, die nach
dem Verfahren von TRENKTROG (78), (84) durch Spreiten einer Lésung
von Kollodium in Amylacetat auf einer Wasseroberfliche einfach her-
gestellt werden konnen. Das Kollodium zersetzt sich zwar unter dem
ionisierenden EinfluB des Elektronenstrahls, es bleibt jedoch ein
Kohlenstoffilm zuriick, der im Vakuum des Elektronenmikroskops sehr
temperaturbestandig ist (54).

Neuerdings hat Hast (36) Trigerfolien von weniger als 100 AE
Dicke durch Aufdampfenr von Beryllium auf Glycerin im Hochvakuum
hergestellt. Diese Filme sind im Elektronenmikroskop kaum mehr sicht-
bar, storen also die Abbildung noch weniger als Kollodiumfolien.

Strukturlose Folien aus Aluminiumoxyd, die an Luft temperatur-
bestandig sind, haben Hass und KEHLER (34) durch anodische Oxy-
dation von aufgedampften Aluminiumschichten sehr glatter Oberflache
erhalten. Die Oxydation erfolgt in ca. 3%iger wilriger Liosung von
Ammoniumtartrat oder Ammoniumborat bel einer Spannung von 15
bis 25 V. Es entsteht dabei ein strukturloser, 100 bis 300 AE dicker
Film. Innerhalb dieser Grenzen hingt die Dicke nur von der angelegten
Spannung ab. Der Oxydfilm sperrt den Stromdurchgang, sobald er die
Grenzdicke erreicht hat. Damit kommt die Oxydation von selbst zum
Stillstand. Die Oxydschicht wird in gesittigter HgCl,-Losung vom
Aluminium abgeldst, in 5%iger Salzsiure und schlieBlich in destilliertem
-Wasser gewaschen, aus dem sie mit einem Objekttriger aufgefischt
wird. Sie ist bis 600° C verwendbar.

Trigerfilme aus Silictumdioxyd sind sogar bis goo® C strukturlos
und bestindig. Nach Hass und KEHLER (35) wird das sich aus einem
Gemisch von Si und SiO, bei 1100 bis 1200° C bildende, dampfftrmige
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Siliciummonoxyd im Vakuum auf einer Steinsalzspaltfliche nieder-
geschlagen, von der der zusammenhangende SiO-Film in Wasser ab-
gelost werden kann. GRUBE und SPEIDEL (29) haben auf réntgeno-
graphischem Wege und Konic (55) durch Elektronenbeugung an
Aufdampfschichten festgestellt, daB 510 auch in festem Zustand zu-
niachst bestdndig ist. Es wird jedoch in diinner Schicht an Luft voll-
stindig zu Si0, oxydiert, wie Hass durch optische Messungen zeigen
konnte. Der strukturlose SiO,-Film rekrystallisiert erst bei goo° C.

2. Priparation feindisperser Stoffe.

Feindisperse Stoffe konnen auf den Objekttrigerfilm aufgestiubt,
Rauche kénnen unmittelbar darauf aufgefangen werden. Suspensionen
bringt man als Trépfchen auf den Tragerfilm. DieFliissigkeit 1483t man ein-

trocknen (78). Schon eine
sehr geringe Loslichkeit der
suspendierten Stoffe kann
dabei stéren. Wenn sich
8 der in Lésung gegangene
- Anteil beim FEintrocknen
3 ausscheidet, entstehenTeil -
" . chen, die in der Ursubstanz
o & nicht vorhanden waren.
- 4 Welch geringe Stoffmengen
— LA im  Elektronenmikroskop
T nochsichtbar gemacht wer-
den konnen, moge das fol-
Abb. 1. Bariumsuifat-Krystalle, Eintrocknungsriickstand gende Belspiel Zeigen:
von gesittigter BaSO,-Losung auf dem Objekttrager. Ein Tr(jpfchen von
0,2 mm?® einer gesdttigten
Lésung von Bariumsulfat, das ctwa 5.1071 g BaSO, enthilt, hinterla 8t
beim Eintrocknen auf dem Objekttrager gréfere oder kleinere Krystill-
chen. Abb. 1 zeigt ein Nest solcher Krystalle. Das Gesamtgewicht der
abgebildeten Teiichen liegt in der GroBenordnung von 10-4g. Auch
ein Tropfchen einfach destillierten Wassers hinterli8t auf dem Objekt-
trager schon sichtbare Riickstinde.

Ebenso wie das Lichtmikroskop zum Nachweis kleiner Stofimengen
dient, kann das Elektronenmikroskop zu mikroanalytischen Zwecken
benutzt werden. Systematische Untersuchungen tiber elektronen-
mikroskopische Analyse sind zwar noch nicht bekannt geworden, aber
es besteht durchaus die Méglichkeit, 1000 mal kleinere Stoffmengen als
mit dem Lichtmikroskop zu identifizieren.

Kolloide, die in wissriger Suspension negativ geladen sind, ballen
sich infolge der elektrostatischen AbstoBung von der gleich geladenen
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Kollodiumfolie beim Auftrocknen zusammen. Durch die Aggregation
wird eine Abbildung der urspriinglichen Aufteilung sehr erschwert.
ZBINDEN und HuBER (90) haben daher die Kollodiumfolie durch Ein-
tauchen in Losungen von Cinchoninchlorhydrat, Chininchlorhydrat und
Methylenblau umgeladen, worauf sich Vanadinpentoxyd fein verteilt
auftrocknen lie8.

Sehr feine Pulver, die zum Klumpen neigen, lassen sich gleichmiBig
verteilen, wenn man sie in Kollodiumlgsung dispergiert und einen
Tropfen der Suspension auf einer Wasseroberfliche spreitet (56). Die
Kollodiumfolie, in der die Teilchen eingebettet sind, wird mit einem
Objekttriger aufgefangen.

3. Oberflichenabbildung.

Oberflichen dicker Objekte lassen sich zwar unter sehr kleinen
Winkeln streifend beobachten, die Abbildungen sind jedoch stark in
einer Richtung verzeichnet und von geringer Auflosung (13). MaHL
hat daher zur elektronenmikroskopischen Oberflichenabbildung den
Weg iiber Abdruckfilme eingefuhrt, die im Durchstrahlungsbild die Ober-
flichenstruktur des Objektes wiedergeben. Im Abdruckfilm erscheinen
Bereiche verschiedener Hohe und Neigung auf der abzubildenden Ober-
flache als Bereiche verschiedener Dicke in der Durchstrahlungsrichtung.
Hierdurch kommt ein plastisch wirkendes Bild zustande.

" a) Oxydabdruck. MaHL (57) hat eine Methode zur Abbildung von
Aluminium und dessen Legierungen entwickelt. Die abzubildende Ober-
fliche wird unter denselben Bedingungen oxydiert, die bereits far die
Herstellung der Objekttrigerfilme aus Aluminiumoxyd angegeben wor-
den sind. Je dinner der Oxydfilm ist, desto mehr Feinheiten in der
Struktur der Metalloberfliche gibt er wieder. Schichten, die dinner
als 100 AE sind, lassen sich jedoch nur schwer zusammenhingend vom
Metall losen.

Der Oxydfilm ist an allen Stellen gleich dick und hat die Form der
Metallschicht, auf der er entstanden ist (Abb. 2, I). In der Durch-
strahlung kommt ein Reliefbild zustande, da die einzelnen Flichen-
elemente je nach ihrer Neigung zum Elektronenstrahl heller oder dunkler
erscheinen. Je linger der Weg der Elektronen durch die Schicht ist,
desto mehr Elektronen werden abgebeugt, umso dunkler wird also das
Bild an dieser Stelle.

b) Lackabdruck. Der ebenfalls von Mant in die Elektronenmikro-
skopie eingefithrte Lackabdruck (5§7) ist allgemeiner anwendbar. Die
Oberfliche, von der der Abdruck genommen werden soll, wird mit
einer etwa 0,1%,igen Lésung von Kollodium in Amylacetat tibergossen.
Uberschiissiges Kollodium 148t man durch Neigen der Probe ablaufen.
Der Rest trocknet zu einem 200 bis 300 AE dicken Film, der auf me-
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chanischem oder chemischem Wege von der Unterlage abgelost wird.
Der Lackfilm tragt auf der einen Seite die Pragung der Oberfldche, auf
der anderen Seite ist er weitgehend eingeebnet (Abb. 2, Ila). Ver-
tiefungen im Objekt zeichnen sich daher als Verdickung im Film ab,
Erhéhungen dagegen als diinne Stellen. In Amerika wird heute viel-
fach Formvar an Stelle von Kollodium verwendet, da es groBere Festig-
keit besitzen soll.

i Oy film
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Abb. 2. Schematische Darstellung derAbdruckverfahren,
I = Oxydabdrick, Ifa = Lackabdruck, IIb = Be-
dampfter Lackabdruck, IIl = Aufdampfabdruck,
IV = Matrizenabdruck,

a = Lackmatrize auf dem Objekt, b = Matrize mit
selbsttragendem Aufdampfiilm.

Abb.3. Aufdampfapparatur.
G = Glasglocke, D = Dichtungsring (Gum-
mi), E;, Ep = Elektroden zum Anschiu8
des Heizdrahtes oder Schiffchens, E, iso-
liert und hochvakuumdicht nach auBen
geftihrt, W = Wolframdraht mit zu ver-
dampfendem Mstall P = Verstellbarer

Priparatetrdger.

c¢) Bedampfter Lackabdruck. Einfache Lackabdrucke vermogen
Oberflachenstrukturen nur mit einer Auflésung von der GréBenordnung
der Dicke des Abdruckfilms wiederzugeben. Man kann die Kontraste
jedoch steigern, wenn man die Lackfolie auf der Seite, der das Ober-
flichenrelief aufgepragt ist, unter einem Winkel von 20 bis 30°im Vakuum
mit einem Schwermetall bedampft (68) (Abb. 3). Die einzelnen Flachen-
elemente werden dabei je nachihrer Neigung zurDampiquelle, einem durch
elektrischen StromfluB geheizten Wolframdraht, auf dem sich die zu ver-
dampfende Substanz befindet, verschieden dick belegt (Abb. 2, 1Ib).

Geeignet zur Schrigbedampfung sind Pt, Au, Pd, Cr sowie WO,.
Letzteres 148t sich leicht aus Schiffchen von diinnem Wolframblech
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verdampfen. Von Pt und Au geniigt eine Auflage von 10 bis zo AE,
die wegen des hohen Atomgewichts und der grofien Dichte dieser Me-
talle hinreichenden Kontrast liefert. Das Elektronenbild wirkt plastisch
wie ein unter dem Aufdampfwinkel beleuchtetes Relief, zumal dann,
wenn man das photographische Negativ betrachtet. Aus der Linge der
Schatten konnen die Hohenunterschiede im Oberflachenrelief bestimmt
werden (67).

d) Aufdampfabdruck. Bei der Abbildung sehr feiner Strukturen stort
es manchmal, daB sich scharfe Kanten in dem nicht ganz starren Lack-
film durch die Oberflichenkrifte etwas abrunden, sobald der Film vom
Objekt abgelost ist. Auch ein bedampfter Lackfilm zeigt daher die
scharfen Konturen des Objektes nicht mehr. Bedampft man dagegen
die abzubildende Oberfliche selbst mit dem das Bild bestimmenden
Schwermetallfilm (11), etwa Platin, in einer Dicke von 20 bis 30 AE und
verstarkt diese Schicht nachtriglich durch einen Kollodiumfilm (Abb. 2,
111), so wirkt sich ein Verziehen der Lackfolie nicht mehr aus, da scharfe
Kanten im Objekt durch scharf abgesetzte Dickenunterschiede in der
Aufdampfschicht bereits festgelegt sind. Das Verfahren ist anwendbar,
wenn sich die Doppelschicht auf chemischem Wege von der Unterlage
ablgsen 1afit.

e) Matrizenabdrucke. Es gelingt nicht immer, die diinnen, durch-
strahlbaren Abdruckfilme vom Objekt abzuheben. Dagegen lassen sich
starkere Lackmatrizen fast immer ohne Zerstdrung abziehen oder durch
Atzmittel vom Objekt trennen. HEIDENREICH und Prck (38) ver-
wenden fiir den Zwischenfilm Polystyrol, das gegen anorganische
Reagenzien sehr widerstandsfiabig ist. Auf die Matrize wird ein zu-
sammenhingender Film aus Siliciwmdioxyd oder Siliciummonoxyd
schrig aufgedampft, der nach Auflssung des Polystyrols in Benzol frei-
tragend abgebildet wird (Abb. 2, IV).

Von harten Objekten kann eine Prigematrize aus Aluminium her-
gestellt werden, von der ein Oxydabdruck genommen wird (81). Das
Verfahren eignet sich besonders fiir metallographische Untersuchungen.

Die bisher verttientlichten Praparationsmethoden sind zum gréBten
Teil von Elektronenmikroskopikern entwickelt worden, die zunachst
von sich aus nach Anwendungsgebieten fiir das Elektronenmikroskop
gesucht und schlieBlich gemeinsam mit den jeweiligen Fachleuten
Probleme aus deren Gebieten in Angriff genommen haben. Der Che-
miker, der kiinftig das Elektronenmikroskop in seinen Dienst stellt,
wird sich deshalb geeignete Pripariermethoden zum Teil selbst schaffen
oder die bekannten Methoden seinen speziellen Bediirfnissen anpassen
miissen.

Fortschr, chem. Forsch,, Bd. 2. 5
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IV. Beispiele untersuchter Stoffsysteme.

1. Vorbemerkung.

Die ersten fiir die praktische Anwendung reifen Ubermikroskope
wurden vor etwa einem Jahrzehnt in Deutschland gebaut. In der
Zwischenzeit sind durch die Anwendung von Elektronenmikroskopen
auf fast allen Gebieten der Naturwissenschaften viele neue FErschei-
nungen bekannt geworden. Es kann nicht mehr die Aufgabe eines
einzelnen Berichtes sein, die chemischen Ergebnisse lickenlos auf-
zuzihlen. Dagegen erscheint es zweckmifBig, solche Beispiele hervor-
zuheben, die wesentliche morphologische Erfabrungen enthalten und
gegebenenfalls als Grundlage fiir systematische Untersuchungen dienen
konnen. Dabei miissen die beobachteten Séoffe in den Vordergrund
gestellt werden, und daraus wiederum ergibt sich eine natiirliche Tren-
nung der Untersuchungen auf den Gebieten der anorganischen und der
organischen Chemie.

Abgrenzbare Korperformen, wie sie das Elektronenmikroskop ab-
bildet, konnen fiir chemische Fragestellungen eine doppelte Bedeutung
haben:

1. Sie kénnen in Beziehung stehen zum inneren Aufbau, das heifit
zur Strukiur der Stoffe.

2. Sie konnen in Beziehung stehen zum Reaktionsweg, auf dem sich
die Stoffe bildeten.

Beide Beziehungen sind Gegenstand einer Forschungsrichtung, die
allgemein als chemische Morphologie bezeichnet wird (49).

In der anorgamischen Chemie werden systematische Versuche zur
Aufklirung der Zusammenhidnge zwischen dem Ablauf chemischer
Reaktionen einerseits und den sichtbaren Formen der Ausgangsprodukte
oder der Zwischenprodukte oder der Endprodukte andererseits seit etwa
40 Jahren ausgefiihrt (61). Dafiir stand zundchst nur das Lichtmikroskop
zur Verfiigung. Viele der mit seiner Hilfe gewonnenen Erfahrungen be-
halten ihre Giiltigkeit auch in dem Bereich, den das Elektronenmikroskop
neu erschlieBt. Einige dieser Erfahrungen miissen durch die Anwendung
des Elektronenmikroskops verfeinert werden (25). Durch das héhere
Aufldsungsvermdgen des Elektronenmikroskops wird die Spanne ver-
ringert, die zwischen den Bausteinen der Molekille oder der Krystalle
(den eigentlichen Zentren chemischer Vorginge) und den sichtbaren
Formen der Aggregationen besteht. Dadurch werden Riickschliisse von
den sichtbaren Formen auf Elementarvorginge sicherer.

2. Kohlenstoff.

Feindisperser Kohlenstoff, der als Rufl wie auch als Aktivkohle in
der Technik fiir viele Zwecke verwendet wird, wurde vor allem von
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HorManNN und Mitarbeitern eingehend untersucht. Bel diesen Arbeiten
ergidnzen rontgenographische Strukturbestimmung und elektronen-
mikroskopische Abbildung einander. Ruf} ist nahezu reiner Kohlen-
stoff, der aus mehr oder
weniger runden Teilchen
von etwa 100 AE bis
5000 AE besteht. Die
Teilchengrofe hingt von
den Entstehungsbedin-
gungenab.RuBeausGas-
flammen weisen in der
Regel kleine Teilchen auf
(Abb. 4), Rufle aus bren-
nenden Fliissigkeiten

{FlammruBe) sind im all-
gemeinen  grobteiliger
und unterschiedlicher 1n
der Korngrofle. Ausge- re £
sprochen runde Teilchen Abb. 4. GasruB.

verschiedener Gréfle er-

hilt man bei der thermischen Zersetzung von Kohlenwasserstoffen
{(Abb. 5), wihrend die in der Flamme bei héherer Temperatur entstan-~
denen Rufle teilweise die Andeutung einer Sechseckstruktur zeigen, dic auf
eine angeniherte Orien-

tierung der Graphitkry-
stalle hinweist (20). Cha-
rakteristisch fiir viele
Rufe ist die Bildung lan-
: - :
.f”,

ger, sehr stabiler Ketten.

Réntgenographisch ‘
wurde nachgewiesen(39), .
(42),(43),daBdieTeilchen
von Gas- und Flamm-
ruBen aus Graphitkry-

stallen von etwa 20 AE .
bestehen. Lediglich bei 4

sehr hoher Temperatur Abb. 5. Durchthermische Zersetzung von Kohlenwasserstoffen
. erzeugter RuB.

durchExplosion vonAce-

tylen entstandener RuB enthilt groBere Krystallite (6). Wie Racoss,
HorMaxN und Horst (70) durch Erhitzen von ,,Thermax'’, einem durch
thermische Zersetzung von Erdgas erzeugten Rub, zeigen konnten, setzt
die Rekrystallisation in den 4000 AE groflen, runden Teilchen bei
1300° C ein. Bei 3000° C bestehen die Partikel aus nur mehr wenigen

o %
3
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Graphitkrystallen. Die fortschreitende Rekrystallisation gibt sich im
Elektronenbild durch das Auftreten von kleinen Zacken am Rand der
Teilchen zu erkennen, die mit steigender Temperatur in gerade, um
120 Grad gegeneinander geneigte Kanten iibergehen. Das Teilchen-
volumen wird dabei durch Ausheilung feinster Poren und Spalten
kleiner, dagegen indert sich das Adsorptionsvermégen und die kata-
lytische Wirkung auf die Bildung von HBr aus H, und Br, nicht.
Hormany und HOPER (40) schlieBen daraus, daB fiir diese Eigenschaften
die Bastsflichen der Graphitkrystalle an der Oberfliche der Teilchen
verantwortlich zu machen sind, und daB} die Kaniten keine bevorzugte

Abb. 6. Graphitoxydru8 mit Pt schrig bedampit.

Stellung einnehmen. Die Spalten und Poren in nicht getempertem Rull
sind so fein, dafl die innere Oberfliche nicht zur Wirkung kommt.

Zahlreiche technische Rufle sind im Hinblick auf ihre Eignung als
Gummifiillstoffe vor allem auch in Amerika elektronenmikroskopisch
untersucht worden. Dabel zeigte sich, daf die Zerreiflfestigkeit des
Gummis mit abnehmender TeilchengroBe des beigemischten RuBes
steigt (37). Auch die RuBketten, die im Gummi erhalten bleiben, haben
einen EinfluB auf die Eigenschaften der fertigen Gummis.

Aktivkohlen zeigen im Elektronenmikroskop eine &dufBlerst pordse
Struktur. Sie sind aus Kérnchen von 30 bis 50 AE aufgebaut, die
untereinander zu einem lockeren rdumlichen Netzwerk verbunden sind.
Aus der elektronenmikroskopisch ermittelten TeilchengréBe ergibt sich
eine Oberfliche von 1000 m?/g, was mit Adsorptionsmessungen in Ein-
klang steht. Die Liicken zwischen den Teilchen haben eine Weite von
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30 bis 100 AE. Die Ubereinstimmung der Oberflichenmessung aus der
TeilchengroBe und durch Ermittlung des Adsorptionsvermogens be-
weist, daB die gesamte innere Oberfliche zuginglich ist. Beim Erhitzen
auf 2000° C rekrystallisieren zunichst die einzelnen Kérnchen, die dann
bei 3000° C zu gréBeren Krystallen zusammenwachsen (42), (80).

Graphitoxydruf, der durch spontane thermische Zersetzung von
Graphitoxyd bet 250 bis 300° C im Vakuum gebildet wird, besteht im
Gegensatz zu allen dbrigen RuBen aus zerknitterten Folicn mit einer
Flichenausdehnung von 1 x und dariiber, wie RUESS (75), (76) zeigen
konnte (Abb. 6). Die Folien werden aus Graphitschichtenpaketen ge-
bildet, die nach réntgenographischen Messungen eine Dicke von einigen
p und ecine Lingsausdehnung der krystallinen Bereiche von zum Teil
mehr als 500 AE besitzen. Im Elektronenmikroskop wird an bedampften
Priaparaten (I2) die bevorzugte Anlagerung von Gold- oder DPlatin-
kérnern entlang von Stufen sichtbar, die gelegentlich iiber 1000 bis
2000 AE geradlinig verlaufen und miteinander Winkel von 6o oder 120°
bilden. Nach dem Elektroneninterferenzbild eines Schiippchens von
etwa 4 # Durchmesser sind die krystallinen Bereiche nicht streng, je-
doch nach einer Vorzugsrichtung orientiert. Die Dicke der Folien wurde
aus der Linge der Bedampfungsschatten zu etwa 20 AE ermittelt, was
etwa 6 C-Schichten im Graphitgitter entspricht.

3. Metalle und Legterungen.

Das elektronenmikrcskopische Oberflichenbild vermag Feinheiten
in der Gefiigestruktur wiederzugeben, die mit dem Lichtmikroskop nicht
mehr zu erfassen sind. Es gibt Aufschlull diber feinste Ausscheidungen,
wie sie Futektika und zerfallene Mischkrystalle darstellen. Es ist des-
halb auch zur Bestimmung von Phasengrenzen in Mehrstoffsystemen
geeignet, wenn andere Methoden wegen der Kleinheit der auftretenden
Effekte versagen.

a) Atzstrukturen. Am eingehendsten sind die Atzstrukturen von
Aluminium und seinen Legierungen mit Hilfe des Oxydabdruck-Ver-
fahrens untersucht worden. Manr hat durch Atzen von Reinstaluminium
mit Salzsiure wirfelformige Oberflichenstrukturen erhalten (59). Auf
Grund einer Abschitzung der energetischen Verhaltnisse beim Abbau
des kubisch-flichenzentrierten Al-Gitters ware nach der Theorie von
Kosser und STRANsKI fiir konkave Atzfiguren eine Freilegung der
Wiirfel- und Oktaederflichen, fiir konvexe Atzfiguren eine abgerundete
Form zu erwarten (64), (82). Solche Strukturen entstehen tatsichlich
durch Atzen mit trockenem HCI-Gas bei 300° C. Der Abbau lings der
Wiirfelflichen kann dagegen durch die primidre Bildung einer mono-
molekularen Aluminiumoxydschicht in der wissrigen HCl-Losung er-
klart werden. Dabei mul} die Oxydation des Aluminiums schneller ver-
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laufen als die Auflésung des Oxyds, so daB die Oxydation und nicht der
Angriff der Siure fiir die Abtragung des Aluminiums mafigebend ist.

Die Atzfiguren zeigen hiufig eine Feinzeichnung, die offenbar von
geringen Verunreinigungen beeinfluft wird und auf eine Mosaikstruktur
hinweist. Auf Abb. 7, die mit Salzsiure und FluBlsiure geitztes Reinst-
aluminium darstellt, ist sie an einigen Blocken zu erkennen, wahrend die
iibrigen eine glattere Ober{liche zeigen. Daraus ergibt sich die Empfind-
lichkeit deselektronenmikroskopischen Nachweises vonVerunreinigungen.
Fine besonders regelmiBige Mosaikstruktur von 99,6%jigen Aluminium,
das mit siedender konzentrierter Salzsiure gedtzt worden ist, zeigt
Abb. 8. Die Bléckchen haben eine Kantenlinge von 700 bis 1000 AE.

Abb. 7. Reinst-Aluminium mit Salzsaure und FluBsiure Abb. 8. Al(99,6%) mit sieden-
gedtzt, Oxydabdruck. Mosaikstruktur an einigen Bléckehen der konzentrierter Salzsiure
erkennbar. gedtzt, Oxydabdruck. Mosaik-

struktur.

MasnrL und PAwWLEK (62) konnten nachweisen, dafl sich in einer Le-
gierung von Al mit 5,7%, Mg (Hydronalium) bei Anlaftemperaturen von
200 bis 300° C Al,Mg, zunichst in fein verteilter Form an den Korn-
grenzen ausscheidet. Nach langerem Erhitzen werden die Ausscheidungen
groBer und treten auch in den Kornern selbst in regelloser Verteilung auf.

Bel Duraluminium (62) der Zusammensetzung 935,7%, Al, 4% Cu,
0,3% Mg konnte die Ausscheidung von CuAl, sichtbar gemacht werden.
Beim Anlassen der abgeschreckten Legierungen scheidet sich die Ver-
bindung in Form von Stabchen langs der Wiirfelebenen des Aluminiums
aus, die bei lingerem Tempern wachsen und eine Linge von mehr als
1 p erreichen.

Wegen ihrer technischen Wichtigkeit sind die Kohlenstoffstihle
mehrfach untersucht worden (38), (63), (66), (85, (§9). Das Elektronen-
mikroskop 148t vor allem die feinstrukturierten Zerfallsgefiige erkennen,
die beim Abkihlen und Anlassen der Stiahle entstehen und mit dem



Anwendung des Elektronenmikroskops in der anorganischen Chemic. 71

Lichtmikroskop nicht mehr aufgelost werden koénnen. Perlit, ein
eutektoides Gemenge von «-Fe und Fe,C, das beim Zerfall von Austenit
entsteht, zeigt lamellare Struktur. Die Breite der Lamellen hdngt von
den Abkiihlungsbedingungen und der Zusammensetzung des Stahls ab.
Sehr feine Streifenstrukturen werden in abgeschreckten Stdhlen beim
Zerfall des metastabilen Martensit beobachtet.

Zur Klirung der noch unbekannten Ausscheidungsvorginge in Le-
gierungen wird noch eine groBe Zahl von Untersuchungen notwendig
sein. Oftmals &ndert sich das elektronenmikroskopische Gefiigebild
innerhalb einer Probe von Korn zu Korn, wihrend im Lichtmikroskop
keine Unterschiede zu erkennen sind. Beim Vordringen in die kleineren
Dimensionen treten zum Teil véllig neuartige Erscheinungen auf. Sicher
werden auch neue Atzmethoden herangezogen werden miissen, um die
feineren Strukturen sichtbar zu machen, die das Elektronenmikroskop
abzubilden vermag.

b) Aufdampfschichten. Diinne Metallschichten, wie sie durch Auf-
dampfen im Vakuum erhalten werden, sind der unmittelbaren Ab-
bildung im Elektronenmikroskop und der Untersuchung durch Elek-
tronenbeugung des abgebildeten Bereiches zugdnglich. Ihre Struktur
und die GroBe der Krystallite hiangt von den Aufdampfbedingungen
sowie von der Beweglichkeit der Metallatome auf der Unterlage ab, auf
der sie niedergeschlagen werden. Es bilden sich zunichst Inscln, die
durch weitere Kondensation von Dampf zu einer zusammenhéngenden
Schicht verwachsen. Cadmium, das schon unterhalb 500° C einen hin-
reichenden Dampfidruck entwickelt, bildet auf Kollodium vorwiegend
sechseckige Krystalle, die selbst dann noch weit auseinanderliegen,
wenn sie eine GroBe von mehreren 1000 AE erreicht haben (88).

Silber (32) kondensiert sich auf Kollodium- oder Aluminiumoxyd-
Folien bis zu einer mittleren Dicke von 150 AE in Form von rundlichen,
voneinander getrennten polykrystallinen Tropfchen, die sich noch
stirker zusammenziehen, wenn die Unterlage wahrend der Bedampfung
erwdarmt wird. Schichten von 350 AE Dicke enthalten Krystalle von
iiber 1000 AE linearer Ausdehnung. Auf Steinsalz-Spaltflichen aui-
gedampftes Silber bildet Krystalle, die zur Unterlage orientiert sind.

Aluminium {32) ergibt schon bei einer Dicke von etwa 200 bis 250 AE
zusammenhangende Schichten. Die Krystalle sind von der Gré8en-
ordnung der Schichtdicke. Sie sind nicht nach einer Vorzugsrichtung
orientiert, wie Hass durch Elektronenbeugung nachweisen konnte.

Antimon (32) schligt sich auf Kollodium zunidchst in Form von
hexagonalen Siulen nieder, die mit der (0oo1)-Flache auf der Trigerfolie
aufliegen, wie das Elektronenbeugungsdiagramm zeigt. Mit wachsender
Schichtdicke geht diese Orientierung verloren.
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Strukturlos erscheinende metallische Aufdampfschichten sind im
Elektronenmikroskop bisher nicht beobachtet worden. Auch die bei
hohen Temperaturen verdampfenden Metalle wie Cr, Pt oder W bilden
zundchst Korner, die bei weiterer Stoffzufuhr miteinander verwachsen.

c) Photographische Schichten. Aus photographischen Emulsionen
isolierte AgBr-Krystalle wurden von v. ARDENNE sowie von HALL und
ScHOEN elektronenoptisch untersucht. Bei der sehr starken Einwirkung
der Elektronen, die etwa 10% mal so gro8 ist wie die normale Belichtung,
bilden sich an den Silberbromid-Krystallen jeweils mehrere Silberkoérner,
die schlieflich als Horner aus dem Krystall herauswachsen, bis das
Silberbromid ganz aufgezehrt ist (3). Belichtetes und cntwickeltes

Abb. g. Kolloidales Silber, Sol auf Kollodiumfolie eingetrocknet.

Silberbromid hinterldBt nach dem Fixieren Kniuel von dinnen Silber-
faden. Die etwa 300 AE groBen AgBr-Krystalle der sebr feinkérnigen
Lippmann-Emulsionen bilden einzelne Silberfdden, die etwa smal so lang
sind wie das Korn, aus dem sie entstanden sind (31). Siiberbromid, das
durch Umsetzung einer aufgedampiten Silberschicht mit Bromdampf
erzeugt worden ist, zeigt dasselbe Verhalten bei der Bestrahlung mit
Elektronen wie AgBr-Krystalle aus photographischen Emulsionen (30).

d) Kolloide Metalle (Ag, Au, Pt, Pd). Sole von Ag und Au (14), {48)
sind haufig untersucht worden, da sich die feindispersen Metalle wegen
ihres hohen Atomgewichts und damit ihres grofen Streuvermdgens fir
Elektronen gut zur Bestimmung der Auflosung von Elektronenmikro-
skopen eignen. Silber wie Gold scheiden sich bei der Reduktion ihrer
Salzlosungen in Teilchen aus, deren GroBe zwischen 10 bis 30 AE und
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etwa 2000 AE schwankt (Abb. 9). Wahrscheinlich existieren noch
kleinere Teilchen, die jedoch noch mnicht mit Sicherheit beobachtet
werden konnten. Bel Silber zeigen auch die groflen Teilchen kugelige
Gestalt, was mit der Struktur von Aufdampfschichten dieses Metalls in
Einklang steht. Gold bildet in wafiriger Losung auch Oktaeder, wihrend
es sich aus dem Glasfluf des Goldrubins in Wiirfeln ausscheidet, wie
durch die Beobachtung isolierter Krystalle (9) und durch Oberflichen-
abbildung von Bruchflichen (11) gezeigt werden konnte (Abb. 10).

Die Untersuchung von auf Asbest niedergeschlagenem Platin und
Palladium hat ergeben, daf} die Metalle in feinkérniger Form vorliegen
und nicht gleichmaBige Uberziige auf Asbest bilden (). Den auf einem

Abb.10. Kbnlloidales Gold, wirrfelférmige Krystalle in einer Bruchfliche von
Goldrubinglas. Aufdampfabdruck, Negativkopie.

Trager abgeschiedenen Platin- und Palladium-Kolloiden kommt wegen
ihrer Verwendung als Katalysatoren eine besondere Bedeutung zu.

Die Form der Teilchen wird immer abgerundet erscheinen, solange
ihre Grofe mit der Auflosung der Abbildung vergleichbar ist. Soll die
wahre Gestalt eines Polygons erkannt werden, muBl es um so gréBer sein,
je hoher seine Eckenzahl ist (14). Die groBen, rund erscheinenden
Kolloide diirften demnach polykrystalline Kérper sein, die von vielen
kleinen, stumpf aneinanderstoBenden Krystallflichen begrenzt werden.

Zur Bestimmung des Au-Gehalts von Goldsolen haben RiepeL und
Ruska (73) die Sole mit NaCl und LiCl versetzt, die Losung vernebelt
und die Troépfchen auf dem Objekttriger niedergeschlagen. Beim Ein-
trocknen hinterlassen die Tropichen Trocknungshoéfe, aus deren Durch-
messer das Tropfchenvolumen abgeschitzt werden kann. Durch Aus-
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zdhlen und Ausmessen der Au-Teilchen innerhalb eines Trocknungshofes
1aBt sich die Konzentration des Sols ermitteln.

4. Hydvoxyde und Oxvyde 2-wertiger Metalle.

Die schwerléslichen Hydroxyde scheiden sich bei der Fillung aus
walBriger Losung in sehr feiner Verteilung ab. Das Studium ihrer
Morphologie erfordert daher ganz besonders die Anwendung des
Elektronenmikroskops. Die durch Entwiasserung der Hydroxyde ge-
bildeten Oxyde unterscheiden sich deutlich von den Oxydrauchen und
-schichten, die durch thermische oder elektrolytische Oxydation der
Metalle entstehen.

FerrkNecHT und STUDER (25) haben Hydroxyde z-wertiger Metalle
einer vergleichenden Betrachtung unterzogen. IThre Priparate waren
teils durch Bewdsserung der Oxyde nach

MeO + H,0 - Me(OH),
(Beispiele: Ca(OH),, Mg(OH),)

teils durch Fillung mit Laugen aus Salzlésungen nach

Me++4 2 OH~ — Me(OH),
(Beispiele: Mg(OH),, Ni(OH),, Co(OH),, Mn(OH),, Cd(OH), Cu(OH},)
hergestellt.

Ca(OH),: Altere kolloidchemische Untersuchungen von KoHr-
scHUTTER und FEITKNECHT (52) hatten ergeben, dafl im Kalkbrei und -
in der Kalkmilch kleinste ,,Primirteilchen’’ von Calciumhydroxyd zu
,»Sekundirteilchen vereinigt sind und daB diese wiederum lockere
Haufwerke bilden, die als lichtmikroskopisch abgrenzbare ,,Koérner'
erscheinen. Die fiir die Verwendbarkeit des Kalks als Mortel wichtige
Quellfahigkeit ist in den Eigenschaften der Sekundarteilchen verankert.
Der Aufbau dieser Sekundirteilchen konnte jedoch mit dem Licht-
mikroskop noch nicht sichtbar gemacht werden. FEITKNECHT und
STUDER haben nun das Wasser im Kalkbrei und in der Kalkmilch durch
Alkohol verdréngt und damit eine Entquellung und Dispergterung der
Calciumhydroxyd-Aggregate erreicht. Die Sekundirteilchen wurden
weitgehend abgebaut. Als Primirteilchen erschienen vorzugsweise
langliche, 300 bis 1000 AE groBe Krystallplittchen, die teils sechseckige
Formen zeigten, teils zu langlichen Aggregaten verwachsen waren.
Die réntgenographisch ermittelte TeilchengroBe stimmte angenihert
mit der elektronenmikroskopisch gemessenen TeilchengréBe {berein.
Dies deutet darauf hin, dafl die Abbauprodukte der Sekundarteilchen
wirklich schon Primirteilchen (Einkrystalle) waren. Die Versuche ver-
dienen auch insofern allgemeineres Interesse, als sie zeigen, daB die
Loslichkeit des praparierten festen Stoffes die Deutung des elektronen-
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mikroskopischen Bildes erschweren kann. Verdinnte Kalkmilch hinter-
148t beim Auftrocknen auf dem Objekttrager Kugeln mit einem Durch-
messer von 0,1 bis 1 g, die moglicherweise durch Umlésung oder Quellung
der Sekundirteilchen entstanden sein kénnten (Abb. 11) (vgl. dazu das
Beispiel Bariumsulfat, S.62). Solche Formen haben RADCZEWSKI,
MULLER und EiTeL {68), (69) bei der Hydratation von Calciumoxyd in
einer gesdttigten waBrigen Losung von Butylalkohol und auch bei der
Hydrolyse von Tricalciumsilikat beobachtet, die etwa nach 3CaO- Si0,
10 2Ca0-Si0,-aqu. 4- Ca(OH), verliuit,

Mg(OH),: Durch Umsetzung von Magnesiumoxyd mit Wasser
wurden schén ausgebildete Mg(OH) - Krystalle erhalten. Die sechsseitigen
PlattchenhatteneinenDurch-
messer von rund 1500 AE,
warenalso gréBer als die oben
beschriebenen Ca (OH),-Kry-
stalle. Die Hydratation des
Magnesiumsoxyd-Priparates,
das durch Erhitzen von ba-
sischem Carbonat auf 700° C
hergestellt war, verlief offen-
bar so langsam, daB sich in-
folge geringer Ubersittigung
der Lésungan Mg(OH), grole
Krystalle bildeten. Wenn
Mg(OH), aus Losungen ge-
fallt wurde, entstanden Kry-
stallplattchen, die wesentlich

kleiner waren. Abb.11. Geloschter Kalk, Kalkmilch stark verdionnt
. auf Folie eingetrocknet, schrig bedawmpft. Negative
Die Hydroxyde Mg(OH ), kopic. (Aufnahme H.STUDLR!.

Ni(OH),, Co(OH), Mn-

(OH ), Cd(OH ), bilden Krystaligitter vom Cadmiumjodid-Typus, d. h
Schichtengitter hexagonaler Symmetrie (C6-Typ). Diese strukturelle Ei-
genschaft hat zur Folge, daB sie alle bei der Fillung mit Lauge aus Salz-
losungen laminar ausgebildete Teilchen enthalten. Wenn die Teilchenauch
nicht in allen Fillen sofort nach der Herstellung der Niederschlige elek-
tronenmikroskopischauflésbar sind und nicht sofort die hexagonale Sym-
metrie erkennen lassen, so tritt diese doch beim Altern der Niederschlige
unterder Losung deutlich hervor: Es entstehen sechseckig begrenzte Plitt-
chen, die flach auf dem Objekttriger aufliegen. Trotz der Ahnlichkeit der
Krystallstrukturen hat jedes dieser Hydroxyde seine eigenen morpho-
logischen Merkmale: bei vergleichbaren Fillungsbedingungen eine
charakteristische TeilchengroBe, eine charakteristische Gréfienverteilung
der Teilchen und eine charakteristische Tendenz zur Abweichung von
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ideal ausgebildeten sechseckigen Plattchen. Diese Unterschiede lassen sich
nicht auf zahlenmiBig faBbare Unterschiede etwa des fonenradius der
Kationen oder etwa des Loslichkeitsproduktes der Hydroxyde zuriick-
fiuhren. Sie sind die Folgen komplexer Vorginge bei der Fillung und
bei der anschliefenden Alterung. IThre Ursachen miissen durch ein sorg-
faltiges Einzelstudium ermittelt werden. Man wird deshalb auch den wirk-
lichen Verhiltnissen nicht véllig gerecht, wenn man die elektronenmikro-
skopischen Befunde nur durch Angaben von Teilchengréenund Teilchen-
formen beschreibt. Die folgenden Angaben sind als Hinweise auf die
ausfihrliche Beschreibung in den Originalmitteilungen aufzufassen.
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Abb.12. Nickelhydroxyd, 5 Jahre altes Sol. (Aufnahme II. STUDER.)

Ni(OH ) 5-Sole enthalten in frischem Zustand sehr diinne, elektronen-
mikroskopisch nur schwer abzubildende Plattchen. Nach szchsstiindigem
Erwirmen des Sols auf 100° C bilden sich schane, sechsseitige Plattchen
(22), die auch in einem 5 Jahre alten Sol in weniger regelmiBiger Form
beobachtet wurden (Abb. 12). Die TeilchengréBen von 280 bis 560 AE
sind darin am héufigsten.

Co(OH}, wurde aus einer Lésung von CoCl, gefillt und nach der
Umwandlung der instabilen blauen Modifikation in die stabile rosa
Modifikation (C 6-Typ) untersucht. Im Sol und in dem mit Ultraschall
aufgelockerten Bodenkérper wurden gleichgrofe, sechseckige Plattchen
beobachtet, die offenbar aus der instabilen Modifikation diber die Losung
als stabile Modifikation entstanden waren. Ihr Durchmesser war rund
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4mal groBer als der Durchmesser der Ni(OH),-Plittchen. Daneben lag
unregelmiBiges, feinlaminares Material vor, das wahrscheinlich durch
topochemische Umsetzung des instabilen Hydroxyds entstanden war.

Die beiden in Frage kommenden Reaktionswege fiir die sekundire
Umwandlung des Co-Hydroxyds kénnen formuliert werden:

1. Umwandlung iiber die Losung
Co-Hydroxyd blau - Co-Hydroxyd — Co-Hydroxyd rosa
fest gelost fest
2. Topochemische (= ortsgebundene) Umwandlung

Co-Hydroxyd blau -» Co-Hydroxyd rosa
fest fest

Mn(OH), (72) zeigt in frisch gefalltem Zustand rundliche bis ovale
Scheiben. Auch das Rontgendiagramm entspricht diesem Habitus. Mit
Laugeniiberschuf3 gefilltes, gealtertes Hydroxyd weist scchsseitige, mehr
oder weniger regelmiBige Plittchen auf. Beim Altern in MnCl,-Losung
besteht die Tendenz zu Verwachsungen der Teilchen.

Cd(0H ) ,-Fallungen (21), (71) lassen die verschiedenen Reaktionswege
erkennen, auf denen sich das Hydroxyd bilden kann. Die Fillung aus
CdCl,-Losung fihrt iiber basische Chloride; ihre Reaktionsprodukte
sind deshalb morphologisch schwerer zu iibersehen. Einfacher ist die
Fillung aus Cd(NO,),-Losung. Dabei entsteht zuerst sehr instabiles
a-Hydroxyd. Dieses wandelt sich schon wihrend der Fillung in stabiles
Hydroxyd um. Infolgedessen wirkt das instabile Hydroxyd als Stor-
substanz bei der Krystallisation des stabilen Hydroxyds: Reaktions-
produkte dieser gestorten Krystallisation sind miteinander verwachsene
Plittchen; die Form der kleinen Aggregate weicht von der Form ideal
ausgebildeter sechseckiger Pattchen ab. Die Umwandlung des instabilen
Hydroxyds in das stabile Hydroxyd kann durch sehr schnelle Fillung
iiberrannt werden. Dann besteht der Niederschlag zuerst nur aus dem
instabilen Hydroxyd, und dieses wandelt sich nachtriglich (wahrschein-
lich iiber die Ldsung) in das stabile Hydroxyd um: Reaktionsprodukt
dieser nun ungestérten Krystallisation sind groBere und regelmiBiger
ausgebildete Pliattchen (vgl. Ni{(OH),, oben). Der Versuch enthilt ein
Beispiel fiir die chemische Deutung des Einflusses der Fillungsgeschwin-
digkeit auf die Form des Reaktionsproduktes.

Schematisch lassen sich die Unterschiede der schnellen und lang-
samen Fillung Cdtt 4 2 OH-—— Cd(OH), beschreiben:

1. Schnelle Fallung

priméar sekundir
tiber die Ldsung (?)
Cd-Hydroxyd, instabil Cd-Hydroxyd, stabil
fest fest

,,ungestortet Krystall'sation
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2. Langsame Fillung
priméar sekundir

Cd-Hydroxyd, instabil l

fest Cd-Hydroxyd, stabil

est

Cd-Hydroxyd, stabil l ,.Bestorte’! Krystallisation
fest

Cu(OH ),-Fallungen erfordern die Beriicksichtigung von zwei
Reaktionsstufen:

1. die Bildung des Hydroxyds iiber schwerlésliche basische Salze:

H- _
cut+ O, bas. salz O, Hydroxyd
fest fest

2. Die spontane Entwisserung des Hydroxyds unter der Ldsung:

Cu(OH),~--—-Cu0 + H,0
fest fest

Die primére Bildung basischer Salze fiithrt unter sonst vergleichbaren
Bedingungen zu krystallisierten Teilchen verschiedener Struktur, Form
und Grofe, je nachdem wvon Cu-Chlorid, -Bromid, oder -Nitrat aus-
gegangen wird. Dementsprechend sind auch die Teiichen des Hydroxyds,
die sekundir aus den basischen Salzen entstehen, verschieden. Basisches
Cu-Chlorid erscheint auf Grund der 3-dimensionalen Struktur seines
Krystallgitters in isodiametrischen Krystillchen (23), es wandelt sich
bei weiterem Laugenzusatz tiber die Losung zu feinen isolierten Hy-
droxyd-Nadeln um. Basisches Cu-Bromid (oder -Nitrat) erscheint auf
Grund seiner Schichtgitterstruktur in 0,1 bis 1 g breiten Plittchen; es
wandelt sich bei weiterem Laugenzusatz auch in Hydroxyd um, und
zwar bei den kleineren Teilchen im wesentlichen tiber die Losung unter
Bildung von isolierten Hydroxyd-Nadeln (Abb. 13), bei den groferen
Teilchen dagegen im Raum des basischen Salzes ({topochemisch) unter
Bildung von Aggregaten, die durch die urspriinglichen Krystélichen des
basischen Bromids orientiert werden.

Die spontane Entwasserung des Hydroxyds unter der Ldsung geht
umso schneller vor sich, je feiner es krystallisiert ist. Gro8ere Hydroxyd-
krystalle konnen sehr bestdndig sein. Da die Teilchengréfle des Hydro-
xyds durch die Zwischenprodukte, die basischen Salze, bestimmt wird,
wird also auch der Einflufl der Fillungsbedingungen fiir das Hydroxyd
auf die Bestiandigkeit des Hydroxyds verstindlich. Das entstandene
Oxyd erscheint in spindel- oder kreuzférmigen Teilchen von der Gréflen-
ordnung 1 g, unter Umstdnden auch in faserigen Teilchen. Alle diese
Formen deuten auf gestérte Krystallisation durch geringe Fremdstofi-
mengen hin. Aggregationen, die ihre Formen einem solchen chemischen
Reaktionsmechanismus verdanken, werden als Somatoide bezeichnet.
Nach Fricke, GwINNER und FEICHTNER (27) ergibt sich aus der Ver-
breiterung der Rontgeninterferenzen fiir die krystallinen Bereiche des
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.aktiven' Oxyds ein Durchmesser von etwa 80 AE. Daneben liegt
amorphes Material vor.

In den Fillungsprodukten aus Mischlésungen von CuCl, und NiCl,
wurden vier verschiedene Xrystallformen beobachtet (24): Nickel-
hydroxyd in sehr feindisperser Form, Nadeln oder lange Fasern von
Kupferhydroxyd, Kupferoxyd als spindelférmige oder aus quadratischen
Teilchen zusammengesetzte Somatoide und ein feindisperses Doppel-
hydroxyd der Zusammensetzung NiCu(OH),. Das Doppelhydroxyd

Abb.13. Kupferhydroxyd, Fillung einer o,z2-m-CuBr,-Lisung mit
\iberschiissiger 0,4-n NaOH. (Aufnahme H.TOSLER.)

konnte neben Kupferhydroxyd wegen der groBen Ahnlichkeit der
Réntgendiagramme nur elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden,

Bei den vergleichenden Untersuchungen der Hydroxyde von 2-wer-
tigen Metallen hat die elektronenmikroskopische Abbildung zur Auf-
klirung der Bildungsreaktionen der Hydroxyde beigetragen.

5. Hydroxyd und Oxyd des Aluminiums.

Frisches, in wiBriger Losung gebildetes Aluminiumhydroxyd ist
dulerst feindispers. Die Praparate sind réntgenamorph und zeigen im
Elektronenmikroskop keinerlei Formen, die auf eine bestimmte Struktur
schlieBen lassen. FEITKNECHT und Mitarbeiter (25) haben 4!/, Jahre
lang gealtertes Hydroxyd untersucht, das durch anodische Auflosung
von Aluminium in NaCl-Losung erzeugt war. Dabel zeigte sich, daf
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Gele, die in schwach saurem oder schwach alkalischem Medium auf-
bewahrt waren, Bayerit gebildet hatten. Die Rontgendiagramme und
die im Elektronenmikroskop erkennbaren Formen der unter verschiede-
nen Alterungsbedingungen hergestellten Bayerit-Praparate wiesen Unter-
schiede auf. Neben kegelformigen Somatoiden (vgl. Seite 78, Beispiel
Kupferoxyd) wurden sechsseitige Plittchen in groBerer oder geringerer
Anzahl beobachtet. Im Gegensatz zu den Gelen, die sich in AIQ(OH)
umgewandelt hatten, schied sich aus den Solen in neutralem und schwach
saurem Milieu AI{OH), als Hydrargillit aus, der sechsseitige Plattchen
verschiedener Dicke bildete.

Aluminiumhydroxyd wie auch feindisperses Aluminiumoxyd ge-
horen zu den wirksamsten Adsorbentien. ScHoon und KLETTE (80)

Abb.14. Al,O; aus gefilltem Bshmit durch Entwissern bei 800°C
entstanden. (Praparat R, FRICKE.)}

haben im Elektronenmikroskop Aluminiumoxydhydrat mit Silicagel
gleicher Adsorptionseigenschaften verglichen und an beiden Priparaten
denselben portsen Aufbau aus netz- und wabenfdrmig angeordneten
Platten festgestellt. Von WEITBRECHT und FRICKE (86) wurde 4-Al,0,,
das durch Erhitzen von Béamir [(AIG(OH}] hergestellt war, eingehend
untersucht. Die duBere Krystallform eines im Autoklaven hergestellten
Bohmits dndert sich durch die Entwasserung nicht, wohl aber werden
die rontgenographisch bestimmten Xohé&renzbereiche innerhalb der
schén ausgebildeten, bis 8000 AE langen Prismen verkleinert. Ge-
fillter Bohmit zeigt im Elektronenmikroskop lockere Anhidufungen von
etwa 30 AE groBen Teilchen. Beim Erhitzen wird die Struktur weiter
aufgelockert und es entsteht ein schwammiges Netzwerk von Al,O4
Teilchen, die untereinander durch sebr feine, elektronenmikroskopisch
kaum mehr erkennbare Briicken verbunden sind (Abb. 14). Die Teil-
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chen rekrystallisieren bei Temperaturen bis goo° C kaum. Erst bei
1000° C setzt eine merkliche TeilchenvergroBerung unter gleichzeitiger
Umwandlung in «-Al,0; ein. Die tibermikroskopisch bestimmte Weite
der Poren ist von derselben GréB8enordnung wie die Teilchen sclbst. Die
sehr groBe aktive Oberfliche, die sich aus der schwammigen, duBerst
feinteiligen Struktur ergibt, 14Bt die Eignung dieses Aluminiumoxyds
als Katalysator und Katalysatortriger erkennen.

Als diinner, jedoch gleichmaBiger und sehr dichter Film bildet sich
Aluminiumoxyd auf jeder metallischen Aluminiumoberfliche. Die
Jxydschicht passiviert die Oberfliche des unedlen Metalls und macht
<3 bestandig gegen Luft und Wasser. Der Oxydfilm erreicht auf glatten,
im Hochvakuum aufgedampften Aluminiumschichten an Luft bei
Zimmertemperatur nach einem Monat seine Grenzdicke von weniger
als 100 AE, wie Hass durch polarisationsoptische Messungen (33) nach-
weisen konnte. Oberhalb 400° C nimmt die Dicke der Oxydschicht
stirker zu, oberhalb 450° C beginnt die Krystallisation des amorphen
Films auf der Aluminiumunterlage, wihrend sie an isolierten Oxyd-
schichten erst oberhalb 680° C einsetzt, wie an Hand von Elektronen-
beugungsdiagrammen nachgewiesen wurde. MauL (60) hat den Aufbau
von Oxydschichten, die durch Glithen von geitztem Reinstaluminium
bei 550° C erzeugt waren, elektronenmikroskopisch und mittels Elek-
troneninterferenzen untersucht. Die von der Unterlage abgeléste Oxyd-
baut ist ein Abdruck der gedtzten Aluminiumoberfliche. Das Oxyd kann
daber den krystallographischen Flichen des Aluminiums zugeordnet
werden, auf denen es gewachsen ist. Im Elektronenbild erscheinen auf
den (100)-Ebenen Plittchen von wenigen 100 bis 3000 AE in regelloser
Anordnung. Das Elektronenbeugungsdiagramm der Schicht zeigt eine
teilweise Orientierung zur Unterlage an. An Atzstrukturen mit abgerun-
deten Ecken und Kanten ist das zur (111)-Fliche des Aluminiums orien-
tierte Wachstum gréferer Al,O,-Krystalle zu beobachten. Offenbar findet
die Oxydation an den Oktaederflichen des Aluminiums bevorzugt statt.

Elektrolytisch erzeugte Oxydschichten auf Aluminium sind wegen
ihrer technischen Bedeutung mehrfach elektronenmikroskopisch unter-
sucht worden. Sie sind alle mehr oder weniger wasserhaltig. Man muf3
dabei grundsitzlich zwei Arten unterscheiden: Die dichten, verhaltnis-
maBig diinnen Ventilschichten und die dicken Schichten, wie sie nach
dem Eloxalverfahren erzeugt werden.

Die Ventilschichten entstehen bei der anodischen Oxydation in
Elektrolyten, die das Aluminiumoxyd nur wenig angreifen. Sie er-
scheinen in einer Dicke von 100 bis 300 AE im Elektronenmikroskop
strukturlos und werden daher nach dem Vorschlag von Hass und
KEHLER (34) als Trigerfolien in der Elektronenmikroskopie verwandt
{s. Abschn. III, 1). Das Elektronenbeugungsdiagramm dieser Schichten

Fortschr. chem. Forsch., Bd. 2. (§}
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148t einige diffuse Ringe erkennen, die dahingehend gedeutet werden,
daB hier dulert feinkrystallines -Al,O; mit regellos verteilten Fehl-
stellen vorliegt. Bei Temperaturen itber 650° C krystallisieren die
Schichten, das Beugungsdiagramm zeigt die scharfen Interferenzen von
y-Al,0,, und im elektronenmikroskopischen Bild werden die Oxyd-
krystalle sichtbar, die mit zunehmender Temperatur wachsen. Dickere
Schichten entstehen durch Anlegen einer hoheren Spannung und durch
lingere Dauer der Elektrolyse. Sie sind por6s und erscheinen kérnig (61).

Die Ventilschichten sperren den Stromdurchgang, sobald sie eine
von der Spannung abhingige Dicke erreicht haben. Elektrische Durch-
schlige erzeugen die Poren, die durch weitere Oxydation des Metalls
an der Grenzfliche Metall-Oxyd geschlossen werden.

In Schwefelsiure- und Oxalsdure-Elektrolyten werden die Schichten
wesentlich dicker und lockerer. Die Poren sind weiter und haben nach
Fiscaer und Kurz (26) einen Durchmesser von 150 bis 400 AE. Thr
Volumen macht nach elektronenmikroskopischen Messungen etwa 13%,
der gesamten Schicht aus. Durch Schrigbedampfung mit Wolframoxyd
konnte WiLsporr (87) die Oberflichenstruktur dieser Oxydschichten
im Elektronenmikroskop sichtbar machen. Die den Elektrolyten zu-
gekehrte Seite ist weitgehend eben, die an das Metall grenzende Seite
zeigt um die Poren herum kalottenférmige Erhebungen. WILSDORF
deutet diesen Befund durch die Annahme, dal wihrend der Elektrolyse
in den Poren eine Gasentladung brennt, durch die Sauerstoff und Wasser-
stoff in Freiheit gesetzt wird. Die Gase stehen infolge von Kapillar-
kriften unter hohem Druck, und der Sauerstoff diffundiert von den
Poren aus ins Metall. Die Oxydhaut auf dem Grund der Poren wird
durch die Gasentladung immer wieder zerstdrt, so dafl die Oxydation
weiterlaufen kann. HUBER (44) hat den Querschnitt eines extrem
dicken Eloxalfilms von 0,8 mm mit Hilfe eines Oberflichenabdrucks
abgebildet. Danach verlaufen die Poren geradlinig in Richtung der
Normalen zur Oberfliche, was sich mit den Anschauungen iiber ihre
Entstehung deckt. Die iibermikroskopischen Befunde bestitigen und
erganzen demnach die Vorstellungen iiber Bildung und Aufbau der
elektrolytisch erzeugten Aluminiumoxydschichten, die mit Hilfe anderer
Methoden gewonnen wurden.

6. Zinkoxyd.

Durch anodische Oxydation in Natronlauge entstehen auf Zink 4dhn-
liche Oxydfilme wie auf Alnminium. HUBER und BIERrI (45) haben das
Wachstum derartiger Schichten auf Zinkeinkrystallen mit dem Elek-
tronenmikroskop und mit Elektroneninterferenzen untersucht. In einer
Dicke von 100 bis 150 AE zeigt die Oxydhaut eine schuppige Struktur.
Die Krystalle sind auf dem Metall mit ihrer hexagonalen Basisflache
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orientiert aufgewachsen. In Schichten von 2000 bis 4000 AE geht die
Orientierung mit zunehmendem Abstand vom Metall allmihlich ver-
loren. Die Filme zeigen Poren, die von elektrischen Durchschligen her-
rihren. Die Réntgendiagramme von anodisch erzeugtem Zinkoxyd
und von ZnO-Rauch entsprechen einander.

Pyrogen entstandenes ZnO, das als Pigment eine Rolle spielt, kommt
in verschiedenen Krystallformen vor. Sie lassen sich im wesentlichen
auf sechsseitige Tafeln und lange Nadeln zuriickfihren, die zu vier-
strahligen Sternen verwachsen sind (7}, (§). Die Gestalt der Krystalle
hingt von den Entstehungsbedingungen ab. Die Zinkdampf- und Sauer-
stoffkonzentration diirfte dabei eine Rolle spielen. Die in Abb. 15 dar-
gestellten ZnO-Nadeln sind durch Verbrennen von Zink an Luft bei etwa
8007 C entstanden. Sie haben beim Aufsteigen in der Wirmestrémung
verschiedene Wachstums-
bedingungendurchlaufen.
Auf diese Weise kdnnen
die Absitze in den Nadeln
erklirt werden.

Pyrogen entstandenes
ZnO nimmt bei Anwesen-
heit wvon Feuchtigkeit
reichlich Kohlensiure auf.
Die urspriinglichen Xry-
stalle werden dabei weit-
gehend zerstort. Das ge-
bildete basische Karbonat

ist femkémiger und wird Abb.15. ZnO-Rauch aus Verbrennung von Zn bei 80a° C.
. . Die cunklen Punkte in denNadela sind durch Beuguang der
beim Gluhen unter Ab- Elektronen im Krystallgitter hervorgerufen.

spaltung von CO, und H,0

in noch kleinere Teilchen von etwa 0,1 ¢ Durchmesser aufgespalten.
Nach beendeter Kalzinierung liegt ZnO in Form sehr diinner, unregel-
méBiger Pliattchen vor (7). Dieser Vorgang ist ein typisches Beispiel
fiir die Darstellung oberflichenaktiver Stoffe, die in ihren einzelnen
Phasen elektronenmikroskopisch verfolgt werden kann.

7.0xydische Rauche.

Ebenso wie Zink liefert auch Magnesium bei der Verbrennung an
Luft einen Oxydrauch, der in gut ausgeprigten Wiirfeln krystallisiert
{Abb. 16). Die Wiirfel sind zu Ketten aneinander gelagert, teilweise sind
sie durch sehr diinne Briicken miteinander verbunden. Oxyde, die
weniger zur Krystallisation neigen, liegen im Rauch als kugelige Gebilde
vor, die sich zu Ketten zusammenlagern, wie z. B. Al,O,, das durch Ver-
brennung von Aluminium im elektrischen Lichtbogen erhalten wird (10).

[35d
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Rundliche Gebilde entstehen auch durch Hydrolyse flichtiger
Siliciumverbindungen bei erhéhter Temperatur in der Gasphase. Diese
Gebilde sind lockere Aggregate von 50 bis 70 AE groBen Teilchen, wenn

At

7n

Abb.16. MgO-Rauch aus Verbrennung von Magnesiumdraht.

SiCl,-Dampf, der im Stickstoffstrom mitgefithrt worden ist, bei 800° C
in feuchter Luft zersetzt wird (Abb. 17). Dagegen weist Si0,-Rauch
deutlich strukturierte Teilchen auf, wenn er in der Flamme eines mit
SiCl, beladenen Wasser-
stoffstroms gebildet wird
(Abb. 18), Die Teilchen
scheinen in diesem Falle
von einer glatten gla-
sigen Schicht umhallt zu
sein. Das Elektronenbeu-
gungsdiagramm  dieser
Rauche zeigt den diffu-
sen Ring der amorphen
Kieselsaure.
Ti0,-Rauch, derdurch
Hydrolyse von TiCl, bei
800° C gewonnen ist (28),

Abb. 17. Si0,-Rauch aus Hydrolyse von SiCl-Dampf bei hesitz{einihnliches Aus-
800° C, lockere, rundliche Teilchen.
sehen.

Siliciumdioxydrauch wird in technischem MaBstab als Aerosol hergestellt;
das aus der Gasphase niedergeschlagene Siliciumdioxyd liefert lockere, sehr
volumindse 5i0,-Praparate. Siliciumdioxydrauch entsteht auch bei der Elemen-
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taranalyse silico-organischer Verbindungen durch Verbrennung (74). Eineelek-
tronenmikroskopische Anfnahme eines solchen Verbrennungsproduktes ist in
Band 1, S. 50 dieser Zeitschrift abgebildet.

Anwendung der Hy-
drolyse von Silicium-
tetrachlorid:

KOHLSCHUTTER und
MaTTNER {50) haben
SiCl, in Baumwollfasern
eingefithrt und nach-
triaglich im Inneren der
Fasern mitWasserdampf
zu  Kieselsiure umge-
setzt. Nach dem Ver-
brennen der mit Kiesel-
siure beladenen Fasern  Atb.s. $i0,-Rauch aus Hydrolyse von SiCl,-Dampf in Was-
erhielten sie als an- serstoff-Flamme, I'ellcher;\:getﬁizr:‘il.lstruktur und gesinterter
organischen Rickstand
diinne SiO,-Schichten, die elektronenmikroskopisch auflosbare Abdrucke
der Lamellen in der urspriinglichen Faser ergaben (Abb. 19). Das Ver-
fahren ist auch in anderen Stoffsystemen zur Abbildung innerer Ober-
flichen geeignet.

8. Tenmineralien.

Die Eigenschaften der
Tone, ihre Plastizitit und
Quellfahigkeit sind bedingt
durch die Pldttchenstruktur
der meisten Tonmineralien.
Die Krystalle sind submikro-
skopisch klein. Das Elektro-
nenmikroskop wurde zu ihrer
Analyse mit Erfolg heran.
gezogen.

Kaolinit, dem die Formel  Abb. 1. SiO,-Abdruck von Lamellen innerhalb einer
AL,(OH) - $i,0; zukommt, RIS S e i o S
krystallisiert vornehmlich in
sechsseitigen Plittchen (Abb. 20} von zoo bis 1000 AE Dicke, die
ErreL und GOTTHARDT (I5) an Schnaittenbacher Kaolin mittels elek-
tronenmikroskopischer Sterecaufnahmen gemessen haben. Die Basis-
flichen der Krystalle sind negativ geladen. Sie adsorbieren nach
THIESSEN (83) positive Silberjodidteilchen. Dagegen werden negativ
geladene kolloide Goldpartikel nur an den Ecken undKanten angelagert,
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wo durch Adsorption von Kationen eine Umladung der Oberfliche statt-
findet (18). In BaCl,-Losung werden auch an den Basisflichen durch
Kationenaustausch Ba?t-Ionen adsorbiert (I6), die die Flichen um-
laden, so dafl nunmehr kolloide Goldteilchen angelagert werden kénnen.
Muskowit, der ebenfalls in diinnen, von Elektronen durchstrahlbaren
Plattchen krystallisiert, adsorbiert an den Basisflichen und Kanten
Goldteilchen infolge der dort vorhandenen Kationen (83). Durch die
unterschiedliche Adsorption von Goldteilchen kann Muskowit von Kao-
linit und Sarospatit (41} im Elektronenmikroskop unterschieden werden.

Halloysit hat dieselbe Zusammensetzung wie Kaolinit, krystallisiert
jedoch mit zwei Molekiilen Wasser, das er sehr leicht abgibt. Er geht
dabei in Metahalloysit iiber, dessen Réntgendiagramm dem des Kaolinit
sehr dhnlich ist. Eine eindeutige Unterscheidung beider Mineralien ge-
lingt mitdem Elektronenmikro-
skop, da Halloysit und der da-
raus entstehende Metahalloysit
im Gegensatz zum plittchen-
féormigen Kaolinit in leisten-
formigen Krystallen (I7), (47)
vorkommt.

Die hohe Plastizitit der
Bentonite wird durch die Struk-
tur ihres Hauptbestandteiles,
des Montmorillonits (4 SiO,
-ALLO;- H,0)verursacht, deraus
duBerst diinnen Krystallplitt-
chen besteht. Im Elektronen-
mikroskop wurden noch Plitt-
chen von 10 AE Dicke beobachtet (5), die aus einer einzigen Silicatschicht
bestehen. Durch Kationenaustausch lassen sich die schweren Cs*-, Ba2+-
und La®-Ionen anlagern (I6). Die diinnen Plittchen heben sich dann
wegen des grofen Elektronenstreuvermégens der schweren Ionen im
elektronenmikroskopischen Bild besser ab.

Die Montmorillonit-Krystallchen werden durch Kochen mit Salz-
saure weitgehend zerstort. Al, O, geht zum Teil in Losung, und es hinter-
bleibt ein schwammiges Geriist mit Poren von etwa 200 AE Durch-
messer (18). Mit Salzsiure aufgeschlossener Montmorillonit wird in der
Technik unter dem Namen Bleicherde als Adsorbens verwendet.

Im Gegensatz zu den meisten Tonmineralien krystallisiert Attapulgit,
ein Al-Mg-Silicat. in feinen Nadeln von g0 bis 250 AE Durchmesser (19).
Er ist der Hauptbestandteil der amerikanischen Fullererde, die als
technisches Bleichmittel dient. Die auf Grund von réntgenographischen
Untersuchungen ausgesprochene Vermutung, daB Attapulgit eine

Abb. zo. Kaolinit.
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kettenartige Krystallstruktur besitzt, konnte durch Abbildung der sehr
diinnen Nadeln bestitigt werden.

V. Ausblick.

Das Elektronenmikroskop hat im Laufe weniger Jahre zur Beant-
wortung zahlreicher chemischer Fragen beigetragen. Mit seiner Hilfe
wurde unsere Kenntnis der hochdispersen Stoffe wesentlich erweitert.
In vielen Stoffsystemen, in denen Vorstellungen iiber TeilchengréBen
und -formen bisher nur auf indirekten Wegen und mit kombinierten
Untersuchungsmethoden erworben werden konnten, ist die Verbindung
zu den Erfahrungen im Auflgsungsbereich des Lichtmikroskops un-
mittelbar hergestellt worden.

Fiir die Beantwortung spezifisch chemischer Fragestellungen ist die
blofle Feststellung von Teilchengréflen und -formen im allgemeinen nicht
ausreichend. Jede natiirliche Form eines Stoffes steht in Beziehungen
zu seiner Struktur und zu den Bedingungen, unter denen er sich bildete.
Es ist zu erwarten, dafl diesen Beziehungen im Auflésungsbereich des
Elektronenmikroskops in zunebmendem MaBe systematische Unter-
suchungen gewidmet werden. Die fiir den Abschnitt IV dieses Berichtes
ausgewidhlten Beispiele enthalten Erfahrungen, die vervollstindigt
werden miissen oder verallgemeinerungsfihig sind, auf die deshalb bei
weiteren Untersuchungen auf dem Gebiet der anorganischen Chemie
Bezug genommen werden kann.

Die Abbildung anorganischer Einzelmolekiile ist noch nicht gelungen.
Wohl aber konnte die Anordnung der Benzolringe im Kupferphthalo-
cyanin—Mole‘skﬁl mit dem Feldelektronenmikroskop dargestellt werden
(67a). Organische Riesenmolekiile [ Jodbenzoylglycogen (4£6), Haemo-
cyanin (1)] wurden im Elektronenmikroskop abgebildet. Auch die
kleineren Virusteilchen konnen als einzelne Riesenmolekiile aufgefaf3t
werden. Die bekannte Aufnahme des krystallisierten Tabaknecrose-
Virus (65) gehort bisher zu den eindrucksvollsten Ergebnissen der
Elektronenmikroskopie. Sie zeigt die regelmifBige Anordnung der
Virusteilchen im Krystallgitter, das hier zum erstenmal abgebildet
worden ist. Damit ist der AnschluB an die Strukturbestimmung durch
Interferenz von Rontgen- und Elektronenstrahlen an Krystallgittern
hergestellt, und die Abbildung anorganischer Molekiilgitter riickt durch-
aus in den Bereich der Moglichkeit, falls es gelingt, das Auflosungs-
vermogen der Elektronenmikroskope weiter zu steigern.

Die Aufnahmen 11, 12 und 13 wurden mit dem Trib-Tauber-Elektronen-
mikroskop, alle iibrigen Aufnahmen mit dem elektrostatischen AEG-ZEiss-
Elektronenmikroskop der SDL aufgenommen.
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I. Definition der ,,Einschlufiverbindungen!

Wihrend auf dem Gebiet der anorganischen Molekiilverbindungen die
Vorstellungen der von A. WERNER entwickelten Koordinationslehre fiir
die Forschung eminent fruchtbar geworden sind und fiir die Systematik
ein umfassendes Ordnungsprinzip geliefert haben, konnten fiir die orga-
nischen Verbindungen hoherer Ordnung rdumlicher Bau wie auch wir-
kende Bindungskrifte nicht unter gleich einfache und gleich einheitlich
geltende Grundprinzipien eingeordnet werden. Der Fundamentalbegriff
symmetrischer Lagerung um ein Koordinationszentrum existiert fiir die
rein organischen Molekiilverbindungen nicht; die Bindungskrifte lassen
sich wohl manchmal, aber durchaus nicht immer auf die klassischen Vor-
stellungen der Elektronenvalenz zuriickfithren.
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Ein Gesichtspunkt, der sich fiir die Erforschung der rein orga-
nischen Molekiilverbindungen als fruchtbar erwiesen hat, ist die von
PauL PrEIFFER entwickelte ,,Lokalisationstheorie der Restaffinitits-
krifte' (38). Nach dieser Aunffassung kommt bestimmten funktionellen
Gruppen oder Bezirken der zusammengelagerten Molekiile die entschei-
dende Bedeutung fiir den Zusammenhalt der Kombinationsprodukte zu.
Implicite liegt diese Annahme auch der heute gebriuchlichen Systematik
der rein organischen Molekiilverbindungen zugrunde, welche die Addi-
tionsprodukte nach chemischer Ahnlichkeit in Gruppen zusammenfaBt
und diese Gruppen dann nebeneinander aufreiht: die Gruppe der Chin-
hydrone, die Gruppe der Molekiilverbindungen der Ketone, die Gruppe
der Molekiilverbindungen der Nitrokérper u.s. f.

Es gibt nun einige Molekiilverbindungen — zum Teil sind sie seit
langem btkannt, zum grofleren Teil erst in jiingster Zeit entdeckt und
bearbeitet worden —, die sich diesem System #ichi einordnen lassen,
da beiihnen lokalisierte Bindungskrifte der PFEIFFERschen Art entweder
tiberhaupt nicht angenommen werden kénnen oder wenigstens nicht die
ausschlaggebende Rolle spielen: Das erste gilt z. B. fiir die seit langem
bekannten Hydrate der Paraffine und fiir die Desoxycholsdure-, Harnstof{-
und Thioharnstoffaddukte der Paratfine; das zweite fir die Desoxychol-
siure-, Harnstoff-, Thiobarnstoff- und Dinitrodiphenyladdukte anderer
Korperklassen. Fiir die eingehende Erforschung derartiger Kombi-
nationsprodukte haben nicht Erwigungen iiber die wirkenden Krifte,
sondern Studien iiber die riumliche Lage der Komponenten im Krystall
den Ausgangspunkt gebildet; und es ist fiir all diese Produkte eine Art
von krystallchemischer Verwandtschaft zutage getreten, die eine un-
gezwungene Zusammenfassung zu einer besonderen Gruppe erlaubt.

Das Gemeinsame der hier zu besprechenden Molekiilverbindungen ist
die gleichartige rdumliche Lagerung der Komponenten im Molekilver-
bindungskrystall: Die eine der jeweiligen Verbindungskomponenten
bildet ein invariables Grundgitter, welches Hohlrdume birgt. In diesen
Hohlrdumen sind die Molekiile der anderen Komponenten eingelagert,
manchmal mehr oder weniger beweglich, manchmal in definierten Punkt-
lagen. Das betreffende Grundgitter bildet sich im allgemeinen nur in
Beriihrung mit dem Verbindungspartner aus und ist nur in seiner Gegen-
wart stabil; in einigen Fillen ist partielle oder génzliche Entfernung der
eingelagerten Molekiile maoglich, ohne da3 das Hohlraumgitter kollabiert.

Einfache geometrische Uberlegung ergibt, dafB fiir die Gestalt der
Gitterhohlriume grundsitzlich drei Moglichkeiten denkbar sind: Sie
konnen erstens dreidimensional geschlossen, d.h. kifigartig sein; sie
konnen zweitens nach einer Dimension offen, d. h. kanalférmig sein; und
sie konnen drittens nach zwei Dimensionen offen, d. h. schichtférmig
sein. Alle drei Moglichkeiten findet man verwirklicht; es wird also
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im folgenden von ,,Kifigverbindungen®, , Kanalverbindungen* und
,»Schichtverbindungen'* die Rede sein. Als Oberbegriff ist die Bezeich-
nung ,,EinschluBverbindungen gewahlt; der naheliegende Ausdruck
. Einlagerungsverbindung'‘ wird vermieden, da diesem Wort bereits vor
langem von A. WERNER ein anderer, spezieller Sinn unterlegt worden
ist (54).

Wenn im vorlicgenden Referat eine Zusammenfassung chemisch weit
auseinanderliegender Verbindungsgruppen nach der Ahnlichkeit ihres
Krystallbaues vorgenommen wird, so erhebt sich die Frage, ob ein
solcher Gesichtspunkt nicht zu einer blofen Anhiaufung morphologischer
Konvergenzerscheinungen fiihrt. Im Verlauf der Einzelbesprechung der
Verbindungsklassen wird sich ergeben, da3 der architektonischen Gleich-
artigkeit weitgehende Ahnlichkeit der wirkenden Krifte zugeordnet ist,
d. h. zugrunde liegen diirfte, so daB sich anch vom dynamischen Gesichts-
punkt aus die vorgénommene Zusammenfassung rechtfertigt.

II. Kanal-Einschlufiverbindungen.

1. Harnstoffaddukte.

An die Spitze der Besprechung selen die 1940 von F. BENGEN (§)
entdeckten Harnstoffaddukte gestellt, weil diese Gruppe eine ganz be-
sonders groBs Zahl von Verbindungen umfalt, weil ferner in dieser Klasse
die Dominanz der geometrischen Verhiltnisse iiber valenzchemische
Einfliisse besonders klar zum Ausdruck kommt, und weil hier die in-
teressante und den herkémmlichen Anschauungen ungewohnte Tatsache
nicht ganzzahliger Molverhiltnisse bei gleichzeitiger strenger Giiltigkeit
des Gesetzes der konstanten Verbindungsgewichte auigefunden wurde
und sich als einfache Folge der geometrischen Verhiltnisse deuten
lieB3 (47). '

Harnstoff bildet unter denkbar einfachen Versuchsbedingungen —
meist geniigt bloBes Mischen von geldstem oder pulverisiertem Harnstoff
mit dem betreffenden organischen Partner — mit einer erstaunlich groflen
Anzahl verschiedenartiger organischer Verbindungen krystallisierte, zum
Teil recht bestindige, Additionsverbindungen. Als befihigt zur Harn-
stoffaddition wurden bisher erkannt: Paraffin- und Olefinkohlenwasser-
stoffe, Alkohole, Ather, Ketone, Mono- und Dicarbonsiuren, Ester, Halo-
genide, Amine, Nitrile, Thioverbindungen. Die Addukte sind echte Ver-
bindungen, wie durch Tensionsanalysen und durch Feststellung der Giil-
tigkeit des Gesetzesder konstanten Verbindungsgewichte bewiesen wurde.
Das Molverhéltnis zwischen Harnstoff und Partner ist in der Regel nicht-
ganzzahlig.

Es ergab sich, daB zur Harnstoffaddition voizugsweise geradkeftige
aliphatische Verbindungen geeignet sind, dal3 sich verzweigte Aliphaten
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nur dann an Harnstoff anlagern, wenn die Molekiile verhéltnisméBig lang
und die Verzweigungsstellen nicht eng benachbart sind, und daf3 Aro-
maten nur dann Harnstoffaddukte bilden, wenn sie eine langere alipha-
tische Seitenkette tragen.

Sowohl die Nichtganzzahligkeit des Molverhiltnisses trotz Giiltigkeit
des Gesetzes der konstanten Proportionen, wie auch die anderen auf-
gezihlten Sonderbarkeiten erklirten sich in einfacher Weise aus der im
folgenden zu beschreibenden Krystallstruktur.

a) Die Struktur der Harnstoffaddukte.

Bei Beriihrung mit additionsfahigen organischen Substanzen der be-
sprochenen Art, z. B. Hexadecan, gruppieren sich die Molekiile des
normalen, tetragonal krystallisierten Iarnstoffs
(@ = 5.,73; ¢ = 4,77; Raumgruppe V}; Z = 2 Mole-
kiile) zu einem hexagonalen Gitter um (@ = 8,20;
¢ = 11,1; Raumgruppe D;Z = 6 Molekiile). Die
Harnstofimolekiile haben nunmehr ihren Platz im
Krystall in den Lingskanten reguldrer sechsseitiger
Prismen. Hierdurch entsteht ein wabenartiges Ge-
fiige mit durchgehenden prismatischen Hohlrdumen.
In diese Kanile des Grundgitters, das bei allen Ad-
dukten dieser Art dasselbe ist, lagern sich, in ge-
streckter Gestalt, die Partnermolekiile ein. Sie be-
setzen dabei, relativ zu den Harnstoffmolekiilen,
keine definierten, periodisch wiederkehrendenPunkte.
Eine strenge Ordnung wird nur insoweit eingehal-
ten, als die gestreckten Partnermolekiile sich linear
aneinanderreihen und dabei einen bei allen Adduk-
ten sehr annihernd gleich groBen statistischen Mit-

Abb. 1. Das Grundgitter

telabstand von etwa 2,4 A ,head to tale ein- . 'y oo o Hia.

halten. stoff-addukte [nach
Abb. 1 zeigt, schematisiert, das hexagonale Csé’;ffék‘;?{i’yﬁf'

Grundgitter. Der abgegrenzte untere Teil stellt die

Elementarzelle, die Kreise stellen die in den Prismenkanten liegen-

den Sauerstoffatome der Harnstoffmolekiile dar, die Pfeile zeigen die

N
Richtung der Ebenen O——C<M dieser Harnstoffmolekiile an. 6 schwarze

Molekiile (das oberste und das unterste in der Abbildung ist nur halb
zu zihlen) sind als der Elementarzelle zugeordnet zu denken, die iib-
rigen rechnen zu den umgebenden 6 Nachbarprismen. In der Abb. 2
sind die Harnstoffmolekiile maBstabtren mit threr ungefdhren Wirkungs-
sphire abgebildet; im Inneren des Prismas befinden sich zwei Molekiile
n-Octan, im Abstand von 2,4 A aneinanderstofend.
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Dieses Strukturbild erklart zundchst die seltsame Tatsache, dal}
bevorzugt geradkettige, weniger leicht oder gar nicht dagegen verzweigte
oder cyclische organische Mole-
kile zur Bildung von Harnstoff-
adduktendieser Art neigeu.Abb. 3
zeigt den Querschnitt des hexa-
gonalen Gitters mit eingelagertem

Abb. 2. n-Octan-harnstoff, in seitlicher Amsicht Abb. 3. n-Octan-harnstoff, in Richtung der
[nach SCHLENK (47)%. ¢c-Achse gesehen [nach SCHLENK (47)1.

n-Octan In Abb. 4 ist nebeneinander der Querschnitt des Gitterhohl-
raumes und der Molekiile n-Octan (links), 3-Methylheptan (rechts),
Benzol (oben) und 2,2,4-Trimethylpentan 9k
(unten) gezeichnet. Man sieht, daf} das

n-Octanmolekiil leicht, das 3-Methylhep- Q
tan- und das Benzolmolekdl knapp, das
2,2,4-Trimethylpentanmolekiil jedochnicht

mehr im Hohlraum unterzubringen ist, 8

ohne daB es zu einer Uberschneidung der

Wirkungssphiren kommt. Diesem Bild

entsprechen genau die experimentellen

Ergebnisse: n-Octan wirkt spontan ad-

duktbildend, Verbindungen mit einfacher . o aee Gitternont.
Methylverzweigungoder mit einem Benzol- raums und der Molekile n-Octan, Ben-
ring lassen sich unter gewissen Bedin- “f e iiymerian v o s e
gungen ebenfalls einlagern, bei stark ver-

zweigten Verbindungen wie 2,2,4-Trimethylpentan gelingt dies da-
gegen nicht.
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b) Das Molverhiltnis.

Auch die beobachteten Molverhiltnisse erkliren sich aus der Krystall-
struktur. Die pro Partnermolekiil gebundene Harnstoffmenge erwies sich
in allen untersuchten (mehr als 40 verschiedenen) Addukten dieser Art
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der Zusammensetzung von der Kettenlinge [nach hiangigkeit der Zusammensetzung von der
SCHLENK (47)]. Kettenlinge [nach SCHLENK (47)).

als proportional zur Kettenlinge des Molekils. Fiir zwei Verbindungs-
klassen, Paraffine und Paraffinmonocarbonsiuren, ist dieser Zusammen-
hang in Abb. 5 und Abb. 6 wiedergegeben. Angesichts der gestreckten

Lage der Molekille im Krystall ist der
Sachverhalt unmittelbar plausibel. Gleich-
zeitig verliert die in den meisten Fillen
beobachtete Nichtganzzahligkeit des Mol-
verhiltnisses ihre besondere Seltsamkeit.
Die bereits erwihnte Tatsache, daB die ein-
gelagerten Molekiile, unabhingig von ihrer
eigenen Linge und Art, einen konstanten
Abstand von 2,4 A zwischeneinander ein-
halten, ergibt sich, wenn man die Linge
der organischen Molekiile in Beziehung setzt
zu derjenigen Kanalstrecke, welche durch
die laut Analyse pro Partnermolekill ge-
bundene Anzahl von Harnstoffmolekiilen re-
prasentiert wird. Abb. 7 gibt diese Verhalt-
nisse flir die untersuchten Kohlenwasser-
stoffaddukte wieder. Man sieht, daf zwischen
jeweils verfiigbarer und effektiv belegter
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Abb. 7. Vertugbarer und ausgefill-
ter Hohlraum im hexagonalen Git-
ter der Harnstoff-addukte von Koh-
lenwasserstoffen [nach SCHLENK

(47).

Kanalstrecke fiir alle Addukte die gleiche Differenz (ndmlich 2,4 A) be-
steht. Fiir die Harnstoffaddukte der iibrigen Verbindungsklassen gilt,
mit geringfiigigen Abweichungen, das namliche.

Die Nichtganzzahligkeit der Molverhiltnisse ist nun nichts als die
einfache Konsequenz des Packungsprinzips der Aneinanderreihung der

Fortschr. chem. Fofsch., Bd. 2,
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eingelagerten Molekiile unter konstanter Einhaltung des Abstandes
2,4 A head to tale. Betrachtet man die Addukte der Glieder einer homo-
logen Reihe, z. B. der Paraffine, so wiirde, wie eine einfache geometrische
Uberlegung ergibt, sprunghaft steigende Ganzzahligkeit des Molverhilt-
nisses fir jeden Einzelfall nur dann resultieren kénnen, wenn der
Packungsabstand der Paraffinmolekiile von Addukt zu Addukt wech-
selnd bald grofer, bald kleiner wiire, da der Langenzuwachs der Paraffin-
kette pro CH,-Gruppe (1,27 A) nicht etwa gleich ist dem in Richtung
der c-Achse gemessenen Abstand aufeinander folgender Harnstoffmole-
kiile (1,85 A) der hexagonalen Elementarzelle. Eine Durchbrechung des
Prinzips optimaler Raumausniitzung, d. h. Abweichungen von dem kon-
stanten Molekiilabstand 2,4 A, hitte zur Voraussetzung, daB bei der
Bindung der eingelagerten Molekiile lokalisierte Krifte wirksam wiren,
die diese gegen die Wirkung der vaN DER Waarsschen Krifte in ,,un-
6konomischer Stellung zu halten vermdchten.

Daf3 dem offensichtlich #écht¢ <o ist, nimmt bei den Paraffinaddukten
nicht Wunder. DaB auch bei den Carbonsiure- und sonstigen Addukten,
bei denen auf Grund der relativ hohen Inkremente der Anlagerungswirme
ihrer funktionellen Gruppen (s. S. 100) zweifellos das Mitwirken lokali-
sierter, spezifischer Bindungskrifte angenommen werden muB, gleich-
falls der konstante Molekiilabstand von 2,4 A eingehalten wird und mit-
hin nicht ganzzahlige Molverhiltnisse resultieren, zwingt zu dem Schiu8,
daB die lokalisierten Krifte in diesen Fillen nicht grof genug sind, um

sich gegen die vom Gesamt-
Tabelle 1. Die Dichte von Harnstoffaddukten des mglekiil ausgehenden VAN

Cetanhaynstofftyps. DER WaaLsschen Krifte

. a}° durchzusetzen.

Organische Komponente S L SN . ’ . .
ber. gef. Die Richtigkeit der aus
der Strukturuntersuchung
n-Dodecan . . . . . .. 1,205 1,203 i

Cetan . . . o o . . .. 1,205 1200 entwickelten Vor‘stellungen
Cetylalkohol . . . . . . 1,235 1,229  uber den riumlichen Bau
Laurinsdure . . . . . . . 1,245 1,242 der Addukte und gleich—
Laurinsiuremethylester. .| 1,240 1,237 zeitig die Richtigkeit der

n-Dipropylketon . . . . . 1,225 1,219 . .
+-Chloroctan . . . . . . 1235 1241 anal;:t;sc.h erm_lttelten Mo'l-
4,4’-Dichlordibutylather .| 1,310 1,307 verhaltnisse wird durch die

gute Ubereinstimmung be-
statigt, die sich bei der Gegeniiberstellung der errechneten und gemes-
senen Dichtewerte der Addukte ergibt (Tabelle 1).

¢) Die Gitterenergie
Die Bildung der Addukte ist ein exothermer Vorgang (Tabelle 2).

Man kann die Wirmetonung Q’, die gemessen wird, wenn Kkrystalliner,
tetragonaler Harnstoff und eine fliissige organische Verbindung ein hexa-
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gonales Addukt miteinander bilden, als das Ergebnis von 3 Teilvor-
gangen auffassen:

1. Die im fliissigen Zustand miteinander im Verband stehenden
Octanmolekiile werden unter Uberwindung der Molkohésion in Einzel-
molekiile isoliert.

2. Die Harnstoffmole- Tabelle 2. Warmetonung der Bildung von
kille und Octanmolekiile Harnstoffaddukten.
lagern sich aneinander. Uno | A/ Mol
3. Die Harnstoffmole- Organische Komponente }‘{::“/J st?)ff organische
. Subst
kiile werden aus der Lage Bl
im tetragonalen Gitter in n—gctan. e e e e 1010 7160
die des hexagonalen Git- = -°%@% - - . .o... o} 1100 9120
N N n-Hexadecan . . . . . . 1240 14900
ters Gberfiihrt. Methylathylketon . . . .| 1071 4285
Die bei Vorgang 1 zu lei- D?'athylketon e e 1172 5500
stendeArbeit kannangenihert Dipropylketon. . . . . .| 1229 7370
gleich gesetzt werden der in- n-Octanol" R 809 | 5420
neren Verdampfungswiarme P-Buttersdure . . . . . .1 1365 | 5440
L der organischen Verbin- D0-Buttersiuremethylester .| 1034 | 5580

dung. Der Energiebedarf Q,
des Vorganges 3, der Gitterumwandlung des Harnstoffs, ist bei der Bildung
aller Addukte gleich groB. Vorgang 2, die Aneinanderlagerung der Partner-
molekiile, ist die energieliefernde Teilreaktion. Die Wirmetdnung dieses Vor-
ganges sei Q, genannt. Dann gilt fiir die Energiebilanz

Q— G — L=2¢".
Es sei nun die Energiebilanz fiir die Harnstoffaddition eines kiirzeren und eines
langeren Kohlenwasserstoffs, z. B. des n-Octans und des n-Hexadecans, ver-
glichen. Die Anlagerungswarme Q,, auf die gleiche Menge Harnstoff, das heiBt
auf die gleiche Kanallange bezogen, muB im Falle des Cetans gréfer sein als im
Fall des Octans, da die zur Lieferung der Anlagerungswirme nichts beitragenden
Leerstellen zwischen den Kohlenwasserstoffmolekiilen im Addukt des kurzen
Kohlenwasserstoffs zahlreicher sind als in dem des langen. Die Gitterumwand-
lungsenergie Q; hat dagegen in beiden Fillen den gleichen Wert. Da fiir beide
Fille der besetzte und der leere Kanalraum zahlenmiBig bekannt ist (10,4 A
besetzt und 2,4 A leer pro Mol Octan; 20,5 A besetzt und 2,4 A leer pro Mol
Hexadecan) lassen sich zwei Gleichungen mit zwei Unbekannten aufstellen:

10,4 Q3— (10,4 + 2,4) Q5 — LOctan = Q,Octan
20,5 Qz—-(ZO,s + 2'4) Qs - LHexadecan:’ Q'Hexadecan

Durch Einsetzung der bekannten Werte L fir Octan und Hexadecan
und der experimentell ermittelten Wirmetdénungen Q' ergab sich, daf3
die Gitterumwandlungsenergie etwa 1000 cal pro Mol Harnstoff und die
Anlagerungswiarme fiir das g-Aquivalent der Methylengruppe etwa
2700 cal betrigt. Entsprechende Rechnungen fiir die Adduktbildung
anderer Paraffinkohlenwasserstoffe bestitigten diese Zahlen. Die Inkre-
mente der Anlagerungswirme anderer Gruppen (OH, CO, COOH, COO-)

wurden aus entsprechenden Gleichungen errechnet, wobei die ermittelten
-k
/
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Werte des CH,-Inkrementes und der Gitterumwandlungsenergie eingesetzt
wurden. In der Tabelle 3 sind die erhaltenen Werte zusammengestellt.

Man sieht, daB die Gruppen, bei denen eine spezifische Bindung, z. B.
die Aunsbildung einer Wasserstoffbriicke zum Harnstoff in Betracht zn
ziehen ist, deutlich hohere Werte
fiir die Anlagerungswirme auf-
weisen als die Methylengruppe.

Tabelle 3. Die Inkvemente dey Anlagerungs-
wdrme bel dev Harnstoff-Addukibiidung.

Anlagerungswarme in cal Dennoch iiberwiegt bei Verbin.

Gruppe pro f‘ég‘:‘;‘;z‘- pro 1 A Lange  dungen mit einigermaBen groBem
paraffinischem Bereich des Mole-

CHy . . . .1 2700 2150 kiils, z. B. Dipropylketon oder
C=0. ... 7 900 6300 - A
Zon . .| 4300 3000 Stearinsiure, der Gesamtanteil
—COOH . .| 13600 5500 der Methylengruppen an der An-
~CO0— . .| 8200 3400 lagerungsenergie bei weitem den

spezifischen Anteil der polazen
Gruppen. Bei kurzen Molekiilen und besonders bei Gegenwart zwerer
polarer Gruppen ist es umgekehrt. Es ist moglich, daB mit dem hoheren
prozentuellen Anteil polarer Bindungskrifte das abweichende Verhalten
kurzkettiger sowie mancher bifunktioneller Verbindungen zusammen-
hingt: Die Tatsache zum Beispiel, daf das Addukt des ersten Homologen
der Ketonreihe, des Acetons, ein von der Norm abweichendes Gitter auf-
weist; dalB3 in der Reihe der Carbonsiuren erst von der Buttersiure an
und in der Reihe der Dicarbonsiuren erst von der Sebacinsiure an Ad-
dukte vom hexagonalen Normaltyps gebildet werden. Im ibrigen ist die
geringere Tendenz kurzer Molekiile zur Bildung von KanaleinschluB-
verbindungen dadurch bedingt, daB in solchen Fillen die zur Energie-
lieferung nicht beitragenden Leerstellen prozentuell héher ins Gewicht
fallen.

d} Dissoziation.

Im allgemeinen lassen sich definierte Schmelzpunkte fiir die orga-
nischen Harnstoffadditionsverbindungen nicht feststellen, da vor Er-
reichung der Schmelztemperatur Dissoziation eintritt. Bei gewdhnlicher
Temperatur sind die Additionsverbindungen an der Luft praktisch un-
begrenzt haltbar, sofern die organische Komponente so geringen Dampf-
druck besitzt, wie z. B. Cetan oder Stearinsiure. Die Addukte fliichtiger
Verbindungen, z. B. Heptan, Diathylketon oder Buttersiure, haben da-
gegen auch bei Raumtemperatur schon merklichen Dampfdruck.

Zwischen Addukt und Gasphase stellt sich ein von beiden Seiten her
erreichbares Gleichgewicht ein; es lassen sich also auch durch Einwirkung
gasformiger Verbindungen auf krystallisierten Harnstoff Addukte dar-
stellen.

Fiir einige Addukte, z. B. Heptanharnstoff, wurde durch Tensions-
analysen der Charakter als ,,echte Verbindungen' bewiesen: nach par-
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tiellem Abpumpen der fliichtigen Komponente stellt sich, bis zum vélligen
Entzug, immer wieder der nimliche, charakteristische Dampfdruck ein.
So entstehen also nicht etwa Addukte mit allmahlich sinkendem Heptan-
gehalt, sondern bis zum Schluf bleibt urspriingliches 6,1: 1 Addukt er-
halten, wihrend sich ein dem Heptanentzug dquivalenter Betrag in
.»leeren*, tetragonalen Harnstoff verwandelt.

Auch in Beriihrung mit Losungsmitteln dissozieren die Addukte unter
Ausbildung eines Gleichgewichtszustandes in die Komponenten.

Dieser Umstand ist der Grund dafiir, daBl aus Gemischen die an sich
zur Adduktbildung befihigten Komponenten im allgemeinen nicht rest-
los mittels Harnstoff abgetrennt werden kénnen.

Da Temperaturerhéhung im Sinne steigender Dissoziation wirkt, ist
ceteris paribus der erzielbare Trenneffekt bei tiefer Temperatur besser
als bei héherer.

Nach den vorausgehenden energetischen Betrachtungen ist verstind-
lich, daB die Dissoziationskonstante stark von der Molekiilgrs8e der ge-
bundenen organischen Komponente abhdngt. Wie groB der Einfluf} der
Kettenlange ist, zeigt folgendes Beispiel: 1 Mol Heptanaddukt disso-
zilert in 100 Mol Benzol praktisch restlos in die Komponenten, 1 Mol
Cetanaddukt in der gleichen Menge Benzol dagegen nur zu etwa 3%,.
Auf Grund der unterschiedlichen Bindungsfestigkeit lassen sich aus
Gemischen von Adduktbildnern unter geeigneten Versuchsbedingungen
die einzelnen Komponenten, gestuft nach ihrer Affinitit zum Harnstoff,
mehr oder weniger rein einzeln abtrennen; andererseits kénnen aus
Adduktgemischen — oder Mischaddukten — die einzelnen organischen
Komponenten in entsprechender Weise fraktioniert extrahiert werden.

e) Harnstoffadditionsverbindungen von anderem Gittertyp.

Seit langem bekannt sind Additionsverbindungen des Harnstoffs mit
einigen niedrigmolekularen Carbonsiuren. Ameisensiure bildet unter
Wasserabspaltung Monoformylharnstoff; Essigsdure bildet eine Verbin-
dung der Zusammensetzung CO(NH,),- 1 CH;COOH ; Bernsteinsiure und
Adipinsdure bilden Verbindungen von der molekularen Zusammen-
setzung 1 Siure : 2 Harnstoff. In all diesen Fillen handelt es sich um
molekular-stéchiometrische Verbindungen von salzartiger Natur. Es
gibt aber auch eine Reihe von organischen Harnstoffaddukten, in
denen mehr Harnstoff von der organischen Komponente gebunden
wird, als valenzmifBig zu deuten ist, die in dieser Hinsicht also den
Addukten vom Cetanharnstofftyp an die Seite zu stellen sind, die
aber dennoch, wie die Réntgenogramme zeigten, abweichende Struk-
turen besitzen. Einige dieser Produkte sind in der folgenden Tabelle 4
aufgefiibrt:
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Tabelle 4. Harnstoff-Addukte von besonderer Struktur

Molverhiltnis .
Organische Komponente Harnstoff; Gitter-
org. Komponente struktur
1,4-Dichlorbutan . . . . 4,5 a
1,6-Dichlorhexan ., . ., . 6,0 a
1,6-Dibromhexan . . . . 5,2 b
1,6-Diaminopropan . . . 5,6 c
Korksauredinitril . . . . 5,7 d
Aceton . . . . . . . .. | 2,8 €

Von keinem dieser Addukte ist bisher die Krystallstruktur naher
untersucht worden , doch spricht einiges dafiir, daf die Strukturen im
Prinzip der des Cetanharnstoffs dhnlich sein kénnten. Das Molverhilt-
nis hat, unabhiingig von den Bedingungen der Herstellung, jeweils einen

-konstanten Wert. Der Quotient ist in der Regel nichtganzzahlig; daB
das Addukt des 1,6-Dichlorhexans hiervon eine prinzipielle Ausnahme
macht, ist unwahrscheinlich, vielmehr weist der Umstand der Gitteriden-
titat mit dem 1,4-Dichlorbutanaddukt darauf hin, daf die Ganzzahlig-
keit hier, wie bei den ,,ganzzahligen‘’ Addukten des Cetanharnstofftyps,
ein ,,Zufall” ist. Fir die héheren Homologen des Acetons und des Kork-
sduredinitrils isterwiesen, daf} sie zum,,Cetanharnstofftyp* gehéren; da
das namliche fiir die Addukte der Homologen der iibrigen in der Ta-
belle 4 aufgefithrten Verbindungen gilt, sofern der ,,paraffinische An-
teil der Molekiile nur einen geniigend hohen Anteil ausmacht, kann als
sehr wahrscheinlich gelten. Als besonders merkwiirdig sei vermerkt, dai
das Addukt des 1,5-Dibrompentans im Gegensatz zum 1,6-Dibromhexan-
addukt die hexagonale Struktur des Cetanharnstoffs besitzt (das Mol-
verhiltnis ist 6,6: 1). Zweifellos wird nicht nur das Ergebnis der Struktur-
untersuchung der aufgefithrten Addukte, sondern insbesondere das Stu-
dium derjenigen Homologen zu aufschluBreichen Erwigungen AnlaB
geben konnen, die in dem Bereich liegen, in dem jeweils die Morphotropie
in der homologen Reihe zu konstatieren ist.

Zum SchluB sei eine tabellarische Ubersicht iiber einige der bisher
untersuchten (47) Harnstoffaddukte vom hexagonalen Gittertyp gegeben
(Tabelle 5)

2. Thioharnstoffaddukte.

Ebenso wie Harnstoff bildet auch Thioharnstoff mit zahlreichen orga-
nischen Verbindungen Additionsprodukte, die zum Typ der Einschlub-
verbindungen gehoren. Die ersten Addukte dieser Art sind 1947 von
B. AncLA beschrieben worden (1), doch war damals das Bauprinzip (48,
49) .noch unbekannt. '

1 G. HErMANN und Mitarbeiter (Marburg/Lahn) sind mit einschlagigen
Stukturuntersuchungen beschidftigt (Privatmitteilung).
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Tabelle 5. Haynstoff-EinschiuBverbindungen vom hexagonalen Typ.

Mol Harn- Mol Hawn-
Organische stotf: 1 Mol Organische stoff: 1 Mol
Komponente org. Kom- Komponente org. Kom-
poneinte ponente
Hexan . . . ... ., .. 5,5 Octanol-1. . . . . . .. 6,9
Heptan. . . . ... .. 6,1 Decanol-1. , . . . . .. 8,1
Octan . . ... .. .. 7,0 Dodecanol-1 . . . . . . 9,3
Nonan . . .. .. ... 7,7 Tetradecanol-1, , . . . .- 100
Decan . . . . . . . .. 8,3 Hexadecanol-1 . . . . . 12,3
Undecan . . . . . ... 8,7 Decanol-s. . . . . . . . 7.9
Dodecan . . . . . . . . 9,7 -
’ Tridecanol-6 . . . . . . 10,1
Hexadecan . . . . . .. 12,2 Tetradecanol- 0,7
Tetraeicosan. . . . . . . 18,0 AR !
Octaeicosan. . . . . . . ‘21,4 1-Chloroctan . . . . . . 7.7
Octen-1 . . . . . . .. 7.2 1-Chlordodecan . . . . . 100
Decen-1. . . . . . . . . 8'1 1-Chlortetradecan ., . . . 11,6
- ’ 1-Bromoctan . . , . ., . 7.2
Octadecylbenzol . . . . 16,0 1-Bromdecan . . . . . . 89
n-Buttersdure , ., . . . , 4,0
Valeriansdure . . . . 4.6 Buttersiure-methylester . 5.4
Capronsdure . . . . . . 5' 4 Caprylsdure-methylester . 8,3
Oenanthsiure . . . . ., . 6'0 Laurinsidure-methylester 10,5
Caprylsiure . . . . . . 6.7 Myrlstmsaure-methylester 12,3
Pelargonsiute . . . . . . 7'6 Palmitinsdure-methylester. 13,3
Caprinsdure . . . . . . 82 Stearinsiure-methylester . 14,9
Unde'car.ls.’iure . 8,9 Adipinsiure-dimethylester. 7.3
Laufm.sé.ure c e s+ .. 10,0 Sebacinsidure-dimethylester 10,1
Myristinsdure . . . . . . 11,6 Sebacinsiure-didthylester . 11,6
Palmitinsiure . . . | . . 12,8 R
Stearinsiure . . . 14.2 1,6-Difluorhexan. . . . . 5,0
) t ’ 4,4'-Dichlordibutylather . 7,8
Mf:thylathylketon PR 4,0 1,5-Dibrompentan . . . . 6,6
Diathylketon . . .". . . 4,8
Dipropylketon, . . . .. . 6,0 Sebacinsdure ., . . . .. 109

Wie bei der Harnstoffaddition, spielt auch bei der Thioharnstoff-
addition die chemische Natur der Partner eine untergeordnete Rolle.
Ausschlaggebend dafiir, ob eine Verbindung von Thioharnstoff addiert
wird, ist in erster Linie die Gestalt und Grof8e ihrer Molekiile. Inter-
essanterweise sind nun aber die MaBe, die die Molekiile aufweisen miissen,
um von Thioharnstoff addiert werden zu kénnen, verschieden von denen,
die zur Harnstoffaddition befihigen. Der Thioharnstoff kénnte in dieser
Hinsicht geradezu als Antipode des Harnstoffs bezeichnet werden: Von
Harnstoff werden die unverzweigten Aliphaten, nicht dagegen die ver-
zweigten und nicht die cyclischen Verbindungen addiert. Beim Thio-
harnstoff ist es umgekehrt: Addiert werden vorzugsweise stark ver-
zweigte Aliphaten sowie cyclische Verbindungen, nicht dagegen unver-
zweigte Aliphaten. Pulverdiagramme von Thioharnstoffaddukten mit
Komponenten der verschiedensten Art erwiesen sich als identisch oder
zeigten hochstens geringfiigige Abweichungen voneinander. Daraus war
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der SchluB zu ziehen, daB analog wie bei den Harnstoffaddukten ein in-
variables, von den Molekiilen des Thioharnstoffs gebildetes Grundgitter
vorliegt, das Hohlriume aufweisen mu8, die den Partnermolekiilen Platz

bieten. Die priparativen und analyti-

& . IS
s s schen Erfahrungen lieBen hinsichtlich
§‘§ g S| der Gestalt der Hohlrdume keinen Zwei-
e 83 S fel daran, daBsie kanalférmig sein muB.
SR e = S . . . .

J S LS
1§§ S N X Denn nur die Annahme in einer Dimen-
g;:z»-é § 2 sion offener Hohlraume ist mit der Tat-
gf 1—S 3 sache vereinbar, daB ohne Anderung des

§ P . Grundgitters auch langgestreckte Mole
A

ln"/z_aiakfifﬂﬂ/zy”é/m )‘/(;/,,Z}y, A kille eingelagert werden kénnen. So wer-
Abb. 8. Thioharnstoff-addukte von Cy- Q€0 z. B. 1,9-Dicyclohexylnonan, p-Di-
?ﬁfﬁﬁf&?ﬁ’ﬁﬁ?;ﬁ’é‘f’ﬁiﬁeﬁﬁmd” cyclohexylbenzol, Isododecyclohexan ad-
Z 34§ g€ . . .
diert. Nichts spricht dafiir, daf3 nicht
auch Verbindungen mit noch lingeren Molekiilen addiert werden kon-
nen. Die Strukturanalyse [C. HErMANN und M. RENNINGER, cf. (49)]
bestitigte aufs beste das auf Grund der priparativen und analytischen
Erfahrungen entworfene Bild.
Wie bei den Harnstoffaddukten gilt das Gesetz der konstanten Ver-
bindungsgewichte; die Thioharnstoffaddukte sind also nach herkdmm-
lichem Brauch als echte

T T T 7T

\ v Isobupylbenzal /7 z

R Perlyctoantivacen o zur Linge der Molekiile.

b

[ X Dicyeloberylamin

Nol Thikarnsiof gebunden

E s\2 Gychpestn 7 Verbindungen zu be-
I 1712-Tetrachirittan il : : ’

:;;;5_”; ;’7'/ hritar .;; X zeichnen. Die .pro Mol
IV Kexachierdthor 4

§ |7 Erotysudiyelpentatien L des Partnfers gebundepe

2 72 detalr i Menge Thicharnstoff ist
i p-Herthan . " -

§ 3 5 angendhert proportional

3

L

S

T

A

g

| 22 Bromitton Die auftretenden Mol-
1] . verhiltnisse sind, wie bei
07 23 77 %A den Harnstoffaddukten,

KGN g 9 W
Ldinge dler eingelagerten Molekile e ) ’
Abb. 9. Thioharnstoff-addukte von aliphatischen und cyclischen haUhg mch.tganz'zahhg.
Verbindungen, Abhingigkeit der Zusammensetzung von der In Abb. 8 sind die Mol-

Kettonlinge- verhiltnisse fiir die Ad-
dukte des Cyclohexans und einiger Homologen gegen die Lange der
betreffenden Molekiile anfgetragen. Abb. 9 gibt das Molverhdltnis in
Abhingigkeit von der Linge der Partnermolekiile filr 11 weitere, ver-
schiedenartige Addukte wieder. Man sieht, dafl der funktionelle Zu-
sammenhang der nimliche ist, wie fiir die Addukte der Cyclohexan-
homologen. : .

Die Tatsache, daB es gerade von Harnstoff nicht addierbare ,,dicke”
Molekiile, wie Tetramethylbutan, Trimethylpentan, Dicyclohexyl, Cyclo-
octan, Dekahydronaphthalin sind, die von Thioharnstoff addiert wer-
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den,: fihrte zu dem Schluf3, daB das Lumen der Hohlriume im Thio-
harnstoffgitter gréBer sein muB als das der Kanile im Harnstoff-
adduktgitter. '

Nun hitten, geometrisch betrachtet, in gerdumigeren Kanilen dieser
Art natiirlich auch wunverzweigte Aliphaten Platz. Warum bilden diese
dennoch keine Thioharnstoffaddukte? Den Schliissel zum Verstindnis
dieser Tatsache liefert eine einfache thermodynamische Uberlegung.
Energetisch wird sich bei der Thioharnstoffaddition zweifellos Analoges
abspielen wie bei der Harnstoffaddition: Der Energiegewinn der-An-
einanderlagerung der Thioharnstoff- und der Partnermolekille mu} die
Umwandlung des Thioharnstoffgitters bestreiten. Betrachten wir den
Vorgang der Einlagerung des Molekiils eines hochverzweigten Paraffins
wie Tetramethylbutan mit dem, was bei der Einlagerung eines Molekiils
n-Octan geschehen wiirde. Zur Wirkung kommen
bei Einlagerungen dieser Art zweifellos nur van
DER WaALssche Krifte. Es steht aufler Zweifel,
daB im ersten Fall, bei anndhernd praller, allseitig
gleichméaBiger Lumenausfiillung (Abb. 10 links)
ein wesentlich gréBerer Energiebetrag frei wird, aub. 10. Austillung eines
als im Fall der Einlagerung des schlanken Mole- Lumens durch 2,2,4-Trime-

- . . B thylpentan (links) und n-Oc-
kiils, das sich nur mit einer ,,Flanke’ zur Kanal- tan (rechts).
wand in den Abstand des Potentialminimums :
begeben kann (Abb. 10 rechts): Die frei werdende Energie ist hier
also kleiner — offenbar zu klein, um die Gittertranslation des Thio-
harnstoffs bestreiten zu kénnen. Auch rein statisch betrachtet ist plau-
sibel, daB ein Gitter mit Hohlrdumen, das in ,,ungefilltem Zustand‘
notorisch nicht bestindig ist, sondern bei Entzug der eingelagerten
Partnermolekiile kollabiert, einer einigermaBen ,,prallen” Fillung
{(Abb. 10 links) bedarf, um nicht zusammenzubrechen, dagegen durch
eine ,,magere’’ Fiillung (Abb: 10 rechts) nicht ausreichend stabilisiert ist.

Ebenso wie ein n-Paraffin ist auch Benzol zur spontanen Thioharn-
stoffaddition nicht befihigt. Mdoglicherweise ist der Grund der gleiche
wie fiir das Versagen der unverzweigten Aliphaten: Ein ebenes Molekiil
gibt keine gute Ausfillung eines prismatischen Lumens. Begierig werden
dagegen Cyclohexan, Cyclohexen und Cyclohexadien-1,4 addiert; ebenso
Cyclooctan und Cyclooctatetraen. Alle diese Verbindungen haben nicht-
ebene Ringmolekiile. Gleichfalls addiert werden Cyclopentan und Cyclo-
penten; beide haben zwar ebene Ringe, aber die Wasserstoffatome liegen
auBlerhalb der Ringebenen und machen so die Molekiile zu dreidimen-
sionalen Gebilden. Cyclopentadien dagegen wird nicht addiert: Hier
ragen nur die beiden Wasserstoffatome der Methylengruppe aus der
Ringebene heraus, was offenbar nicht mehr geniigt, um das Molekiil hin-
reichend ,.filllig" zu machen.
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Viele der Verbindungen, die zu spontaner Addition an Thioharnstoff
unfihig sind, wie unverzweigte Paraffine und Benzol, kénnen dennoch in
das Hohlgitter eingelagert werden, wenn die Ausbildung und Stabilisierung
von gleichzeitig anwesenden ,,echten'* Adduktbildnern besorgt wird. Die-
ser Fall tritt ein, wenn man die indifferenten Verbindungen mit einem ge-
eigneten additionswilligen Stoff, wie z. B. 2,2,4-Trimethyl-pentan, mischt,
und auf das Gemisch Thioharnstoff einwirken 148t. Auf diese Weise kén-
nen bis zu 309, und mehr n-Paraffin oder Benzol miteingeschleppt werden.

Verstindlicherweise eignen sich als ,,Mitnehmer' solche Verbindungen
relativ gut, deren Eigenadditionsbestreben nicht allzustark ist. Sehr
additionsbegierige Verbindungen, wie z. B. Dicyclohexyl lassen den in-
differenten Begleitern beim ,,Kampf um die' Plitze* keine Chance.

In der Tabelle 6 ist eine Auswahl von bisher untersuchten Thioharn-

stoffeinschluBverbindungen zusammengestellt (49).

Tabelle 6. Thioharnstoffaddukte vom Einschluftyp.

Organische Komponente

Organische Komponente

2,2,3-Trimethylbutan Dicyclohexylmethan
2,2,3,3-Tetramethylbutan Dicyclohexyldthan

2,2,4-Trimethylpentan Dicyclohexylpropan
2,5-Dimethylhexan Dicyclohexylpentan

2,2,4,6,6-Pentamethylheptan
2,7-Dimethyloctan

p-Dimethylcyclohexan
n-Butylcyclohexan

2,3,7-Trimethyloctan Isobutylcyclohexan
Pinakolin tert.-Butylcyclohexan
Isododecylcyclohexan
Pivalinsdureisobutylester p-Dicyclohexylcyclohexan
Isobutylchlorid Cyclohexylcyclohexen
tert. Butylchlorid Cyclohexanol
Isobut ylbrom.id a-Cyclohexyleyclohexanol
Isoamylbromid Cyclohexylchlorid

. 2-Bromoctan

1,2-Dibromcyclohexan

Chloroform Cyclohexanon
Tetrachlorkohlenstoff Cyclohexylidencyclohexanon
Bromoform

Tetrabromkohlenstoff Isobutylbenzol
1,1,2-Trichlorathan Cyclohexylbenzol

1. 1:2,2-Tetrachloréthan p-Dicyclohexylbenzol
1,1,1,2-Tetrachlordthan Dicyclopentadien .
Tetrachlorithen Tetrahydrodicyclopentadien
Pentachlorathan Camphen

Cyclopentan Hydrocamphen

Cyclopenten cis-Decahydronaphthalin
Cyclohexan trans-Decahydronaphthalin
Cyclohexen Methyldecalin
Cyclohexadien-1,4 Athyldecalin

Cyclooctan Dicyclohexylamin
Cyclooctatetraen

Dicyclohexyl

Benzylcyclohexylamin
Campher ’
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3. Choleinsduren.

Die grundlegenden Arbeiten tiber Choleinsiuren, in denen die Mannig-
faltigkeit dieser Verbindungsklasse und ihre allgemeinen Eigenschaften
beschrieben worden sind, liegen zum groBen Teil weit zuriick. Doch sei
der Besprechung der neueren, vorwiegend der Strukturaufklirung gewid-
meten Arbeiten eine kurze Zusammenfassung der dlteren Erkenntnisse
vorausgeschickt.

H. WIELaAND und H. SoRrGE (55) erkannten im Jahr 1916, daB die lange vor-
her erstmals von LATSCHINOFF aus Galle isolierte Verbindung, die den Namen
.»Choleinsiure fiithrte, ein Kombinationsprodukt aus Desoxycholsidure (8 Mol)
und Fettsdure (1 Mol)ist. Sie fanden weiterhin, daB sich Desoxycholsiure nicht
nur mit der in der natiirlichen Choleinsiure aus Galle aufgefundenen Palmitin-
saure und Stearinsiure, sondern ebenso mit vielen anderen Fettsiuren zusammen-
lagern kann, und daB das Molverhiltnis der- Addukte von der Kettenlange der
Paraffincarbonsauren abhingigist. Auch mit Xylol, Naphthalin, Benzoesiure,
Benzaldehyd, Campher, Phenol, Carvon, Salol, Cholesterin und anderen organi-
schen Verbindungen stellten WIELAND und SoRGE Desoxycholsdure-Additions-
verbindungen dar. Seither wird der Name ,,Choleinsdure*’, der urspriinglich
einen bestimmten Stoff aus Galle bezeichnete, fiir die ganze Klasse derartiger
Additionsverbindungen verwendet; man spricht von Stearinsiure-, Xylol-,
Campher-choleinsdure usw.

Unter den sonstigen, auf ihr Additionsvermégen untersuchten Gallensiuren
erwies sich nur noch die Apocholsiure (34, 12 a-Dioxycholen-8, 14-s4ure) als be-
fahigt, den Desoxycholsiure-addukten analoge Verbindungen zuliefern (7). Die
Apocholsidure-addukte weisen jeweils die gleichen Molverhaltniszahlen der Kom-
pounenten auf, wie die der Desoxycholsaure.

In systematischer Arbeit wurden in der Folge von zahlreichen Forschern die
verschiedensten Choleinsaduren dargestellt und auf das Mengenverhilinis der
Komponenten untersucht; so in liickenloser Reihe die Addukte der Fettsiuren
von der Essigsdure bis zur Cerotinsiure, zahlreiche Addukte von Olefincarbon-
sduren, Dicarbonsduren, Alkoholen, Estern, Ketonen und anderen Verbindungen.
Vom valenzchemischen Standpunkt aus besonders interessant ist der Befund von
RueinsoLpT (43), daB selbst Paraffine von Desoxycholsaure und Apocholsiure
addiert werden. Im Hinblick auf die spiter zu erérternde rinmliche Anordnung
der Komponenten im Krystall sei hervorgehoben, daB auch Cholesterin und
andere groBriumige Molekiile wie Anthracen, Phenanthren und Benzanthren
Choleinsauren bilden.

Fir die mengenmiBige Zusammensetzung der untersuchten Produkte gilt
das Gesetz der konstanten Proportionen. Das Molverhaltnis scheint immer ganz-
zahlig zu sein; als Verhaltniszahlen wurden die Quotienten 2:1, 3:1,4:1,6:1,
8:1,10:1und 12: 1 festgestelit. Einige Verbindungen konnen in zwei verschiede-
nen Mengenverhaltnissen addiert werden, so Campher im Molverhéltnis 1:1 und
2 -1; Buttersdure und Buttersiureithylester im Molverhiltnis 2:1 und 4:1.
Hu~TrESss und PuiLLips (22) geben fiir die ganze Schar der von ihnen dargestell-
ten Kohlenwasserstoffcholeinsduren je zwei Verhiltniszahlen an, eine fiir die bei
gewohnlicher Temperaturisolierten Verbindungen, die andere fiir Addukte, die
einer Temperatur von 110° ansgesetzt waren. Es ist jedoch nicht méglich, auf
Grund der mitgeteilten experimentellen Daten mit Sicherheit zu beurteilen, ob
es sich bei den Werten der 110°Reihe — der Kohlenwasserstoffgehait ist bei
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diesen Produkten verringert gegeniiber dem der Ausgangsaddukte — um echte
Haltepunkte handelt.

In einigen Fillen wurde beobachtet, daB unter den Addukten von Stereo-
isomeren die der I-Formen etwas schwerer 16slich sind als die der d-Formen (51).

-Zur Keto-Enoldesmotropie befahigte Verbindungen, wie Acetessigsiure und
Acetylaceton sind in Form der Desoxycholsdureaddukte total enolisiert, wie die
sofort nach Auflésung der betreffenden Krystalle vorgenommene Uatersuchung
der Losungen ergab (52).

Die Bindung zwischen den Komponenten ist in den Choleinsiuren fester als
in den Harnstoff- und Thioharnstoffaddukten, was daran zu erkennen ist, daBB
die Addukte, wenigstens soweit sie einigermafien langkettige Komponenten ent-
halten, charakteristische Schmelzpunkte zeigen, die hoher sind als die der Kom-
ponenten, und daf sie stets geruchlos sind, also nur niedrige Dampidrucke auf-
weisen. In Gegenwart von Lésungsmitteln stellen sich Dissoziationsgleich-
gewichte ein, wobei entweder Zerfall in die Komponenten erfolgt, oder, falls
das betreffende Lésungsmittel seinerseits eine Choleinsiure zu bilden vermag,
wie z. B. Xylol, Substitution der urspriinglichen Komponente, z. B. der Fett-
séduren, stattfinden kann.

‘Wahrend bei den Harnstoffaddukten bisher erst in zwei Fallen, nimlich beim
Buttersaureharnstoff und beim Valeriansdureharnstoff, wahrscheinlich ge-
macht werden konnte, da8 micht nur im Krystall, sondern auch im gelésten Zu-
stand eine gegenseitige Bindung der Komponentenmolekiile statt hat, bekundet
sich bei den Choleinsduren die Existenz starker Wechselwirkung zwischen den
Verbindungspartnern auchin Lisung sehr deutlich. Schwerlgsliche Natronseifen,
ja Stoffe, die in Wasser ganzlich unloslich sind, wie Naphthalin, Xylol, Chole-
sterin, kénnen durch eine wésserige Ldsung von Natriumdesoxycholat glatt in
Losung gebracht werden, Uber die Art der gegenseitigen Bindung der Losungs-
genossen ist allerdings noch nichts sicheres bekannt. KrRatky (25) duBerte die
Vermutung, daB die Komplexe in Losung analog gebaut sind, wie die Cholein-
saduren im Krystall. Indessen wies WIiELAND schon 1916 darauf hin, daB die
Losungswirkung nicht dem in den krystallisierten Choleinsauren giiltigen Kom-
ponentenverhiltnis adiquat ist. Es bedarf z. B. zur Auflésung von 1 Molekiil
Natriumpalmitat nur zweier Molekiile Natriumdesoxycholat, wahrend das Mol-
verhaltnis im Krystall 1:8 betragt. 'Wie KuTny (26) fand, ist der Effekt der
., Loslichmachung‘’ wasserunléslicher Stoffe nicht auf die beiden ,,Cholein-
sdurebildner‘’, Desoxycholsiure und Apocholsiure, beschridnkt, sondern in
ungefihr der gleichen Stidrke auch bei den Natriumsalzen der Cholsdure, Dehy-
drocholsiure, Glycocholsdure und Taurocholsdure anzutreffen: ,es gibt keinen
Zusammenhang zwischen Bildung von Choleinsiduren und Losungsvermdogen’'.

Geloste Stearin-choleinsdure scheint nur teilweise in die Komponenten disso-
ziiert zu sein, da der Drehwert der Ldsung kleiner ist als der vorhandenen Des-
oxycholsaure entspricht (5§5). Fir Methanollosungen von Sebacincholeinsédure
und Acetessigester-choleinsdure schlo 8 dagegen SoroTkA aus Molekulargewichts-
bestimmungen bzw. Enoltitration auf weitgehende Dissoziation.

Die Krystallstruktur der Fettsdure-choleinsiuren.

Die Tatsache, daB bei den Choleinsiuren die gleichen Molverhiltnis-
zahlen zu beobachten sind, die bei den anorganischen Koordinationsver-
bindungen auftreten, hatte RHEINBOLDT (44) zu der Vermutung ver-
anlaft, dag die Choleinsiuren nach dem WERNERschen Prinzip aufgebaut
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seien, dergestalt, daf sich die Gallensiuremolekiile um die Partner-
molekiile als Koordinationszentren gruppieren. Schondieersten Réntgen-
untersuchungen {Go und Kratry (19)] fiihrten aber zu einem Resultat,
das mit der Annahme von Symmetriezentren, um die je nach der Koordi-
nationszahl verschieden viele Molekiile gruppiert sind, unvereinbar war:
Die Pulverdiagramme von Fettsiurecholeinsiuren mit den Xoordi-
nationszahlen 3, 4,6 und 8 waren praktisch identisch. KrATKY und
Mitarbeiter (25, 19) entwarfen auf Grund ihrer Réntgenbefunde fiir die
Fettsaurecholeinsiuren ein Strukturbild, dessen Richtigkeit spiter von
GiacoMmELLo (16) und. CacLioTr und GIAcOMELLO (9) durch Patterson
und Fourieranalysen bestdtigt wurde. Nach diesen Ergebnissen sind
die Addukte zu den Kanaleinschlufverbindungen zu rechnen. Bisher sind
nur Strukturuntersuchungen von Carbonsiure-choleinsduren und einigen
analogen Esteraddukten (2I) ausgefithrt worden. Immerhin macht die
Ahnlichkeit der Eigenschaften, besonders der Zusammenhang zwischen
MolekiilgroBe der Partner und Molverhiltniszabl in den Addukten, fiir
eine weitere Anzahl von Choleinsiuren, z. B. Paraffincholeinsiuren, die
Giiltigkeit des gleichen Bauprinzips sehr wahrscheinlich.

Die untersuchten Produkte haben rhombische Symmetrie; Raum-
gruppe ist ¥ 3. Die Elementarzelle enthiit 4 Molekile Desoxycholsiure.
Die Ergebnisse einiger Elementarkoérperbestimmungen sind in der Ta-
belle 7 zusammengestellt.

Tabelle 7. Die Elementarzelle einiger Fettsauvecholeinsiuren,

iiizlz‘;e}flbjlletr ain A bin A cin A [Vin &s Dichte
Partner d

Propio-choleinsdure . . . 3 25,79 13,57 7,23 | 2530 | 1,123
Butyro-choleinsaure , . 4 25,80 13,49 7,23 | 2516 | 1,124
Heptylo-choleinsiure , , 4 25,77 13,52 7,22 | 2516 | 1,133
Caprylo-choleinsdure . . 4 25,75 13,49 7,21 ) 2505 | 1,137
Laurin-choleinsiure . . . 6 25,77 13,48 7,21 | 2505 | 1,126
Palmitin-choleinsiure . . 8 25,92 13,45 7,23 | 2521 | 1,122
Stearin-choleinsiure, . . 8 25,90 13,53 7,23 | 2534 | 1,120

Wie man sieht, zeigen die Wertetripel der Achsen nur so geringe Ab-
weichungen, daB wahrscheinlich iiberhaupt keine reellen Unterschiede
vorhanden sind.

Die Gleichheit der beobachteten Translationsperioden, Ausléschungen
und Identititsverhdltnisse zwingt zu der Annahme, daf3 die in Rede
stehenden Choleinsduren ein identisches, aus den Desoxycholsiuremole-
killen gebildetes Grundgitter besitzen, in dem die Molekiile der Kompo-
nenten eingelagert sind. Beziiglich der Gestalt der Hohlraume und der
Lagerung der Fettsiuremolekiile schlossen KRATKY und Mitarbeiter,
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daB die Hohlrduvme kanalférmig den Krystall in Richtung der c-Achse
durchziehen und daB in ihnen die Fettsiuremolekiile geradlinig anein-
ander gereiht liegen miissen.

e
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Abb, 12, Fourier-Analyse der Fettsdure-choleinsduren, Projekiion der Elementarzelle in
Richtung der ¢-Achse [nach CAGLIOTI und GTACOMELLO (9.

Die Abb. 11 gibt das Resultat der Fourieranalyse [CaGLIOTI und
GiacoMELLO (9)] der Fettsdurecholeinsiuren in der Projektion lings der
¢-Achse wieder. Im Zentrum findet man den Querschnitt des senkrecht
zur Papierebene zu denkenden Fettsiuremolekiils, in einigem Abstand
umgeben von den annihernd sichelformig gestalteten Querschnittspro-
jektionen zweier Desoxychol-

21) 0 .
tt o, t27  siuremolekiile, deren Ringe
ém\fgm/ '“’\?25/‘“' M ebentfalls senkrecht zur Papier-
/H\cpﬁ K clu ebene zu denken sind. Die Ma-
w W@ “z’\mc/ e xima 212, 251, 182, 194, 83,
y M i 4 m(!‘ﬂ s miﬂ 184, 150-bis gehdren jeweils zu
P N N ¢inem Molekil. Im Maximum
al o4 | 2| 150 projeziert sich das Ende der
HU>C”\««E» /5‘5‘\51 P Seitenkette eines zweiten Mole-
i o kiils.

Beziiglich der Gestalt des
einzelnenDesoxycholsduremole-
kiils (Abb. 12) lieflen sich aus der Fourier-Analyse folgende Schliisse
ziehen: Die Ringe B und C sowie C und D sind in trans-Stellung mit-
einander verkniipft. Daraus folgt, daB die Ringatome von B, C und D
um eine gemeinsame Mittelebene liegen. Die Ringe 4 und B sind in
cis-Stellung verkniipft, ihre Mittelebenen bilden also einen Winkel.
Das verursacht die in der Fourier-Abbildung zum Ausdruck kommende

Abb 12. Desoxycholsiure.
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ausgebuchtete Form des Desoxycholsiuremolekiils. Diese Ergebnisse
stehen in Ubereinstimmung mit den Resultaten fritherer Untersucher,
insbesondere mit den réntgenographischen Befunden von BErNAL. Die
in Stellung 3 stehende OH-Gruppe ist dem Innern der Bucht, also dem
Fettsiuremolekiihl zugekehrt. Es liegt nahe, ihr eine mafBgebliche Be-
teiligung an der Bindung des Fettciuremolekils zuzuschreiben. Die
OH-Gruppe in Stellung 12 ist nach CacrioT: und GIiAcoMELLO der
konkaven Seite des Molekills abgewendet, ebenso die Methylgruppe
in 10 und 13 und die Seitenkette in 17.

Wie sind nun mit diesen Befunden tiber den Krystallbau der Fett-
siure-choleinsiuren die beobachteten Molverhiltnisse vereinbar ?

Wenn im Kanal eine die Fixierung des Fettsiuremolekiils veran-
lassende Zone maximaler Feldstirke existiert, so muB sich diese Zone im
Abstand der Identitdtsperiode von 7,22 A in Richtung der c-Achse perio-
disch wiederholen. Es sei in einem Kanal eine Zone von einem Fettsaure-
molekiil besetzt. Nun kénnen zwei Fille eintreten: entweder ist die anf
diese Zone folgende nichste attraktive Zone frei und kann durch ein
neues Fettsauremolekiil besetzt werden, oder sie 1st noch durch das erste
Fettsiuremolekiil blockiert; diesfalls wird das zweite Fettsiuremolekiil
erst von der iibernichsten Zone gebunden. Es leuchtet ein, daB der eine
oder der andere Fall verwirklicht sein wird je nach der Linge der gebun-
denen Fettsiuremolekiile. Unterstellt man, daB die Fettsiuremolekiile
in gestreckter Form im Kanal liegen, so haben die Molekiile die in Spalte 2
der Tabelle 8 eingetragenen Lingen in A. Fiir den Platzbedarf in den
Kaniilen ist zur geometrischen Lange der Molekiile noch der Abstand
head to tale zwischen 2 Nachbarmolekiilen zu addieren. Seine Gréfe
kann nur geschitzt werden, diirfte aber 2 bis 3 A betragen. Wenn der
Wert von 2,4 A, der bei den Harnstoffaddukten gefunden wurde, an-
genommen wird, so ergeben sich fiir die Platzbeanspruchung pro Fett-
siuremolekiil die Werte der Spalte 3 in der Tabelle 8. Nun sind der
Kanalstrecke ¢ = 7,22 A in der Elementarzelle 2 Molekiile Desoxychol-
siure zugeordnet (die gesamte Elementarzelle enthilt 4 Molekile Des-
oxycholsiure und 2z Kanalstrecken von 7,22 A). So gehoren also zu einer
Kanalstrecke von :

7,228 . . . . 2 Molekiile Desoxycholsaure
7,22—14,44 4 . . . . 4 ., .
14,44—21,6 A . . . . 6 .o ..

21,6 —29,9 A . 8 " "
29,9 —36,1 A . . 10 " .
36,1 —43.3 A . L1z, o
43.3 —50,5 A . C14 .. usf.

Die auf Grund dieser Uberlegung von den Fettsiuremolekiilen ent-
sprechend ihrem Platzbedarf ,,geforderte’” Anzahl Desoxycholsdure-
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molekiile findet sich in Spalte 4. Spalte 5 endlich gibt die von RHEIN-
BOLDT und anderen experimentell gefundenen Werte.

Tabelle 8. Fettsaurecholeinsiuren, Molverhilinis und Raumbedavf dey eingelagerten

Komponenten.
. Beanspruchte Errechnete Gefundene
C-Atomzahl der La"nge der Ff“' Kanalstrecke pro | Anzahl Desoxy- Anzahl Desoxy-
Fettsiuren saure_mole kitle Fettsiuremolekiil chols.molekfle chols.molekiile
m in A pro Mol Fettsiure| pro Mol Fettsiure
3 5,07 7,47 4 3
4 6,32 8,72 4 4
5 7.57 9,97 4 4
6 8,87 11,27 4 4
7 10,17 12,57 4 4
8 11,43 13,83 4 4
9 12,67 15,07 6 6
10 13,97 16,37 6 6
11 15,32 17,72 - 6 6
12 16,47 18,87 6 6
13 17,82 20,22 6 6
14 19,00 21,40 6 6
15 20,25 22,65 8 8
16 21,5 23,90 8 8
17 22,%75 25,15 8 8
18 24,07 26,47 8 8
19 25,32 27,72 8 8
20 26,57 28,97 8 8
21 27,82 30,22 10 8
22 29,07 31,47 10 8
23 30,32 32,72 10 8
24 31,57 33,97 10 8
25 32,82 35,22 10 8
26 34,07 36,47 12 8

Die Tabelle beginnt mit der Propionsidure. Es gibt zwar auch eine
Essigsdurecholeinsiure, diese lieferte aber ein abweichendes Réntgeno-
gramm und dirfte mithin eine andersartige Struktur besitzen. Das
Addukt der Cerotinsiure (Cy5) ist die hichste bisher réntgenographisch
untersuchte Verbindung dieser Reihe.

Fiir den gréB8ten Teil der betrachteten Choleinsiuren stimmen die
aus den rdumlichen Vorstellungen abgeleiteten Molverhiltnisse (Spalte 4)
mit den gefundenen (Spalte 5) in eindrucksvoller Weise iiberein. FEine
Abweichung zeigt sich fir die Propionsiure und vor allem fiir die hoheren
Homologen von der Heneicosansiaure an aufwirts: hier bleibt die Ver-
hiltniszahl trotz des Lingerwerdens der Ketten konstant auf dem Wert 8
stehen, wihrend Ansteigen auf den Wert 10 und 1z zu erwarten wire.
Die Fettsduremolekiile miissen hier also dichter gepackt sein als bei
maximaler Streckung der Molekiile und in linearer Aneinanderreihung
moglich ist.
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Auffalligerweise wurden bis vor kurzem iiberhaupt niemals Cholein-
siuren mit hoherer Molverhiltniszahl als 8 beobachtet, obwohl sich unter
den untersuchten Verbindungen auch solche befinden, die noch lingere
Molekiile als Cerotinsdure enthalten, z. B. Myristinsiurehexadecylester
CH,,0, - C,gH;; (RHEINBOLDT (45)].. Die ersten und bisher einzigen Aus-
nahmen machen Arachinsiuredthylester, Stearinsiureoctylester und
Cerotinsiureithylester, fiir die nach G1acoMELLo (I7) die Molverhéltnis-
zahlen 10: 1 bzw. 12: 1 gelten. Die Roéntgenbefunde zeigten, daB diese
Verbindungen nach dem gleichen Prinzip aufgebaut sein miissen, wie
die Fettsdurecholeinsduren. Fiir die Addukte des Arachinsiure- und
Stearinsiuredthylesters stimmen, wie Tabelle g zeigt, die gefundenen
Verhiltniszahlen mit den aus dem Raumbedarf errechneten iiberein.
Fiir Stearinsdureoctylester dagegen wire nach der Linge des Molekiils
die Verhiltniszahl 12 statt 10 zu erwarten.

Tabelle g. Estercholeinsiuren, Molverhalinis und Raumbedarf dev eingelagerten

Komponenten,
Li a Beanspruchte Geforderte
B angel li:ll Kanalstrecke [Anzahl Desoxy-| Gefundene Mol-
stermolekille pro Mol Ester | chols.molekille | verhaltniszahl
m ind pro Mol Ester
C20H3902-C2H5 29,0 31,4 10 10
CgHg0, CoHyy . . 34,0 36,4 12 10
Caell5102°CoHy o v L 36,5 38,9 12 12

Wihrend in diesen drei Fillen von den Estern mehr Desoxycholsdure
gebunden wird als von den mit ihnen isomeren, hinsichtlich der Linge
des Molekiils iibereinstimmenden freien Carbonsiuren, ist bei zahlreichen
anderen Estern nach den Befunden von RHEINBOLDT (45) das Gegenteil
der Fall (Tabelle 10).

Tabelle 10. Die Molverhadlinisse der Choleinsduren von Estern und isomeren Sduren.

Molverhiltnie| Molverhiltnis
Desoxycholsiureaddukte von im Ester- im Siure-
addukt addukt
Laurinsiure-n-propylester, isomer Pentadecylsdure . 6 8
Laurinsédure-n-butylester, ,,  Palmitinsdure . 6 3
Laurinsdure-n-hexylester, - Stearinsiure 6 8
Laurinsaure-n-octylester, - Arachinsiure 6 8
Myristinsdure-n-methylester, ,, Pentadecylsaure . 6 8
MyristinsAure-n-athylester, ,, Palmitinsdure . 6 8
Myristinsdure-n-but ylester, - Stearinsiure 6 8
Myristinsidure-n-hexylester, ,, Arachinsiure 6 8
Pelargonsaure-n-heptylester, ,,  Palmitinsdure . 6 8

Fortschr. chem, Forsch., Bd. 2.
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Die Unterschiede in den Molverhiltniszahlen der Choleinsduren dieser
isomeren Verbindungen konnten bisher ebensowenig erklirt werden wia
die Tatsache, daBin der Reihe der Carbonsiureaddukts die Molverhiltnis-
zahl auch bei den hohen Homologen den Wert 8 nicht iiberschreitet. Zur
Auflésung dieser Unklarheiten, deren Gewichtigkeit von KRATKY schon
1936 mit Nachdruck hervorgehoben wurde (25), bedarf es weiterer experi-
menteller Arbeit. Eine Frage, die nur durch weitere Krystallstruktur-
‘untersuchungen gelost werden kann, ist ferner, ob auch die Cholein-
siuren anderer Korperklassen nach dem ,,EinschluBprinzip* aufgebaut
sind, das fiir die Addukte der Carbonsiduren und Ester als giitig er-
kannt wurde. .

Vergleicht man die bisher krystallchemisch untersuchten Cholein-
sauren mit den Harnstoffaddukten, so ergeben sich, kurz zusammen-
gefaBt, folgende Ubereinstimmungen und Unterschiede.

Beiden Verbindungsklassen ist ein invariables Grundgitter eigen, hier
gebildet von Desoxycholsduremolekiilen, dort von Harnstoffmolekiilen.

Beide Grundgitter enthalten Kanile, in denen anndhernd gestreckt
die Molekiile des Partners liegen.

Die Grundgitter bilden sich nur in Gegenwart der Addenden aus.

Fiir die Mengen der im Kanal eingelagerten Addenden sind zwei Fak-
toren maBgeblich; einerseits das Prinzip maximaler Raumausniitzung,
herrithrend aus dem Bestreben maximaler gegenseitiger Absittigung
aller wirkenden Anziehungskrafte zwischen Wirt- und Gastmolekiilen;
andererseits periodisch wiederkehrende Stellen maximaler Feldstirke im
Kanal sowie in den Gastmolekiilen.

Bei den Harnstoifaddukten iiberwiegt der erste Faktor so sebr den
zweiten, daB unter Verzicht auf bevorzugte ,,spezifische” Lagerung der
Gastmolekiile, auch wenn diese ausgezeichnete Stellen wie CO- oder
COOH-Gruppen haben, der verfiighare Gitterhohlraum optimal aus-
gefiillt wird. Hiervon ist das stetige Ansteigen des Molverhiltnisses
sowie das Auftreten nichtganzzahliger Molverhaltnisse die plausible
Folge.

Bei den Fettsiure-choleinsduren dagegen dominiert der zweite Faktor
iber den ersten. Hiervon ist die Folge das alleinige Auftreten ganz-
zahliger Molverhiltnisse sowie der treppenformige Anstieg der Mol-
verhiltniszahlen in der homologen Reihe der Addukte. ‘

4. 4.4"-Dinitrodiphenyladdukte.

Aus der groBen Anzahl bekannter Komplexverbindungen von Nitro-
aromaten hebt sich eine Reihe von Addukten des 4,4’-Dinitrodiphenyls
[RapsoN, SAUNDER und STEWART (42)] durch die ungewohnlichen Mol-
verhiltniszahlen 1: 3, 2:7, 1: 4 und 1:5 ab (Tabelle 11}.
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Tabelle 11, Molekilverbindungen des 4,4’-Dinitrodiphenyls,

Abgekirzte
Mol- Bezeichnung
Addend Farbe Schmelzpunkt Xz:hil:;if de;f:g’;:s:;"'
ponenten [untersuchten
Produkte
4,4’ -Diacetoxydiphenyl creme 224—226° 5:1
4-Acetoxydiphenyl . . . ., . creme 191—221° 4: 1
N,N,N’,N’-Tetramethyl-
benzidin., . . . . . . .. dunkelrot 233° 41 B
Benzidin . . . . . . . .. rot 240° 4:1 C
4,4’-Dimethoxydiphenyl . . .| kanariengelb| 216—218° 712
4-Joddiphenyl . . ., . . . . fahlgelb 192—220° 702 E
4-Bromdipheny! . . ., . . ., creme 192—220° 72 F
4,4’-Dihydroxydiphenyl . orangegelb 249—250° 3:1 D
4-Aminodiphenyl . . . . . . orange 220° 3:t A
4-Hydroxydiphenyl . . . . . gelb 228—230° 3:1
Diphenyl. . . . . . . . .. creme 191—221° 311

Rontgenuntersuchung der sechs durch rémische Buchstaben gekenn-
zeichneten Addukte hat eine weitgehende Ubereinstimmung des Krystall-
baues dieser Verbindungen er-
geben (46); die fiir Produkt 4
vorgenommene detaillierte
Strukturuntersuchung mittels

Aporax. a0k -

‘ HZH}{*—OTO
o
e a®a®a s

Abb. 13, Idealisiertes Strukturbild der 4,4’-Dinitrodi-
phenyl-addukte [nach RAPSON, SAUNDER und
STEWART (42)1.

OO0

Youdl——=

Fourier-Analyse fihrte zu fol-
gendem Bild (Abb, 13): &

Jedes Dinitrodiphenylmo-
lekiil in der Abbildung repri-
sentiert mehrere solche Mole-
kiile, die in einem Abstand
von 3,7 A parallel iberein-
ander liegen. Bel einer fort-
gesetzten Anordnung dieser Art entstehen kanalférmige Hohlriume
(senkrecht zur Abbildungsebene). In diesen Kanilen haben die Partner-
molekiile, hintereinander gereiht, ihren Platz. In der Abbildung sieht
man den Querschnitt eines solchen Molekiils, wie er sich beim Durch-
blick durch den Kanal darstellt.

Die krystallographischen Daten der sechs untersuchten Produkte sind
in Tabelle 12 zusammengestellt.

Man sieht, daB die Winkel § der vier monoklinen 3: 1 und 7 : 2 Pro-
dukte fast gleich sind. Die Brechungsexponenten sind fiir diese 4 Ad-
dukte ebenfalls sehr dhnlich.

Bei den beiden 7 : 2 Addukten zeigen die Aufnahmen in Richtung der
c-Achse eine Anomalie: nur die o., 7. und 14. Schichtlinie ist scharf, die

80
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Tabelle 12. Krystallographische Daten der 4,4’-Dinitrodiphenyladdukte,

Addukt A Addukt B Addukt C AdduktD | AdduktE { Addukt F
Molverhiltnis 3:1 4:1 4:1 3:1 7:2 7.2
Krystallsystem .| monoklin triklin monoklin | monoklin | monoklin | monoklin
(100) (110) | {100) {010} | (100) (110} {(100) (110)|(100} (110)|(100) (110)
(oo1) {001} {oo1) (101)
Winkel B == 99°39” {a = 127°0" {f== 12028 | f = 95° |f = 100° | § = 100°
f= 103°39’
¥y =95"45"
Opt. Achsen-
winkel, 2 V 45° — — 29° 34° 37°
Brechungs-
indices ., . « 1,59 — — 1,62 1,62 1,60
B 1,64 — — 1,63 1,65 1,64
b 2,03 — - 1,99 2,13 2,39
Dimensionen der
Elementarzelle
inA ...a 20,06 30,2 19,1 20,0 20,0 20,0
b 9,46 11,15 14,8 18,65 9.5 9,5
[ 11,13 11,5 22,0 11,3 25,8 25,8
Dichte . . 1,43 1,43 1,44 1,45 1,56 1,52
Zahl der Kom-
plexe pro Ele-
mentarzelle, . 2 2 4 4 2 2
‘Wahrscheinliche _ .
Raumgruppe . Cn Pi1od. P1 Ce 1921/a Cum Cu

Abb. 14. Die Struktur des 4,4'-Dinitrodiphenyl-adduktes von 4-Oxydiphenyl,
Projektion in Richtung ¢ aufa b {nach SAUNDER (46}].

iibrigen sind in der b-Richtung auseinandergezogen. Diese Erscheinung
ist wahrscheinlich auf periodische Fehler in der Krystallstruktur zuriick-
zufithren (24), soll hier aber nicht nidher erértert werden.

Abb. 14 gibt das exakte Strukturbild des Adduktes 4. Das verein-
fachte Bild 13 ist also dahingehend zu modifizieren, daB die Dinitro-
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diphenylmolekiile in der Richtung ¢ nicht ganz genau senkrecht tiber-
einander, sondern zu je drei periodisch etwas gegeneinander verschoben
liegen. Dadurch erhalten die Kanile, bildlich gesprochen, Knicke,
Die eingelagerten Oxydiphenylmolekiile schmiegen sich diesen Knicken
an, daber fallen ihre Molekiillingsachsen nicht genan in die c-Richtung,
und infolgedessen bietet sich in Abb. 14 das eingelagerte Molekiil in
einem Querschnitt dar, der breiter ist als der Breite des Benzolringes
entspricht. Die Abb. 15 veranschaulicht dies durch die schematische
Wiedergabe eines Kanalstiickes in Langsschnitt @ b senkrecht zur Rich-
tung ¢. Die maBstabirene Zeichnung lafit gleichzeitig die Molekiilab-
stande, auf die es bei der Bindung zwischen den Partnern ankommt,
ferner die Abstinde der Oxydi-
phenylmolekiile voneinander und
schlieBlich die Abstinde der Di-
nitrodiphenylschichtenerkennen.

In Abb. 16 sind Projektionen
der Strukturen der Komplexe B,
C,D. E und F zusammengestellt.

Komplex B: dhnlich, wie fiir die
Oxydiphenylmolekiile des Komplexes
A im vorausgehenden erldutert, lie-
gen auch die Tetramethylbenzidin-
molekiile etwas geneigt zur Lings-
achse der Kanale und, entsprechend,
die Dinitrodiphenylmolekiile nicht
genautiibereinander, Abstandder Di-
nitrodiphenylschichtenl/ya= 3,78 A. J By NUEE
Komplex C: die Benzi/cginmolek\'ile 1239567857k
liegen langs b. Abstand der Dinitro~  4bb.25. DieStruktur des 4,4’-Dinit.tod1:phe{13'l-
diphenylschichten 3/, b= 371 A fAtE T A NDER (161,
Komplex D: Lingsachse der Kanile
ist ¢, die Dioxydiphenylmolekiile liegen mit ihrer Lingsachse etwas geneigt zuc,
Abstand der Dinitrodiphenylschichten f; ¢ = 3,76 A.

Komplex E und F: Die Struktur der beiden Komplexe stimmmt innerhalb
der Fehlergrenzen tiberein. Lingsachse der Kanile ist ¢; Abstand der Dinitro-
diphenylschichten 1/, 6 = 3,69 A.

Das geschilderte Strukturbild 148t erwarten, dafl die Anzahl Dinitro-
diphenylmolekiile, die einem Partnermolekiil zugeordnet ist, durch
die Linge des Partnermolekiils bestimmt ist.

In der Tabelle 13 sind die Lingen der eingelagerten Molekiile zu-
ziiglich ihres mutmaglichen zwischenmolecularen Abstandes (Spalte 2),
ferner die Zahl der durch einen Abstand von 3,7 A voneinander getrennten
Dinitrodiphenylmolekiile, die rechnungsmiBig der Linge des jeweils ein-
gelagerten Partners zuzuordnen wiren (Spalte 3), und schlieflich die
tatsachlichen Molverhiltniszahlen (Spalte 4) nebeneinander gestellt.
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Die Ubereinstimmung der fiir die Linge der eingelagerten Molekiile
errechneten und der analytisch gefundenen Molverhéltniszahlen ist, wie
man sieht, im allgemeinen recht gut. Besonders hervorzuheben ist, daB3
in denjenigen Fillen, in denen aus der Raumbeanspruchung Molverhalt-
nisse errechnet werden, die nennenswert von ganzen Zahlen abweichen,
z. B. beim 4,4’-Dihydroxydiphenyl- und beim 4-Aminodiphenyladdukt
dennoch ganzzahlige Molverhiltnisse erzwungen werden. Somit ist also
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Abb. 16. Die Struktur der 4,4’-Dinitrodipbenyl-addukte von

a) Tetramethylbenzidin, Projektion lings

« auf b e.

b) Benzidin, Projektion lings b auf a c.

¢) 4,4’ -Dioxydiphenyl, Projektion lings ¢ auf a b. d)4-Jod- und 4-Bromdiphenyl, Projektion
lings ¢ auf a b, [Nach SAUNDER (46)].

Tabelle 13. Dinitrodiphenyladdukte, evvechnetes und gefundenes Molverhilinis,

Adduktkomponente

Linge des
eingelagerten
Molekiils in A

Molverhaltniszahl,

rechnerisch der
Linge des Part-
ners entsprechend

Molverhiltnis-
zahl, analy-
tisch ermittelt

4-Hydroxydiphenyl (A) e
N,N,N’,N’-Tetramethylbenzidin (B)
Benzidin (C) . e
4.4 Dlhydroxydlphenyl (D)
4-Joddiphenyl (E) . .
4-Bromdiphenyl (F) ..
4,4’-Diacetoxydiphenyl . . . . .
4-Acetoxydiphenyl . . . . . . .
4,4’-Dimethoxydiphenyl
4-Aminodiphenyl. . [
Diphenyl . . . . . . . .. ..

11,9
15,3
13,9
12,5
(13,1
12,8
17— 18
14— 14,5
14,8—15,3
12,2
10,7

3,2
4,18
3,8:
3.4
7
7 2
4,6—4,9: 1
3.8—3,0:1
4,0—4,1: 1

N = m e

3,3:1
2,0: 1

W Wb NN WD hwWw
[ N & TR - N SR
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die- Raumbeanspruchung fiir die Ausbildung des Molverhiiltnisses, wie
bei den Choleinsduren, zwar mitbestimmend, aber nicht, wie bei den
Harnstoffaddukten, allein entscheidend; nichtganzzahlige Molverhilt-
nisse werden offenbar vermieden. Die Verhdltnisse 7: 2 (Addukt Eu. F)
sind in diesem Sinn nicht als unganzzahlig — 3,5: 1 — aufzufassen, da
in der Elementarzelle jeweils eine ganze Molekiilzahl, nimlich 2, des
Addenden gebunden ist {s. Tabelle 12, zweite Zeile von unten).

Nach den Ergebnissen der Strukturuntersuchung betragen die klein-
sten vorkommenden Abstinde zwischen Wirt- und Gastmolekiilen in den
Addukten etwa 3,0 bis 3,0 A; riumliche Anzeichen fiir das Vorliegen
starker lokalisierter Bindungen fehlen also. So wird man der Wirkung
VAN DER WaaLsscher Krifte einen wesentlichen Anteil an dem Zu-
sammenhalt der Addukte zuzuschreiben haben. Andererseits liegt die
Existenz schwacher Wasserstoffbriicken iiber einen Abstand von 3 A
im Bereich der Moglichkeit. Fiir die Vorstellung, da beide Arten von
Bindungskriften nebeneinander wirken diirften, spricht folgendes: Wenn
Wasserstoffbriickenbindung alletn maBgeblich wire, so miilite man das
Molverhdltnis 1: 1 erwarten, ein Zusammenhalt der Addukte im Mol-
verhiltnis 1: 3, 2:%, 1:4 und 1: 5 dagegen wire unverstindlich. Auf
der anderen Seite bliebe bei der Annahme ausschlieflicher Wirkung
VAN DER WaALsscher Krifte die Vermeidung sichiganzzahliger Mol-
verhidltnisse — wie 3,4:1 und 3,3:1 beim Dihydroxydiphenyl- und
Aminodiphenyladdukt, s. Tabelle 13 — unverstindlich; und unerklirt
bliebe ferner, daB bei der Adduktbildung Farbvertiefung eintritt und
zwar intensitdtsmifig nach der Reihenfolge, die der Stirke der Elek-
tronendonatorgruppe der eingelagerten Molekiie entspricht; und daB
schlieBlich die Dinitrodiphenylverbindungen des Benzidins und Tetra-
methylbenzidins, welche die stirksten Donatorgruppen tragen, unter den
untersuchten Verbindungen bei weitem die stabilsten sind.

5. Schardinger-Dextrin-Einschlufverbindungen.

Nach FREUDENBERG und CrAMER (11, 15) sind die in der ilteren
Literatur als s-Dextrin und r-Dextrin bezeichneten und frither fiir be-
sondere Polysaccharide gehaltenen Abbauprodukte der Stiarke Addukte
von &- bzw. $-Dextrin mit einem hoheren Alkohol, wahrscheinlich n-Hexa-
nol. Dieser ist so fest gebunden, daB diese Additionsverbindungen als
solche umkrystallistert werden kénnen. Durch Wasserdampfdestillation
kann der Alkohol abgetrieben werden; unter diesen Versuchsbedingungen
dissoziieren also die Addukte.

Die rontgenographische Untersuchung hat ergeben, daBl das aus
sechs in 1,4-Stellung miteinander verkniipften Glukanringen bestehende
a-Dextrin und das aus sieben Glukanringen analog aufgebaute §-Dex-
trin eine Krystallstruktur der Art besitzen, dal} die Makroringe — in der
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Elementarzelle liegen deren zwei iibereinander -— ihrem Innenraum einen
Kranz von Wasserstoffatomen zukehren. Innerhalb dieser Ringe sind
die Alkoholmolekiile eingeschlossen.

6. Zeolithsorbate.

B2l gewissen wasserhaltigen Silikaten, den Zeolithen, fungieren als
Gitterstrukturtriger tetraedrische Alumokieselsdureanionen (Al, Si)O,.
Diese sind im Krystall so angeordnet, daB das Gitter von zusammen-
hingenden Kanilen durchzogen ist. In den Kanilen befinden sich
Kationen (Na, Ca), welche die anionische Ladung absittigen, und auBer-
dem Wassermolekiile.

Nach dem speziellen Aufbau des Gitters werden drei Typen von
Zeolithen unterschieden:

1. Wiirfelzeolithe mit festen, dreidimensionalen Netzwerkstrukturen
(Chabasit, Analcim);

2. Blitterzeolithe mit laminarer Netzwerkstruktur (Heulandit);

3. Faserzeolithe mit faseriger Netzwerkstruktur (Natrolit, Skolezit).

Die Struktur der laminaren und faserigen Zeolithe neigt dazu, bei
der Entwisserung zu kollabieren. Die robuste Struktur des Analcims
und des Chabasits dagegen gestattet, das eingelagerte Wasser reversibel
zu entfernen oder auch durch andere neutrale Molekiile zu ersetzen.

Die Studien iiber die Sorption nichtpolarer Molekiile in den Kanilen
filhrten zu héchst interessanten Ergebnissen. BARRER und IBBITSON (4)
fanden, daB auBler Edelgasen, Stickstoff, Sauerstoff und anderem auch
Kohlenwasserstoffe eingelagert werden koénnen, und zwar nur gerad-
kettige, nicht dagegen verzweigte oder cyclische. Es ist also mdéglich,
mittels Chabasit oder Analcim oder analoger, synthetisch gewonnener
Produkte (2) durch selektive Sorption geradkettige Kohlenwasserstoffe
von verzweigten und cyclischen zu trennen (3).  Dieser verbliiffend an
die Selektivitit der Harnstoffaddition erinnernde Befund ist nach BARRER
und IBBITSON auf die einfache Tatsache zuriickzufithren, daf3 die Quer-

schnitte der nicht sorbierbaren
Tabelle 14. Die freie Energie dev Zeolith-  Molekiile fiir das Lumen der Ka-

sorption von Kohlenwasserstoffen als nile, dasetwa 5 bis6 A betragen
Funktion dev Kettenlinge. diirfjcé zu gro8 sind

Sorbend "(c:;‘/’hf;‘l“g::)‘ “(‘;a]‘/"‘;fﬁ“é;‘s”')m Es' zeigte sich,. daB die frgie

Energie der Sorption, auch wie-

CH,. . . 4 700 3800 der in Analogie zu den bei der

C,H,. . . 8 150 7400 Harnstoffaddition gemachten Be-

CoHg. . 9750 - funden, mit der Kettenlinge der
n-CHye - | 11350 9300 Sorbenden wichst (Tabelle 14).

Der Sattigungswert, ausgedriickt in ccm sorbiertem Gas (760 mm, 0°)
pro g Sorbend, fillt mit steigender MolekiilgroBe (Tabelle 15). Auch
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hinsichtlich des ,,Molverhiltnisses” gilt hier also die gleiche Regel wie
bei den Harnstoffaddukten: je groBer die Molekiile sind, desto geringer
ist die Anzahl, die in das Grundgitter eingelagert werden kann.

Obwohl mit stei-
© gender MolekiilgrsBe Tabelle 15. Sattigungswerte der Sorption in Chabasit und
die Affinitit der An- Amnalcim als Funktion der Molektilgrife der Sorbenden.,

lagerung WﬁChSt, 1st Linge der sor- | Sittigungswert | Satrigungswert
M hs : . Gas bierten Mo~ fur Chabasit fdr Analeim

die Ge.sckwmtizgkezt der Iokile in A |cc (760 mm.o®) fg|cc (760mm,0%) /i
Sorption bei gréfleren
M(?lekt:ilen geringer als H,0 2,76 266 97
beikleineren.Beieinem NH, 3,60 193 72
Durchmesser der Mole- H, 3.74 186 69

Ar 3,84 181 67

kile bis zu etwa 4 A

" . . 8 181 6
kénnen die Gase die - 122 i‘ og 170 6;
Ka{nﬁleiqeinngrozeB CH, 4,00 173 64
freter Diffusion ohne C,H, 5.54 125 46,4
meBbare Aktivierungs- CsHs - 6,52 - 106 39,5
energie verhiltnismai- n-GyHyo 778 | . %9 33,1

n-CgH,, 9,04 77 28,5

Big rasch fiillen. Die n-CHy, 10,34 67 25,0
Molekile der n-Parai. n.c,H,, 11,56 50 22,2
fine vom Propan ab

werden wesentlich langsamer aufgenommen. Die Einlagerung bedarf
in diesem Fall einer erheblichen Aktivierungsenergie — Anwendung
von Temperaturen von iiber 100° —, die nach BARRER und JBBITSON
vermutlich dazu gebraucht wird, die groBen Molekiile, die viel mehr
dazu neigen, sich festzusetzen, lings der Kanile von einer Stelle maxi-
malen Sorptionspotentials zur nichsten weiter zu treiben.

Den zahlreichen frappanten Analogien der morphologischen und
thermodynamischen Verhiltnisse bei den HarnstoffeinschiuBverbin-
dungen und Zeolithsorbaten steht auch eine Reihe gewichtiger Unter-
schiede gegeniiber.

Zunichst ist hervorzuheben, daf3 bei den Zeolithsorbaten und Harn-
stoffaddukten nur die Beziehungen zwischen Grundgitter und EinschluB-
komponente vergleichbar sind, nicht dagegen der Aufbau der Grund-
gitter selbst: bei den Harnstoffaddukten — wie auch bei den iibrigen,
bisher besprochenen FEinschluBkrystallverbindungen — besteht das
Grundgeriist in einem Molekiilgitter, bei den Zeolithen dagegen in
einem Atomgitter.

Fir die Harnstoffaddukte und sonstigen rein organischen Kanalverbin-
dungen gilt das Gesetz der konstanten Verbindungsgewichte. Die Molekiil-
addukte der Zeolithe dagegen weisen zwar charakteristische Sattigungs-
werte auf, kdénnen im iibrigen aber auch jede beliebige geringere Menge
des Verbindungspartners enthalten, verhalten sich also wie Adsorbate.
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Bel den Harnstoffaddukten sind die eingelagerten Komponenten
wenn auch nicht Bausteine, so doch insofern integrierende Bestandteile
des Gitters, als sich das Grundgitter nur in ihrer Anwesenheit ausbildet
und bei Entfernung der Partnermolekiile durch Verdampfung oder
Extraktion sofort collabiert. So gewif} diese Unterschiede hinsichtlich
Zusammensetzung und Bestandigkeit fiir die bisher bekannten Addukte
beider Arten Geltung haben, so brauchen sie dennoch nicht eine unaus-
fiillbare Kluft zu bezeichnen. Es wurde schon eingangs daran erinnert,
daf es Zeolithe gibt, die die Entwisserung nicht vertragen, ohne zu kolla-
bieren. Es macht keine Schwierigkeit, sich vorzustellen, dal man einen
Zeolith finden oder synthetisieren konnte, der bei vollstindiger Fiillung
der Kanile mit Kohlenwasserstoffmolekillen bestindig, dessen Gitter
jedoch so empfindlich wire, daB es bei partiellem Abpumpen des Kohlen-
wasserstoffs in addquatem MaB zusammenbricht. In diesem Fall hitte
man die Analogie zu den Harnstoffaddukten, es wiirde das Gesetz der
konstanten Proportionen gelten. Auf der anderen Seite: es ist nicht
unmoglich — entsprechende Versuche wurden bisher allerdings nicht
durchgefithrt —, daB bei extrem tiefen Temperaturen auch bei den
Harnstoffaddukten eine Entfernung der kanalfiillenden Komponenten
gelingt, ohne daB das hexagonale Grundgitter zusammenbricht. Fiir die
betreffende Temperatur wiirde das Harnstoffaddukt dann den Charakter
als stochiometrische Verbindung verlieren und als organischer ,.Zeolith*
gelten konnen.

I11. Kifig-EinschluBiverbindungen.

1. Clathrate-compounds des Hydrochinons.

Neben dem gewéhnlichen, trigonalen a-Hydrochinon (F = 172,3°,
umkrystallisierbar aus Wasser, Athanol oder Ather) und dem durch Subli-
mation erhiltlichen monoklinen y-Hydrochinon findet sich in der Lite-
ratur noch eine dritte, als §-Iydrochinon bezeichnete Form beschrieben,
die man erhilt, wenn man eine der beiden anderen Formen aus Methanol
umkrystallisiert. D. Z. Patin und H. M. PoweLL fanden, daB es sich
bei dem sogenannten f-Hydrochinon um eine Additionsverbindung
3 CgH,4(OH),- 1 CH,0H bandelt und entdeckten, dafl dieses Addukt, zu-
sammen mit der seit 1859 bekannten Molekiilverbindung von Hydro-
chinon und Schwefeldioxyd, der Molekiilverbindung von Hydrochinon
und Schwefelwasserstoff und einer Reibe weiterer Addukte dieser Art
einen vollig neuen Typ von Molekiilverbindungen reprisentiert (31), {(32,)
(33}, (34), (39). Man findet hier die zweite der drei denkbaren Mdg-
lichkeiten der Einlagerung einer Molekillart in dem Grundgitter einer
zweiten Molekiilart verwirklicht: die allseitig geschlossene, kifigartige
Umbhillung der Gastmolekiile. Der von PALIN und PowELL geprigte
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Name clathrate-compounds ist abgeleitet aus xAy dou oder clathri, das
Tierkafiggitter.

Die Krystallstruktur der verschiedenen Hydrochinon-Kifigverbin-
dungen ist im Prinzip identisch; die detaillierte Untersuchung wurde am
Beispiel des SO,-Adduktes vorgenommen.

Der rhombischen Elementarzelle des Adduktes 3 CgH,(OH),-SO,
kommen die Achsen 2 = 16,3; ¢ = 5,81 zu. Raumgruppe ist Ci-R 3.
Fiir die Anordnung der Hydrochinonmolekiile im Krystall ergab die
Patterson- und Fourier-Analyse das in der Abb. 17 schematisiert wieder-
gegebene Bild. Die kleinen Kreise bedeuten die durch Wasserstoffbriicken
(kurze Verbindungslinien) den Zusammenhalt von Molekiil zu Molekiil
besorgenden Sauerstoffatome der Hydrochinonmolekiile. Die Benzolringe
selber sind der Ubersichtlichkeit hal-
ber nicht gezeichnet, sondern werden
durch die l@ngeren Verbindungslinien
von O-Atom zu O-Atom wiedergege-

Abb, 17. Das Grundgitter der f-Hydrochinon-ad- Abb, 18. Das Grundgitter der g-Hydrochinon-
dukte. Teilbild von egnem der beiden einander addukte. Gesamtbild von befden einander
durchdringenden Netzwerksysteme {nach PALIN  durchdringenden Netzwerksystemen [nach
und POWELL (32)]. PALIN und POWELL (32)].

ben. Es liegt also ein unendliches dreidimensionales Netzwerk von Hy-
drochinonmolekiilen vor. In dieses weitmaschige Netzwerk ist nun ein
identisches zweites Netzwerk so hineingestellt, daB seine horizontalen
Hexagone in halber Hohe zwischen den Hexagonen desersten Netzwerkes
liegen. Abb. 18 verdeutlicht die relative Lage der zwei Netzwerksysteme,
von denen jedes identisch mit dem in Abb. 17 gezeigten ist. Indem Ge-
fiige der beiden ineinander gestellten Netzwerke gibt es nun Hohlrdume,
grofB genug, um kleine Molekiile in einer Distanz zu umschlieBlen, die den
normalen Abstinden zwischen nichtverbundenen Atomen entspricht, und
zugleich eng genug umgittert, um ein Entweichen der eingeschlossenen
Molekiile zu verhindern. Die besetzbaren Hohlriume machen etwa 71/,9,
des Totalvolumens aus.

Diese Hohlriume sind es, in denen die Schwefeldioxyd-, Methanol-
oder anderen Partnermolekiile eingeschlossen sind. In der Abb. 18 oben
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ist ein solcher Hohlraum andeutungsweise abgegrenzt, in der Abb. 19
schematisiert verdeutlicht.
Abb. 20 gibt eine Elektronendichtekarte in der (0oo1) Fliche. Im

Zentrum befindet

D

Abb, 19. Schema eines
Hohlraums, gebildet
durch zwei einander

durchdringende Netz-

werke [nach
POWELL (39)].

sich das SO,-Molekil. Die Deutung der Elektronen-
dichten durch Molekiilbilder ist aus der Einzeichnung
der Valenzstriche vor 2 Hydrochinonmolekiilen zu er-
sehen.

Eine eigentiimliche Verzerrung des Gitters ist fest-
zustellen, wenn Molekiile eingelagert sind, die eine ge-
streckte Form haben und etwas zu lang sind, um in
den Hohlrdumen der geschilderten ,,Normalform® des
Grundgitters Platz zu finden. Das Gitter ist diesfalls
in der Richtungc gedehnt unter gleichzeitiger Schrum-
pfung in der Richtunga. Abb. 21 gibt diese Verzer-
rung anschaulich wieder.

Die réntgenographisch und analytisch ermittelten
Daten fiir eine Reihe von Hydrochinoneinschlub-
verbindungen sind in der Tab. 16 zusammengestellt.

Die Werte der Spalte III und IV zeigen, da@die
Elementarzellen fir die Addukte der kleinen Mole-

kile HCI, HBr, H,S und HC=CH praktisch identisch sind, dafl da-

gegen bei den g
Dehnung in der

réBeren, linglichen Molekiilen die oben besprochene
¢-Richtung und Schrumpfung in der a-Richtung auf-

Abb, 20, Fourier-Analyse des SO,-Hydrochinon-adduktes, Projektion auf (ccol)

[nach PALIN und POWELL (32)].

tritt. Beim Acetonitril scheint iibrigens die Grenze der zulidssigen Deh-

nung erreicht zu
dem nur um weni

sein; denn es gelang nicht, ein analoges Addukt mit
ges groBeren CS,-Molekiil darzustellen.
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Tabelle 16, Hydrochinon-Einschiufverbindungen.

g P Wie schon gesagt wurde,
= 20 . .
3 Pzn|l wes sszss smd. jedem Hohlraum und
g 1 g%l G50 [ o o damit jedem addierten Mole-
25| 2% kiil 3 Molekiile Hydrochinon
=
82| = zugeordnet. In der Spalte X
T =R oo O N oo . .
g = S | g Fw = und XII miiBte daher im
Idealfall iberall der Wert 1
'5:§ erscheinen. DaB die gefun-
LRI wnga s oo xg denenZahlenimmerunter die-
3 84 o docoooo sem Wert bleiben, ist darauf
a8 g I se -
LRI zuriickzufiihren, daB immer
=1 = . v
22 i ein gewisser, manchmal so-
o ¢ 2 W OO M O s .
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el
x 1
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Abb. 23. Schema des normalen und des
° gedehnten Hoblraums von Hydrochinon-
= eI nnsIes addukten [nach POWELL (39)].
2 F: !‘~ F? . P'r v‘h ﬁ" \-: -r
a satz der Hohlriume unbesetzt
bleibt. Eigentiimlicherweise
ol o] 9maenwgsa s wirdderldealwert1amnéch-
31 - B8 WS W n Wo stenerreicht beim Acetonitril,
§ dem lingsten der einlage-
g rungsfahigen Molekile. Wa-
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Gitter beliebige Werte unter 1 auftreten (eine Uberschreitung des
Wertes 1 ist nie beobachtet worden) ist verstindlich, da die .»p-Struktur”’
auch fiir sich allein, d. h., ginzlich ohne Fiillkorper, existenzfihig ist.
Die vollig leere f-Struktur 148t sich allerdings nur schwierig herstellen;
es ist offensichtlich, daB die eingeschlossenen Molekiile zur Stabilisierung
des Grundgitters beitragen.

Vor kurzem gelang PoweLL und GUTER auch die Herstellung einer
Argon-Hydrochinon-Einschlu8verbindung. Nach dem Ergebnis der
Roéntgenuntersuchung hat sie die ndmliche Krystallstruktur wie die
anderen, im.vorausgehenden besprochenen Addukte (40).

2. Dicyano-ammin-benzolnickel.

Eine anorganisch-organische Kifigverbindung ist nach einer Mit-
teilung von PowEeLL und RAYNER (41) auch die vor langem erstmals
' von K. A. HorFMaNN dargestellte Verbindung
Ni(CN),* NH,- CH,, das Dicyano-ammin- ben-
zol-nickel. Dieses Produkt hatte man bisher
als Koordinationsverbindung

! CN NH,
| Q Ni
‘ CN CgH,
} mit gleichartig um das Nickelatom gruppier-
ten Liganden gedeutet, ohne allerdings die-
ser Formulierung valenzchemisch einen Sinn
I unterlegen zu kénnen.

Die Roéntgenuntersuchung enthiillte ein

villig anderes Strukturbild (Abb. 2z).

Die Elementarzelle ist tetragonal, hat die
=0 0N O CH Parameter @ = 7,2; ¢ = 8,3 und enthilt die
Abb. 22. Die Struktur des pi. GOPPelte Anzahl der in der obigen Formel
cyano-ammin-benzol-nickelslnach bezeichneten Atome. Das Grundgitter be-
POWELL wnd RAYNER (41} steht in einem zweidimensionalen Netz von

O N O Nty

| {
—Ni—CN—Ni-gruppen. Jedem zweiten Nickelatom sind in senkrechter

Laée iiber und unter dem bezeichneten Netzwerk 2 NHj;-Molekiile zu-
geordnet. Die hierdurch umgrenzten Hohlriume enthalten die Benzol-
molekiile.

Wahrscheinlich gehdren anch die analogen, gleichfalls von K.
A. HoFMANN beschriebenen Verbindungen, die statt des Benzols Thio-
phen, Furan, Pyrrol, Anilin oder Phenol enthalten, zum gleichen Struk-

turtyp.
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3. Wasser-Kdfigverbindungen (,Feste Gas- und Fliissigheitshydrate').

Unter der Bezeichnung , Feste Gas- und Fliissigkeitshydrate’ wird
iiblicherweise eine Reihe anorganischer und organischer Additionsver-
bindungen des Wassers zusammengefat, die folgende Merkmale gemein-
sam haben. Nach der Bruttozusammensetzung treffen in der Regel sechs,
manchmal mehr, aber niemals weniger Molekiile H,O auf 1 Molekiil des
Verbindungspartners. Der Verbindungspartner besitzt stets hohe Fliich-
tigkeit, ist also entweder ein Gas oder eine niedrig siedende Fliissigkeit.
Alle Addukte der Reihe krystallisieren im kubischen System. Sie sind
nur bei verhiltnismaBig tiefen Temperaturen bestandig.

Eine Zeitlang sind die Hydrate dieser Art, deren erster Vertreter, das
Chlorhydrat Cl,-6 H,0, schon vor 140 Jahrenvon DAvy dargestellt wurde,
intensiv bearbeitet worden. In den letzten Jahrzehnten aber sind sie,
von einigen wenigen Vertretern abgesehen, die ein gewisses Interesse fiir
die' Erdgasindustrie boten (20), (27}, (66}, so sehr in den Hintergrund
getreten, dal es heute nicht mehr allgemein bekannt ist, wie auBer-
ordentlich mannigfaltig die Verbindungsgruppe, ihrer Zusammensetzung
nach, ist. Sie umfa8t Edelgashydrate, Hydrate des Chlors, Chlordioxyds,
Schwefeldioxyds, Kohlendioxyds, Stickstoffoxyduls, des Schwefel-
wasserstoffs, Selenwasserstoffs und anderer fliichtiger Hydride, ferner
Hydrate von gesittigten und ungesittigten Kohlenwasserstoffen, wie
Methan, Athylen und Acetylen, von organischen Halogeniden, wie Methyl-
chlorid, Athylenchlorid, Chloroform, und viele andere. Hinzu kommt
noch die Gruppe der Mischhydrate, in denen zwei verschiedene Partner
mit dem Wasser verbunden sind. Von DE FORCRAND sind allein mehr als
dreiBig verschiedene Mischhydrate von Schwefelwasserstoff und haloge-
nierten Kohlenwasserstoffen dargestellt worden.

Bis in die allerletzte Zeit ist die Konstitution dieser Hydrate cin voll-
kommenes Ritsel geblieben. Angesichts der offenkundigen Gleichartig-
keit so heterogener Produkte, wie Edelgas-, Schwefeldioxyd- und Kohlen-
wasserstoffadditionsverbindungen, ist es klar, daB valenzchemische Uber-
legungen keinen Schritt weiter helfen konnten. Hier wie bei allen
anderen in. diesem Referat besprochenen Verbindungsgruppen ist es die
Réntgenstrukturanalyse gewesen, die den wesentlichen Fortschritt der
Erkenntnis gebracht hat. Etwa zur gleichen Zeit, als PALIN und PowELL
die Natur des ,,§-Hydrochinons'' aufklirten und den Begriff der ,,cla-
thrate-compounds™ schufen, hat v. STACKELBERG durch Réntgenanalyse
die Struktur der bisher ratselhaften Gas- und Fliissigkeitshydrate als
Kafigeinschluflverbindungen aufgeklirt und damit an einem anderen
Objekt dasselbe neuartige Bauprinzip entdeckt (63).

Durch DEBYE-SCHERRER-Aufnahmen konnte zunichst die Gleich-
heit des Krystallbaues der verschiedenartigen Gas- und Fliissigkeits-
hydrate sichergestellt werden. Die Auswertung -von Einkrystallauf-



128 W. SCHLENK jr.:

nahmen des Hydrates 5O, 6 H,0 und des Mischhydrates CHCl;+6 H,0
-H,S5-6H,0 ergab folgendes Strukturbild:

Die kubische Elementarzelle (Gitterkonstante ~12 A) enthalt
48 Wassermolekiile und 8 Partnermolekiile. Die 8 Partnermolekiile brau-
chen nicht gleichartig zu sein. Das Priparat des untersuchten Misch-
hydrats von Chloroform und Schwefelwasserstoff wies z. B. die durch-
schnittliche Zusammensetzung von 2,5 CHCl;- 5,5 H,S-48 H,0, bezogen
auf den Bereich der Elementarzelle, auf. Die 48 Wassermolekiile sind
derart angeordnet, daB ein H,0-Geritst mit 8 Hohlraumen entsteht, deren
jeder von 24 Wassermolekiilen umgeben ist. Zwei von diesen acht an-
gendhert kugelformigen Hohlriumen sind so gestaltet, dafl alle 24 um-
gebenden Wassermolekiile einen identischen Abstand von 4,2 A zum
Zentrum haben. Zieht man von dieser Strecke als Radius des Wasser-
molekiils den Betrag von 1,2 & ab, so
bleiben fiir den Radius des freien Hohl-
raumes 2,9 A, fiir den Durchmesser also
5,8 A. Die eingelagerten Molekiile der
Gashydrate haben in der Regel Durch-
messer von 5 bis 6 A.

Abb. 23 zeigt einen Hohlraum die-
ser Art.

Die iibrigen 6 Hohlrdume der Elemen-
tarzelle sind ebenfalls von 24 Wasser-

A3 ) molekillen umgeben, jedoch so, dagl von
‘ T - ihnen 8 einen Zentralabstand von 3,7 A,
Abb. 23, Hoblraum 1.Art derGashydrate. 8 einen von 4,8 A und 8 einen von 5,2 A
D;fai;f;?nxmvﬁ‘fgl':g(‘i‘i’n"‘g‘fz‘:f:h?zf haben. Im Mittel betrigt der Radius der

{nach v.STACKELBERG (53)]. 6 freien Hohlrdume dieser zweiten Art
v somit 3,3 A.

Jedes Wassermolekiil hat vier Nachbarn im Abstand von 2,6 &; dieser
Abstand ist der gleiche wie im Eisgitter. Es ist erwiahnenswert, daB bei
den Harnstoffaddukten Analoges gilt: auch dort stimmen die Abstinde
und Koordinationszahlen der Molekiile im Adduktgitter mit denen des
normalen Harnstoffgitters iiberein.

Aus der Tatsache, dafl keine Unterschiede in den Intensititen der
Rontgenreflexe bei den verschiedenen Gashydraten festzustellen sind,
ist der SchluB zu ziehen, daB die Gasmolekiile keine definierten Punkt-
lagen einnehmen, also in ihren Kifigen rotieren konnen.

In der folgenden Tabelle 17 sind die ermittelten Gitterkonstanten,
sowie die rdntgenographisch errechneten und die pyknometrisch er-
mittelten Dichten fiir einige Gashydrate zusammengestellt.

Man sieht, daB bei einem Teil der Priparate die unter Zugrundelegung
der Idealformel 8 M- 48 H,0 berechneten Dichten {ibereinstimmen, daB
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Tabelle 17. Gitterkonstanten und Dichten einiger Wasser-Kdafiguevbindungen.

. Réntgen. Dichte, berechnet Molver-
‘Nr.] Hydrat von GxtterAkOn&stante u(;it {m) Gasmolekein im r};z}ﬁz%ﬁﬁ;e héilt:is
ns Elementarbereich H,O0: M
1150, 12,03 4~ 0,05 | 1,31 4 0,02 (8) 1,23 +-0,03 | 6: 1
2 |Cly 11,98 0,05 | 1,37 -1 0,02 (8) 1,29 40,02 | 6:1
3 |X 11,90 4+ 0,03 | 1,88 4~ 0,02 (8)
4 jCCly 12,21 0,1 | 1,21(3); 1,35 {4}
5 {CHCl, 12,23 40,1 | 1,11{3); 1,22 (4} 0,04 1,10 (3) ~16:1
6 |CH,CI, 12,20 40,1 | 1,02 (3): 1,10 (4) '
7 |C,HCl 12,21 4-0,1 | 0,96 (3); 1,01(4)
8 |CClL~H,S 1,30 1,272 4-0,01] 6:1
9 |CHCl,—H,S 1,22 1,216 4~ 0,01 6: 1
12,2 0,1
10 |CH,CL,—H,S 25 & A 1,14 ¢ 40,04 (2,5 1+ 5,5) 6:1
11 |{CH,C1-H,5 1,10 6:1
12 |CoH;Br—H,S| 12,30 £- 0,1 | 1,18 6: 1

aber bei den Priparaten 4 bis 7 Ubereinstimmung nur dann besteht, wenn
ganz erheblich weniger Gasmolekiile im Elementarbereich angenomrmen
werden, ndmlich etwa 3 anstatt 8. Man stéft hier auf die gleiche Tat-
sache der nur teilweisen Hohlraumbesetzung, die von Pariny und POowELL
fir die Hydrochinon-EinschluBverbindungen gefunden wurde. Durch
kleine Molekiile (H,S) konnen die Leerstellen in den Wasser-Kifigver-
bindungen aufgefiillt werden (Bildung von Mischhydraten, Priparat 8
bis 12). Derartiger Auffiillung, z. B. durch He, Ne, A, O,, N, kommt eine
stabilisierende Wirkung zu; einige Hydrate kénnen ohne Anwendung
derartiger ,,Hilfsgase" tiberhaupt nicht dargestelit werden, z. B. das Jod-
hydrat. Die Annahme .unbesetzter Hohlraume 148t als moglich er-
scheinen, daB partiell gefiillte Hydrate ,,zerdriickbar* sein konnten. Tat-
sachlich ist schon vor langem von TaMMANN und KRIGE festgestellt wor-
den, daB beim Chloroformhydrat, bei dem nach dem Strukturbild
V. STACKELBERGs mehr als die Haifte der Hohlriume unbesetzt sein
miissen, durch Druck die Zersetzungstemperatur herabgesetzt wird. Bei
den ,,prail gefiillten*‘ Hydraten der kleineren Molekiile SO, und N,O wird
dagegen die Dissoziation durch Druck wnicht begiinstigt, sondern, wie ver-
standlich ist, zuriickgedringt.

Im allgemeinen ist die ,,ideale’* Zusammensetzung M-6 HgO bei den-
jenigen Hydraten anzutreffen, deren EinschluBkomponenten einen Mole-
kiildurchmesser kleiner als 5,6 A, ein Molvolumen (fliissig) kleiner als
55 cem und ein Nullpunktsvolumen kleiner als 36 ccm haben. Molare
Adduktzusammensetzung M- 15 bis 16 H,0 findet sich bei Molekiilen mit
einem Durchmesser groBer als 5,8 A. Dieses Molverhaltnis trifft fir die
Fliissigkeitshydrate zu. Bei den Hydraten von Molekilen mit einem

Fortschr, chem. Fors;ch., Bd. 2. 9
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Durchmesser von 5,6 bis 5,8 A ist die Formel M-8 H,0. Molekiile mit
einem Maximaldurchmesser von mebr als 6,8 A sind nach den bisherigen
Erfahrungen zur Bildung von Kafighydraten nicht befihigt. Es scheint,
daB bei den Verbindungen M-8 H,O nur die 6 Hohlriume zweiter Art
(s. S. 128), bei den ,,Fliissigkeitshydraten’ M- 15 bis 16 H,0 nur die Hilfte
der Hohlrdume zweiter Art besetzt sind.

In der Abb. 24 sind die geschilderten Verhiltnisse {ibersichtlich zum
Ausdruck gebracht. Die Hydratbildner sind auf der rechten Seite der
Molekiillingenskala eingetragen, auf der linken Seite sind einige Stoffe

vermerkt, von denen H,0-Kifigverbin-
jA—j dungen bisher #nicki dargestellt werden

£
E fete fyarae konnten. Dem Diagramm ist zu entneh-

“eih! wsss. men, da nicht nur zu grofle, sondern auch

[ I S L zu kleine Molekiile fiir die Adduktbildung
E T ji""'“’s . ungeeignet sind. Das trifft z. B. fiir He,
§ § P, sl Ne, HZ..’ Nz.' 0,, NO, CO'zu. Doch sind d}ese
§ E % Molekiile imstande, mit grofien Molekiilen
| 53%:2%1 zusammen Mischhydrate zu bilden. Neben
2 Lanage, der GréBe ist auch die Form der Molekiile

! :Ei':ﬁr,c}{’,ﬁ”””ﬂ"ﬁ:’f{////////ﬂ//’ fiir die Stabilitit der Gashydrate von Be-

. csm-Lc;ZJ wpmresre deutung: gedrungene Form ist der Hy-
”mﬂmf%fms oy dratbildung giinstig, schlanke abtraglich.
cnigjr Wl e Methan, Athan, Propan bilden Hydrate;

o0 o ////// 7 das gestreckte Molekiil des n-Butans ver-
A mag sich nur im Gemisch mit anderen
irans* AT Molekiilen an einer Hydratbildung zu be-
! oot | keine fyarele — teiligen; das Hydrat des gedrungenen Iso-

’ butanmolekiils dagegen ist besonders sta-
2A—— bil. Man wird an das Verhalten der un-

Abb. 24. Hydratbildung und Molekiil- . . . .
grﬁﬁe[:xach}:/.S’FACKSLBERG(53)]. verzweigten aliphatischen Verbindungen

gegen Thioharnstoff erinnert. Infolge ihrer
Schlankheit vermégen sie das Adduktgitter allein nicht zu bilden und zu
stabilisieren, wohl aber kénnen sie durch gedrungenere Molekiile, die als
Gitterstabilisatoren wirken, in das Addukt mitgenommen werden (s.
S.106). Eigentiimlicherweise bildet der Tefrachiorkohlenstoff trotz idealer
Form und geeigneten Molekiilldurchmessers in ganz reiner Form anschei-
nend kein Hydrat. Aber die Gegenwart einer geringen Menge kleiner
Molekiile, z. B. Luft, geniigt, um die Hydratbildung zu initiieren. Es gilt
die Regel, da8 Gegenwart von polar gebundenem Wasserstoff die Bildung
des EinschluB3gitters verhindert. Z. B. sind Halogenwasserstoffe, Alkohole,
Siuren, Amine, Amide, Ammoniak zur Hydratbildung ungeeignet. Das
gleiche gilt fiir andere Verbindungen, die mit den Wassermolekiilen
Wasserstoffbriicken zu bilden vermégen, wie Aldehyde, Ketone, Nitrile.
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Es sind also gerade hydrophile Stoffe, die zur Bildung der Wasser-Kéfig-
verbindungen ungeeignet, und hydrophobe, die geeignet sind. Gegen die
Wirkung spezifischer Bindungskrifteist, wie mansieht, das Wasser-Kafig-
gitter viel empfindlicher als das 8-Hydrochinongitter. Stark polare Ver-
bindungen bilden nicht nur selbst keine Hydrate, sondern sie greifen, mit
Hydraten in Berithrung gebracht, deren Gitter an und Isen die Krystalle
auf. Man kann von dieser Erfahrung Gebrauch machen, um die in Erd-
gasleitungen bisweilen sich ausscheidenden und Verstopfung verursachen-
den Kohlenwasserstoffhydrate aufzulosen: Zusatz von Ammoniak zer-
stort bzw. verhindert derartige Trombosen.

In der Tabelle 18, die v. STACKELBERG aus den Ergebnissen friiherer
und eigener Untersuchungen zusammengestellt hat, sind charakteri-
stische Daten fiir einige Hydratbildner und ihre Addukte wiedergegeben.
Die Hydratbildner sind nach steigendem Siedepunkt geordnet. In der
gleichen Reihenfolge steigen, wie man sieht, die Werte fiir die Tempe-
ratur, bei der die Hydrate den Druck von 1 at entwickeln (Spalte I1II)
und sinken die Drucke, die bei 0° C entwickelt werden (Spalte IV).

Tabelle 18, Die Gashydrate.

Hydrat- . Hydrat kritischer Zersetzungs- | H,0-
Bildner Kp. Zersetzungstem-| Dissoziations- punkt Molzahl
peratur bei 1at| druck bei o¢

Ar —190° —42,8° 105 at

CH, —161° —29,0° 26,0 +21,5° 6
Kr —152° —27%,8° 14,5 “+13° 6
CF, — 130° +-20,4°

X —107° | — 3,4° 1,5 +24° 6
C,H, — 102° —13,4° 5,5 +18,7° 6
CoHg — 03° —15,8° 5,2 +14,5° 6
N, O — 8g° —19,3° 10,0 +12° 6
PH, — 87° — 6,4° 1,6 +28°

C.H, — 84° —15,4° 5.7 +16° 6
CO, — 79° —z4° 12,3 +10° (45 at) 6
CH,F — 78° 2,1 -+ 18° 6
H,S — 60° + 0,35° 731 mm +4-20,5° (23 at)

AsHy ~ 55° + 1,8° 613 +28,3°

C,H, — 45° 0° 760 + 8,5°

H,Se — 42° + 8,0° 346 +30°

Cl, — 34° + 9,6° 252 +28,7° (6 at) 6
C,HF —32° | + 3.7° 530 +22,8° 6
C,F, — 32°

CH,CI — 24° | + 7,5° 311 +21° 6
SbH, ~— 17°

SO, — 10° -+ 4,0° 297 +12,1° (2,3 at)y 6
CH,Br. + 4° +11,1° 187 +14,5° (1,5 at) 8
CHSH | + 6° | + 6°

Cl0, -+ 10° +15° 160 +18,2° 6

9*
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(Forts. Tab. 18) Die Flissigketishydrate.

Hydrat-Dis-
Hydratbildner Kp. soziationsdruck | Kritischer Zersetzungspunkt H.0
bei ° Molzahl
C,H.Cl +13° 201 mm -+4,8° 500 mm 15
C HgBr +38° (155) +1,4° 166, 15
CH,CI, +42° 116 +1,7° 160 ,, 15
CH,J +43° 74 +4.,3° 175 ,, 15
CH,CHCl, +357° (56) +1,5° (70) ., 15
Br, +59° 45 +6,2° 93 ,, 8 (bis 10)
HCCl, +61° (45) -+1,6° 15
S0,Cl, +-69°

Spalte V bringt die Temperaturwerte fiir die kritischen Zersetzungspunkte
und fiir einige Addukte die zugehérigen Druckwerte. Der , kritische
Zersetzungspunkt' bezeichnet die-
jenige Temperatur, oberhalb derer
das Addukt auch unter beliebigem
Druck, und denjenigen Druck, unter-
halb dessen das Addukt auch bei
beliebig tiefer Temperatur nicht be-
standigist. Der kritische Zersetzungs-
punkt ergibt sich aus dem Zustands-
diagrammderGashydrate alsSchnitt-
punkt der Dampfdruckkurven des
 emperatr —= Hydrats und des wassergesiittigten
Abb.25. Schema des Zustandsdiagramms der Hydratbildners (Abb. 25). Die Werte
Gashyrats Dol gl;efccgﬁg;ﬁ’édr(ﬁ;?_d“r M der Spalte V zeigen keinen einfachen
Gang; vom Athylchloridhydrat ab
ist die kritische Zersetzungstemperatur jedoch wesentlich niedriger
als bei den vorausgehenden Addukten. Die Hydrate der héher sieden-
den Flissigkeiten sind also nur in einem tieferen Temperaturbereich
bestindig als die der viel fliichtigeren Gase! Dieser zunichst iiber-
raschende Befund ist thermodynamisch so zu erkldren, daf} bei den in
Rede stehenden Flissigkeiten die Verdampfungswirmen wesentlich
hoher sind als bei den Gasen. Die Verdampfungswirme aber geht mit
negativem Vorzeichen in die Berechnung der Affinitat der Hydratbildung
ein und ist somit, je grofer sie ist, der Hydratbildung desto ,,abtrig-
licher* (vgl. die Betrachtung fiir die Harnstoffaddition, S.gg). Nach
einer Berechnung EUCKENs (s. bei §3) ist zu erwarten, daf Stoffe,
deren Verdampfungswirme groBer als etwa 7500 cal/Mol ist, deren
Siedepunkt also nach TRouToN iiber 60° liegt, tiberhaupt keine Hydrate
des obigen Typus bilden konnen.

IT| Wasser+flissH

/[[/dlﬂf +Fliss M

Druck—~—

Hyarat+GasM Wasser+GasM

Fis- o GasH
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Bildungswarmen von Gashydraten (Tabelle 1g) sind teils kalori-
metrisch bestimmt {Spalte II), teils aus der Temperaturabhingigkeit der
Dissoziationsdrucke errechnet worden (Spalte III).

Tabelle 19. Bildungswdrmen von Gashydraten.

I II 11I Iv v
~ . . Bildungswirme
w Lak:-;:lletmsch w bi_{rce:lhnet agzsz?;r; Iﬁz:‘[‘ pro I\([‘:;ls.t:;g il

CH, 14,5
C,Hg 15,0 58+ o0,5
CO, ) 14,9 14,4 +2
N,O 15,0 14,7 —+1
C.H, 15.4 15 +3
C,H, 15,4 15,2 “+4
Kr ; 13,9 +3
X 16,7 +56 .
80, 16,6 -+ 0,6 —+o0,4 6,1 + 0,6
Cl, 16,9 40,5 15,5 4= 0,5 40,5 5,9+ 0,3
Br, 19,6 -+ 0,8 —2,9 7,9 4 0,5
CH,C1 18,14+ 1
CH;Br 19,5 41 8,0
CH,J 31,4 —0,5 17
CHCl, 29
CHCl, 31
CoHCl 31,9 +1,5 16

Man sieht, dafl die chemische Natur der Hydratbildner die Bildungs-
wirme fast nicht beeinfluft. Die Hydrate der Formel M-6 H,0 haben
Bildungswarmen von 15 bis 16 Cal, die der Formel M-8 H,O Bildungs-
wirmen von etwa 20 Cal, und die der Formel M- 15 H,O Bildungswirmen
von ~31 Cal. Die Gleichheit der Warmetdénung der Adduktbildung so
heterogener Stoffe wie der Edelgase, des SO, und der Kohlenwasserstoffe
ist ein deutlicher Hinweis darauf, daf3 bei der Einlagerung dieser Stoffe
in das Gitter keine spezifischen, sondern lediglich vAN DER WaALssche
Krifte am Werk sein kénnen. Vergleicht man die Bildungswirmen der
Hydrate mit der Summe der Verfestigungswirme von 1 Mol des be-
treffenden IHydratbildners und der Verfestigungswirme der betreffenden
Anzahl Mole H,0 (6 bzw. 8 bzw. 15), so ergibt sich, daB die Betrige fast
genau gleich grof sind; die Bildung der Hydrate aus den festen Kompo-
nenten weist also keine merkliche Wirmetdnung auf.

Der Zusammenhang zwischen Bildungswarme und Molverhiltniszahl
der Hydrate 140t sich unter Verwendung eines einfachen Rechenansatzes
zur Ermittlung der Zusammensetzung von Hydraten benutzen. Man
bestimmt die Bildungswirme des betreffenden Hydrates aus fliissigem
Wasser (Wa) und aus Eis (Wh). Dann ist die Differenz der beiden Werte
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gleich der Krystallisationswirme der gebundenen n-Molekile Wasser,
Wa—Whb

1437

Die Struktur der Gashydrate weist groBe Ahnlichkeit zur Struktur
der Boride Ca B;, La By, Th B; auf. Hier liegt nach v. STACKELBERG ein
dreidimensionales Geriist von Boratomen vor, das Hohlrdume birgt, in
denen sich die Metallatome befinden. Wie die Hohlraume der Wasser-
Kifigverbindungen von je 24 Molekiilen Wasser, so sind die der Boride
von 24 Boratomen umgeben. Die genannten Boride krystallisieren eben-
falls im kubischen System. Die Gitterkonstante ist unabhingig (oder
fast unabhingig) von der Art der eingeschlossenen Metallatome.

W IV. Schicht-EinschluBverbindungen.
<N y}?/ AN x}?, -

N /*&*\ /*x*\ 1. Tonmmemlsoﬂ'mie. .
¥ - Die TonmineralienHalloysit,Al,0;-25i0,- 4

H,0 und Montmorillonit [AlOg- 4 Si0,- H,0]
I- + nH,0 zeigen Schichtstruktur folgender

also gleich n-1437 cal. Es ist also n =

Art: Ebene, krystalline, in sich durch Atom-
bindung zusammengehaltene Silikatschichten
i von etwa 10A Dicke liegen tibereinander. Von
3 der parallelen Lagerung und vom konstanten
T 40 Abstand abgesehen, besteht keine periodisch
W“ﬁ wiederkehrende RegelmifBigkeit in der rela-
AN AKA 2 tiven Lage der Silikateinzelschichten zu-
N xf\ /*x\i’\ ::fewm einander. Die Einzelschichten sind nur durch
L verhiltnismiBig schwache Krifte miteinander
“ verbunden. .
Im Halloysit Al,O;-2 Si0,-4 H,O sind 2
Abb. 26 I;iicf oy e;g;}rﬁ’;ﬁ: von den 4 Molekiilen Wasser der Bruttoformel
in Gestalt von etwa 3 A dicken Zwischen-
schichten zwischen den etwa 10 A dicken Silikatschichten eingelagert.
Das Schichtwasser ist verhédltnismaBig locker gebunden und kann durch
gelinde Erwiarmung oder durch Auswaschen mittels Dioxan entfernt wer-
den. Dabei geht der Halloysit in Metahalloysit dber, Al,O,- 2 Si0,-2 H,0.
Die Entquellung ist irreversibel. ,

Im Montmorillonit [ALO,- 4 Si0,-H,0] 4 n H,O ist die in der Brutto-
formel ausgeklammerte Menge Wasser gleichfalls schichtférmig zwischen
Silikateinzelschichten von g,6 A Dicke eingelagert (Abb. 26). Die Silikat-
schichten tragen negative Ladung, in den Zwischenschichten befindet
sich eine dquivalente Zahl von austauschbaren Kationen wie Na+ und
Ca++. Die Zwischenschichten konnen die Dicke von etwa 3, 6, g oder 12 A
haben, das entspricht bei der vAN DER WaaLsschen ,,Dicke” 3 A der

b-Achse —w
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Wassermolekiile mono-, di-, tri- und tetramolekularen Wasserschichten.
Fiir gew6hnlich sind diese verschieden dicken Wasserschichten in den
Montmorillonitpriparaten gleichzeitig und in ungeregelter Folge ent-
halten. Wasserhaltiger Montmorillonit ist reversibel entquellbar.

Wie GIESEKING (I8) und HENDRICKS (21) durch ausfihrliche Unter-
suchungen belegt haben, kénnen die in den Zwischenschichten enthal-
tenen Kationen (Nat, Catt oder H+) des Montmorillonits nicht nur durch
anorganische, sondern auch durch organische Kationen ausgetauscht
werden. Es ergab sich, dafl grofle organische Kationen wesentlich fester
gebunden werden als die anorganischen Kationen, und dag die Sittigung
mit diesen Kationen das Wasserbindevermégen des Montmorillonits
schwiicht oder vollig anfhebt. Die organischen Kationen in den Zwischen-
schichten nehmen die flachest-mégliche Stellung an: Ohne Zweifel sind
an der Bindung nicht nur die CouroMBschen Krifte, die von der iono-
genen Gruppe ausgehen, sondern auch vaN DER WaaLssche Krifte, die
vom ganzen Molekiil ausgehen, beteiligt.

Sehr groBe Molekiile, wie z. B. Brucin und Codein verdriangen trotz
ihrer starken Basizitit nur etwa 2/, der austauschbaren H+-Jonen des
Montmorillonits. Der Grund liegt in der Raumbeanspruchung: das
restliche Drittel der Wasserstoffionen wird durch die groBflachigen Al-
kaloid molekiile zugedeckt und so dem Austausch entzogen. o-Phe-
nylendiamin-Montmorillonit enthilt monomolekulare, Benzidin-Mont-
morillonit di- molekulare Zwischenschichten. Manche Kationen bildern,
je nach den Versuchsbedingungen, sowohl monomolekulare als dimole-
kulare Schichten.

Die rontgenographische Bestimmung der Zwischenschichtdicken gibt
eine Maéglichkeit zur Abschiatzung der ,,vaN DER WaALsschen Dicke' ein-
lagerungsfihiger Molekiile.

Es erwies sich z. B. Piperidin erwartungsgemal ,,dicker’ als aroma-
tische Amine. Messungen der Montmorillonitsorbate von 2,5- und 2,7-Di-
aminofluoren machten, in Ubereinstimmung mit den chemischen Er-
fahrungen und im Gegensatz zu dem Ergebnis der einzigen vorliegenden
Krystallstrukturuntersuchung (23) coplanare Lage der Fluorenringe
wahrscheinlich. Ebenso erwiesen sich Adenin und Guanin bei diesen
Messungen als eben. Fiir Codein ergab sich eine Dicke des Molekiils, die
gut mit der Strukturformel von GALLAND und ROBINSON vereinbar ist,
nach der sich der N-Heterocyclus aus der Ebene der vier anderen, an-
nihernd coplanaren Ringe erhebt (Abb. 27). Bei der Einlagerung der
Nucleoside Guanosin und Adenosin (Abb. 28) scheinen sich, nach der
Raumbeanspruchung zu schlieBen, die Ribofuranoseringe angenihert
parallel zu den Ringen der Purinbasen einzustellen.

Die bisher besprochenen Sorbate sind Kationenaustauschprodukte
und nehmen dem Verbindungscharakter nach eine eigentiimliche Mittel-
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stellung ein: ihrer Architektur nach sind sie typische Einschlu8verbin-
dungen, dem Bindungscharakter nach jedoch Salze.

Es lassen sich aber, wie BRADLEY (8} und McEwWAN (29) gezeigt
haben, auch #nichi-ionogene organische Verbindungen schicht{ormig in
Tonminerale einlagern. Hierbei findet ein Austausch gegen das Quell-
wasser, nicht aber gegen die vorhandenen anorganischen Kationen, die
unverindert im Mineral bleiben, statt. Der Mechanismus der Bindung ist
also beidiesen Sorbaten andersals bei den AmineinschluBprodukten. Dort
sind am Zusammenhalt der Komplexe nebeneinander die in den Amino-
gruppen lokalisierten CouLomeschen Krifte und die vom Gesamtmolekiil
ausgehenden vAN DER WaALsschen :

Krifte beteiligt, hier dagegen sind R
die eingelagerten Molekiile am std- "
chiometrischenLadungsausgleich der | —N\CH

negativ geladenen Silikatschichten N/C\ A W,
unbeteiligt, die lokalisierte elektro- #y ﬂwﬂzw c—ﬁ—_ﬁj—g——oﬂ
statische Anziehung entfillt also. L_u
Vollig unpolar dirfen die Molekiile s
allerdings nichf sein, z. B. gelingt es
nach McEwaN nicht, aliphatische | -——kcn
Kohlenwasserstoffe einzulagern. “C\N/ﬂ——'( (LI L
j—"LMs
——
H, /M ﬁ\ CHs

HC/:=C\C—C>—C‘IIH_8<\CH
\_/ c_z_ /
/ g 5\%

Abb.27. Codein. Abb, 28. Adenosin und Guanosin.

HC

Als Verbindungspartner der letztgenannten Art wurden unter anderem
insbesondere ein- und mehrwertige Alkohole sowie Ather untersucht.

Die organischen Komplexe des Montmorillonits konnen durch Ein-
lagerung der organischen Partner in das bei 100° im Vakuum entwisserte
Mineral oder aus dem wasserhaltigen Mineral durch direkte Verdringung
des gebundenen Wassers dargestellt werden. Fiir die Gewinnung der
Organcaddukte des Halloysits (McCEwWAN) ist nur der letztgenannte Weg
gangbar, da die Entwasserung von Halloysit auch unter mildesten Be-
dingungen zu irreversiblem ,,Verkleben” der Silikatschichten fithrt.
Lediglich Athylenglykol vermag, in unvollstindigem MaB, auch in ent-
wiisserten Halloysit noch einzudringen.

Strukturell wird durch die Einlagerung der organischen Kompo-
nenten nichts als der gegenseitige Abstand der parallelen Silikatschichten
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gedndert. Dieser 18t sich genau wie bei den eingangs besprochenen
organischen Montmorillonitsalzen leicht aus der Identititsperiode in der
Richtung ¢ aus Pulverdiagrammen ermitteln. Der im folgenden zur
Kennzeichnung des freien Lumens benutzte Wert A4 errechnet sich aus
dem senkrechten Abstand zwischen den die Mittelpunkte der Ober-
flachensauerstoffatome oder Hydroxylgruppen enthaltenden, durch die
Zwischenschicht getrennten Ebenen je zweier aufeinanderfolgender Sili-
katschichten, indem man zweimal den vAN DER WaALsschen Radius des
Sauerstoifs in Abzug bringt. In der Abb. 2g, die schematisch den Quer-
schnitt durch Glykol-Halloysit wiedergibt, sind die randlichen Sauer-
stoffatome zweier Silikatschichten, die durch deren Atommittelpunkte
bestimmten Ebenen (punktiert), das freie Lumen 4 und zwei eingelagerte
Glykolmolekiile gezeichnet.

Tabelle 20 gibt die Ergebnisse von McEwaNs Untersuchung iiber
organische Montmorillonit- und Halloysitsorbate wieder. '

Wenn man die ermittelten Werte
fiir dieZwischenschichtlumina(Spalte I
und V) mit dem einfachen oder ver-
doppelten Durchmesser der jeweils
eingelagerten Molekille vergleicht
(Spalte III und VII), so ergibt sich
in guter Annidherung, daf die orga-
nischen Partner.entweder in mono-
rnolekularer oder in bimolekularer Abb, 2g. Schematischer Querschnitt durch
Schicht eingelagert sind (Spalte II Hatlosit e (ogyy. kel Tnach
und VI). Unter den einwertigen Al-
koholen bilden mit Halloysit lediglich Methanol und Athanol Addukte,
dagegen nicht die héheren Homologen (s. Spalte VI}; mit Montmorillonit
bilden Methanol und Athanol doppelte, die hoheren Homologen einfache
Schichten. Hierfiir gibt MCEwaN folgende Interpretation. Die Ober-
flichen der Silikatschichten des Montmorillonits tragen negative Ladung
und Gben deshalb auf polare Molekiile in ihrer Umgebung einen Orien-
tierungseffekt aus, dergestalt, daB die positiven Enden angezogen wer-
den. Da jede Schicht in dieser Weise wirkt, besteht zwischen den beiden
Silikatschichten a priori die Tendenz zur Ausbildung bimolekularer Zwi-
schenschichten. Dieser Fall ist bei Methanol und Athanol verwirklicht.
Den schwiicher polaren, hoheren Alkoholen gegeniiber wirken die Sili-
katschichten vorwiegend durch die vaN DER Waarsschen Krafte an-
ziehend, die keinen Orientierungseffekt ausiiben, in diesen Fillen bilden
sich daher nur monomolekulare Schichten aus. Beim Halloysit besteht
tiberhaupt keine Tendenz zur Ausbildung bimolekularer Zwischenschich-
ten, da die einander zugekehrten Silikatschichtoberflichen selber polar
sind. Die Verhaltnisse werden durch die Abb. 30 illustriert.
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Tabelle zo, Montmorillonii- und Halloysiteinschiufverbindungen nichi-jonogener ovganischer

Substanzen.

Anorganischer Adduktpartner

Montmeorillonit Halloysit
dberechnet Aabxfsre\cﬂl;ir;ﬁ
B I o i I I [
- ungssphare! Kationen . und Zahl
beob- 1*‘;;‘;;}’:;‘" und Zahl | im Mineral| beob- 1;“‘:&:}’1‘6?' der Mole-
achtet cchicht d}i;uirgogi- . achtet schicht kiillagen
I T 11 v v vI ViI
Methanol. . 7.4 2 6,9 NH; 3,4 1
Athanol . . . . 7.9 z 8,1 NH, 2,8 1
Propanol-1. . . . | 4,5 1 4,5 NH; 0,3 o
Butanol-1 4,6 1 4,5 NH; 0,3 o
Pentanol-1. 4,6 1 4,5 NH,
Hexanol-1 . . . . 4,1 1 4,5 NH,
Heptanol-1. 4,1 1 4,5 NH,
Hexadecanol-1 . 4,1 1 4,5 NH,
Heptanol-4. 3,7 1 4,5 NH,;
Octanol-z . . . .| 41 1 4,5 Ca
2-Athylbutanol-1 ., | 4,2 1 4,5 NH;
2-Methylbutanol-2 5.4 1 5,4 NH;
Cyclohexanol . 5,6 1 5,5 NH,
Athylenglykol .6 2 7.3 NH,,Ca"| 3,7 1
Propandiol-1,3 . 8,6 2 8,6 NH;,Ca"| 4,4 1 4,5
Butandiol ., ., . . 4,0 1 4,5
Glycerin . 8,3 2 8,3 NH,,Ca] 3,8 1 3.9
1,4-Dioxan. .| 5.6 1 5.9 Ca
Glykolmonomethyl- 3.5 1
dther, . ..
Glykolmonoathyl-
ather N 3,6 1
Glykolmonobutyl-
ather . 3.6 1
Diidthylenglykol 3,6
Tridthylenglykol 3.5 1
n-Hexan . 1—2 o Car*
n-Heptan . . 0,6 o NH;
Benzol. 4,6 2 NH;
Naphthalin. 3.5 NH
Tetrahydro-
naphthalin . 4,6 2 NH,
Decahydronaphtha-
lin. ... ...} 06 o NH,
Chlorathanol . . 8,0 2 7,8 NH, ] 3.6 1
Athylendiamin. 4,3 1 4.4 Ca'* 4,5 1 4.4
Aceton, . 8,2 2 81 Ca- 3.9 1
Acetaldehyd . 3,6 1
Acetonitril . 10,2 3 10,6 Ca 3.4 1
Nitromethan . . 10,4 3 10,5 NH, 3,3 1
Nitrobenzol. . . 5,7 2
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DaBl ganz unpolare Verbindungen, wie Paraffinkohlenwasserstoife,
zur Addition nicht befdhigt sind, wird wohl so zu deuten sein, daB die
Bildungsenergie rein vaN DER WaaLsscher Additionskomplexe allein nicht
ausreicht, um die Dilatation der Silikatschichten zu erzwingen, die beim
Montmorillonit wie beim Halloysit durch relativ starke elektrostatische
Krifte zusammengezogen werden.

Polaritdt oder starke Polarisierbarkeit des Verbindungspartners ist
unter den soustigen bisher besprochenen Einschiufiverbindungen nur
noch bei den Addukten des 4,4~Dinitrodiphenyls —pmerr—r
eine conditio sine qua non. Bei der Harnstoff-, ni=p i3l ii=in
Thioharnstoff- und Desoxycholsiureaddition ist
Polaritit des Partners nicht notwendig, verhin-
dert aber andererseits Adduktbildung nicht. Bei
den H,O-Kifigverbindungen sind Molekiile mit
polar gebundenem Wasserstoff zur Einlagerung un-
geeignet.

2. Basische Zinksalze organischer Sduren.

Strukturelle Ahnlichkeit zn den Schichtein-
schluBverbindungen der Tonmineralien zeigen die
von FEITKNECHT und Mitarbeitern (12) sowie von
McEwaAN und Mitarbeitern (31) beschriebenen Ad-
ditionsverbindungen von Zinkhydroxyd und or-
ganischen Sduren. Basische Salze des a-Zinkhydro-
xyds besitzen nach FEITKNECHT eine Schicht-

. . . Abb. 30. Schematischer
struktur der Art, daB in sich krystallin geordnete Guerschnitt durch Montmo.
Schichten von Zn(OH),, getrennt durch Anionen- ’;”r"“;:jtsfr)batié"‘;e“r“}‘l‘d in
. - . . ae 1ile ul urc. €L
haltige Zwischenschichten, parallel und in konstan- Haloysit-sorbat (unten)

tem Abstand, aber ohne sonstige periodisch wieder. [nach McEWAN (24)].

kehrende Orientierung zusammengelagert sind (13). Als Zwischen-
schichten konnen groBflichige Molekille organischer Sauren, wie Naph-

tholgelb
OH

Im@/\/ﬁﬂm
NN

No,
und andere saure Farbstoffe eingelagert werden. Die Bruttoformel der-
artiger Addukte ist nach FEITKNECHT 4 Zn(OH),-Zn- N, wobei N das
bivalente Anion des Farbstoffs bedeutet. Es ist wahrscheinlich, daf3 die
Farbstoffmolekiile flach ausgebreitet in vierfacher Schicht zwischen den
Zn(OH),-Schichten liegen.

Interessanterweise gelang es McEwan und Mitarbeitern, in die
FriTkNeEcHTschen Schichtkomplexe zusatzlich neutrale Verbindungen,
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wie Methanol, Athanol, Glykol, Glycerin, Acetonitril und Propionitril
einzulagern (30). Es werden hierbei definierte Sattigungswerte erreicht,
die mit einer Dilatation der Zn(OH),-Schichtabstinde auf charakte-
ristische Betrige verkniipft sind. Der Eigenschichtabstand des Naph-
tholgelb-primidrkomplexes ist 19,6 A. Die fiir die einzelnen Misch-
einschluBverbindungen beobachteten totalen Schichtabstinde und die
auf die neutralen Gastmolekiile entfallenden Teilbetrige der Schicht-
abstinde sind in Tabelle 21 zusammengestellt.
Estalltauf,daBdie4-Werte
(3. Spalte der Tabelle 21) keine
ganzzahligen Vielfachen der

Tabelle 21. Sekundirve Schichthomplexe von
Naphtholgelb-Zinkhydroxyd.

dooyin A - g‘ in Alg 5 Wirkungssphiren der betref-

"' fenden Gastmolekiile sind, im

Wasser . i Gegensatz zu den A-Werten
Methanol - . . . . 27:;3/ 82 der Tonmineralschichtsorbate
Athanol . . . . . 30,8 11,2 {s. Tabelle 20 5. 138). Man kann
Athylenglykol . . . 20,6 10,0 sich daher von der Lagerung
glyct:erl_n SR 30,1 10,5 der neutralen Molekille in

cetonitril . . . . 23,7 4,1 . . .

Propionitril . . . . 251 5 den Zwischenschichten vorerst

nach kein Bild machen.

3. Pferde-Methimoglobin- Hydrat.

Die Untersuchungen von PERUTZ {35}, {36}, {37) tiber die Struktur von
krystallisiertem Pferde-Methamoglobin haben hinsichtlich der Lokali-
sation und Bindungsweise des eingelagerten Wassers zu einem Bild ge-
fithrt, das in wesentlichen Ziigen dem fir die vorausgehend besprochenen
Schichteinlagerungsverbindungen giultigen gleicht.

52,4% des Volumens normaler Pferde-Methimoglobinkrystalle be-
steht aus Fliissigkeit, je nach Gewinnungsweise aus Wasser oder Salz-
16sung variabler Konzentration. In den Krystallen wechseln parallel
gelagerte Schichten von Methdmoglobinmolekiilen und Flussigkeit.
Quellung und Entquellung 148t die Dicke und die Struktur der Protein-
schichten unberiihrt und verindert lediglich die Dicke der Fliissigkeits-
zwischenschichten sowie den Winkel § der monoklinen Elementarzelle.
Nur ein kleiner Betrag, ndmlich 0,3 g Wasser pro 1 g Protein, ist nicht
als Schichtwasser reversibel entfernbar, sondern fester gebunden, mog-
licherweise unmittelbar auf der Oberflache der einzelnen Methimoglobin-
molekiile.

Die Quellung und Schrumpfung des Methidmoglobinkrystalls erfolgt
nicht kontinuierlich, sondern in definierten, reproduzierbaren Stufen,
wobei die Dicke der Fliissigkeitszwischenschicht sich jeweils um einen
Betrag von etwa 4 A idndert. Dies 148t auf laminare Struktur der
Zwischenschichten schiieflen.
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Die Abb. 31 zeigt die Elementarzelle in verschiedenen Stufen des
Quellungszustandes. Man sieht, daB die Quellung und Schrumpfung nur
Anderungen in der Hohe der Elementarzelle hervorruft, wobei der
Winkel § zwischen 84,5° in den sauer gequollenen Krystallen und 137,5°
in den langsam getrockneten

Krystallen stufenweise vari- o-5y o535
iert. Der schraffierte Teil der v TR - a9
Diagramme deutet die relative s getracknet A '7%,.,4,93,«;%3}
Dicke der eingelagerten Fliis-
sigkeitsschicht an. Die Schich- o514 -84
ten der Proteinmolekiile wer-

T R T O ¥

den je nach der Anderung des mibiy entfquolien Normatzustand
Winkels 8 parallel zueinander
verschoben; doch dndert sich
dabet weder ihre Dicke noch .

ihre innere Struktur. 6-F° a1l P BT G el
In Abb. 3z ist das von # g%’;f;;;’g%%{:ﬂ' inStiure gequolen

PerutZz auf Grund der rént- ] ) .
. Abb. 35. Die Elenentarzelle von Pferde-Methimoglobin
genographlschenUntersuchun- in verschiedenem Quellungszustand [nachPERUTZ (35)].
gen fir die Anordnung der
Methamoglobinmolekiile und der Flissigkeitsschichten im Krystall
entworfene idealisierte Bild wiedergegeben. Die Zylinder, deren Hohe
34 A und deren Durchmesser 57 A betrigt, bedeuten die einzelnen
Molekiile des Methdmoglobins, Molekulargewicht 67 500.

Ob die fiir den Methdmoglobinkrystall wahrscheinlich gemachte Art
der schichtférmigen Wassereinlagerung ein Sonderfall ist oder auch fiir
andere wasserhaltige Proteine
gilt, ist noch ungewif. Beim
krystallisierten turnip yellow
mosaic virus scheinen die Ober-
flachen der Molekiile durch
sehrviel dickere Wasserschich-
ten (78 A dick) voneinander :
getrennt zu sein. Bei diesem P ég Y
Virus, das man in jiingster EE— Iz
Zeit sowohl réntgenographiSCh Abb. 32. Anordnung der Methimoglobinmolekiile im
wie e]ektronen-mikroskopisch Krystall, Vorn rechts der Bereich einer Elementar-

. zelle [nach PERUTZ (37)].
niher zuuntersuchen begonnen
hat (6), (10), (28), 1aBt eine andere, sehr merkwiirdige Beobachtung an
die Moglichkeit denken, daB Architektur und kriftemaBiger Zusammen-
halt des Krystalls durch gleichartige Erscheinungen bedingt sein kénnten,
wie man sie an den viel einfacheren EinschluBsystemen, die in dem vor-
liegenden Aufsatz  besprochen wurden, kennen gelernt hat. Das turnip

|
e
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yellow mosaic virus besteht in reiner infektidser Form aus einem Protein
und einer Nucleinsdure. Das Protein konnte auch fiir sich allein, ohne
die Nucleinsaure, die im virus 28%, des Gewichtes ausmacht, krystalli-
siert erhalten werden. Die Krystallstruktur dieses (nicht-infektiGsen)
Proteins scheint die gleiche zu sein wie die des nucleinsdurehaltigen
Materials (6)! Es sind lediglich die MaBe der Elementarzelle des reinen
Proteins ein wenig grofer als die des kompletten Virus, so daBl der Gegen-
wart der Nucleinsiure eine kontrahierende Wirkung auf die Proteinsiure-
molekiile zugeschrieben werden muB, ohne dag die raumliche Anordnung
diezer Molekiile im Prinzip gedndert wird.

V. SchluBbemerkung.

Der engen Verwandtschaft der Krystallstruktur der verschiedenen
Einschlufverbindungen steht, wie in den einzelnen Abschnitten hervor-
gehoben worden ist, Mannigfaltigkeit der Krifte gegeniiber, die am Zu-
sammenhalt der Molekiile in den Addukten mitwirken. Gemeinsam aber
in dynamischer Hinsicht ist allen Einschluverbindungen, von den Edel-
gas-Kifigverbindungen und Paraffinaddukten bis zu den Montmorillonit-
schichtverbindungen organischer Basen, daf am Aufbau in wesentlichem
AusmaB vaN DER WaaLssche Krifte beteiligt sind. Das tiberall erkenn-
bare Prinzip der optimalen Ausfiillung vorgegebener Hohlriume ist
schwerlich anders zu deuten, denn als Manifestation der von den ganzen
Molekiilen ausgehenden Anziehungskrafte, die nach weitest moglicher
Absattigung mit den von den Molekiilen der vorgegebenen Grundgitter
ausgehenden Kriften, d. h. nach einem Potentialminimum des Systems,
streben. Geraten diese Krifte mit lokalisierten Kraften, wie sie beim
Zusammentritt ionogener Partner auftreten, in Widerstreit, so setzen sie
sich dennoch in weitem Maf durch. Dies ist selbst bei derjenigen Ver-
bindungsgruppe, die als Grenzfall echter EinschluBverbindungen be-
zeichnet werden muf}, nimlich bei den Montmorillonitsorbaten orga-
nischer Amine, noch deutlich erkennbar. Das Komponentenverhiltnis
dieser Sorbate im Sittigungszustand wird nicht durch die Zahl der ver-
fiigbaren elektronegativen Ladungen des Grundgitters, sondern durch die
GréBe der eingelagerten Molekiile bestimmt,

Die Aufgaben fiir weitere Arbeit auf dem Gebiet der EinschluBver-
bindungen sind mannigfacher Art. Allein fiir die bisher bearbeiteten,
zumeist erst in jiingster Zeit entdeckten Verbindungsgruppen harrt noch
eine Fiille von Problemen der Losung; unter anderem bedarf die Frage
griindlicher Bearbeitung, ob die Verbindungspartner wenigstens einiger
der EinschluBverbindungen auch im flissigen Zustand Assoziate bilden,
die als charakteristisch bezeichnet werden kénnen und die tiber das
hinausgehen, was man an beliebigen anderen zur Assoziation geneigten,
jedoch nicht zur Bildung von krystallisierten EinschluBverbindungen be-
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fahigten Systemen bisher kennen gelernt hat. Man wird nach weiteren
Additionsverbindungen vom EinschluB3typ suchen. Und man wird sicher
manches von dem, was man an den bisher untersuchten Verbindungs-
gruppen gelernt hat, zur Vertiefung der Kenntnisse von den zwischen-
molekularen Kriften im allgemeinen und vom krystallisierten Zustand
der Materie im besonderen niitzen kénnen.

Von den technischen Anwendungsméglichkeiten der EinschluBver-
bindungen wurde im vorliegenden Aufsatz kaum gesprochen. Aber es
sei als glinstiges Vorzeichen fiir die weitere Entwicklung dieses neuen
Zweiges der Krystallchemie erwahnt, dall von seiten der Industrie dem
Gebiet lebhaftes Interesse entgegengebracht wird, zunichst besonders
im Hinblick auf die sich bietenden Mdglichkeiten, Verbindungen oder
Verbindungsgruppen auf dem Weg iiber EinschluBverbindungen aus
Gemischen abzutrennen, ‘

Unter welchem Gesichtspunkt immer man das Kapitel der EinschluB-
verbindungen betrachtet: zweifellos liegt hier ein Feld, das zu weiterer
Durchforschung einlidt.
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1. Einleitung.

Im Jahre 1901 wurde der bekannte Streit zwischen Liepic (209)
und PASTEUR (294), (295), mit dem 1871/72 die Wuchsstoff-Forschung
begann, durch WILDIERS (435) [im Pharmakologischen Institut der
Universitat Lowen, unter M. IDE (437)] vollig eindeutig zugunsten
LieBiGs entschieden. Der von WILDIERS benutzte Helestamm zeigte
bei kleiner Impfmenge in einem Nihrmedium, das nur aus Glucose,
Ammonsalz und Hefe-Asche bestand, weder normales Wachstum noch
gute Girung, wenn nicht winzige Mengen einer unbekannten, in der
Natur weit verbreiteten organischen Substanz zugegeben wurden. Je-
doch war die Zeit noch nicht reif, diese grundlegende Entdeckung zu
wiirdigen. Die meisten Garungsforscher, die damals ganz unter der
Lehrmeinung von PasTEUR standen, konnten den Ausfithrungen von
WILDIERS, die in ihrem klaren franzosischen Stil auch heute noch einen
GenuB zu lesen bedeuten, keinen Glauben schenken. Es bedurfte noch
langer Auseinandersetzungen, bis die WILDIERs-IDEschen Befunde all-
gemeine Anerkennung fanden. Auch waren wohl die Chemiker vor
dem ersten Weltkriege nicht in der Lage, die Anreicherung so kleiner

1 Vgl. z. B. die ausfiihrliche Darstellung der Geschichte des Bios-Problems
bei KocL und Townis (164).
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Substanzmengen, wie sie bei den Wuchsstoffen vorliegen, in Angriff zu
nehmen. Es gelang erst im Jahre 1928 VEra Eastcorr (79) in Toronto,
das relativ wenig wirksame Bros I aus Teestaub zu isolieren und als
m-Inosit zu identifizieren.

Die Erkenntnis der folgenden Jahre, daB verschiedene Vitamine,
wie B, und B,, auch Wuchsstoffe fitr Mikroorganismen sind, fithrte dann
u. a. dazu, die langwierigen und kostspieligen Vitaminteste an Tieren
weitgehend durch mikrobiologische Teste zu ersetzen und auch bei
neuentdeckten Vitaminen danach zu suchen, ob sie nicht Wuchsstoffe
bei bestimmten Mikroorganismen sind. So wurde z. B. an unserem In-
stitut die Anreicherung der Pantothensiure, die zunichst nur als ein
Wachstumsfaktor fiir Ratten (,,Filtratfaktor) bekannt war, ganz we-
sentlich beschleunigt, als es gelang, sie mit S#reptobacterium plantarum
auszutesten (183), (252), (263).

Gleichzeitig stellten namentlich Biologen mit den bei einigen wenigen
Mikroorganismen als Wuchsstoffen erkannten Substanzen das Wuchsstoff-
beddirfnis zahlreicher weiterer Arten fest. Die biologischen Chemiker
priiften an vielen Derivaten und Analogen aller Wuchsstoffe die Kon-
stiutionsspezifitdt, die sich vielfach groBer als bei den Vitaminen der
hoheren Tiere erwies. Solche Untersuchungen sind allmihlich zur
.»Routine-Forschung' geworden (161), wie auch die Isolierung neuer
Wuchsstoffe, besonders seit die eleganten Methoden der Mikrochemie,
der Chromatographie, der Elektrophorese und der Gegenstromverteilung
entwickelt wurden.

" Als man erkannt hatte, daB einige Vitamine, bzw. Wuchsstoffe, in
enger chemischer Beziehung zu bestimmten Fermenien stehen, begann
eine duferst fruchtbare Zusammenarbeit zwischen Enzym- und Wuchs-
stoff-Forschung. Wir wissen heute, daBl fast alle Wuchsstoffe und
Vitamine Vorstufen der sog. Cofermente sind, die in Bindung an spezi-
fische Proteine, die sog. Apofermente, eine groBe Reihe von Stoffwechsel-
reaktionen katalysieren. Die Wuchsstoffe sind deshalb bei aller Mikro-
organismen von lebenswichtiger Bedeutung, und es hat sich nach und
nach herausgestellt, daf alle untersuchten Mikroorganismen, die einen
bestimmten Wuchsstoff zu ihrer Erndhrung nicht benétigen, ihn im all-
gemeinen dennoch enthalten, d. h. die Fdkighest 21 seiner Synthese besitzen.
A Die bisher studierten Wuchsstoffe sind demnach Stoffwechselkatalysatoren;
baben also direkt mit dem Wachstum nichts zu tun, weder mit dem Massenwachs-
tum der Einzelzelle noch mit der Teilung. Ob es iiberhaupt spezifische Teilungs-
faktoren gibt, so wie spezifische Stveckungsfaktoren fiir die Zellen hoherer Pflanzen
in den Auxinen bekannt sind, ist eine offene Frage.

In den letzten 10 Jahren ist es gelungen, die mikrobiologischen
Methoden soweit auszubauen, dall mit ihnen allein bereits ungeahnte
Einblicke in die Stoffwechsel-Funktionen der Wuchsstoffe, ja in ihren

10*
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Auf- und Abbau selbst moglich geworden sind. 3 Methoden haben sich
vor allem herausgebildet: 1. Die Ersaszanalyse, 2. die Hemmstoffanalyse.
3. die genetische Blockierung. Man kann sie unter dem Begriff: Mikro-
biologische Stoffwechselanalyse zusammenfassen (363).

Die 1. Methode beruht auf den schon friihzeitigen Befunden, dafl
sich manche Wuchsstoffe ersetzen lassen: nicht nur durch eines oder
mehrere ihrer Bruchstiicke (z. B. Pantothensdure durch g-Alanin), son-
dern in bestimmten Fillen auch durch véllig kowstitutionsfremde Sub-
stanzen (z. B. Biotin durch Asparaginsiure). Auf Grund seiner che-
mischen Natur und seines wirksamen Konzentrationsbereichs 148t sich
besonders unter Hinzuziehung der Hemmstoffanalyse entscheiden, ob
der Ersatzstoff 1. ein Vorliufer in der Synthese des Wuchstoifs, z. ein
hoheres Aufbauprodukt in der Reaktionsfolge zum zugehdrigen Co-
ferment, 3. ein Katalysator fiir irgend eine Zwischenstufe der Wuchsstoif-
oder Coferment-Bildung, 4. ein Zwischen- oder Endprodukt der letzt-
lich durch den Wuchsstoff bedingten enzymatischen Reaktionsfolge ist.

Bei der 2. Methode hemmt man die Synthese der Wuchsstoffe oder
ihren weiteren Aufbau zu den Fermenten durch sog. Awnfagonisten.
Nachdem der erste Wuchsstoffantagonismus zwischen Sulfonamiden
und p-Aminobenzoesiure im Jahre 1940 von Woobps (455) entdeckt
worden war, hat man bei allen Wirkstoffen Antagonisten gefunden. Es
zeigte sich nidmlich, daB geringfiigige Anderungen am Molekiil eines
Wauchsstofis seine Wirkung nicht nur herabsetzen oder vollig annullieren,
sondern sogar in ihr Gegenteil umkehren kénnen. Daneben sind anch
Antagonisten bekannt geworden, deren Konstitution in gar keiner Be-
ziehung zn der des Wuchsstoffs steht. Wenn auch die grofle Hoffnung
der Chemotherapie, unter den Analogen der Wuchsstoife weiterhin leicht
neue Heilmittel mit giinstigen chemotherapeutischen Eigenschaften zu
finden, bisher nur zu einem geringen Grade in Erfilllung gegangen ist,
so wurde doch der reinen Forschung durch das Wechselspiel zwischen
Antagonist und Wuchsstoff (Ersatzstoff) ein duBerst variationsfdhiges
Mittel zur Stoffwechselanalyse in die Hand gegeben.

Die 3. Methode endlich verwendet Wuchsstoff-bediiritige Mutanten au-
totropher Mikroorganismen. Man kann siedurch Bestrahlung oder chemi-
sche Mutationsauslosung gewinnen (13), (14), (15), (16a). Beiden Mutanten
wird —in der Regel durch den Ausfall eines einzigen Gens —auch ein ein-
zelner durch dieses Gen gesteuerter Schritt in der Synthese des Wuchs-
stoffs unmdglich (Genetischer Block). Zunichst verwendete mandie gene-
tisch genauer analysierten Schimmelpilze, heute werden — nach Entwick-
lung der eleganten Penicillin-Methode — in steigendem MafBe die mikro-
biologisch glnstigeren Bakterienmutanten benutzt {64). Wuchsstoff-
bediirftige Mutanten kénnen zu denselben Stoffwechselanalysen heran-
gezogen werden wie normale Wuchsstoff-bediirftige Mikroorganismen.
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Ihre Verwendung bringt aber verschiedene Vorteile: Es lassen sich aus
etnem Originalstamm leicht viele Mutanten ziichten, die sich immer nur
durch esne einzige Eigenschaft unterscheiden. Bei normalen Stimmen
ist man dagegen hiufig gezwungen, auf ganz verschiedene Arten zuriick-
zugreifen, die natiirlich noch in sehr vielen anderen Eigenschaften von-
einander abweichen kénnen. Es liegt auf der Hand, daBl man unter den
Mutanten Stimme findet, die normalerweise in der Natur iiberhaupt
nicht vorkommen, die aber allein geeignet sind, eine bestimmte Frage-
stellung zu beantworten.

Die mit rein mikrobiologischen Methoden gewonnenen Ergebnisse
konnen durch andere biologisch-chemische, besonders enzymatische
Untersuchungen erhirtet oder weiter ausgebaut werden. Die Kombi-
nation vom mikrobiologischen und enzymatischen Methoden verdient
besondere Beachtung. So 148t sich die Beteiligung eines Wuchsstoffs
an bestimmten enzymatischen Leistungen der Mikroorganismen leicht
bestimmen, wenn man dabei 2 Kulturen miteinander vergleicht, die
einmal mit dem betreffenden Wuchsstoff gerade optimal (bzw. sogar
unteroptimal), das andere Mal mit einem UberschuB desselben ernihrt
worden sind. Experimenta crucis von besonderem Wert kénnen schlief-
lich angestellt werden, wenn man Wuchsstoffe oder Ersatzstoffe mit
radioakiiven Atomen markiert (142a), (430).

II. Vitamin B,.

Amneurin-Bedirfnis der Mikroorganismen. Aufbauvon Aneurin aus den Kom-
ponenten ,,Pyrimidin‘‘ und ,,Thiazol"’, deren Vorldufer bei Mikroorganismen
nach unbekannt sind. Abbau des Aneurins unter Erhaltung von ,,Pyrimidin‘
und Zerstérung von ,,Thiazol’* (Schimmelpilze), Kopplung von Aneurin-Auf-
nahme (-Speicherung) und -Phosphorylierung (Hefe). Ancurinpyrophosphat als
Coferment verschiedener Fermente des Kohlenhydrat-Stoffwechsels: Decarboxy-
lierung und Carboxylierung (Woop-WERKMAN-Reaktion) von Brenztrauben-
sdure, ihre Oxydation zu Essigsiure und deren weitere Umwandlung. Anta-
gonisten der Aneurin-Aufnahme: 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin
und Pyrithiamin, Griinde fiir die grofien quantitativen Unterschiede im Ancurin-
bediirfnis der Mikroorganismen. Bedeutung der Aneurin-sparenden und -er-
setzenden Wirkung durch andere Wuchsstoffe und Stoffwechselprodukte.

Vitamin B, {Aneurin, Thiamin), das Anti-Beri-Beri-Vitamin wurde
im Jahre 1926 von JANSEN und DoNATH (142) aus Reiskleie in krystalli-
siertem Zustand isoliert. R. J. WiLLiaMs (436) zeigte schon 1919, da8
verschiedene Heferassen durch B;-Konzentrate (aus Reiskleie oder Hefe)
stark im Wachstum geférdert werden, konnte aber seine Befunde erst
einwandfrei bestitigen (440), als ihm reines krystallisiertes Aneurin von
JanseN und DoNATH zur Verfiigung stand. Auch VERA READER (317},
- (291) fand, daB zum Wachstum eines Aktinomyceten (Streptothrix
corallinus) B,-Konzentrate erforderlich sind, aber diese behielten nach
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Behandeln mit Alkali (bei 120° C) ibre Aktivitit (298), was in den
Vitaminversuchen bei hoheren Tieren nicht der Fall war. DAvis und
MATTICK (66), (67) glaubten ebenfalls, Vitamin B, als Wuchsstoff, und
zwar bei verschiedenen Milchsaurebakterien, erkannt zu haben, muflten
aber ihre Ergebnisse widerrufen, als sie zu reineren Konzentraten tiber-
gingen (65). Dennoch benétigen viele Milchsiurebakterien Aneurin,
wie spiter WooD und Mitarb. (450), sowic MOLLER (253) fanden. Dal
auch Schimmelpilze ohne Aneurin nicht wachsen konnen, bewies zuerst
BURGEFF (41) an einigen Symbionten der Orchideen mit einem krystalli-
sierten natiirlichen Praparat, und SCHOPFER (338), (339) bestitigte in
demselben Jahre seine Befunde, spiter auch mit synthetischem Aneu-
rin (340).

Eine zunichst ritselhafte Lage entstand durch den Befund Scuor-
FERs (351), daB alkalisch autoklavierte Weizenkeimextrakte, die also
kein Aneurin mehr enthalten, bei verschiedenen Mikroorganismen
trotzdem Bj-aktiv sind (Faktor M). Hierin gehéren mdglicherweise
auch die ReEApERrschen Ergebnisse bei Strepiothriz. Des weiteren fand
KnNiGHT (158), (159), daf sich in seinen Wuchsstoffkonzentraten fiir
Staphylococcus aureus nur Nicotinsiure nachweisen liefl, . obwohl die
Wirkung dieser Konzentrate erst durch Nicotinsiure #nd Aneurin er-
setzbar war. Die Aufklirung erfolgte durch die wichtige Entdeckung
KNIGHTs (160), daB Aneurin bei den Staphylokokken durch die Mi-
schung seiner Bruchstiicke, der ;, Thiazol“- und ,,Pyrimidin“-Komponente,
ersetzbar ist. Die meisten Aneurin-bediirftigen Bakterien (s. Tab. 1)
kommen schon mit dieser Mischung aus, nur wenige bendtigen das
intakte’ Aneurin, z. B. Streptococcus saltvarius (278) und Lactobactilus
Jermentum 36 (332), (97a), (62%), die deshalb fiir exakte Aneurinbestim-
mungen wichtig geworden sind.

Bei Schimmelpilzen, Hefen, Protozoen und Algen ist vielfach sogar
nur eine Komponente des Aneurins zum Wachstum ausreichend, wie im
einzelnen aus Tab. 1 hervorgeht. Hier sei der interessante Fall einer
kiinstlichen Symbiose, wie sie z.B. SCHOPFER bereits vor Jahren ge-
lang (341), mitgeteilt. Der Schimmelpilz Mucor rammanianus wichst
bereits in Anwesenheit von ,,Thiazol®, die farbige Hefe Rhodotorula flava
benétigt nur ,,Py'rimidin“, wihrend die jeweils im Nihrmedium nicht
erforderliche Komponente synthetisiert wird. Impft man beide Mikro-
organismen gleichzeitig in ein ,, Thiazol“’- und ,,Pyrimidin‘‘-freies Medium
das natiirlich auch kein Aneurin enthalten darf, so entwickeln sie zu-
sammen lebhaftes Wachstum, indem offenbar jeweils der eine Stamm
dem anderen diejenige Komponente, die er nicht synthetisieren kann,
zur Verfiigung stellt.

Erst in letzter Zeit hat man sich Gedanken dariiber gemacht, dafl
zur Vereinigung der beiden Kompononten ebenfalls ein Faktor erforderlich
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Tabelle 1. Bedarf an Aneurin und seinen Komponenten beim Wachstum von
Mikroorgantsmen.

Mikroorganismen

Beditrfnis an

Aneurin

Thiazol

4 Pyrimidin | Tbiazol

Pyrimidin

Bakterien;

Lactobact. fermentum 36

Streptococcus salivarius . .

Andere Streptokokken

Staphylococcus aureus, albus . .

Staphylococcus flavus .

Streptobacterium planiarum 10 S
(n.a.) . ... .

Andere Mllchsaurebaktenen .

B. suboxydans . e

Andere Essxgbaktenen P

Propionsiurebakterien . .

B.subtdlis. . . . . ..

B. pyocyaneus . . . .

B.eolt . ... ...

B, proteus u. viele andere

£
-+

o+

Ry

++

b+

Hefen:

Saccharomyces cevevisiae .
e v CL1t.
Tomla\(versch.Arten) .

., , Rhodotorula (versch.

Arten) . .

Torula, Rhodotomla (and Arten)

-+

Schimmelpiize:
Phytophiora (viele Arten) . .
Trickophyton discoides .
Phycomyces Blakeslecanus
Ustilago longissima ., . . . .
Polyporus (viele Arten) . . .
Mucor Rammanianus, .
Ophiostoma pini n.a.. . . . .,
Phytophtora (einige Arten) .
Polyporus adustus . . . . . .
Ustilago nuda . . . . .
Ophiostoma (versch. Arten)
Absidia glauca, Aspergillus mger
und viele andere . . . .

++

+++
++

++++

Protozoen und Algen:
Glaucoma piviformis .
Strigomonas (versch, Arten)
Euglena pisciformis . , . .
Polytomella caeca . ..
Polyloma ocellatum- . . ., . .
Euglena viridis . . . . . . .
Polytoma obtusum u.a. . . .

++

++

.+.
+

-+

Erlauterung: '+ vorhanden - ? fraglich; (-+) ersthohere Konzentration wirksam.
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sein konnte (s. Abb. 1, Schritt I), wofiir vaAn LANEN und Mitarb. (412)
bei Hefe, KipDER und DEWEY (149) bei Protozoen Anhaltspunkte ge-
funden haben. Stdmme, die einen solchen Faktor nicht synthetisieren,
miiBten natiirlich auf intaktes Aneurin angewiesen sein, selbst wenn sie
,»Pyrimidin®’ oder ,,Thiazol** oder sogar beide Komponenten syntheti-
sieren. Wenn die synthetisierten Komponenten nicht zu Aneurin weiter-
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0=C—CH, Acetopropylalkohol

Nt
‘ \ﬁ=S Thioformamid

/ol Erbsenwarzelnd

e 0D
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Aneurin.- H C-C/N C NC-Chy- N/C [|: ——-—H—E]———— Aneyrintriphosphat
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Abb.1. Auf- und Abbau von Aneurin und ,,Aneurin‘‘-Fermenten.

verarbeitet werden, kénnte es ferner zu einer Anhidufung  derselben
kommen. Solche Verhiltnisse sind tatsichlich bei Neurospora-Mutanten
von TATUM und BELL (402) gefunden worden, wie aus Tab. 2 hervorgeht.

Die Biosynthese des Aneurins aus den beiden Komponenten diirfte
nur streng bewiesen sein fiir Mikroorganismen, die beide Komponenten
zum Wachstum benotigen. Besonders bei ,,Pyrimidin‘‘-bedirftigen
Stammen sprechen viele Griinde dafiir, dafl auch sukzessiver Anban
von Thiazolspaltstiicken an das ,,Pyrimidin® tiber Aneurinthiol (478),
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(479) zum Aneurin fithren kénnte. Die mikrobiologische Synthese der
Komponenten selbst liegt noch vdllig im Dunkel. BoNNER und BucH-
MAN (29) konnten zwar nachweisen, da8 isolierte Erbsenwurzeln ,,Thia-
zol"" aus Thioformamid und Acetopropylalkohol aufbauen, aber bei
keinem der untersuchten Mikroorganismen kénnen diese Verbindungen
. Thiazol'’ ersetzen.

Tabelle 2. Biosynthese von Aneurin durch Neuvospora-Muianten
(nach Tarum und BELL [1946] (402)).

Mutante Synthese von Speicherung von
Kupplung
Nr. ,»Thiazol** ,,Pyrimidin** ,, Thiazol** I ,, Pyrimidin**
18 558 - + + — +
9185 + + — + +
17 084 — - + — —
1090 — — + — —

Die meisten Mikroorganismen vermdgen Aneurin zum eigentlich
wirksamen Aneurinpyropbosphat zu phosphorylieren (368). Strepio-
coccus saltvarius scheint diesen Schritt (Abb. 1, Schritt II) nicht schnell
genug auszufithren, da das Pyrophosphat als Wuchsstoff etwa 409%,
aktiver ist als 4quimolare Mengen Aneurin (278). Gonokokken sind iiber-
haupt nicht in der Lage, die Phosphorylierung zu bewerkstelligen (11),
(191). Fiir sie ist deshalb nur Aneurinpyrophosphat ein aktiver Wuchs-
stoff, Aneurin selbst erwies sich sogar als Hemmstoff (Kompetitiver
Antagonist des Pyrophosphats).

Bei Streptobacterium plantarum * und Phycomyces Blakesleeanus (369)
ist andererseits die Wirksamkeit von Aneurinpyrophosphat nach den
iiblichen Bebriitungszeiten 100- bis 1000mal geringer und gleicht sich
erst in lingeren Zeiten derjenigen des Aneurins an. SCHOFPFER (369)
nimmt deshalb an, daB viele Mikroorganismen gar nicht in der Lage
sind, das Pyrophosphat als solches aufzunehmen, sondern dafl sie es
vorher erst in Aneurin spalten miissen.

Dies ist von groBem Interesse, denn gerade die Aufnakme des Aneurins
(jedenfalls durch Hefe) ist mit seiner Phosphorylierung zu Aneurin-
pyrophosphat gekoppelt. Die Aneurinaufnahme der Hefe ,,Rotebro"
148t sich namlich nach SPERBER (388) durch dasselbe Pyrimidinanalogon,
das 2-Methyl-4-amino-5-aminomethyl-pyrimidin, hemmen, das auch die
Dephosphorylierung des Aneurinpyrophosphats durch Hefephosphatase
spezifisch hemmt; zudem vollziehen sich beide Vorginge unter den-
selben py-Bedingungen. Die Aneurinaufnahme durch Hefe ist ferner
mit Energie-liefernden Reaktionen gekoppelt, denn unter anaeroben
Bedingungen verlduft sie nur in Gegenwart eines vergirbaren Sub-

1 E.-F. MOLLER, unverdffentlicht, s. MSLLER und WEYGAND (260).
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strats unter aeroben nur, wenn ein veratembares Substrat vorhanden
ist (389).

Ein weiterer Antagonist, der die Apeurin-Aufnahme zu hemmen
scheint (460), (346), (473), ist im Pyrithiamin gefunden worden, einem
Analogon, in dem der Thiazolring durch einen entsprechend substituier-
ten Pyridinring ersetzt istl. WoLLEY und WHITE (466) zeigten, daf das
Wachstum von Mikroorganismen, die das intakte Aneurin bendtigen,
am empfindlichsten gegeniiber Pyrithiamin ist. ,,Thiazol’- oder ,,Py-
rimidin‘*-Bildner werden erst bei héheren Konzentrationen, und Aneurin-
nichtbediirftige, also selbst-synthetisierende Stimme meist iiberhaupt
nicht im Wachstum gehemmt. Wenn eine Hemmung vorliegt, wird sie
immer durch héhere Aneurinkonzentrationen, gelegentlich auch durch
die als Wuchsstoff wirksame Komponente aufgehoben. Jedoch kann
die von den verschiedenen Mikroorganismen synthetisierte Aneurin-
menge zumindest nicht der alleinige Grund fiir ihre Resistenz sein, da
sie viel zu gering ist. Auch konnt WoOLLEY (£460), (346) feststellen, daB
ein kiinstlich resistent gemachter ,,Pyrimidin‘‘-bedirftiger Stamm sein
Aneurin- bzw. ,,Pyrimidin‘‘-Bediirfnis gegeniiber dem Ausgangsstamm
nicht gedindert, also auch nicht die Fihigkeit zur Aneurinsynthese ge-
wonnen hatte, Er hatte aber die Fahigkeit angenommen, Pyrithiamin
zu spalten, erkenntlich daran, daB er nunmehr Pyrithiamin als ,,Pyrimi-
din"-Quelle verwerten konnte. Trotzdem lag darin nicht der Grund far
seine Resistenz, denn in der Nahrlésung fand sich immer noch viel mehr
Pyrithiamin als zur Hemmung des Ausgangsstamms erforderlich ge-
wesen wire. Es blieb deshalb kaum eine andere Erklirung iibrig, als
anzunehmen, dafi Pyrithiamin, die Aufnahme von Aneurin durch die
Mikroorganismen unterbindet. Wenn Aneurin-Aufnahme und -Phos-
phorylierung ganz allgemein gekoppelt sind, so darf man sagen, dal3
Pyrithiamin Schritt 1T hemmt.

Im Jahre 1937 fand LoumMANN (215) hier am Kaiser-Wilhelm-Institut
{Abt. MEYERHOF), daB8 Aneurinpyrophosphat das Coferment der Car-
boxylase ist. Diese ermoglicht bekanntlich eine der wichtigsten Teil-
reaktionen der alkoholischen Girung, die Decarboxylierung der Brenz-

traubensiure.

H
w COz—{—CHs-C/

CH, -CO - COOH
o

1 Die hier mitgeteilten Ergebnisse werden an sich nicht durch die Befunde
von Witson und Harris (448) [vgl. auch Dorvow und ScracrT (74) und
RAFFAUF (309)] berithrt: Das von WoorLey und Mitarb., sowie anderen be-
nutzte Priparat hat nidmlich nicht die oben angegebene Struktur. Eusesr und
CerEceDO (92), die das richtige Pyrithiamin (Neo-pyrithiamin) einer mikro-
biologischen Analyse unterzogen, konnten nicht entscheiden, ob es die Synthese
oder die Funktion des Aneurins stort.
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Aneurinpyrophosphat verbindet sich mit Mg++ und einem spezifischen
Protein, der Apocarboxylase, zur Carboxylase (Abb. 1, Schritt III).
Kirzlich wurde von VELLUz und Mitarb. (413), (414), 415), s. a. (£21)
eine Aneurinfziphosphorsiure synthetisiert, die die Diphosphorsidure
erst in 4- bis sfacher Konzentration zu 80%, im Carboxylasetest ver-
treten kann. Die von KARRER und Mitarb. (I43a) synthetisierte Homo-
Aneurintriphosphorsaure ist etwas aktiver! Nach Roux undCALLANDRE
(825a) nimmt die Cocarboxylase-Aktivitit linearer Aneurinpolyphosphor-
siuren mit steigender Kettenlinge stetig ab (bei Pj z. B. auf ~30%,).
Anorganische Polyphosphate sind kompetitive (?) Antagonisten der
Cocarboxylase.

Am blockierten Herzpraparat zeigt Aneurintriphosphorsiure jedoch phar-
makologische Wirkungen, die weder das Pyrophosphat noch Adenosintriphos-
phorsidure auszuiiben vermogen, und scheint damit fiir den Herzmuskel eine
dhnliche Rolle zu spielen wie Adenosintriphosphorsiure fiir den guergestreiften

Muskel. Es ist anzunehmen, daf in ihr ein neues B,-Coferment vorliegt, dessen
Substrat noch entdeckt werden muB.

Um bei Hefe maximale Garung hervorzurufen, ist mehr Aneurin not-
wendig als zum Wachstum; man erkennt dies leicht durch die Girungs-
steigerung, die Aneurin-Zusatz bei manchen (gerade Aneurin-optimal
ernihrten) Hefen hervorruft (162), (355), (62). Aneurin gehort deshalb
zu den Bestandteilen des sogenannten Faktor-Z-Komplexes (v. EULER)
(91). Bietet man Hefe in der Nihrlésung noch weit griBere Aneurin-
Mengen an, so werden diese begierig von ihr unter Phosphorylierung auf-
genommen und gespeichert [FINK und Just (96)]. Die Speicherung, die
1700%, und mehr der normalerweise in Hefe vorkommenden Aneurin-

- Menge ausmachen kann, erfolgt aber nach WESTENBRINK und VELD-
MANN (429) nicht in Form von Carboxylase, sondern unter Bindung
an andere Proteine, da der Carboxylasegehalt gegeniiber der Ausgangs-
hefe nicht gedndert ist.

Diese Proteine diirften die Apofermente von weiteren Fermenien sein,
die ebenfalls Aneurinpyrophosphat als Coferment enthalten. Man hat
sie aufgefunden, als man eine Fdrderung bestimmter Stoffwechsel-
reaktionen beobachtete, die Aneurin bzw. sein Pyrophosphat (evtl. auch
seine Komponenten) in Gegenwart Aneurin-arm erndhrter Mikro-
organismen hervorrufen. Diese Reaktionen gehen interessanterweise
wieder von der Brenztraubensdure aus und kénnen aerober oder anaero-
ber Natur sein. Die wichtigsten sind die Oxydation von Brenztrauben-
sdéure zu Essigsiure (366), (368), (11), (307}, (398a), die weiterhin Gber
»Acetylphosphat' abgebaut wird (212), und die als WooD-WERKMAN-
Reaktion (453), (449) bekannte Carboxylierung der Brenztraubensidure
zu Oxalessigsaure (123), (371), 367).
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HOOC - CO -CH, Bi(+ By - Mn*+oder Mg**) ¢y .coon
B, (4 Adenosintriphosphat - X)

B,?
,,Acetylphosphat*‘ 1 5 (usw.s. S. 174)

HOOC -CO -CH, + €0, Bi(+¥)  HoOC-CO-CH, COOH

Es ist moglich, dafl der vielfach disktutierte Mechanismus der durch Aneurin
katalysierten biologischen Oxydationsreaktionen nun endlich durch KARRERS
Entdeckung der Existenz des o-Dihydro-aneurins (142¢) seine Aufklirung findet.

Sehr reizvolle Schliisse lassen sich hiufig aus einem einzigen, oft
wenig bedeutungsvoll erscheinenden Tatbestand herausholen, wenn man
ihn von verschiedenen Seiten bis in alle Einzelheiten konsequent zu
begriinden sucht. Dies ist ein charakteristisches Vorgehen der mikro-
biologischen Analyse, und ich will deshalb den Befund, da8 die fir
optimales Wachstum der einzelnen Mikroorganismen erforderlichen
Aneurinkonzentrationen aufBerordentlich unterschiedlich sein kénnen
(Konzentrationsbereich 10719 bis 10~% g/cm? s. Tab. 3), in dieser Weise
betrachten.

Tabelle 3. Die fiir optimales Wachstum notwendige Konzentvation
an Aneuvin bei vevschiedenen Mikvoorganismen.

g Aneurin/cm?

Ustilago viclacea . .o 4 10710
Strigomonas culicidarum . . . . . . . 1,7 - 1079
Polyporus abietinus . . . . . .. 4 -107°
B. radicicola e e 6 -107?
Sacchavomyces cer. {Old Proc,) 8 -107?

" Phycomyces Blakesleeanus 15° C 1 -10-8
Lactobacillus lycopersici . 1 -10-8
Sarcina flava . . . . . . . . . 5 -1078
Streptobacterium planiarum 10 S . 5 -1078
Trichophyton interdigitale . 2 -1077
Polytomella Pascheri MOEWUS 1 -1078
Torula utilis (russ. Stamm) . . 1 1078
Chlamydomonas . p 1 -1078
Brucella abortus . 2,5 - 1073
B. tuberculosis e e e e e e 3.5 1073 (?)
Phycomyces Blakesleeanus 25°C . . . 108 bis 104

Bei anderen Wuchsstoffen ist der wirksame Konzentrationsbereich
viel kleiner und umfafB3t etwa 2 Zehnerpotenzen. Er diirfte in der Haupt-
sache dadurch bedingt sein, daB sich die in einer Kultur maximal er-
zeugte Zellsubstanz bei den verschiedenen Mikroorganismen ebenfalls
in einem Konzentrationsbereich dieser Grife bewegt. Es seien nun
zunichst die theoretisch méglichen Ursachen fiir ein erhéhtes Aneurin-
bediirfnis wihrend des Wachstums zusammengestellt:

1. Erhohter Aneurinbedarf bei Stoffwechselvorgingen, dic Ver-
mehrung der Zellsubstanz bedingen.
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2. Geschwindigkeit des Stoffwechsels von Aneurin selbst. a) Ver-
langsamte Aufnahme und Phosphorylierung, b) gesteigerte Ausscheidung,
c) gesteigerter Abbau.

3. Fehlen anderer Wuchs- oder Néhrstoffe im Nahrmedium.

Die Punkte 1) und za) sind schon an friitherer Stelle behandelt, iiber
2b) ist nichts bekannt. Der Einflufl von Punkt 1) kann mehr als eine
Zehnerpotenz ausmachen, der von Punkt 2a) im Extremialle (z.B. bei
véllig fehlender Phosphorylierungsfahigkeit) bis zu vollkommener In-
aktivitit von Aneurin fihren. Jedoch phosphorylieren die meisten
Mikroorganismen Aneurin mit ausreichender Geschwindigkeit. GréBere
allgemeine Bedeutung fiir unser Problem kommt dem Abbau von Aneu-
rin zu {Punkt 2c)), der nach BoNNER und BucaMAN (30) bei verschiede-
nen Schimmelpilzen mit relativ groBer Geschwindigkeit verlduft. Bei
Phytophtora- und Phycomyces-Arten kann der Abbau bereits nach ein-
tigigemm Wachstum einsetzen bzw. rascher als die Synthese verlaufen;
nach 7 Tagen ist er vielfach schon beendet. Dabei kommt es zu einer
vollkommenen Zerstérung des ,, Thiazols", wahrend das ,,Pyrimidin“
zum gréfBiten Teil erhalten bleibt. Der enzymatische Abbau in Schimmel-
pilzen ist also nicht vergleichbar mit dem durch die Thiaminase aus
Fischorganen, die lediglich eine Spaltung in die beiden Komponenten
hervorruft (I76). Da der ,,Thiazol-Abbau nur in Anwesenheit einer
kleinen Menge ,,Pyrimidin‘‘ oder verschiedener seiner Analoga erfolgt,
die zwar keine Wuchsstoffaktivitdt mehr zu besitzen brauchen, aber
noch dazu befdhigt sein miissen, mit dem ,,Thiazol’ zu einer quater-
niren Ammoniumverbindung zu reagieren, ist dem ,,Pyrimidin“ die
Rolle eines natiirlichen Katalysators des ,, Thiazol-Abbaus zuzuschrei-
ben. Dieser verlduft also unter intermedidrer Bildung von Aneurin.
Der Abbau des ,, Thiazols* ist ternperaturabhingig. Wenn nun ,,Thia-
zol'-Abbau und Aneurinbediirinis in einem ursichlichen Zusammen-
hang stehen, dann muB auch das Aneurinbediirfnis mit steigender
Temperatur groflier werden. BURKHOLDER und McVEiGH (45) fanden
dann auch, daB Phycomyces Blakesieeanus bei 15° C schon mit 1078 ¢
Aneurin/cm® optimales Wachstum erzeugt, wihrend bei 25° C hierzu
10~% bis 1071 g/cm® notwendig sind. Es ist ferner zu erwarten, dafl in
Wachstumsversuchen, auf Grund der raschen , Thiazol“-Zerstorung,
nicht eine Mischung dquimolarer Mengen der Aneurinkomponenten,
sondern solche mit einem Uberschuf der ,, Thiazol“-Komponente am
aktivsten ist, und daf} die Wirkung suboptimaler Aneurinkonzentrationen
durch Zugabe von ,,Thiazol' gesteigert wird. BoONNER und BucHMAN
(30) beobachteten tatsichlich, daBl bei den von ihnen untersuchten
Schimmelpilzen das wirksamste molare Verhéltnis ,,Thiazol“/, Pyri-
midin‘‘ (bzw. Aneurin) = 10 ist. Die Wirkung des ,, Thiazols'' kann man
also als eine ,,Pyrimidin“*{Aneurin)-sparende bezeichnen.
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Aneurin-Esnsparungen in der GréBenordnung von Zehnerpotenzen
werden mit anderen Wuchsstoffen und auch mit Aminosduren erzielt.
Dem Fehlen dieser Substanzen (Punkt 3) scheint die gréBte Bedeutung
zuzukommen, um Befunde iiber ein abnorm hohes Aneurinbediirfnis zu
erkliren. Dies wird verstdndlich, wenn man bedenkt, dafl besonders die
anfinglichen Untersuchungen iiber das Aneurinbediirfnis von Mikro-
organismen in sehr einfachen, zumindest unvollstdndigen Nihrmedien
durchgefithrt worden sind. Nach KoGL und van WAGTENDONK (I65)
setzt z. B. Biotin bei Staphylococcus aureus die zu optimalem Wachstum
erforderliche Aneurinmenge von 1079 auf 1078 g/cm?® herab. Der Effekt
wird schon mit so kleinen Biotin-Konzentrationen erreicht, wie.zum
Wachstum anderer, Biotin unbedingt benétigender Mikroorganismen
erforderlich ist (5 107? g/cm?®. Bei Mikroorganismen, die nur Zuwachs
mit Aneurin oder anderen Wuchsstoffen zeigen, also diese in sub-
optimalen Mengen synthetisieren, sind sparende Effekte noch viel aus-
geprigter; sie kénnen dabei in vollstindige Ersefzbarkeit selbst mehrerer
Wuchsstoffe durch einen einzigen (evtl. in héherer Konzentration) iiber-
gehen. Diese sog. Korrelationen zwischen den Wuchsstoffen sind zuerst
durch Wirriams und Mitarb. bei verschiedenen Heferassen (439) und
bei Trichophyton interdigitale (263) studiert worden.

Vollstindiger Evsaiz von Anpeurin wurde beobachtet bei Lacto-
bacillus mannitopoeus und L. Iycopersici durch Lactoflavin (4561), bei
Stm. plantarum durch I-Tyrosin (264), bei anderen Milchsiurebakterien
durch verschiedene Aminosiduren. Wir sind hiermit beim Aneurin auf
das Problem der Ersatzstoffe gestoBfen und der ,Mikrostoffwechsel-
analytiker' wiirde heute sofort folgende Fragen formulieren: 1. Im
Falle Aneurin/Lactoflavin: Kann das Bakterium seinen Stoffwechsel
so umstellen, daB es einmal nur mit Aneurin, das andere Mal nur mit
Lactoflavin anskommt, oder synthetisiert es in Anwesenheit von Aneurin
Lactoflavin und umgekehrt in Anwesenheit von Lactoflavin Aneurin ?
2. Im Falle Aneurin/Aminosdure: Ist Aneurin nur dazu da, einen be-
stimmten Schritt in der Reaktionsfolge zu katalysieren, deren End-
produkt die Aminosdure ist, oder ist die Aminosdure fiir irgend einen
Teilschritt der Aneurinsynthese erforderlich oder gar ein Vorldufer des
Anecurins ? Diese Fille sind noch nicht im Sinne der mikrobiologischen
Stoffwechselanalyse ausgewertet worden; ein genau untersuchter Fall
der letzten Art wird uns spiter beim Adermin beschiftigen.

I1L. Vitamin B,.

Lactoflavin als Vitamin und Fermentbestandteil. Bediirfnis und Uber-
produktion von Lactoflavin bei Mikroorganismen. Aufbau aus 1-Ribitylamino-
2-amino-4,5-dimethylbenzol und Alloxan (Lactobacillus casei). Abbau zu Lumi-
chrom und Hemmung desselben durch Lactoflavinanaloga {Pseudomonads vibo-
flavinus). Lactoflavinphosphorsiure und Flavindinucleotide als Wirkgruppen
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der Gelben Fermente. Der Dinucleotid-Cyclus. Notatin und andere extrazellu-
laire Gelbe Fermente. Wirkungsmechanismus von B,-Antagonisten: Dichlor-
lactoflavin, Lumilactoflavin, Phenazin- und Chinolin-Derivate, Atebrin, Chinin
(Anti-Malaria-Mittel).

Vitamin B, (Lactoflavin, Riboflavin) ist ein typisches Wachstums-
vitamin und wurde im Jahre 1933 von Kunn, GYO6rRGY und WAGNER-
JAUuREGG (179) aus Molke in reiner, krystallisierter Form erhalten. Ein
Jahr vorher war bereits WARBURG und CHRISTIAN (426) die Rein-
darstellung eines Gelben Fermentes gelungen. Aus beiden Substanzen
wurde durch Bestrahlung ein und dasselbe Abbauprodukt erhalten.
Dies war ein historisches Ereignis in den Naturwissenschaften, da damit
zum erstenmal eine Beziehung zwischen einem Vitamin und einem
Enzym hergestellt wurde.

BUNNING (39) sah zuerst den férdernden EinfluB von Lactoflavin
auf das Wachstum von Mikroorganismen, als er den Kulturen von
Aspergilius niger in einem synthetischen Medium hohe Konzentrationen
(1 mg%) des Vitamins zusetzte. Eingehender befalte sich Orra-
JENSEN (290) mit der Lactoflavin-Bedirftigkeit von Milchsdurebakte-
7ien. Die von ihm untersuchten, hauptsichlich an die Lactoflavin-reiche
Milch angepaBiten Arten benétigten meist Lactoflavin zum Wachstum,
und zwar die Thermobakterien 0,5 107% g/cm?®, Milch-Streptokokken
eine ,viel kleinere'* Konzentration. ORLA-]JENSENs Untersuchungen
wurden von Woop, WERKMAN und Mitarb. (450) sowie von SNELL,
STRONG, PETERSON, TATUM u. a. {386), (382), (I77) fortgesetzt und auf
andere Bakterien, besonders Propionsiurebakterien und pathogene Strep-
tokokken ausgedehnt. Nach ihnen diirfte die optimal benétigte Lacto-
flavinkonzentration bei sonst optimalen Bedingungen 0,5+ 1077 gfcm?
picht ibersteigen. Des weiteren fand man Lactoflavin-bediirftige
Stamme unter Enterokokken und himolysierenden Streptokokken
(463), (464) und kiirzlich wurden von MSLLER, WEYGAND und WACKER
(261) auch solche bei Staphylokokken beschrieben. Interessant ist die
Beobachtung von DouDOROFF (74), dafl fiir Wachstum und Atmung
von Leuchtbakterien wenig, fiir ihre Lumineszenz viel Lactoflavin er-
forderlich ist. Selten bendtigen Schtmmelpilze Lactoflavin: der Ulmen-
parasit Ophiostoma ulmt nur zusitzlich (99) und die pathogene Art
Trichophyton interdigitale nur in Abwesenheit bestimmter anderer
Wuchsstoffe (263). Lactoflavin-bediirftige Hefen sind bisher nicht an-
getroffen worden. Die Synthesefdhigkeit fir Lactoflavin scheint iiber-
haupt nur bei wenigen Mikroorganismen zu fehlen.

Unter den Flavin-Bildnern fallen vielmehr einige auf, die exirem
hohe Flavinmengen symihetisieren. Zu ihnen gehdren: Evemothecium
Ashbyii (105), (313), (310, (311), (312), (246), Aspergillus niger (195),
(196),Clostridium acetobutylicum (474), (475), ein Torula-Stamm (CHE-
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VALIER)(64), verschiedene Candida-Hefen (43),(44), Ashbya gossypii(431),
{(399) und Aerob. acrogenes (284). Die produzierten Lactoflavinmengen
sind so groB, daB es sogar zu Ausscheidung von Flavinkrystallen in der
Nahrlésung und auch in den Zellen (z. B. von Eremothectum Ashbyii)
kommen kann. CHEVALIER (64) beschrieb, daBl sich bei der Kultur
seines Torula-Stamms ein griinlich-gelber Ring an der Oberfliche bil-
det, der offenbar eine gesittigte Lactoflavinlosung darstellt. Bei einer
Stock olmer untergirigen Brauereihefe kann nach PeTT (300), (301) die
Flavinsynthese durch anaerobe Bedingungen, Cystein oder Pyridin und
besonders durch Cyanid gesteigert werden. SCHOPFER zeigte, daf bei
Eremothecium Ashbyii die Flavinsynthese durch Spurenelemente und
eine unbekannte Substanz aus Pepton gefordert (343), (349), durch Gam-
mexan (s. S.202/203) stark gehemmt wird (362). Kitawix (146), (157)
erhohte die Flavinproduktion von bestimmten Aspergillus niger-Stam-
men durch kleine Mengen Hg-Salze, und MAYER (225), (226), (227), (228),
(229) fand betrichtlich groBere Mengen Flavin in Mykobakterien (be-
sonders Mycobact. smegmatis) bei Zugabe von p-Aminobenzoesiure oder
p-Aminosalicylsiure. Die Bedingungen fiir eine méglichst hohe Flavin-
ausbeute sind in den letzten Jahren wegen der Bedeutung, die die mikro-
biologische Flavinsynthese, besonders mit Clostridium acetobulylicum
und Eremothecium Ashbyii, fir die Technik erlangt hat, auch von in-
dustriellen Kreisen eingehend studiert worden und in einer groflen Zahl
von Patenten niedergelegt. Besonders wichtig ist die richtige Ein-
stellung des Fe-Gehaltes natiirlicher Niahrbéden, da schon geringe Uber-
schreitung der kleinen fiir Wachstum und Flavinbildung unbedingt not-
wendigen Konzentration zu starker Hemmung der Flavinsynthese fiihrt.
Die hochste Ausbeute scheint bis heute die Firma Pfizer, Chas & Co. (302)
bei Eremothecium Ashbyii erreicht zu haben mit einer Konzentration
von 0,18%,. Setzt man den mittleren Bedarf eines nicht synthetisieren-
den Stammes mit 3 - 1078 g Lactoflavin/cm?® an, so stellt die Menge von
0,189, =18 - 107* g/cm? eine 60 ooofache Uberproduktion dar.
Vorstufen der biologischen Flavinsynthese sind im 1-Ribitylamino-
2-amino-4,5-dimethylbenzol und Alloxan bekannt geworden (Abb. 2,
Schritt 1), SARETT (331) konnte nidmlich die geringe Lactoflavin-
aktivitit der Ribitylamino-Verbindung bei Lactobacillus casei durch
" Zugabe von Alloxan von 0,003 auf 0,35%, erh6hent. DaB verschiedene
Aufbauwege existieren, mag daraus geschlossen werden, dafl New-
rospora-Mutanten aufgefunden wurden, die in einem bestimmten Tem-
peraturbereich Lactoflavin benétigen, in einem anderen micht (247).
Wenn die Mutante bei hoherer Temperatur Lactoflavin-bediirtig ist,
kénnte auch — #dhnlich dem gréBeren Aneurinbedarf von Phycomyces

1 Es ist nicht klar erwiesen, ob dies nicht durch rein chemische Reaktion
der Komponenten im Nahrmedium vorgetduscht wird.
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bei hoheren Temperaturen — ein gesteigerter Abbau von Lactoflavin
dafiir verantwortlich sein. Ein Abbau des Lactoflavins durch ver-
schiedene Hefen und Bakterien ist von PETT (299), (300}, Rocosa (325)
und THOMPSON (406) festgestellt worden; FOSTER (98) hat ihn genauer
bei Pseudomonas riboflavinus studiert. - Dabei entsteht durch voll-
kommene Aboxydation der Ribose-Seitenkette Lumichrom (s. Abb. 2,
¥
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Abb. 2. Auf- und Abbau von Lactoflavin und ,,Lactoﬂavin"-Fermenieu.'

Schritt 2a). Der Abbau 1aBt sich durch verschiedene Lactoflavinanaloga
stark bemmen, auch durch solche, die das Wachstum von L. cased
(Lactoflavin-bediirftig) selbst in hochsten Konzentrationen nicht be-
einflussen. Diese Hemmungen sollen durch weiteren Lactoflavinzusatz
nicht aufhebbar sein.

Beim Eintritt in die Zelle wird Lactoflavin, genau wie Aneurin,
phosphoryliert (Abb. 2, Schritt 2), und zwar zu Lactoflavin-g’-phosphor-
siure (Flavinmononucleotid), der Wirkgruppe des sog. Alten Gelben
Fermentes von WARBURG (425) und der Cytochrom c-Reduktase von

Fortsehr. chem, Forsch., Bd, 2. 11
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Haas (4i4). Die prosthetische Gruppe anderer Gelber Fermente, wie
Diaphorase, d-Aminosiure-oxydase und Fumarathydrase, ist ein Flavin-
Adenin-Dinucleotid, das aus Flavinphosphorsiure und Adenosin-5-
phosphorsdure durch pyrophosphatische Verkniipfung aufgebaut ist.
Seine Synthese und Spaltung (Schritt 3) erfolgt nach SCHRECKER und
Kor~NBERG (354) durch-ein aus Bickerhefe weitgehend angereichertes
Enzym in folgender reversibler Reaktion: Lactoflavin-5°-phosphor-
sidure + Adenosintriphosphorsidure = Flavinadenindinucleotid 4 Pyro-
phosphorsdure.

Fir den A4bbau des Flavin-Adenin-Dinucleotids ist nach KORNBERG und
Pricer {171) eine aus Hefe, Nieren und bes. Kartoffeln isolierbare Dinucleotid-
pyrophosphatase wichtiger. Sie spaltet das Dinucleotid in Flavin-5’-phosphor-
sadure und Adenosin-s5-phosphorsdure (Schritt 4 a), eine Reaktion, die fir seine
Konstitution beweisend ist. Da auch die Codehydrasen durch das Enzym an-

gegriffen werden, so lassen sich Substratantagonismen zwischen den verschiede-
nen Dinucleotiden nachweisen. Auf Grund dieser Befunde hat KORNBERG (168)

Adenosin-5-
\zHJPDq, phosphorsgure
Flavin-adenin- Flavin-5'~
’g’,’,’.ﬂgg’ ~———~—— dinucleotid —Abtov phosphorsiure Nicuﬁnsﬁureumid—)
{Kozymase)=. ribosephosphorsture
Synthese
Adenogintri~

phosphorsture Pyrophosphgrsture

Abb. 3. Dinucleotid-Cyclus nach Kornberg [1950] (168).

einen Dinucleotid-Cyclus (s. Abb, 3) aufgestellt, bei dem Auf- und Abbau der
Dinucleotide mit ihrer Funktion gekoppelt sind. Gleichzeitig wird damit eine
Erklarung fiir die bei Atmung oder Girung auftretende Anreicherung von an-
organischem Pyrophosphat gewonnen, die schon OcHoa, Corr und Cori (287)
vor langerer Zeit besonders in tierischen Zellen gefunden hatten.

‘Weitere Dehydrasen, wie Xanthin- und Aldehyd-Dehydrase, sowie Glucose-
Oxydase, enthalten Flavin-Nucleotide mit bisher unbekannter Zusammensetzung
(s. Abb. 2). Auch das Antibioticum Notatin gehért zu den Gzlben Fermenten
und stellt eine Glucose-Oxydase dar (147), (148). Es wird von Penicillium
notatum erzeugt, der es in die Nahrldsung ausscheidet (58). Die antibiotische
Wirkung beruht offenbar darauf, daB bei der Oxydation von Glucose zu Glucon-
saure — wie bei allen Dehydrierungen — Wasserstoffperoxyd entsteht, das
ein starkes Zellgift ist (218 2). Katalase und andere Wasserstoffsuperoxyd-zer-
stérende Agenzien sind deshalb Antagonisten des Notatins. Kiirzlich zeigten
BeNDER und KREBS (20), daB Neurospora crassa- Stamme Fermente in die Nahr-
l6sung ansscheiden, ein bisher selten exakt beobachtetes Phanomen. [-Amino-
_ sdure-Oxydase findet sich bis zu 809 in der Nahrlésung, von der d-Oxydase

jedoch nichts, was vielleicht damit zusammenhangt, daf8 die /-Oxydase, ver-
glichen mit anderen Schimmelpilzen, eine 10ofache Uberproduktion zeigt. Ein
sehr sonderbarer Befund besteht in der fast vollstindigen Hemmung, die die
Synthese der I-Oxydase in Anwesenheit von nur 5 - 10~? g Biotin/cm?3 erleidet.
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Da Neurospora crassa gleichzeitig Katalase in die Nahrlgsung ausscheidet, bil-
det sich im Gegensatz zu P. #nofatum kein Wasserstoffperoxyd.

Nach einer kiirzlich erschienen Notiz von Stick und E1SGRUBER (393), s. a.
(393a), (394), soll Lactoflavin die Porphyrinsynthese und Haminproteid-Bil~
dung in Hefe steuernd beeinflussen.

Der erste Antagonist des Lactoflavins wurde 1943 von KvHN, WEY-
GAND und MOLLER (182) gefunden, als dessen benachbarte Methyl-
gruppen durch 2 Chlor-Atome ersetzt wurden. Die Wachstumshemmung
des Dichlorlactoflavins (s. Formel) wird durch Lactoflavin aufgehoben.
Hemmung und Enthemmung vollziehen sich bei einer Reihe Lactoflavin-
bediirftiger wie -synthetisierender Bakterien-Stimme in streng kom-
petitiver Weise, jedenfalls in einem bestimmten Konzentrationsgebiet .
Dies duBert sich formal darin, daB man bei Steigerung der Dichlor-
lactoflavin-Konzentration auch die Konzentration des Lactoflavins
um denselben Fakior erhéhen muB, damit gleiche Stirke des Wachstums
erhalten bleibt. Das koénnte bedeuten, daB Dichlorlactoflavin und
Lactoflavin bei der Bildung von Lactoflavinphosphorsiure (Abb. 2,
Schritt 2) um ein Protein des phosphorylierenden Fermentsystems kon-
kurrieren, oder anders ausgedriickt, dal3 Lactoflavin von diesem Protein
durch Dichlorflavin verdringt wird. Esist aber noch unklar, ob nicht
(wie wir spiter beim Desoxyadermin sehen werden) zuerst eine Phos-
phorylierung des Hemmstoffs erfolgt, der sich vielleicht noch weiter
aufbauende Reaktionsfolgen anschlieBen, die den Schritten II, 3—1V,
3—4—V analog sind. Die so letztlich entstehenden ,,falschen’ Gelben
Fermente diirften die entsprechenden Dehydrierungen nicht mehr aus-
fithren konnen, da sich ihre Redoxpotentiale entsprechend dem des
Dichlorflavins (182} zu stark in positiver Richtung verschieben. DaBl
Dichlorlactoflavin das Wachstum von Eremothecium Ashbyii hemmt
(345), ist im Hinblick auf die extrem hohen von ihm produzierten
Lactoflavinmengen verwunderlich und 148t auf ein Eingreifen in weitere
Reaktionsmechanismen schlieBen.

Konstitution von verschiedenen Lactoflavin-Analogen.

CH,0H
HO(ISH
HO('ZH
HO('ZH
C‘Ha' ¢H,
'v
”’C\/\I/N\?/N\ c—o NN Ao
! | }
NH NH
A N//C\ﬁ/ Cl/\/\ﬂﬂc\ﬁ/
o
Lumiflavin. Dichlorlactoflavin.

1 E.-F. M6LLER und F. WEYGAND: unverdffentlicht.
11*
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2,4-Diamino-y,8-dimethyl- Atebrin.

10-ribityl-5,10-dihydrophenazin.

WooLLEY (459) fand im 2,4-Diamino-7,8~-dimethyl-10-ribityl-5,10-
dihydrophenazin {s. Formel) einen kompetitiven Antagonisten des
Lactoflavins beim Wachstum von Lactobacillus casei, L. arabinosus und
Streptococcus haemolyticus H 69 D. Wihrend nach SAReTT (331) zur
Hemmung von Lactoflavin- und Flavin-Adenin-Dinucleotid-bedingtem
Wachstum von L. casei gleiche Mengen dieses Phenazinderivats not-
wendig sind, geniigen bei Lumilactoflavin (s. Formel), in Anwesenheit
des Dinucleotides, bereits kleinere Konzentrationen als in Gegenwart
von Lactoflavin. Daraus wird der etwas gewagte Schlull gezogen, dafi
Lactoflavin bereits vor der Cofermentbildung an die spezifische Eiweil-
komponente eines Gelben Ferments gebunden wird, und daBl Lumi-
flavin nur in die Bindung des Proteins an die 3-Imino-Gruppe von
Lactoflavin und seinen Derivaten eingreift. .

Bei anderen Lactoflavin-Antagonisten, bes. verschiedenen Awnfi-
Malaria-Mitteln (222), (131), (59), (60), (61}, kennen wir heute genau
den gehemmten Schritt, da hier Fermentversuche vorliegen. So konnte
Haas (713) mit weitgehend gereinigten TFermentpriparaten zeigen,
daB im Enzymsystem der Glucose-6-phosphorsiure-Dehydrase Atebrin
(s. Formel) und Chinin das Coferment der Cytochrom c-Reduktase vom
spezifischen Fermentprotein (teilweise irreversibel} verdridngen, also
Schritt III unterbinden. Hochgereinigte d-Alanin-oxydase wird nach
HeLLerMaNN, Linpsay und Bovarwick (120) ebenfalls durch diese
Substanzen gehemmt, stirker noch durch Auramin, gleich stark durch
Plasmochin und andere Chinolinderivate, schwicher durch heterocyc-
lische Sulfonamide, wobei sizeng-kompetitiver Antagonismus zu Flavin-
adenin-Dinucleotid zumindest bei Chinin auftritt. Hier ist also Schritt IV
betroffen. '

‘Wenn KARRER (143), (328) keine Hemmung der d-Alanin-oxydase und des
Schardinger Enzyms durch Dichlorlactoflavin finden konnte, so diirfte dies z. T.

daran liegen, da8 er so rohe Enzympriparate wie Leberextrakt und Milch ver-
wendet hat, die natiirtich sehr reich an Flavinverbindungen sind. — Nach den
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Untersuchungen der amerikanischen Autoren wire zu erwarten, da auch Di-
chlorlactoflavin direkt in die Schritte III, IV und vielleicht auch V eingreifen
kann!. Das soll nicht besagen, daB nicht auch Phosphorylierung des Dichlor-
flavins usw. stattfinden konnte. Die dabei entstehenden ,,falschen’’ Cofermente
wiren méglicherweise auch aktiver in der Hemmung der Schritte 111, IV und V.

1V. Vitamin B,.

Adermin-Bediirfnis der Mikroorganismen, quantitative Unterschiede {(Hefe,
Milchsdurebakterien): Pyridoxal und Pyridoxamin. Ersatz durch Aminosduren:
Pyridoxalphosphat als Coferment der Transaminasen {Racemiase) und Amino-
sdure-Decarboxylasen; das Eingreifen von B, in den Auf- und Abbau von
Tryptophan. Bgals Schliissclsubstanz zwischen Eiwei- und Kohlenhydratstoff-
wechsel, Wirkungsmechanismus der Bg-Katalysen. Aufbau von Bg-Fermenten
aus Adermin, und Wirkungsmechanismus des Wachstumsantagonisten 4-Des-
oxyadermin.

Vitamin By (ddermin, Pyridoxin) wurde zuerst von GYOrey (109),
(23) als ein Wachstumsfaktor bei Ratten erkannt, der gleichzeitig die
bei seinem Mangel auftretende Pellagra-dhnliche Dermatitis zu heilen
vermag. 1938 wurde es von Kunn und WENDT (181), 5. a. (110), (199),
(337) aus Hefe isoliert 2.

Kurze Zeit danach konnte MOLLER (251) die Wuchsstoff-Natur
krystallisierter Priparate aus Hefe und aus Reiskleie feststellen, und
zwar bei Strepiobacterium plantarum, bei verschiedenen anderen Milch-
saurebakterien sowie bei einer untergirigen Hefe aus Sauerkraut.
Spater erwiesen sich auch synthetische Priparate als gleich aktiv (262).
Die Wuchsstoffwirkung des Adermins bei Milchsidurebakterien wurde
durch SNELL und PETERsON (380), (188), die bei verschiedenen Hefe-
Arten und -Stimmen durch ScHurTz, ATKIN und FREY (356) sowie
EARIN und WitriaMs (78) im Jahre 1939 bestitigt. Weiterhin zeigten
sich viele Enterokokken und Streptokokken als Bg-bediirftig (132), (230),
(293), (464), (357), wihrend manche S#aphylococous albus- (420) und
wenige Staphylococcus aureus- (261) Stimme durch B, im Wachstum
nur in geringem AusmaB geférdert werden. Die ersten Beobachtungen
liber Bg-bedingte Zuwachseffekte bei Schimmelpilzen diirften von
SCHOPFER (842) (Ustilago violacea) und von BENuaM (21) (Pityrospo-
rum ovale) stammen. Spidter wurde erkannt, dafBi Bg-Bediirfnis be-

1 Wie ganz kiirzlich SINGER und KEARNY (369a) berichten, wird tdtsachlich
die Hemmung verschiedener Gelber Fermente durch Dichlorflavin bei weiterem
Zusatz von Lactoflavinphosphorsiure bzw. Lactoflavin-Adenin-Dinucleotid auf-
gehoben. Bei der /-Aminosaure-Oxydase aus Schlangengift, die das Dinucleotid
als prosthetische Gruppe enthilt, sind aber die Hemmungen durch Lactoflavin-
Analoga irreversibel., Bedeutungsvoll erscheint, daB in diesem TFalle Dichlor-
lactoflavin schwach, Lactoflavin selbst aber am starksten hemmt.

2 Adermin war an sich schon frither als ein Nebenprodukt der B-Darstel-
lung aus Reiskleie isoliert worden, von S. OHDAKE (288), der jedoch die biologische
Bedeutung dieser- Substanz damals nicht ahnte.
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sonders unter den Ophiostoma-Arten stark verbreitet ist (46), (321),
(322), (100).
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Die Konzentrationen, die an Adermin zu optimalemn Wachstum von
den verschiedenen Mikroorganismen bendtigt werden, schwanken zwi-
schen 108 und 10-%g/cm?. Eine so hohe Konzentration, wie 107% g/cm?,
die auch bei Milchsiurebakterien als notwendig gefunden wurde (251}, er-
schien verdichtig. MSLLER erkannte spiter, daB die benétigte Adermin-
Konzentration von der Zusammensetzung des Nihrmediums abhingig
ist. Wurden gar Adermin und Adermin-freies Nahrmedium getrennt
sterilisiert, so war die Wirksamkeit des Adermins verschwindend klein.
Es muBte also wihrend des Sterilisierens mit einem Bestandteil des
Niahrmediums reagiert baben, um erst die eigentliche Wirksubstanz zu
bilden. Dieser Bestandteil erwies sich als Ammoniak. Nach Verbessern
der Reaktionsbedingungen konnte die aktive Substanz als Pikrat und
als Dichlorhydrat isoliert und bald darauf in ihrer Konstitution als ein
Adermin-Derivat erkannt werden, in dem die CH,OH-Gruppe in 4-
Stellung durch eine CH,NH,-Gruppe ersetzt ist (s. Formel). Die neue
Substanz wurde Superadermin genannt (260).SNELL (376), der wihrend
des Krieges zu den gleichen Ergebnissen gekommen war, bezeichnete
sie als Pyridoxamin. Weiterhin konnte er noch — fuflend auf den Beob-
achtungen von Bononos, Hurcmings und PETERsON (26), wonach
Adermin bei Milchsiurebakterien umso aktiver wird, je aerober die
Bedingungen sind — ein weiteres durch Oxydation gebildetes, hoch-
aktives Derivat des Adermins, das Pyridoxal (s. Formel), erhalten. Die
genate Austestung der reinen Substanzen ergab, dal} alle drei bel der
Ratte und verschiedenen Hefen {1078 g/cm?) gleich wirksam sind, wih-
rend Milchsiure- und dhnliche Bakterien sehr unterschiedlich darauf
ansprechen. Nun wurde es auch verstindlich, warum die mikrobiolo-
gischen Teste mit Hefe recht gute, in Ubereinstimmung mit den Ratten-
testen stehende Werte ergeben batten, withrend Teste mit Milchsdure-
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bakterien haufig véllig versagten, indem sie schwankende und viel zu
hohe Ergebnisse zeigten [Pseudopyridoxin (374)]. RaBiNowiTz und
SNELL (308), (333) arbeiteten mit Hilfe von 3 Mikroorganismen die
Bestimmung von Adermin, Pyridoxal und Pyridoxamin nebeneinander
aus: Saccharomyces carisbergensts erfafit alle 3 Komponenten, S#repto-
cocous faecalis R unter bestimmten Bedingungen Pyridoxal 4 Pyrid-
oxamin, Lactobacillus caset nur Pyridoxal:

‘B, 148t sich nach Stoxes und GUNNESs (396), (221} bei Lactobacilius
arabinosus durch groBere Konzentrationen verschiedener Aminosiuren,
besonders durch -Alanin, /-Threonin oder I-Lysin ersetzen. Noch
interessanter ist, daB die sog. unnatiirliche Aminosiure d-Alanin zu
einem fast vollstindigen Ersatz von By bei S#reptococcus faecalis R
fihrt (378), (379). Das lieB darauf schlieBen, dafl die Funktion des
Adermins im Auf-, Um- und Abbau von Aminosiduren besteht. Tat-
sichlich wurde gefunden, daf ein phosphoryliertes Pyridoxal das Cofer-
ment verschiedener Aminosdure-Decarboxylasen (107), (407), (336), (1420),
(24a) und der Transaminasen (206) ist. Ob es sich bei der Decarboxylase
urn das von KARRER (144), (145) synthetisierte 3-Phospho-pyridoxal oder
um 5-Phospho-pyridoxal (s. Formel) handelt, war lange eine Streitfrage
[GunsaLus und UmsRrEIT (168), (408)], die nun im Sinne der ameri-
kanischen Autoren entschieden ist. Auch beim Aufbau des Trypto-
phans aus Indol und Serin durch Neurospora sitophila, sowie beim Ab-
bau dieser Aminosiure zu Indol, Brenztraubensiure und Ammoniak
durch E. coli (CROOKs Stamm) ist nach GunsaLus und Mitarb. (409),
(454) ein Phospho-pyridoxal wirksam (s.a. S. g3ff.). BRoguisT und SNELL
(37), (221) fanden Bg auch bei verschiedenen Milchsiurebakterien in die
Synthese von Histidin aus Purinen (besonders aus Xanthin) verwickelt,
indem es Imidazolbrenztraubensiure, die direkte Vorstufe des Histidins
in dieser Reaktionsfolge, umaminiert.

Decarboxylierung und Transaminierung vollziehen sich nach folgen-
den Gleichungen:

NH, NH,

| '
R«CH.COOH —— R-CH, + CO,

Aminosaure. Amin. Koblendioxyd,

R'CH-COOH + R/-C-COOH = R-C-COOH + R’:CH-COOH

| It i

NH, (o] o NH,
Aminosdure. Ketosiure. ©,,Neue'' Ketosiure. ,,Neue Aminoségre.

wobei R und R’ die Reste verschiedener Amino- bzw. Ketosiuren dar-
stellen. Das Charakteristische der Umaminierung besteht also formal
darin, daf bei der Reaktion einer Keto- mit einer Aminosdure die Reste
der beiden Siuren miteinander vertauscht werden. Die Bedeutung der
Umaminierung ersieht man leicht daraus, daf} bei intaktem Ablauf des
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Kohlenhydratstoffwechsels, der auBerden beiden schon erwdhnten Keto-
siuren, Brenztraubensiure und Oxalessigsiure, mindestens noch Keto-
glutarsdure liefert, durch Anwesenheit esmer Aminosdure bereits die
Synthese von 3 weiteren Aminosduren gewihrleistet ist. By stellt so-
mit die wichtige Schliisselsubstanz dar, die Kohlenhydrat- und EiweiB-
stoffwechsel miteinander verbindet.

Die Katalyse duvch Pyvidoxalphosphat kénnen wir uns, in Anlehnung an
andere Umsetzungen der Aminosiuren mit Carbonylverbindungen [s.z.B.
HevNs (122)] etwa nach folgendem Schema vorstellen (Abb. 4): Es kondensiert
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Phospho -pyridoxamin R
Abb. 4. Wirkungsmechanismus der Bg-Katalyse,

sich zuerst Phosphopyridoxal I mit der Aminosdure zur Scuirrschen Base II,
die nach Verschiebung der Doppelbindung zu III in Phosphopyridoxamin IV
und die ,,Neue*” Ketosiure zerfallt, Phosphopyridoxamin reagiert nun mit der
zugesetzten Ketosdure zur ScHiFrschen Base V, die nach Umlagerung zu VI
unter Abspaltung der, ,Neuen'' Aminosidure wieder Phosphopyridoxal I zuriick-
bildet, das den Kreislauf von neuem beginnen kann. Beim Mechanismus der
Decarboxylierung wird III nicht hydrolysiert, sondern decarboxyliert zu Va,
Durch Umlagerung von Va zu VI a kann das entsprechende Amin unter Ritck-
bildung von Phospho-pyridoxal I entstehen. Fiir dieses Schema spricht der Be-
fund von SneLL und Rasmnowrrz (381), daB die Scurrrschen Basen aus Pyrid-
oxal und vielen Aminosiuren oder Aminen als Wuchsstoffe bei Milchsaure-
bakterien dieselbe molare Aktivitit wie Pyridoxal besitzenl,

1 Weitere Erklarungsmoglichkeiten zum Mechanismus der Bg-Katalyse siche
bei KARRER (142c).
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Ein sehr schones Beispiel, wie weit man bei erschépfender Anwendung rein
mikrobiologischer Methoden zu neuen Erkenntnissen vordringen kann, bietet
die Ersetzbarkeit von Pyridoxal durch d-Alanin. SnErr und Mitarb. (129), (130)
legten sich die Frage vor: Ist d-Alanin ein Vorlaufer des Pyridoxals oder ist
Pyridoxal ein Katalysator bei der Synthese des d-Alanins? SNELL und GUIRARD
(379) hatten anfinglich angenommen, daB die erste Alternative zutrifft, und
wurden darin noch bestarkt, als die chemische Synthese des Adermins auf einem
Wege gelang, bei dem Alanin eines der Ausgangsmaterialien ist (55). Bedenklich
stimmte aber bereits, warum nur d-Alanin und nicht das ,,natiirliche’’ /-Alanin
die Vorstufe sein sollte. Die Bestimmung von Gesamt-B, mit Saccharomyces
carisbergensis ergab nun, daB Lactobacillus casei und Streptococcus faecalis R in
Anwesenheit optimaler Mengen d-Alanin mindestens 15mal weniger B, enthalten
als in Anwesenheit einer bereit unfer-optimalen Pyridoxalkonzentration. In
Bact. coli und Aspergillus niger, die B, sclbst synthetisieren, wurde auBerdem die
Bg-Synthese durch d-Alanin nicht gesteigert. d-Alanin kann also kein Vorlgufer
von B sein. Umgekehrt zeigten d-Alanin-Bestimmungen mit Lactobacillus casei,
die mit einem groBen Aufwand von SicherheitsmaBnahmen erst nen ausgearbeitet
werden muBiten, daB in Anwesenheit von Pyridoxal groBe d-Alaninmengen ge-
bildet werden. Gleichzeitige Bestimmungen von Gesamt-Alanin mit Leuconostoc
citvovorus lieBen in Lactobacillus casei, Streptococous faccalis R, L. arabinosus,
Leuc. mesenicroides 20— 459, des Alanins als in seiner d-Form vorliegend er-
kennen. Da der Gesamt-Alaningehalt fiir Streptococcus jaecalis R etwa 49 der
Trockenmasse betragt, ist die Menge von d-Alanin auf jeden Fall so groB, daB
man ihm eine wichtige Rolle im Stoffwechsel zugestehen mu8, Esist auffallend,
daB in Hefen, z. B. Torulz cremoris kein d-Alanin nachzuweisen ist. SNELL
vermutet, daBl Pyridoxal bei der Bildung von d-Alanin die Rolle einer ,,Co-
vacemiase'" spielen konnte, d.i. eines Coferments, das die Reaktion

l-Aminosiure = 4-Aminosaure
katalysiert. Der Wirkungsmechanismus mii8te durch eine spezielle Art der Um-
aminierung erklart werden. Den Anschauungen SNELLS stehen die Befunde von
LyMAN und KuikeN (220) nicht entgegen, daB d-Aminosiuren von verschicdenen
Milchsdurebakterien besser oder iiberhaupt erst verwertet werden, wenn das Medi-
um gréBere Konzentrationen an By enthaltl.

Uber den Mechanismus der Bg-Synthese durch Mikroorganismen
weill man bisher sehr wenig. Nach EppriGHT und WiLLiams (88) ver-
stirkt Galaktose die Aderminsynthese bei verschiedenen Heferassen
ganz erheblich, wihrend sie durch Xylose stark herabgesetzt wird.
Moglicherweise gibt es verschiedene Wege des Bg-Aufbaus, was man
daraus schlieflen kann, daB nach Stoxes (395) und Mitarb. eine Mu-
tante von Neurospora sitophila By bei py < 5,8 zum Wachstum be-
notigt, bei groferen py-Werten jedoch synthetisiert. Der wettere Auf-
bau zu den Cofermenten und Fermenten erfolgt dann nach folgendem
Schema (Abb. 3).

L Vgi. ebenfalls die Verwertbarkeit von d-Methionin durch Lactobacillus
arabinosus 17—5 in Gegenwart von Pyridoxal oder besser Pyridoxamin [CAMIEN
und Dunw (51)] und diejenige von allo-Isoleucin {an Stelle von Isoleucin} durch
denselben Bakterienstamm (nicht durch Sc. faecalis R oder Leuc, mesenteroides
P-60) in Anwesenheit von viel Pyridoxamin (nicht von Pyridoxin) [Hoop und
Lyman (130a)].
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Die Schritte z und 2a, also die Bildung von Pyridoxal und Pyrid-
oxamin, dirften von Mikroorganismen, die Adermin an ihrer Stelle
nicht zum Wachstum verwerten konnen, nicht ausgefithrt werden.
Jedoch muB das Funktionieren einer der beiden Schritte schon zur Aus-
wertbarkeit von Adermin fiihren, wenn die Bedingungen fiir Schritt I
gegeben sind. Fir die Umwandlung von Pyridoxamin zu Pyridoxal
ist auf Grund von Versuchen mit ruhenden Streptococcus faecalis-Zellen
die Anwesenheit einer Ketosidure notwendig (I9). Es ist allerdings nicht
auszuschlieBen, daB bei diesen Versuchen die Reaktion auch iber die
Schritte 3a und II fithrte, da nur die Bildung von Phosphopyridoxal
nachgewiesen wurde. Als rein chemische Reaktion (bei hoherer Tem-

X{x9
1100
4-De'soxy%dermdin i) Adermin
pyridoxin B2 Kicotinsid
‘ m%mhﬂsm
. Pyridoxat —__L " Pyridoxamin
Adenpsin- -_—— 1y
frivhosphors.#, 3 |Adernosin- #hetosdure sa|Adenosin- ﬁ)
/7'/,'0//0.7,0&0/-5.17) Cllrzhasphors.

Phospho-h-ﬁesoxypyriduxin Phosphopyridoxal L Phasphopyridoxamin

Oy N

Tyrasin- Andere Trans- Andere
ecarboxyluse Aminosdure—  aminasen  ,Adermin
decarboxylosen Fermente

Abb. 5. Aufbau von Adermin und B,-Fermenten (Mechanismus der -
4-Desoxyadermin-Hemmung).

peratur) wurde der Schritt I ibrigens in beiden Richtungen durch
SweLL (377) verwirklicht.

Die Phosphorylierung von Pyridoxal und Pyridoxamin (Schritte 3
und 3a) wird nach BErLLAMY, UMBREIT und GUNsALUs (I9) durch
wachsende Streptococcus faecalis-Zellen 10 bis 2omal rascher ausgefihrt
als durch ruhende. In letzteren ist das Adenosintriphosphorsiure-
System weitgehend ~ausgeschaltet, so daB Zugabe von Adenosintri-
phosphorsiure reaktiviert, ein Effekt, der iiberhaupt erst zur Aui-
findung der phosphorylierten Bg-Derivate gefithrt hatte (107). Lacto-
bacillus helveticus, L. acidophilus und L. Delbriickii ATCC gb49 kénnen
die Phosphorylierungen nicht ausfiibren, denn zu ihrem Wachstum
fanden McNuTT und SNELL (240), (241) nur Phospho-Pyridoxal und
-Pyridoxamin befihigt. die erwartungsgemdf meist durch d-Alanin er-
setzbar sind [Krray und SNELL (I57@)]. Warum die phosphorylierten
Verbindungen bei Saccharomyces cerevisiae, Streptococcus faecalis R und
Lactobacillus casei als Wuchsstoffe vollig inaktiv sind, ist noch nicht
niher analysiert (308). '
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Die Verkniipfung von Pyridoxalphosphat mit der Apodecarboxylase
{Schritt 4) wird durch Phospho-4-desoxyadermin gehemmt, wie BEILER
und MARTIN (17) sowie UMBREIT und WADDELL (410) im Enzymtest
fanden (Tyrosin -+ Streptococcus faecalis-Apoenzym? - Pyridoxal-phos-
phat).

Bei verschiedenen Bg-bediirftigen Stimmen von Milchsiurebakterien
wird das Wachstum aber bereits durch das unphosphorylierte Analogon
gehemmt. Schon 1639 hatte MOLLER (251) bei Pritfung der Bg-Spezifitit
an Streptobacterium plantarum (105) gefunden, dalB 4-Desoxyadermin
(s. Formel 5. 166) in hoherer Konzentration teilweise Bg-ersetzend wirkt
(Niveau 30%, desj. von Adermin), ohne da man damals schon daran
dachte, bei Wirkstotfanalogen nach Hemmstoffen zusuchen. UMBREIT und
WADDELL (£10) konnten nun den Wirkungsmechanismus der Wachstums-
hemmung durch 4-Desoxyadermin aufkldren: Diese Substanz hemmt
nicht Schritt 2, denn Pyridoxal wirkt .nicht besser enthemmend als die
beiden anderen aktiven Bg-Derivate; auch nicht Schritt 3, denn die
Phosphorylierung von Pyridoxal mit ruhenden Sc. faecalis-Zellen unter
Zugabe von Adenosintriphosphat wird nicht beeinflult; und schlieBlich
auch nicht Schritt 4, da die Tyrosindecarboxylierung mit Sc. faecalis-
Apoenzym - Pyridoxalphosphat nicht gehemmt wird. Da 4-Des-
oxyadermin aber entsprechend Schritt 3 durch ruhende Sc. faecalis-
Zellen + Adenosintriphosphat phosphoryliert wird, muB angenommen
werden, dafl die Wachstumshemmung so zustande kommt, daB sich erst
Phospho-4-desoxyadermin bildet, das dann die Synthese der Tyrosin-
decarboxylase aus Co- und Apoferment (Schritt 4) hemmt.

V. Pantothensiure.

Pantothensdure als Wuchsstoff (Bioskomponente), Vitamin und Bestand-
teil von Coenzym A, dem Acetylicrungscoferment: Acetylierung von Sulfon-
' amiden zu Acetylsulfonamiden, von Cholin zu Acetylcholin, von Essigsiure zu
Acetessigsdure und von Oxalessigsiure zu Citronensidure iiber,, Acetylphosphat‘‘.
Dadurch Verbindung zum Fettstofiwechsel und zum Kohlenhydratstoffwechsel
{Citronensdure-Cyclus). Aufbau von Pantothensiure aus den Komponenten:
Pantoyltaurin und §-Alanin. Diskussion der Stoffwechselanalyse der Pantoyl-
sdurebildung -aus Valin und der §-Alaninbildung aus Asparaginsdure. Typen
der Antagonisten: Sulfopantothensiure (Pantoyltaurin), g-Aminobuttersiure,
Salicylsiaure, Cysteinsdure u. a. Kompetitiver und nicht-kompetitiver An-
tagonismus. Andere Moglichkeiten der mikrobiologischen Pantothensiuresyn-
these. Kopplung von Pantothensiure-Abbau und Glycolyse (Streptokokken),
Hemmung des Abbaus durch Pantoyltaurin, Pantothensédure-Conjugate (L. bul-
gavicus-Faktor),

1 Um geeignete Praparate von Tyrosin-Apodecarboxylase aus Streplococcus
faecalis zu erhalten, bedient man sich eines interessanten Kunstgriffes: Man ver-
wendet namlich einfach in d-Alanin geziichtete Zellen (18), die ja nach SNELL
und Mitarb. (129) arm an By, also auch an Pyridoxalphosphat sind.
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Die bisher besprochenen Wuchsstoffe waren zuerst als Vitamine
erkannt und isoliert worden; in der Pantothensidure begegnen wir zum
ersten Mal einem Wirkstoff, der lange Zeit nur als Wuchsstoff fiir Hefe
bekannt war. Ihre Existenz wurde von Wirtiams und Mitarb. (438)
in den Jahren 1031—33 erwiesen, als ihnen eine weitere Aufspaltung
des Bioskomplexes gelang und die Anreicherung einer Substanz maglich
wurde, die neben m-Inosit und Aneurin fiir den Zuwachs bei einigen
Hefestdimmen erforderlich war. Spiter wurde auch in Trickophyton in-
terdigitale erstmals ein Schimmelpilz gefunden, dessen Wachstum durch
Pantothensiure beschleunigt wird (263). Erst 1939 konnte im WILLIAMS-
schen Arbeitskreis (438) durch hydrolytische Spaltung eine Komponente
der Pantothensiure, das f-Alanin, erhalten werden. Der Zufall wollte
es, dafl diese Forscher schon 3 Jahre vorher §-Alanin als Wuchsstoff
verschiedener Hefestimme erkannt hatten, ohne sofort zu ahnen, dafl
in ihm ein Bestandteil der Pantothensiure vorlag. Dies hing wohl zum
Teil damit zusammen, dalB} es erst in viel hoheren Konzentrationen als
Pantothensiure wirksam ist. Die zweite Komponente wurde zur glei-
chen Zeit als eine Polyoxycarbonsiure angesehen; ihre genaue Struktur
konnte aber erst 1940 als &, y-Dioxy-, 8-dimethylbuttersdure (Pantoyl-
sdure) aufgeklirt werden {438). In der Pantothensiure sind die beiden
Komponenten peptidartig miteinander verkniipft, ihre Struktur ist so-
mit die folgende:

HO - CH, - C(CHy), - CH(OH) - CO - NH - CH, - CH, - COOH.

Inzwischen hatten SNELL, STRONG und PETERSON (383}, (384), (385),
s.a. (452) die Identitit ihres Sdure- und Alkali-labilen Faktors fiir
Milchsdurebakierien mit der Pantothensiure gezeigt [vgl. a. MOLLER
1£62), {253)]. Die Pantothensiure konnte auch den Leberfaktor fiir
himolysierende Streptokokken von HuTcHINGS und WOOLLEY (I132)
ersetzen. Weiterhin stellten MUELLER und Krorz (269) fest, daB
Pantothensidure das Wachstum gewisser Diphtherie-Stimme weit besser,
d. h. in kleineren Konzentrationen, erméglicht als p-Alanin, das diese
Autoren bereits 1937 als Wuchsstoff bei B. dysenteriae erkannt hatten
(266), (268). SchlieBlich wurden Fille mitgeteilt, zuerst von WOOLLEY
(456) bei einem Stamm von Sirepiococcus haemolviicus, in denen die
Pantoylsaure Pantothensidure ersetzen kann. Meist miissen recht hohe
Konzentrationen dieser Komponente angewendet werden, z. B. bei
Proteus morganii (133), (134) 10 ooomal mehr als von Pantothensiure,
die im Konzentrationsbereich von 1072 bis 107% g/cm?® optimales Wachs-
tum bei den verschiedenen Mikroorganismen erméglicht. Die Bediirftig-
keit weiterer Mikroorganismen an Pantothensdure und ihre Ersetzbar-
keit durch die Komponenten, die durchaus derjenigen beim Aneurin
vergleichbar ist, kann aus Tab. 4 ersehen werden. — Bald nach der
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Tabelle 4. Bedarf von Mikroovganismen an Pantothensdure und ihren Komponenten.

Starke des Wachstums in Gegenwart von:

Mikroorganismen
thensiure |1 poaanin| tacten | PMewn | O
Ecli. . . .« .« ...
Proteus vulgavis . . . , . .
Aevobactey aevogemes . . . . . ++4 4+ 444 +-4+4+ 4+
B. pyocyareus . . . . . ..
B.osubtilis . . . . . . . ..
Neurosporacrassa(Wildstamm) § +-+-+ | +++ | +++ | +++ |+++
Neurospora crassa (Mutante) .| ~+-+-+ O
Milchsaurebakterien. , , ., . +++ O? O (@] o}
Propionsdurebakterien. . . .{ -+--+ O
Streptokokken . . . . . . o (+) {+) O O
Pneumokokken , ., . . . . . + 4+ O
Clostridien (einige Stamme) .| -+ 0O
B. pavadysenteriae (gewisse )
Flexner-Stimme) . . . . . +++ O
C. diphtheriac . . . . . a) +++ O 0 O o
b) -+ +++ O +++ O

: c) +4+ +++ | +++ ] R Rt
Sacchavomyces cevevisiae . a) +++ ++4+ (@] + 4 O

b) | 4 | bt | ) |

o) | 4+ | FH+ |t |

Brucella suis 1662 v.a. . . .| +++ ++ + -+ 4 —
Brucella abortus, B, suis (an-

derc Stimme) . . . . . . 4+ 44 -+
Clostridium septicum . . . .| +++ 4+ 44 e e
Acetobacter suboxydans

ATTC 621 . . . . . . .. +-++ ++ ++ O O
Sc. haemolyticus H6gD ., . .| +++ 4+ 4 O O
Pyoteus morganis . . . . . . 44 —+ + O O

Isolierung der Pantothensiure wurde auch ibr Vitamincharakter fest-
gestellt; sie war identisch mit dem sog. Filtratfaktor bei Ratten, der
als Wachstumsvitamin und Achromotrichiefaktor wirkt (438), (358),
(359).

Nach Suive und Mitarb. (362) wird der Pantothensiure-Bedarf von
Proteus wmorganii durch Citronen-, cis-Aconit-, a-Ketoglutar-, Oxal-
essig- und Brenztraubensiure mindestens auf den 10. Teil herabgesetzt
(Pantothensidure-sparender Effekt). Da alle diese Substanzen dem
Citronensiure-Cyclus angehoren, wurde auf eine Beteiligung der Pan-
tothensiure an der Citronensduvesynthese geschlossen. Altere Befunde
wiesen auf ein Eingreifen in die Oxydation der Brenztraubensdure. DORF-
MAN, BErkMAN und Koser (73) sowie HiLrs (124) konnten namlich
eine starke Erhshung der Brenztraubensiure-Oxydation {feststellen,
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wenn Pantothensiure-arm ernidhrten Profeus morganii-Zellen Pan-
tothensdure zugefilgt wurde. Nach Lipmanxs (212) Untersuchungen
weill man heute, daB diese Oxydation iiber Essigsdure und ,,Acetyl-
phosphat’‘ fuhrt. Die Reaktion Essigsiure—>, ,Acetylphosphat, die
‘man als Acetylierung der Phosphorsiure auffassen kann, und viele
andere Acetylierungen, z. B. von Sulfonamiden zu Acetylsulfonamiden.
von Cholin zu Acetylcholin, werden durch das sog. Coenzym A kataly-
siert. LipMaNN und Mitarb. (213), (214) fanden nun kiirzlich, dafl dieses
Coenzym neben Adenylsiure, Phosphorsiure, Cystein, Glutaminsdure
und anderen Aminosiuren 11 bis 129, Panfothensdure enthilt?. Bei
der Anreicherung waren Aktivitit und Pantothensiuregehalt parallel
miteinander gestiegen. Glutaminsiure und Cystein sind wahrscheinlich
peptidartig mit der COOH-Gruppe der g-Alanin-Komponente verbunden,
Adenylsiure dirfte iiber Phosphat mit einer der OH-Gruppen der Pan-
toylsiure-Komponente verkniipft sein. Die andere OH-Gruppe scheint
fiir die Funktion des Coenzyms A wesentlich zu sein und deshalb frei
vorzuliegen (Coenzym A lift sich z. B. mit Acetylphosphat ,,verestern*)
{214a). Damit ist also in jiingster Zeit auch die Pantothensidure als
Bestandteil eines Coferments erkannt worden, das nicht nur in den
Kohlenhydrat-, sondern auch in den Feftstoffwechsel eingreift, denn eine
Verkniipfung der beiden besteht durch die Reaktionsfolge:

Essigsaure Coenzym A {+ B, + Adenosintriphosphorsiure) ,Acetylphosphat

Coenzym A

—— Acetessigsdure (387)————>Triacetsdure — Polyketofettsduren

ey Fettsauren.

Es ist anzunehmen, daB die von SHIVE (362) vermutete Beteiligung der
Fantothensiure an der ,,Citronensiure’‘-Synthese letzten Endes eben-
falls auf die Reaktion Essigsiure—-,,Acetylphosphat* zuriickgeht. Ganz
kiirzlich zeigten in der Tat NoveLLr und L1PMANN (283), daB die Konden-
sation von Oxalessigsaure mit Acetat zu Citronensiure in Hefe durch
Coenzym A -+ Adenosintriphosphat katalysiert wird. Bei E.cdli Werk-
mann Nv. 26 konnte Acetat - Adenosintriphosphat sogar durch synthe-
tisches Acetylphosphat ersetzt werden, was weder bei der Citronensiure-
synthese in Hefe und Taubenleber [s. z. B. STErN und OcHoa (392)],
noch bei der Pyruvat-Synthese aus Acetat durch den benutzten E. coli-
Stamm méglich ist2. Neben der Synthese der Acetessigsiure diirfte also

1 Uber zwei Formen von Coenzym A im Enzymkomplex der Leber-,,Cyclo-
phorase*‘, die beide weniger Alkali-empfindlich sind als freie Pantothensaure (!},
berichteten kiirzlich NEiLaNps, Hiceins und StroNG (271).

2 Weiteres tiber das Enzym- System der Citronensiure-Synthese in E. coli,
Cl. busylicum, Sc. faecalis, Azotobacter agilis, Mycobact. tuberculosis und Hefe
bei STERN, Smapiro und Ocmoa (392a). )
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die Beteiligung am Cifronensdure-Cyclus die Haupifunktion des Coen-
zyms A darstellen.

SEvaG und GREEN (361) vermuten auf Grund der Ersetzbarkeit von
Tryptophan durch Glucose + Pantothensiure beim Wachstum von
2 Staphylokokken-Stimmen, daf Pantothensidure auch in die Trypto-
phan-Synthese eingreift (s. S. 193ff).
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Abb. 6. Aufbau von Pantothensiure und Coenzym A.

Die Beteiligung der Pantothensidure an einer Acetylierung 148t sich einfach
und eindeutig am folgenden mikrobiologischen Beispiel beweisen. Gewisse
Stamme von Streplobacterium plantarum (B, acetylcholini) haben nach KEiL und
Mitarb. (146), s. a. (258) die Fahigkeit, Acelyicholin zu bilden, eine Fahigkeit,
die iibrigens bis heute unter vielen untersuchten Mikroorganismen nur noch bei
Trypanosoma rhodesiense (38) gefunden wurde. MARJORIE STEPHENSON (391),
(1135), (326) zeigte noch kurz vor ihrem Tode, daB die durch dieses Bakterium
gebildete Acetylcholinmenge von der Pantothensdurekonzentration des Nahr-
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mediums abhidngig ist, und daB ferner Pantothensdure-arm ernahrte Zellen in
Puffer -+ Glucose 4 Cholin viel mehr Acetylcholin bilden, wenn Pantothensaure
zugegeben wird.
Uber den Mechantsmus der Pantothensdure-Synthese haben sich
R. KuuN und Ta. WIELAND (184) schon 1942 Gedanken gemacht. Die
biologische Entstehung der f-Alanin-Komponente durch Decarboxy-
lierung von Asparaginsiure (s. Abb. 6, Schritt II) ist lange bekannt und
kiirzlich bei Bakterien (Rhizobium irifolii, Escherichia coli, Proteus vul-
garis, Azotobacler vinelandii) von LicHSTEIN und Mitarb. (22), (63)
mittels des mikrobiologischen f-Alanin-Tests mit Saccharomyces fragilis
exakt nachgewiesen wor-

LAparagiSire  gpq den. Schritt T wird durch

23 m 2 1y oo @ A
—_— Paﬂfo//ie/.'mllm'l Analoge der Asparagin-
----- /- A/ﬂ///ﬂ/f;!/cm. ) \ \ '\ \\Q\ & saure, z. B. Oxyasparagin-
— \\‘\\ »—wwg siure oder [-Cysteinsdure
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(8-Alanin<1pjeni ‘\i zn'% petitiven Substratantago-
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\ N k. siuredecarboxylierung.
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Abb. 2. Kompetitiver undnicht-kompetitiver Antagonismus

bei der Hemmung von E. coli durch {-Cysteinsdure (nach

tabellarischen Werten von J. M. RAVEL und W. SHIVE
[1946]) (316) erweitert).

Die ausgezogene Kurven-Schar zeigt deutlich den kom-

petitiven Antagonismus zwischen [-Cysieinsdure und I-As-
paraginsiure. Bei 1000 —3000 ¥ I-Cysteinsiure/cm® hort das
Gebiet ihrer spezifischen Hemmung auf: keine weitere

héaltnis der Konzentratio-
nen /-Asparaginsiure/I-Cy-

Enthemmung durch steigende Asparaginsiure-Konzentra- steinsdure abha’nglg' und
tionen (fette Kurve). Bis zu diesem Konzentrationsgebiet dje Wachstumshemmung
erfolgt auch keine Hemmung in Anwesenheit schon kleiner .

Pantothensiure- (— — —) bzw. f-Alanin- (....) Mengen, VON F.coli, Leuconostoc me-
Erniedrigt man die letzteren noch weiter, so werden die senteroides, Lactobacillus
Kurven in anderer Richtung als beim kompetitiven Anta- . |
gonismus verschoben. Im Gebiet der spezifischen Cystein- avabinosus und L. cases

siurehemmung treten Hemmungsniveaus auf, da die zu-
gegebene Pantothensiure-(8-Alanin-)Menge zu optimalem
Wachstum nicht mehr ausreicht.

durch nicht zu- hohe Kon-
zentrationen an /-Cystein-
sdure, d, [ (paraj-Oxyas-
paraginsdure oder w-Diaminobernsteinsiure wird kompetitiv durch I-As-
paraginsdure, nicht-kompetitiv durch §-Alanin oder besser Pantothen-
sidure aufgehoben (362) (s. Abb. 7).

Zum naheren Verstdndnis der nichi-kompetitiven Hemmung bzw. Enthem-
mung diene die folgende Erliuterung: Rein duBlerlich kommt die Erscheinung
dadurch zum Ausdruck, dafl schon eine sehr kleine Konzentration an Wuchsstoff,
theoretisch gerade diejenige, die zu optimalem Wachstum bediirftiger Stamme
erforderlich ist, die Hemmung beseitigt. Diese Wuchsstoff-Konzentration ist
ausrcichend, um auch die Wirkung iiber ein grofles Konzentrationsgebiet anstei-
gender Hemmstoff-Konzentrationen zu kompensieren. Hemmstoff und Wuchs-
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stoff stehen also nicht in einem konstanten Verhiltnis. Eine Hemmung bei
Whuchsstoff-bediirftigen Stammen ist sinngemadB nicht zu erreichen, denn
bei diesen muB, um iiberhaupt Wachstum z2u erhalten, schon die ent-
hemmende Konzentration an Wuchsstoff anwesend sein. Hemmung tritt des-
halb nur bei Stammen ein, die den Wuchsstoff synthetisieren. Hieraus mufl der
Schlufl gezogen werden, daf bei nicht-kompetitiver Enthemmung die Synthese
des Wuchsstoffs durch den Antagonisten gehemmt wird, Wenn bereits ein Vor-
laufer des Wuchsstoffs nicht-kompetitiv enthemmt, muB natiirlich die Synthese
dieses Vorliufers gehemmt werden. Betrachten wir den etwas schwierig er-
scheinenden Fall des nicht-kompetitiven Antagonismus nochmals von der um-
gekehrten Seite: Wenn Hemmung des Wachstums durch Hemmung der Syn-
these des Wuchsstoffs zustande kemmt, dann kann unter Bedingungen, die seine
Synthese iiber{liissig machen (Zufithrung des Wuchsstoffs von auflen) iiberhaupt
keine Wachstumshemmung mehr auftreten.

Wire die Decarboxylierung der [-Asparaginsiure der einzige Weg,
auf dem f-Alanin mikrobiologisch gebildet werden kann, dann miiliten
alle Mikroorganismen, die keine [-Asparaginsidure-Decarboxylase ent-
halten, $-Alanin als Wuchsstoff bendtigen. Unter den von LICHSTEIN
und Mitarb. (22), (63) als frei von /-Asparaginsiure-Decarboxylase ge-
fundenen Stdmmen: Laclobacillus bulgaricus, L. casei, L. arabinosus,
Strepiococens faecalis, Corynebacterium diphtheriae, Saccharomyces fra-
gilis u.a., Micrococcus pyogenes auveus, Staph. aureus und Aevobacier
aerogenes kommen aber die untersuchten Stimme bei den beiden letz-
teren ohne Pantothensiure aus'. Einen weiteren Syntheseweg fiir
p-Alanin konnte man vielleicht in der Hydrolyse des Anserins oder
Carnosins erblicken. Das letztere ersetzt nach MUELLER (267) in der
Tat f-Alanin als Wuchsstoff bei C. diphtheriae, wenn auch erst in
1ofach hoherer Konzentration. Jedoch kénnen diese beiden Substan-
zen in [/-Asparaginsiure-Decarboxylase-freien Mikroorganismen nicht
als Vorldufer des f-Alanins angesehen werden, da ihre Synthese kaum
anders als aus den Bruchstiicken /-Histidin bzw. J-Methylhistidin und
B-Alanin(!) denkbar ist. Schlieflich liegen in der Reaktion von C,-
Korpern der Glykolyse mit NH, noch verschiedene Bildungsméglich-
keiten des f-Alanins [ENDERS {87), NIELSEN und HARTELIUS (274),
(118)]. :

Fir die Synthese der Pantoylsdure-Komponente der Pantothensiure
nehmen KueN und WIELAND (184) Valin als Muttersubstanz an, das

1 Moéglicherweise enthielten diese Stimme auch nur so wenig l-Asparagin-
saure-Decarboxylase, daf sie sich der angewendeten Bestimmungsmethode ent-
zog. Hierfiir spricht, daB viele 4 erobacter- Stamme Zuwachseffekte mit Pantothen-
sidure zeigen [KING u. CHELDELIN (157 a)], manche Staphylokokken dieselbe sogar
unbedingt bendtigen [MOLLER, WEYGAND u. WACKER (261)], mithin das Syn-
thesevermogen fiir Pantothensdure durch diese Bakterienarten nur gering sein
diirfte. — Umgekehrt besteht iibrigens vollige Klarheit: Alle J-Asparaginsiure-
Decarboxylase-haltigen Bakterien (s. S. 176) hatten kein Wuchsstoffbediirfnis fiir
Pantothensdure,

Fortschr. chem. Forsch,, Bd. 2. 12
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iiber Dimethylbrenztraubensiure® und Formyldimethylbrenztrauben-~
siure in Pantoylsinre iibergehen kénnte. Nur der letzte Schritt {Abb. 6,
Schritt 4) ist biologisch verifiziert worden: girende Hefe ist in der Lage,
diese Hydrierung auszufiihren. Die KUHN-WiELANDsche Hypothese
gewann sehr an Wahrscheinlichkeit, als IviNovics (134) zeigen konnte,
daf} die Pantothensiuresynthese von Esch. coli durch Caseinhydrolysat
auf das 8fache gesteigert wird. Weiterhin wird die spezifische Hemmung
durch Salicylsdure? bei E. coir nicht nur nicht-kompetitiv durch Pan-
tothensiure oder héhere Konzentrationen Pantoylsiure aufgehoben,
woraus ersichtlich ist, daf die Synthese der Pantoylsiure gehemmt wird,
sondern auch durch verschiedene «-Aminosiuren, bes. Valin, Leucin,
Isoleucin und Lysin. Aus den 3 letzteren Aminosiuren kénnten sich
analog dem KUHN-WIELANDschen Schema entsprechende Homologe
der Pantothensiure bilden, von denen auch bekannt ist, daB sie bei
gewissen Bakterien Pantothensiure mehr oder weniger gut ersetzen
(132), (434). Da Valin wahrscheinlich kompetitiv enthemmt, was man
aus den IvANovicsschen Versuchen (134), (136), (137), (138), {139) nur
vermuten kann, diirfte die Valinsynthese nicht durch Salicylsiure ge-
hemmt werden. Dafl aber auch Schritt 4 fiir diese Hemmung nicht in
Frage kommt, zeigt die Enthemmbarkeif von Salicylsiure mit Pan-
tonin == a-Aminopantoylséure, die nach ACKERMANN und SmIVE (2)
mit denselben Konzentrationen wie mit Pantoylsiure gelingt. Pantonin
kann zwar bei Acetobacter suboxydans (2) Pantoylsdure genau so wenig
ersetzen wie die entsprechende a-Aminopantothensiure die Pantothen-
siure bei Streptobacterium plantarum (432), aber es wird durch E.coli
leicht in Pantoylsiure umgewandelt (2) (Schritte 4a und 4). Da also
offenbar die Pantoylsidure der eigentliche Enthemmstoff ist 3, kdnnen
die zu dessen Bildung notwendigen Schritte nicht der Angriffspunkt
der Salicylsiurehemmung sein. Dies gilt sicher auch fiir Schritt 2, der
Schritt 4a analog ist (Ketosiure— Aminosdure). Als Angriffspunkt

1 Dimethylbrenztraubensiure ist von HOCKENHULL, RAMACHANDRAN und
WaLKER (124 a) kiirzlich auch als Zwischenprodukt der Penicillinsynthese in
P. notatum erkannt worden (Vorstufe des Bausteins §-Oxyvalin). Es soll aus
Acetat gebildet werd:n. Die Siure ist iibrigens scnon 1935 durch den Japaner
Gipa [zitiert bei HOCKENHULL u. Mitarb. (124 a)] als normales Stoffwechsel-
produkt von Aspergillus niger aufgefunden worden.

2 Fine #ahnliche Wirkung besitzen Mandelsiurve und Phenylglyoxylsiure
PERAULT u. GREIB (297)], sowie 2-Chlor-4-aminobenzoesaure [KING, STEARMAN
u, CHELDELIN (154)]. Die hemmende Wirkung nicht zu hoher Konzentrationen
der letzteren wird durch p- Aminobenzoeséure kompetitiv, durch Pantothensiure
nicht-kompetitiv aufgehoben [KiNG u. CHRELDELIN (151 a}].

3 Pantonin erscheint im WisLanp-Kuunschen Schema héchstens als Neben-,
nicht als Zwischenprodukt der Pantyolsiaure-Synthese, fiur welch letzteres
ACKERMANN U, SHIVE (2) es halten. Sein natiirliches Vorkommen [ACKERMANN
u. Kirey (I)] diirfte nicht sicher erwiesen sein.
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der Salicylsdurehemmung bliebe also nur Schritt 3 iibrig, die Formy-
lierung der Dimethylbrenztraubensidure. Vielleicht wird diese durch
Formyliclinsdure ermdglicht, die nach SHivE und Mitarb. (104) ein
Formylierungskatalysator bei der Synthese von Purinen sein soll.

Unter den von IvA Novics (134) gefundenen Aminosiuren, welche die Salicyl-
saurehemmung aufzuheben vermdégen, befinden sich auch solche, bei denen der
Aufbau nach dem KunN-WIELANDschen Schema nicht zu aktiven Pantoylsiure-
Analogen fithrt, Da ihre Wirkung durch Methionin ganz erheblich verstarkt
wird, ware zu erwigen, ob nicht auch ein anderer Weg der Pantoylsduresynthese
mbglich ist, bei dem Methionin die Einfithrung von Methylgruppen, vielleicht
in bestimmte Umwandlungsprodukte unverzweigter Aminosauren besorgt
(Transmethylierung).

Die Vereinigung der beiden Komponenien (Schritt 5) gelingt nach
MOLLER und WIELAND (433) mit einem Enzympriparat aus Hefe
(Rasse M). Dabei wirkenn NII,*Ionen férdernd. Als Zwischenprodukt
wurde deshalb Pantoylsiureamid vermutet, das durch ,,Umamidierung"*
mit f-Alanin Pantothensiure bilden kénnte. Pantoylsiureamid erwies
sich jedoch als weniger aktiv als Pantolacton. Kun~ und WIELAND (184)
nehmen an, dafl die ,,Kupplung* auch schon bei friiheren Teilschritten
einsetzen, dafl also etwa Valylasparaginsiure die Muttersubstanz der
Pantothensiure sein kénnte. Eine Hemmung der ,,Kupplung' miiBte
theoretisch von z Seiten aus maglich sein, einmal durch Verdringung
von f-Alanin, das andere Mal von Pantoylsiure. Die Wachstums-
hemmung von Hefe durch 8-Aminobuttersiure, Taurin oder Serin (272),
(273), (278), (276), (117), und von Hefe und Acetobacter suboxydans durch
Propionsiiure (151) 14Bt sich nur im Sinne einer g-Alaninverdringung
erklaren !, denn bei den f-Alanin-benétigenden Hefen zeigt f-Alanin
kompetitive, Pantothensiure nicht-kompetitive Enthemmung. Beim
p-Alanin-synthetisierenden Acetobacter-Stamm wirken erst héhere Pro-
pionsdurekonzentrationen hemmend, und die enthemmenden f-Alanin-
Konzentrationen liegen ganz entsprechend hoher. Fiir den zweiten Fall
ist mir bisher kein Beispiel bekannt geworden: die Hemmung durch
p-Oxybuttersiure, die als Analogon der Pantoylsiure aunfzufassen ist,
ist bei Clostridiuwm septicum (Pantoylsiure-synthetisierende und -be-
nitigende Stimme) nicht sehr stark und deshalb wohl unspezifisch (329)
Fir viele Pantothensiure-bediirftige Neurospora-Mutanten muB eben-
falls ein Mechanismus angenommen werden, der die Vereinigung der
beiden Komponenten behindert, und keine genetische Blockierung der,
Synthese der Komponenten oder des ,,Kupplungs'-Enzyms, die sich
alle nach WAGNER (£23), (4£24) in ausreichender Konzentration in den
Extrakten solcher Mutanten nachweisen lassen. Da die oben genann-

1 Siehe dagegen die Versuche mit Propionsiure an E. colt, B. subtilis und
Schimmelpilzen von WRIGHT und SKEGGS (471) und mit Taurin an Cl. septicum
von RYAN, ScENEIDER und BALLENTINE (329).

12%
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ten Hemmstoffe der ,, Kupplung'’ simtlich normale Stoffwechselprodukte
sind, ist es durchaus denkbar, daBl der zu Pantothensiure-Bedarf
fithrende Mutationsschritt eine Uberproduktion solcher oder dhnlicher
Substanzen auslést.

Der weitere Aufbau der Pantothensiure zu Coenzym A schliefilich
(Schritt 6) kann nach Noverir und Lipmann (287), (282) z. B. von
Lactobacillus avabinosus, Profeus morvganis und Saccharomyces cevevisiae
ausgefilhrt werden. Bietet man Pantothensiure-bediirftigen Mikro-
organismen einen Uberschuf3 von Pantothensiure an, so wird diese voll-
stindig zu Coenzym A umgewandelt und in dieser Form (?) gespeichert.
Bei Pantothensiure-synthetisierenden Stimmen tritt jedoch keine
Speicherung aunf, sondern Ausscheidung der iiberproduzierten Menge
in das Nihrmedium, und zwar in Form von freier Pantothensiure.
Nach ConeN, CoHEN-BAZIRE und Minz (57) kann Coenzym A durch
Clostridium sacchavobulyricum (GR,), das Brenztraubensiure mit Hilfe
dieses Coenzyms iiber Acetessigsiure {?) in Buttersiure umwandelt,
aus Pantothensiure nur in Anwesenheit von Phosphat, Glucose und
Glutaminsdure gebildet werden. Die letztere 148t sich durch keine andere
Aminosiure ersetzen. Das kann dahin ausgelegt werden, daf Glutamin-
sdure ein integrierender Bestandteil von Coenzym A ist. Ein partieller
Abbau des Coenzyms A gelingt mit Leberextrakten (280), wobei es in das
sog. Pantothensidure-Conjugat iibergeht, das schon CHELDELIN und
Mitarb. (152), (163} aus Schweineherz isolieren konnten. und das wahr-
scheinlich nur noch Pantothensiure, Glutaminsiure und Phosphorsidure
enthdlt. . Ein weiteres enzymatisches Abbauprodukt ist vermutlich
identisch mit der sog. alkali-stabilen Form der Pantothensiure von
NeaL und STRONG (270). Obwohl das Conjugat keine Coenzym A-
Aktivitit mehr besitzt, ist es als Wuchsstoff, wie das Coenzym selbst
z. B. bei B. suboxydans, mindestens 2mal aktiver als Pantothensiure
(auf gleiche Pantothensduremengen umgerechnet), bei L. arabinosus
und vielen anderen Milchsiurebakterien aber vollig inaktiv. Dagegen
ist beim Wachstum von L. arabinosus die ,,alkalistabile Form'' aktiver
als Pantothensiure (152), {153), (279).

Coenzym A 148t sich durch Leberextrakt 4- Darmphophatase quanti-
tativ zu Pantothensdure abbauen {s. z. B. LirMANN (2144)]. Bei
alleiniger Verwendung von Darmphophatase entsteht, wie SNELL und
Mitarb. (37a) ganz kiirzlich fanden, ein weiteres Pantothensiure-Derivat,
‘das wahrscheinlich mit dem sog. Lactobacillus bulgaricus-Faktor von
WiLL1aMs, HOFF- JORGENSEN und SNELL (4464) identisch ist (s. Abb. 6)%.
Dieser neue Wuchsstoff, der nur fiir einige Stimme von L. bulgaricus
und L. helveticus notwendig ist, wird von vielen anderen Milchsdure~
bakterien, Hefen und Schimmelpilzen synthetisiert, vor allem von

1 CuerLpeLINs Conjugat hat keine L. bulgaricus-Faktor-Aktivitit (37a).
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Ashbya gossypit NRRL-1056, die 3- bis smal mehr als durchschnittlich
Hefen erzeugt (316a). Aus letzteren wurde der Faktor in fast reinen
Priparaten isoliert, die nach Verdauung mit Leberenzym den sehr
hohen Pantothensiure-Gehalt von 65—75% (mikrobiologisch) ergeben
haben. Diese Ergebnisse und die bisher bekannten Tatsachen iiber
CueLpeLINs Faktor und die Konstitution von Coenzym A (s. S. 174)
berechtigen dazu, im L. bulgaricus-Faktor ein Peptid der Pantothensidure
mit Glutaminsdure (oder Cystein) zu erblicken. SNELL und Mitarb. (374)
sowie W. L. WiLr1ams {2414} zeigten des weiteren, dafl Pantothensiure
nicht nur L. dulgaricus-Faktor-sparende Wirkung besitzt, sondern da@
sie {bzw. dquimolare Mengen Coenzym A) in sehr hohen Konzentrationen
diesen Faktor ersetzen kann (bei bediirftigen L. bulgaricus- und L. hel-
veticus-Stammen). Somit diirfte also der L. bulgaricus-Faktor ein
Zwischenprodukt der biologischen Coenzym A-Syuthese aus Pantothen-
sdure sein. Dagegen spricht nicht, dal er nur mittlere Pantothensiure-
Aktivitat fiir L. casei, schwache fiir L. arabinosus, gar keine fiir Saccharo-
myces carisbergensts zeigt. Hieraus muB vielmehr geschlossen werden,
daB in diesen Mikroorganismen nur wenig bzw. gar kein spaltendes
Enzym vorkommt, und dafl Pantothensiure nicht nur Vorstufe des
L. bulgaricus-Faktors und des Coenzyms A ist, sondern noch andere
Funktionen zu erfiillen hat.

Der Aufbau iber die Pantothensiure-Stufe hinaus (Schritt 6) wird
durch viele ihrer Analoga antagonistisch beeinflult; sie wirken alle
mehr oder weniger kompetitiv gegenitber dem Wuchsstoff. Interessant
ist das Verhalten der Oxvpantothensiure (250), die bei verschiedenen
Milchsdurebakterien und Hefestimmen 1 bis 259, der Wuchsstoff-
aktivitit der Pantothensiure entfaltet, in héheren Konzentrationen
aber ,,sich selbst‘‘ hemmt. — Das erste stark hemmende Analogon wurde
in der Sulfopantothensdure = Pantoyltaurin fast gleichzeitig von SNELL
(372), (373), Kunn, WiELAND und MOLLER (185) und Mclrwain (232),
(233) gefunden. In ibr ist f-Alanin durch sein Sulfonsiureanalogon,
das natiithch vorkommende Taurin, ersetzt. Die Autoren erwarteten
von ihr eine gute Hemmwirkung in Analogie zu dem damals gerade be-
kannt gewordenen Antagonismus zwischen Sulfonamiden und p-Amino-
benzoesdure (455), (259). In Abb 8aist die Hemmung von Streplobactertum
plantarum durch die beiden optischen Antipoden der Sulfosiure wieder-
gegeben. Man ersieht die besondere Spezifitit dieser Hemmung daraus,
daB nur derjenige optische Antipode nennenswert hemmt, der mit der
optischen Konfiguration der natiirlichen (-})-Pantothensiure iiberein-
stimmt. Als Wuchsstoff hatte sich ndmlich auch nur die (+)-Pantothen-
saure als aktiv erwiesen. Die Enthemmung ist {iber ein groBes Kon-
zentrationsgebiet streng kompetitiv, wie aus den Enthemmungskurven
in Abb, 8b hervorgeht. Das konstante Verhiltnis zwischen Sulfonsdure
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und Carbonsiure betrigt unter den vorliegenden Bedingungen etwa
2000:1 und wird als Bakteriostatischer Index bezeichnet 1. Ganz kiirz-
lich fanden KinG und CHELDELIN (I51a), daB Pantoyltaurin durch
Pantothensdurekonjugat in nicht-kompetitiver Weise enthemmt wird,
was darauf schlieflen 148t, daBl das Konjugat in den Zellen aus Pan-
tothensdure aufgebaut wird und entweder selbst ein Coferment oder
die Vorstufe eines solchen (z. B. von Coenzym A} ist. — Von weiteren
Analogen. der Pantothensiure ist noch Phenylpaniothenon

CH,{OH) - C(CH,), - CH{OH} - CO - NH : CH, - CH, - CO - C,H,

e, - — bemerkenswert, das ebenfalls in
1”0 a X\D N Anlehnung an einen p-Amino-
s N \“\H benzoesiure-Antagonisten, und

> zwar das ¢, p’-Diaminoben-

O G5 @ a# 7w pjem '

Suffpsiiure zophenon von AUHAGEN (5),

e } | s.a. (I180) durch WoLLEY und

w b ) /_;@%74 e COLLYER (4.62) ‘synthetis'iert
t ) / l wurde. Es ist ein sehir wirk-
£ s ,/ ’ / samer Antagonist derPantothen-

7 Py ./// & siure und hemmt nicht nur Pan-
¢ aris . aos 4e 46 42 7dpem tothensdure-bediiritige sondern
Pantothensdure auch viele Pantothensiure-syn-

,gb:;. 8. ﬁnt;gonismusbn'vizcthe; lzanttot_hen;i;un: wd  thetisierende Stimme (nicht je_
Ul DPan oihensaure e1 YEPLOUGACIETI UM antarym
10 S (nach R. KUHN, Th, WIELAND u. E. F. MOL. doch E.coli). Der Befund, da8

LER [1941] (185)). bei den letzteren eine Enthem-

a) Hemmung durch die beiden optischen Antipoden . " .
der Sulfoszure bei etwa optimaler Pantothensiure- mung mit Pantothensdure meist

Konzentration. b} Enthemmung steigender Konzen- IliCht gelingt, ist DOCh ungekléirt.
trationen der {+)-Sulfosdure durch Pantothensdure, .
Genau so wie der an der Pan-

Q—~—0Q oy (+)-Sulfesaure/cm? o I

e———o 52y (+)- ., ., tothensiure beginnende Aufban
A S A G muf natiirlich auch ihr Abban
+o——F 4167 (+) g durch Analoga hemmbar sein.

Da aber die Verdrangung u. U.
an einem anderen Fermentprotein erfolgt, kann die Wirksamkeit ein
und desselben Analogons in beiden Fallen duflerst verschieden sein.
In der Tat konnte Mclrwain (234), der die Beziebungen von Sulfo-
pantothensiure zu Wachstum, Glykolyse. Pantothensiureaufbau und
-abbau in einer Reihe umfangreicher Arbeiten besonders eingehend
studiert hat, in der Sulfopantothensiure einen Hemmstoff finden,
der den Pantothensiureabbau durch bestimmte Streptokokkenstimme
schon bei einem Verhiltnis Sulfonsiure/Carbonsiure = 10:1 um min-
destens 809 hemmt. Der Abbau ist mit der Glykolyse gekoppelt, aber

1 Man gibt ihn am besten als Quotienten der molaren Konzentrationen
bei 50%iger Hemmung an.
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nicht so eng, dafl auch die Pantothensiure in diesen Stoffwechselvorgang
eingreift. Uber den Abbauweg ist bisher nichts bekannt geworden.
Die Vereinigung des Coenzyms A mit seinem spezifischen Protein
(Schritt %) wird offenbar durch d-[2-(Pantoylamino)dthylsulfonol-4-
nitroanilid gehemmt, daB sich nach CoHEN und Mitarb. (56), (57) wie
ein Analogon des Coenzyms A, nicht wie ein solches der Pantothensiure
verhdlt. Denn die durch das Nitroanilid hervorgerufene Hemmung der
Buttersdurebildung von Clostridium saccharobutyricum (GR 4) tritt
noch in Anwesenheit physiologischer Coenzym-A-Konzentrationen auf.
Da der Antagonist ein N-substituiertes Sulfosiureamid ist, glauben die
Autoren, dafl auch im Coenzym A eine amidartige Bindung vorliegt,
und zwar zwischen der freien Carboxylgruppe der Pantothensiure und
einem weiteren Baustein {Glutaminsiure ?).

InderTab. 5 (s. S.184/85) sind die 6 bisher bekannt gewordenne Typen
der Pantothensiure-Antagonisten, ihr charakteristisches mikrobiologi-
sches Verhalten und die daraus gezogenen Schliisse nochmals zusammen-
gestellt.

VI. Biotin.

Biotin als Wuchsstoff (Bioskomponente) und Vitamin. Biotin-Analoga als
Whuchs- und Hemmstoffe. Aufbau des Biotins aus Pimelinsaure und Cystein,
des Desthiobiotins aus Pimelinsiure und x-Alanin; Hemmung einzelner Aufbau-
stufen durch Antagonisten. Wirkungsmechanismus des Avidins. Biotin als Be-
standteil eines Coferments der Woon-WerkMAN- und &ahnlicher Reaktionen
(Kohlenhydratstoffwechsel), verschiedener Aminosiuredesaminasen (EiweiB-
stoffwechsel) und sein Eingreifen in die Synthese der Olsdure aus Acetat (Fett-
stoffwechsel).

Biotin stellt ein interessantes Beispiel dar fiir einen Wirkstoff, dessen
biologische Bedeutung in ganz verschiedenen biologischen Testen ge-
funden wurde. Jahrelang blieb der Zusammenhang zwischen diesen
verborgen, bis dann schlagartig mit der Entdeckung der Identitit der
einzelnen® Faktoren eine ungeheure Bereicherung unserer Kenntnisse
einsetzte. Eine ganz dhnliche Entwicklung nahm auch die Erforschung
vieler erst in jingster Zeit in den Mittelpunkt des Interesses geriickter
Wirkstoffe, wie z. B. der Folinsdure und des Vitamins B,,.

Boas (26) studierte schon 1927 eine Mangelkrankheit an Ratten, die
durch eine an rohem Eiklar sehr reiche Didt entstand. Aber erst im
Jahre 1940 wurde die Identitdt des Faktors, der diese Krankheit heilt
(Vitamin H), mit Biotin durch GY6rGY, MELVILLE, BURK und pu ViG-
NEAUD (111) bewiesen.

Ausgehend von den &lteren Untersuchungen des LAsH-MiLLERschen
Arbeitskreises [z. B. (194)] iiber die komplexe Natur des WILDIER-
IpEschen Bios suchten KOGL und TonNis (164) den als Bios IIb be-
zeichneten, an Kohle adsorbierbaren Faktor anzureichern. Es gelang
ihnen im Jahre 1935 mit Hilfe eines genau ausgearbeiteten Tests mit
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Hefe (Rasse M) eine krystallisierte
Substanz aus chinesischem Enten-
eigelb zu gewinnen, deren Wirksam-
keit im Bereich von 107? g/cm® lag
und die sie nun Biotin nannten. Es
ist der wichtigste Faktor des Bios-
komplexes.

Etwa um dieselbe Zeit erkannten
AvrvrisoN, HooveEr und BURrk (4) die
Existenz einer hochaktiven Sub-
stanz — Coenzym R — die verschie-
dene Stamme der Kndéllichenbakte-
rien (B. radicicola = Rhizobia) zum
Wachstum bendtigen und die auch
ihre Atmung steigert. Von Azotobac-
ler-Stimmen wird sie jedoch reich-
lich synthetisiert (3). NiLson, BJAL-
FvE und BURSTROM (277) sowie WEST
und WILSON (428) zeigten dann 1939,
daB sich Ceenzym R gquantitativ
durch Biotin ersetzen 148t.

these von§-Alanin
aus Asparagin-
sédure (durch Ver-
Asparaginsiure)

these von Pantoyl-
dridngung von

sdure
Hemmung der Syn-

Hemmung der Syn-

der Aminosiuren,
bes. in Kombi-

nation mit Me-

cin, Isoleucin; an-
thionin

-+ kompetitiv (?)
Valin, Lysin, Leu-

-+ kompetitiv
I-Asparaginsiure

+ nicht-
kompetitiv

kompetitiv

Die ersten Untersuchungen iiber
das Biotinbediirinis von Schimmel-
pilzen stammen von X6GL und FriEs
{(163), solche iiber das von Protozoen
von KIDDER und DEwEY (150). Da-
nach sind noch bei zahlreichen wei-
teren Mikroorganismen Biotin-be-
diirftige Stimme gefunden worden,
.unter den Bakierien besonders bei
Milchsdurebakterien, Brucellen, Clo-
stridien, Streptokokken, weniger bei
Staphylokokken, vereinzelt bei Pro-
teus.

Die Xounstitution des Biotins
wurde von DU VIGNEAUD und Mitarb.
(416) endgultig aufgeklirt (s. For-
mel}. Beiden bisjetzt synthetisierten
zahlreichen dnalogen fillt besonders
auf, daf} sie nicht entweder Wuchs-
stoffe oder Antagonisten sind, gleich-
giiltig welcher Mikroorganismus vor-

-~ nicht-

kompetitiv
kompetiliv

-+ nicht-

Stimmen,| 4- nicht-
die Pantothen-
sdure) syntheti-
sieren: Staphylo-
séure (f-Alanin)
synthetisieren:

die Pantothen-
B. ccli

kokken, B, coli,

saure (Pantoyl-
(Hefe)

nur bei Stammen,

nur bei

Salicylsdure
Z-Cysteinsé ure
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liegt, sondern daB ein Analogon fiir eimen Stamm Wuchsstoff, fir
den anderen Hemmstoff sein kann. So hemmt z. B. Biotinsulfon (s. For-
mel) das Wachstum von Lactobacillus casei, L. arabinosus, Staphylococcus
aureus und verschiedene Pneumokokken, wihrend es bei Saccharomyces
cerevisiae Biotin vertritt (72). Ein besonders interessanter Stoff ist das
Oxybiotin (frither auch Heterobiotin genannt) (127), (128), (8), (9). (178),
das bei Hefe in der doppelten, bel verschiedenen Milchsiurebakterien
sogar in der gleichen Konzentration Biotin ersetzen kann; es wird aber
durch Hefe, wie durch verschiedene Methoden exakt bewiesen wurde,
nicht in Biotin iibergefiihrt [s. dagegen (327)], muB also die Funktionen ?
des Biotins iibernchmen konnen. Dies ist der erste Fall, daB eine

X
|
A Pimelinsdure ]
30'1 Zl(sﬁ#-ﬂfq?/arsv/foﬂlm’a]— z'bl
Capronsaure =
Alanin Pimelinstureamid % Cystein

3a 3b
Desthiobistin  ———225 o= Bitin
(Imidlazo/idon -
capbonsdurern - 5 l( p-(39-~Ureytencyclohery/~
buttersiure=)
,,Biotin™Cofermente

6 sa(6b)

Brenziraubensiure ~ . Andere
carboxylase » Biotin™Fermente

Abb. 9. Aufbau von Biotin und ,,Biotin‘‘-Fermenten.

schwefelhaltige Verbindung nach Eliminierung des Schwefels noch ihre
biologische Aktivitit beibehilt. Auch das Desthiobiotin (70} (s. Formel)
ist bei Hefe als Wuchsstoff wirksam; es wird aber durch diese ? quantitativ
in Biotin iibergefiihrt (69). Bei L. cases hemmt es, bei L. pentosus 124—2
verhiilt es sich indifferent [s. f. (210)].

Bisher sind 2 Wege des Broitn-Aufbaus in Mikroorganismen erkannt
worden, die beide von der Pimelinsdure ausgehen (s. Abb. g). Mit dieser

1 Nach PoTrER und ErvenjeEM (30§) iibernimmt Oxybiotin am wenigsten
gut die Funktionen der Brenztraubensaurecarboxylase (s. S. 190), denn das Wachs-
tum von L. arabinosus in Abwesenheit von Asparaginsdure erreicht mit Oxybiotin
erst bei héheren py-Werten das mit Biotin erzielbare, wozu iiberdies mindestens
smal mehr Oxybiotin als Biotin erforderlich ist. — Weitere Arbeiten iiber die
Stoffwechselfunktion von Oxybiotin, sowie von Desthiobiotin, ,,Homobiotin‘*
und ,,Norbiotin‘‘ sieche bei BerLcuER und LicHSTEIN (I7a), VILLELA und CURY
(419) und WricHT (£68a).

2 Uber die Umwandlung von Desthiobiotin in Biotin durch andere Hefen
und Schimmelpilze s. LEowiaN und Liiry (7198).
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war bereits 1937 von MUELLER (264) ein aus Harn isolierter Wuchsstoff
fur verschiedene Diphtherie-Stimme (Park 8, Allen) identifiziert wor-
den. 1942 konnten DU VIGNEAUD und Mitarb. (417) beim Allen-Stamm
Pimelinsidure durch Biotin ersetzen, das sich (auf molarer Basis) nur bei
kleineren suboptimalen Konzentrationen wirksamer als Pimelinsiure
erwies. Die Synthese des Biotins aus Pimelinsdure 148t sich nicht nur
an Diphtherie-, sondern auch bei Aspergtilus niger-Stimmen zeigen,
bei den letzteren besonders schon, da dieser Schimmelpilz weder Pimelin-
siure noch Biotin zum Wachstum bendtigt. EAxin und EARIN (76)
fanden, daB Zugabe von 2 - 10~% g Pimelinsiure/cm?® die Biotinsynthese
auf das mehr als 10ofache erhoht. Bei beiden Mikroorganismen wird
diese noch durch Cysfein, das als der z. Biotinbaustein anzusehen ist,
gesteigert. — Bei der anderen Biotinsynthese wird der Schwefel erst
nachtraglich eingebaut, sie geht also von schwefelfreien Bausteinen aus.
Die schwefelireie Vorstufe erwies sich als Desthiobiotin, das sich nach
AUHAGEN (7) z. B. in E. coli anreichert. Eine solche Anreicherung ist
noch ausgesprochener in einer Mutante von Penicillium chrysogenum,
bei der Schritt 4 (Desthiobiotin—- Biotin) genetisch blockiert ist (£00).
Die Unterbindung dieser Reaktion ist auch durch einen Antagonisten
méglich, die 4-Imidazolidon(2)-capronsiure {s. untenstehende Formelnj.

Konstitution von Biotin und von verschiedenen Biolin-Analogen.

i i ]
C C C
HI"I/ \NH HN/ \NH HN/ \Il\IH H,N NH,
| ! | | | |
HC——CH HC--—CH HC——‘CH HC——CH
H | | ! | [ |
(CH,), H,C CH, H,C CH H,C cH
| \S/ N \S/\
CQOOH (?Ha)n (CH,)y {CH,),
COOH CooH COOH
4-Imidazolidon-(z)- Desthiobjotin. L Diaminothiophan-
5 Biotin -
carbonsauren. carbonsdure,
(o] (o]
i ! :
ay’ OnH et an” \zjm
I | | ]
HC——CH H(l:— CH HC——CH
H,C (i:H H : (le H c/ \‘CH
NN N N,
25 (CHa), (CH,) C——CH
o” Yo [ H, N
COOH COOH (?Ha)a
COOH
Biotinsulfon. {O-Heterobiotin) y-{3,4- Ureylen-
Ozybiotin. cyclohexyl)buttersiure

Denn das in Anwesenheit dieses Desthiobiotin-Analogons gehemmte
Wachstum von E. colf wird nach RoGers und SHIvE (324), (71) durch
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Desthiobiotin kompetitiv, durch Biotin micht-kompetitiv enthemmt.
DaB Pimelinsdaure auch die Vorstufe von Desthiobiotin ist, folgt aus der
weiteren Anhiufung dieser Substanz bei Zugabe von Pimelinsiure zu
Penicillium chrysogenum (400). Der zweite Baustein miiite bei dieser
Synthese Alanin an Stelle von Cystein sein. — In beiden Synthesen
fehlt noch ein 3. Baustein, fir den formal Ammoniak geniigen wiirde.
Es ist deshalb daran zu denken, dafl dieser womdéglich vorher eingebaut
wird, und deshalb vielleicht Pimelinsdureamid als die direkte Vorstufe
des Biotins bzw. Desthiobiotins anzusehen ware (Schritte 3a, 3b). Ob
die kirzlich von E. Work (467) in Diphtherie-Bakterien entdeckte
&, e-Diaminopimelinsiure eine Vorstufe des Biotins ist, wurde noch nicht
untersucht. Eine Hemmung der Biotinsynthese durch Verdringung
von Pimelinsiure mit verschiedenen ihrer Sulfonsiureanalogen und
deren Amiden (Schritt 2, 3a, 3b) erscheint fraglich, da IvAnovics und
VARGHA (I40) weder bet Pimelinsiure-bildenden noch -benétigenden
Diphtherie-stimmen und auch nicht bei E. coli, Staphylokokken und
Streptokokken Wachstumshemmung durch diese Substanzen beob-
achten konnten. Jedoch gelang ganz kirzlich WooLLEY (461) eine
Verdringung der Pimelinsdure mit ¢-{2,4-Dichlorsulfanilido]-capronsiure,
die der Theorie entsprechend bei allen untersuchten Biotin-syntheti-
sierenden Stimmen (B. fenuts, Acetobacter suboxydans, Mycobacterinm
tuberculosis) mit Ausnahme von E. coli Hemmung zeigt, Biotin-be-
diirftige Tndividuen jedoch unbeeinfluffit 1afit. Des weiteren ist die
Enthemmung mit Pimelinsire kompetitiv, mit Biotin nicht-kompetitiv
(B. tenuis). '

Es ist schon erwihnt worden, daf die Diidt bei den Vitamin H-
Testen eine auffallend groBe Menge rohes Eiklar enthilt, was zu der
Vermutung Anlaf gab, daf Biotin gar nicht in der Didt fehlt, sondern
nur durch Bindung an EiweiB inaktiviert ist. In der Tat konnten
Eaxin, SNerr und WILLIAMS (77) einen mikrobiologischen Antagonisten
des Biotins im Eiklar nachweisen. Diese Autoren, sowie WOOLLEY und
LoNGSWORTH (£65) reicherten den Faktor aus Eiklar an urd charakteri-
sierten ihn als ein Albumin vom ungefahren Molekulargewicht 7o ooo.
PeENNINGTON, SNELL und EARIN (296) gewannen ihn in krystallisierter
Form und zeigten,daB er iiberdies noch eine Kohlenhydrat-Komponente
enthilt. Awvidin?, wie der Faktor genannt wurde, verbindeét sich mit
Biotin stéchiometrisch, im molaren Verhaltnis 1:1, zu einem Proteid,
das erst durch Erhitzen auf 100° unter Denaturierung der Eiweil-
komponente Biotin wieder abspalten kann. Avidin stellt also einen
Antagonistentyp dar, den wir bisher noch nicht kennengelernt haben. —

1 Kirzlich sind von FRAENKEL-CONRAT (982) 2 verschiedene Avidine isoliert
worden: das erste enthilt eine Nucleinsdure-Komponente, das zweite ist vollig
Nucleinsédure-frei. Mikrobiologisch verhalten sich beide quantitativ gleich.
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Es hemmt nur solche Mikroorganismen, die Biotin zum Wachstum be-
nétigen, wie Saccharomyces cerevisiae (77), Clostridium butylicum (465),
Lactobacillus casei, L. avabinosus 17—35, Streptococcus faecalis R, ver-
schiedene Staphylokokkenstimme, Clostridium acetobutylicum und einige
Diphtherie- und Pneumokokken-Stimme (789), nicht solche, die es
synthetisieren (418). Dies ist verstindlich, denn zur Bindung von in
der Zelle entstandenem Biotin miiflte Avidin in diese eindringen, was
bei seinem hohen Molekulargewicht unwahrscheinlich ist. Hiermit steht
die Beobachtung von pu ViGNEAUD und Mitarb. (417}, daB Diphtherie-
Stamme nur in Gegenwart von Biotin, nicht von Pimelinsdure, durch
Avidin gehemmt werden, in bestem Einklang: Aus Pimelinsiure muf3
sich erst in der Zelle Biotin bilden, und Pimelinsiure selbst hat keine
Affinitit zu Avidin. Es ist auch leicht einzusehen, daBl der Antagonis-
mus Avidin/Biotin dasselbe Bild ergeben muf wie der kompetitive
Antagonismus bei der Konkurrenz von Wuchsstoff und Analogon um
ein Fermentprotein: Bei Erhéhung der Avidin-Konzentration mufl die-
jenige des Biotins um denselben Faktor erhéht werden, damit die
Konzentration an freiem Biotin, die optimales Wachstum ermaglicht,
nicht absinkt. Die Enthemmung von Avidin erfolgt nicht nur durch
Analoga, die Biotin-aktiv sind, sondern nach Du ViGNEAUD und Mitarb.
(418), s.a.(472) auch durch indifferente Analoga, bei denen der Harnstoff-
ring intakt sein mu} und die Seitenkette nicht zu sehr verdndert sein
darf (z. B. verschiedene Imidazolidoncarbonsiuren, s. Formel). Die
Bindung an das Avidin diirfte sich also am Harnstoffring des Biotins
vollziehen. Hier liegt wieder eine Verdringungsreaktion vor, und die
Ahnlichkeit mit dem schon bekannten kompetitiven Antagonismus ist
noch groBer: Der Wuchsstoff und ein inaktives Analogon konkurrieren
um eine an sich indifferente EiweiBkomponente. — Avidin soll mit
Lysozym und Hyaluronidase nahe verwandt sein {z. B. (243)].

Die ersten Hinweise, in welche Stoffwechselvorginge Biotin ein-
greift, gehen auf die Untersuchungen von KosER, WRIGHT und DORF-
MAN (175) zuriick, die 1942 fanden, daf} sich Biotin als Wuchsstoff fiir
Torula cremoris teilweise durch Asparaginsiure ersetzen laBt, zum
anderen auf die Beobachtungen von Burk und WINZLER (42), die an-
nahmen, dafl es an der CO,Fixierung beteiligt sein muB. STOKES,
LARsSEN und GUNNESS (397) wiesen dann auch bei vielen Milchsiure-
bakterien Ersetzbarkeit von Biotin durch Asparaginsidure nach, nicht
aber durch andere Aminosiuren oder Wirkstoffe. Sie zeigten vor allem,
daB in Gegenwart von Biotin Asparaginsidure synthetisiert wird. LARDY,
PoTTER und ELvEHJEM (193) konnten bei L. arabinosus Biotin auler
durch Asparaginsiure auch durch Oxalessigsdure, nicht durch andere
Sauren des Kohlenhydratstoffwechsels, ersetzen. Der Ersatz des Biotins
durch diese Substanzen erwies sich aber nur in Gegenwart von CO, als
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moglich. Schliefllich fanden SHIVE und ROGERS (364), daB bei L.avabi-
nosus der Bakteriostatische Index von y-(3,4-Ureylencyclohexyl)-butter-
saure {s. Formel), die ein kompetitiv wirkender Antagonist gegeniiber
Biotin ist, also die Bildung hypothetischer Biotin-Cofermente hemmen
miiBte (s.Abb.g, Schritte 6a u. 6b), in Anwesenheit von Oxalessigsiure
oder Asparaginsidure auf das 10fache erhéht ist. Dies kann so ausgelegt
werdent, dal die Bildung der beiden Sduren durch ein ,,Biotin-Cofer-
ment* katalysiert wird. Wenn man ndmlich z. B. Oxalessig:dure zu-
setzt, miiBte die Bildung dieses Coferments tberfliissig werden. Der
Antagonist wiirde jetzt nur noch auf die Bildung anderer ,,Biotincofer-
mente’’ wirken, die allerdings schwerer zu hemmen sein miiGte.

Eine Erhthung des BakteriostatischenIndex ist vergleichbar einer wuchs-
stoffsparenden Wirkung. Nimmt der Bakteriostatische Index im Grenzfall den
Wert oo an, d. h. hat der Hemmstoff iiberhaupt keine Wirkung mehr, dann geht
der Effekt in den des nicht-kompetitiven Antagonismus iiber. Der Ersatzstoff
iibernimmt nicht nur einen Teil der enthemmenden Wirkung des Wuchsstoffs,
sondern diese ganz, vergleichbar dem volistdndigen Ersatz in hemmstofffreien
Versuchen.

Damit war es sehr wahrscheinlich geworden, dafl Biotin in die
WooD-WERKMAN-Reaktion eingreifen muB, d. h. der Bestandteil eines
Coferments der Brenztraubensdure-Carboxylase ist:

O, + H,C -c0-coon Bt Biotin yo0c.cn, - co-coon Be,

HOOC - CH, + CH(NH,) - COOH.

Larpy, PorTER und Burris (192) krénten dann diese Untersuchungen
durch Anwendung von Kohlensiure, die mit radioaktivem C¢ markiert
war: In Gegenwart von Asparaginsiure wurde keine, in Gegenwart von
Biotin fast alle Radioaktivitdt in der aus den Zellen isolierten Asparagin-
siure wiedergefunden. Ahnliche Untersuchungen mit ,,schwerem® C13
an Micrococcus lysodeikitcus stammen von WEssMAN und WERKMAN
(427). Damit war der endgiiltige Beweis fiir die Beteiligung des Biotins
an der WooD-WERKMAN-Reaktion erbracht. Wahrscheinlich greift
Biotin auch noch in eine &hnliche Carboxylierung ein, und zwar die
Carboxylierung der a-Ketoglutarsiure:

Biotin
HOOC -CO-CH, -CH, - COOH _—— HOOC-CO-CH -CH,-COOH -
+ CO, cooH
«-Ketoglutarsiure Oxalbernsteinsdure

die eine Teilreaktion des Citromensdurecyclus ist. Denn nach SHIVE
und RoGERS (364) wird bei E.cols die Konzentration des Desthiobiotin-
Analogons 4-Imidazolidoncapronsiure, die zur Hemmung der Biotin-
synthese erforderlich ist, durch a-Ketoglutarsiure (und die daraus leicht
durch Umaminierung entstehende Glutaminsiure) auf das 3fache er-
héht.— Die Vermutung von BURK und WINZLER (42), daB der Mechanis-
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mus der CO,-Fixierung durch ein ,,Biotincoferment” aunf reversibler
Abspaltung von CQO, aus dem Harnstoffring des Biotins {s. Formel)
beruht 1, wurde von MELVILLE, PIERCE und PARTRIDGE (242) nicht be-
stitigt: Biotin, dessen Harnstoff-C-Atom mit C* markiert ist, verliert
in COg,-fixierenden Milchsidurebakterien seine Radioaktivitdt nicht und
gibt auch keine an die mit seiner Hilfe synthetisierte Asparaginsiure
ab. Biotin scheint in E. colZ die umgekehrte WooD-WERKMAN-Reaktion,
die Decarboxylierung der Oxalessigsiure, zu katalysieren (207}, (208)
s. dagegen (303), in Form einer Bernsteinsidure-Codecarboxylase die
Bildung der Propionsiure in Propionsiurebakterien zu bzdingen (68)
sowie in E. colt ein wesentlicher Faktor fiir die erste Stufe der Oxydation
der Bernsteinsdure zu sein (2a).

V. R. Wiritiams und FIiEGer (442), (443), (444), (445) zeigten bei
verschiedenen Milchsidurebakterien, SHULL, THOMA und PETERSON (365)
bei Clostridium sporogenes, daB auch Lipoide, vor allem Olsdure, Biotin,
teilweise ersetzen konnen. Dabei kommt es zu keiner Biotinsynthese
Das Wachstum von Milchsiurebakterien mit Olsiure an Stelle von
Biotin wird weiterhin erst durch sehr hohe Konzentrationen an Avidin
gehemmt (36), (447). Biotin spielt also offenbar eine Rolle bei der
Synthese der Olsdure, die nach GUIRARD, SNELL und R. J. WILLIAMS
(106) (bei Milchsiurebakterien) aus Acetat aufgebaut wird. Damit
ware es nicht ausgeschlossen, daB die Beteiligung des Biotins an der
Olsiure-Synthese letzten Endes auch auf die WOoD-WERKMAN- oder
eine ihnliche Reaktion zuriickgeht. Fiir die Olsiurebildung ist etwa
1omal weniger Biotin notwendig als fiir die der Asparaginsiure, wie
PorTER und ELVEHJEM (304) bei Lactobacillus arabinosus fanden, dessen
Biotin-Bediirfnis (beim Wachstum) vollstindig durch Olsiure - Aspara-
ginsdure gedeckt werden kann.

LicustEIN und UMBREIT (207), (208); s. a. (201), (203), (204), (205);
s. dagegen (469) schreiben dem Biotin noch die Funktion einer Codes-
aminase bei verschiedenen Aminosiuren (Asparaginsiure, Serin, Threo-
nin) zu. Doch wurde die Versuchstechnik von AXELROD, HOFMANN,
Purvis und MaynALL (10) stark angegriffen®. — Die Asparaginsiture-

1 Die Wuchsstoffwirkung der Diaminothiophancarbonsaure bei Sacckh. cere-
visiae 139 ist vom CO,-Partialdruck abhingig.

2 Es diirfte aber nunmehr gesichert sein, daB Biotin die Vorstufe der Co-
desaminasen ist. Der Ersatz dieser Cofermente durch Biotin + Adenyls#ure ist
bei verschiedenen Bakterien sehr unterschiedlich méglich und bei E.coli auBer-
dem von den Ziichtungsbedingungen abhangig [H. C. LicesTEIN (202)]. Des
weiteren 148t sich aus der Codesaminase nur durch sehr kraftige Hydrolyse
(2-6n H,S0,) eine Biotin-aktive Substanz abspalten [CHRISTMAN und LICHSTEIN
(642)]. Andere Autoren haben im Hinblick auf die Siure-Empfindlichkeit des
Biotins schonender hydrolysiert. — Ahnlich werden sich wohl u. a. die negativen
Befunde (303) beim Ersatz der Oxalessigsidure-Codecarboxylase aus Azotobacter
vinelandii durch Biotin erkliaren lassen.
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Codesaminase aus B. cadaveris ist nach LicuSTEIN, CHRISTMAN und
Bovp (205) nicht identisch mit dem Biocytin, einem Biotinkonjugat 1,
das die vereinigten Arbeitskreise von SHARP und DoHME und von
MERCK und Co. (470) kiirzlich aus Hefe in krystallisierter Form isolieren
konnten (Einige mg aus 10 Tonnen Hefe!)

Als Wuchsstoff vermag iibrigens Biocytin bei Lactobacillus arabinosus, L.
pentosus und Leuconostoc mesenteroides P-60 Biotin nicht zu ersetzen, bei L.
caset, L. Delbritckii LD 5, L. acidophilus, Streptococcus faecalis R, Neurospora
crassa und Saccharomyces cavisbergensis ist es biotinaktiv (470), bei Hefen (S.
cevevisize 13g und Java) in kleineren Konzenirationen sogar wirksamer als eine
iquivalente Menge Biotin (205).

VII. Nicotinséure.

Nicotinsiure als Bestandteil der Codehydrasen, als Vitamin und als Wuchs-
stoff, Die Nicotinsiuresynthese in Neurosporamutanten (und anderen Mikro-
organismen) aus Anthranilsiure iiber Indol, Tryptophan, Kynurenin und der
weitere Aufbau zu den Codehydrasen. Verbindung der mikrobiologischen Nico-
tinsiuresynthese mit dem Tryptophanabbau in héheren Tieren (Kynurensiure,
Xanthurensaure, Chinolinsidure) und der Gen-gesteuerten Bildung von Insekten-
farbstoffen. Eingreifen von Hemm- und Wirkstoffen in die einzelnen Synthese-
schritte. Der Tryptophancyclus. Andere Moglichkeiten des Nicotinsdure-Auf-
baus. Strenge Kopplung von Abbau und Funktion der Nicotinsiure (Abniitzung
der Codehydrasen bei ihrer Wirkung). Hemmung des Abbaus.

Wihrend bei allen bisher behandelten Wuchsstoffen zuerst die ein-
fachen Verbindungen als biologisch wirksam erkannt wurden, und erst
spiater ihre komplizierteren Derivate, war es bei der Nicotinsiure ge-
rade umgekehrt. Durch WARBURG und Mitarb. (425) wurde im Jahre
1935 gefunden, daB Nicotinsiure ein integrierender Bestandteil der
beiden Codehydrasen: Cozymase (= Codehydrase I} und Codehydrase I1,
ist. Diese beiden Coenzyme, von denen die Cozymase schon seit 19o6
durch HarpeEN und Younc (116) in ihrer Wirkung erkannt war,
und spiiter in zahlreichen Arbeiten der v. EuLERschen Schule stu-
diert wurde, spielen eine fundamentale Rolle bei Atmung und Girung:
Sie fungieren zusammen mit den Gelben Fermenten als Wasserstoff-
ibertragende Katalysatoren bei vielen Hydrierungen und Dehy-
drierungen.

1936 fanden Lworr und Lworr (217), (218), daf sich der schon
lange bekannte V-Faktor, ein Wuchsstoff fiir hamophile Bakterien,
durch Codehydrase 1 oder II ersetzen 148t. Nun erst wurden die biolo-
gischen Eigenschaften der Nicotinsiure selbst erkannt: KNIGHT (158),
(159), (160) konnte einen Faktor seines Wuchsstoffkonzentrats fiir
Staphylococcus aureus durch Nicotinsiure (oder besser ihr Amid) er-

1 Uber weitere gebundene Formen des Biotins (nieder- und hochmolekulare}
vgl. Gvoércy und Rosk (112), Burk und WINZLER (42), BoOWDEN und PETERSON
(33) und Hormany, DickieL und AXELROD (I126).
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setzen: MUELLER {265) isolierte einen Wuchsstoff fiir bestimmte Stimme
von C. diphtheriae aus Harn und identifizierte ihn mit Nicotinsiure.
Noch in demselben Jahre (1937) wurde auch die Vitamin-Natur der
Nicotinsdure entdeckt: Sie ist nach ELvEHJEM und Mitarb. (84), (85)
der ,Antiblack-tongue‘-Faktor bei Hunden, heilt die menschliche
Pellagra und spielt auch bei anderen Mangelkrankheiten eine Rolle (86).

In der Folgezeit fand man viele Nicotinsdure-bediirftige Bakterien,
z. B. verschiedene Profeus-Arten, zahlreiche Stimme der verschieden-
sten Milchsdurebakterien, einige von Propion- und Essigsdurebakterien,
Streptokokken, Pneumokokken, Brucellen, Clostridien, Dysenterie-
bakterien, himophilen Bakterien und einen einzelnen Stamm bei E.cols
(398). Bel Hefen wurden zunichst keine Stimme bekannt, die auf
Nicotinsiure ansprechen, bis Kosgr und WRIGHT [1943] (174), s. a. (446)
einen solchen bei Torula cremoris entdeckten. Fin Nicotinsdure-bediirf-
tiger Schimmelpilz wurde erst ganz kiirzlich von GEORG (102) in einem
Stamm von Trichophyton equinum aufgefunden. Die meisten Hefen
sind starke Nicotinsiurebilduer (bis zu 0,19, der Trockensubstanz).
Jedoch iibertrifft B. tuberculosis bel weitem alle anderen Mikroorganis-
men in seiner Synthesefdhigkeit fiir Nicotinséure, da bestimmte Stamme
nach BIRD (24) den Gehalt der Kultur (in 21 Tagen) von 0,07 auf
61 - 107% g Nicotinsdure/cm? steigern kénnen, d. h. um das etwa goofache.

Bei der Priifung von Mikroorganismen auf Nicotinsdure-Bedirftigkcit mug
beachtet werden, daB sich nach Bovarnick (32) durch Erhitzen von Asparagin
- Glutaminsdure kleine Mengen Nicotinséureamid bilden. Sie sind immer noch
groBer, als fiir optimales Wachstum erforderlich ist (10-8 bis 10-8 g/cm?). Nihr-
bdden, die diese Bestandteile enthalten, miissen also entweder durch Filtration
sterilisiert, oder es mufl eine der beiden Aminosiuren getrennt hitzesterilisiert
werden.

Ob die Natur auch einen so einfachen Weg der Nicotinsdure-Syn-
these, wie die eben genannte, beschreiten kann, ist bisher nicht bewiesen
worden, aber durchaus nicht unwahrscheinlich. Jedenfalls nehmen
ELLINGER und ABDEL-KADER (80), (§2) Ornithin, Arginin oder Glutamin-
siure als die wichtigsten Vorliufer der Nicotinsdure in B. cols und der
Ratte an. Fiir die Synthese der Nicotinsiure aus Ornithin ist von
Work und WORK (468) der umstehend dargestellte Mechanismus vor-
geschlagen worden, bei dem B,, Codehydrase, By und Formylfolinsiure
mitwirken konnten. Als direkte Vorstufe der Nicotinsdure ist das
Guvacin = Tetrahydronicotinsiure angenommen, da es nach v. EULER,
KARrReR und Mitarb. (90) Nicotinsiure beim Wachstum von Staphyl.
aureus und Profeus vulgaris bereits in wenig hoherer Konzentration zu
ersetzen vermag.

Exakt bewiesen wurde ein anderer, weit komplizierterer Weg, der
von der Anthranilsiure ausgehend iiber Tryptophan in vielen einzelnen
Schritten zur Nicotinsiure und dariiber hinaus schliefllich zu den Code-

Fortschr. chem, Forsch., Bd. 2. 13
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Biologisch mogliche Synthese von NicotinsGure aus Ornithin nach T. S. WorK und
E. Work {The Basis of Chemotherapy (1948) (468)].

CH,NH, CH,NH, CH,NH,
| { }
CH, CH, CH,
! (By+ ?) | (By+ 2 |
CH, —_— CH, —_—— CH, —_—
| ! (Codehydrase + ?) |
CHNH, C=0 CHOH
! | |
COOH CQOH COOH
Ornithin
CH,NH, cH
: / A\ VA
CH, C-COOH HC" - " C-COOH
i (Fermylfolinsdure4?) ( { Il
CH —_— v HC CH, —— HC_  CH
I +H,CO, ~ H,0 v —zH, N
CH H
|
COOH
w-Amino- Guvacin. Nicotinsiure.
propyliden-

essigsdure

hydrasen fithrt (Abb. 10). So ist also eine Verkniipfung der Nicotinsdure-
synthese mit dem Auf- und Abbau des Tryptophans vorhanden, welch
letzterer in hoheren Tieren unter Beteiligung von Vitamin B die End-
produkte Kynuren- und Xanthurensiure ergibt, die im Harn aus-
geschieden werden. — Bis zur Nicotinsiure selbst (Schritt 1 bis 8b) sind
alle Schritte auf genetischem Wege, hauptsichlich mit Neurospora-
Mutanten, verifiziert worden [BEADLE, BoNNER, MITCHELL, TATUM
und Mitarb. (15), s. spez. (16), (28), (31), (121), (197), (248), (249), (286),
(403), (404), (405), (476), (27)]. Ist z. B. in einer Mutante das Schritt 6
steuernde Gen ausgefallen, so gibt sich das dadurch zu erkennen, daB
die Mutante Kynurenin und alle seine Vorliufer bis zuriick zur An-
thranilsiure nicht mehr verwerten kann, also auf Oxykynurenin (oder
natiirlich auf alle dieser folgenden Verbindungen) als Wuchsstoff an-
gewlesen ist. Auflerdem konnte es zur Anbdufung von Kynurenin
kommen, das ja nicht mehr weiter umgesetzt wird. Wie YANOFSKY
und BONNER (476) ganz kirzlich nachwiesen, hiuft sich zwar bei be-.
stimmten Mutanten von Newrospora nicht Kynurenin selbst an sondern
a-N-Acetylkynurenin, das offenbar mit Hilfe von Coenzym A aus
ersterem entsteht (Abb. 10, Schritt 6a). — Gleichzeitig fiihrten die
Untersuchungen von KUHN und von BUTENANDT [z. B. (49), (50)] tiber
die Gen-gesteuerte Pigmentbiidung aus Tryptophan bei Insekten (bes.
Drosophila melanogaster) zu Teilschritten, die sich teilweise als identisch.
mit denen der mikrobiologischen Nicotinsiure-Synthese erwiesen. So
kam es zn wechselseltlgen Befruchtungen dieser beiden Arbeitsrich-
tungen.

Nach neueren Untersuchungen von Nyc, HASKINS und MITCHELL
(285) mit Neurospora-Mutanten muf die Anthranilsiure aus einer;
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Muttersubstanz X hervorgehen, die zugleich der gemeinsame Vorldufer
von Tyrosin und Phenylalanin ist. Wie aus dem schénen Vortrag von
Davis (64) hervorgeht, haben die Versuche dieses Autors an Coli-
Mutanten auch noch die Synthese der p-Aminobenzoesiure auf jene
noch unbekannte Muttersubstanz zuriickfithren kénnen, wobei als
Zwischenstufe Sazkimi-Siure = Tetrahydrogallus-Siure (s. Abb. 10 und
Formel S. 202) durchlaufen wird.

Nach ScuoPrER und Boss (348) wird die Synthese der Anthranilsdure
oder ihr Aufbau (Abb. 10, Schritt 1, 2) zu Indol durch 2-Methylnaphtho-
chinon- (1,4) = Vitamin K, unterbunden, da das durch dieses Chinon
gehemmte Wachstum von Phycomyces Blakeslecanus, Saccharomyces
Willianus und Newrospora (Cholin™) in Anwesenheit von Nicotinsdure-
(amid), Kynurenin, Tryptophan, Indol oder Awnthrvamilsdiure wieder
moglich wird. Auf Grund der Konstitution des Hemmstoffs ist zu ver-
muten, daf} die Synthese der Anthranilsiure, und zwar bereits bei einem
recht frithen Schritt, etwa X— A oder A—- B unterbrochen ist. Um
aus Anthranilsiure den Indolring zu bilden, ist der Einbau einer
C-Einheit notwendig, der moglicherweise wieder durch die katalytische
Wirkung der Formylfolinsdure verursacht wird. An dieser Stelle konnte
also (indirekt) der Angriffspunkt der Sulfonamide liegen, die nach Sevac
und GREEN (360) ,,oxydo-reduktive Schritte’” in der Tryptophan-
synthese durch Siaphylococcus aureus hemmen. Schritt 1, 2 wird nach
Rypon (330) durch 4- oder s-Methylanthrantlisiure betroifen, was ein-
deutig aus der Art der Enthemmung mit Anthranilsiure, Indol bzw.
Tryptophan bei einem Anthranilsiure-synthetisierenden Stamm von
E.iyphosa hervorgeht, dessen Wachstum mit diesem Antagonisten
gehemmt war. FiLpEs und Rypon (95) konnten in dhnlichen Versuchen
auch die Schritte 3 (Tryptophanbildung aus Indol 4 Serin) und 4a
(Tryptophan-Einbau bei der FEiweil-Synthese) durch verschieden
methylierte Indole bzw. Tryptophane storen. Ob Methylacrylsiure, in
der man einen direkten Tryptophan-Antagonisten vermuten sollte,
Schritt 3 oder 4 hemmt, also Indol oder Tryptophan verdringt, ist noch
nicht klar zu erkennen. Die von FiLDES (93), (94) beobachtete Ent-
hemmung durch Serin kann dies nicht entscheiden. Ganz unverstind-
lich bleibt noch der Befund von UMBREIT und Mitarb. (409), daB Schritt 3
durch Pyridoxalphosphat katalysiert witd. Wenn eine Umaminierung
vorliegen sollte, miite er in mehr als zwei Einzelschritte aufgeldst
werden.

E11I1NGER und ABDEL-KADER (81), (83) beobachteten eine Hemmung
der Nicotinsiuresynthese durch E.coli aus Ornithin mit verschieden
methylierten Tryptophanen.. Sie glauben aus ihren Versuchen schliefen
zu miissen, daB Tryptophan, jedenfalls bei E. coli (und bei der Ratte)
kein Zwischenprodukt, sondern ein Katalysator der Nicotinsiure-
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Synthese ist. Diese. Annahme bekam fiicr Neurospora erst Bedeutung,
als Haskins und MiTcHELL (119) zeigen konnten, daBl Tryptophan durch
alle untersuchten Mutanten sehr rasch, hauptsichlich zu Anthranilsdure
abgebaut wird [s. a. (34)]. Rein formal lag es natiirlich nahe, in Analogie
zur Oxyanthranilsiure-Bildung aus Oxykynurenin (Schritt 7) auch eine
solche von Anthranilsiure aus Kynurenin anzunehmen. Dieser neue
Schritt (6b) wiirde also einen Ring schlieBen, der von der Anthranilsiure
iiber Indol, Tryptophan, a-Oxytryptophan und Kynurenin wieder zur
Anthranilsiure zuriickfithrt. Jedes Glied dieses Ringes, der als Trypto-
phan-Cyclus bezeichnet wird, miiBte also als Katalysator der Nicotin-
siure-Bildung wirken, so lange nicht ein Schritt innerhalb des Cyclus
blockiert ist, und (in h&herer Konzentration) Ersatzstoff der Nicotin-
sdure sein, selbst wenn Blockierung im Cyclus vorliegt. Wihrend die
Austrittsstelle am Cyclus eindeutig beim Kynurenin liegt, ist es wahr-
scheinlich, dafl der Eintritt nicht bei der Anthranilsiure, die bisher als
Ausgangssubstanz der Nicotinsdure angesehen wurde, sondern bei einer
Substanz erfolgt, die zwischen Anthranilsiure und Indol eingeschoben
werden muB. Dieses hypothetische Zwischenprodukt ist aus chemischen
Griinden ohnedies anzunehmen. Der Tryptophan-Cyclus erlaubt ver-
schiedene bis dahin nicht verstindliche Befunde einzuordnen: z. B. die
Enthemmung von Indolylacrylsiure beim Wachstum von E.cold durch
Kynurenin, Indol, Anthranilsiure (315) oder Phenylalanin (224) und die
Aufhebung der Hemmung, die das Wachstum dieses Bakteriums durch
das dem Indol isostere Cumarin erleidet, durch p-Aminobenzoesiure
oder m-Inosit (314).

Antagonistische Beeinflussungen der Schritte vom a-Oxytryptophan
bis zur Nicotinsiure (5—8) scheinen bisher noch nicht studiert worden
zu sein. Mit dem weiteren
Aufbau von der Nicotin-
sdure bis zu den Codehydra-

Tabelle 6. Relativer Wuchsstoff-Effekt von Ni-
cotinsaureamid wund Nicotinsgure [nach KOSER
und Mitarbeitern (I172), erginzt nach Kosgr

sen {Schritte g—12)hat man
sich jedoch frithzeitig be-
schaftigt. So konnen die
Mikroorganismen die Bil-
dungdesNicotinsdureamids
aus Nicotinsiure (Schritt g)
inverschiedenem Grade aus-
fithren, was man leicht aus
der Aktivitit der beiden
Substanzenals Wuchsstoffe
ersehen kann. Tab. 6 zeigt,

und Kasar (173)].

Bakterien

Verhiltnis der
Aktivititen von
Amid : Sdure

Leuconostoc mesenteroides , .

C. diphtheriae , . . . . . . . .
Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus
Dysenterie-Bakterien . . . . . .
Verschiedene Pasteurella-Stamme

daB Proteus vulgaris Amid und Siure gleich
gut verwertet, die Bildung des Amids also mindestens mit ausreichender
Geschwindigkeit durchfiihrt. Staphylokokken und Dysenterie-Bakterien
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bilden das Amid langsamer, und einige Pasteurella-Arten miissen diese
Fahigkeit ganz verloren haben, da Nicotinsiure hier vadllig inaktiv ist.

Bei diesen Versuchen mull beachtet werden, dafl die Wirksamkeit der Nico-
tinsaure im Gegensatz zu ihrem Amid pir-abhingig ist. Rozpke, Ly und
Smart (323} fanden bei E.coli-, BoNNER und BEADLE (28) bei Neurospora-
Mnutanten und BRUECKNER (40) bei Siaphylococcus aureus, daBl mit fallendem
pr die zu optimalem Wachstum benétigte Nicotinsaurekonzentration Xkleiner
wird, was bedentet, daB nur die undissoziierte Saure aktiv, also das Ausgangs-
produkt fiir die Amidierung ist.

Diese (Schritt g) wird nach McILwaiN (231) durch Pyriden-f-sulfo-
sdure gechemmt. Denn Nicotinsaure-bediirftige Proteus- und Staphylo-
kokkenstimme lassen sich durch die Sulfosiure im Wachstum hemmen,
wobei steigende Nicotinsaurekonzentrationen kompetitiv enthemmen.
Die Enthemmung mit Nicotinsidureamid diirfte nicht-kompetitiv sein,
wenn auch ein hierbei auftretender sonderbarer Effekt die Interpretation
erschwert. Die Sulfosiure zeigt sich namlich nicht indifferent bei
Nicotinsiureamid-bedingtem Wachstum, wie es theoretisch bei nicht-
kompetitivem Antagonismus der Fall sein miiBte, sondern ruft eine zu-
sitzliche Wachstumsséeigerung hervor. Diese tritt auch bei Nicotinsdure-
synthetisierenden Stammen auf (E.coli), gleichgiiltig ob Nicotinsdure-
amid anwesend ist oder nicht. L#Bt man schlieflich letzteres auch bei
den bediirftigen Stimmen weg, so ergibt die Sulfosiure noch zu einem
gewissen Grade Wachstum, wenn auch dieses bei weitem nicht optimal
wird. Die Sulfosiure kann also Nicotinsiure als Wuchsstoff teilweise
ersetzen, wozu hiufig auBerordentlich hohe Konzentrationen erforder-
lich sind, wie von Mcliwain (231) bei Staphylococcus aurens und Profeus
vulgaris, von LwoFF und QUERIDO (219) bei Profeus X 19 und von
MOLLER und BIRKOFER {256} bei Proteus vulg. und Shm. plant. fest-
gestellt wurde. Zu einer vélligen Umkehrung der Verhaltnisse kommt es,
wenn man nach ERLENMEYER und Mitarb. (89) zu den isosteren Thigzol-
s-Analogen iibergeht: Bei diesen erwies sich das Carbonsiureamid als
Hemmstoff und die Sulfosiure als vollwertiger Wuchsstoff fiir die
Nicotinsiure-bediirftigen Staphylokokken?.

Ahnliche ‘Erscheinungen sind auch bei anderen Sulfosiuren bekannt ge-
worden. So fithren nach KUuHN, MOLLER, WENDT und BEINERT (180) sehr kleine
Konzentrationen an Sulfonamiden, die unierhalb derjenigen liegen, die bei
optimaler p-Aminobenzoesiure-Menge gerade hemmen, zu teilweisem Ersatz
dieses Wuchsstoffs bei Sbm. plantarum. Gleiche Verhaltnisse bestehen fiir Sulfo-
pantothensiure bei 4. suboxydans (53), fiir verschiedene Sulfosiiure-Analoga des
Oxybiotins und des Homooxybiotins bei Saccharomyces cerevisiae 139 und vor
allem Lactobacillus arabinosus (125). Kleine Konzentrationen &-(2,4-Dichlorsulf-
anilido)-capronsiure zeigen nach WooLLEY (461) schwache Biotinaktivitat bei

. Y 6-Amino-nicotinsiure und ihr Amid wirken nach Scrmipr-TrOME (336a)
bei Staphylokokken ebenfalls antagonistisch. Nicotinsaureamid enthemmt besser
als Nicotinsaure.
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B. tenuis und rufen — dhnlich der Pyridin-g-sulfosiure — in Anwesenheit von
Biotin oder Pimelinsiure zusitzliche Wachstumssteigerung hervor. Bei E. coli,
das von Sulfopantothensdure nicht gehemmt wird, bewirkt diese Enthemmung
von Salicylsdure (390). Fordernde Wirkungen von Sulfonamiden auf das Wachs-
tum von p-Aminobenzoesidure-synthetisierenden Bakterien in natiirlichen Nihr-
medien sind z. B. von LEW1S und SNyDER (200) bei Milch- und Propionsauer-
bakterien, von MOLLER (255) bei Coli-Stammen und von Lamanna (187) bei ver-
schiedenen Bakterien und Hefen beobachtet worden. Ob die Sulfosiuren die
natiirlichen Wuchsstoffe wirklich ersetzen, d. h. ob sich aus ihnen aktive Co-
fermente, wenn auch sehr schwach wirksame, bilden kdnnen, ob eine Umwand-
lung von Sulfo- in Carbonsdure vorliegt, was chemisch sehr unwahrscheinlich
ist, oder ob es endlich zu einer Umstellung des Stoffwechsels z, B. zu anders-
artiger Synthese der Cofermente kommt, sind hochinteressante Probleme, die
noch der Aufklarung harren. (Die fiir Sulfopantothensidure genannten Fille
lassen sich vielleicht mit Stansity und Arversow (390) durch eine Spaltung
dieser Sulfosiure in Tauvrin und Pantoylsaure erkliren, da hier schon die letztere
als Wuchs- bzw. Enthemmstoff wirksam ist.}

Da Pyridin-f-sulfosdure in Gegenwart von Nicotinsdureamid keine
Hemmung zeigt, wire zu erwarten gewesen, daB auch in Anwesenheit
von Cozymase keine Hemmung auftritt. Das durch Cozymase be-
dingte Wachstum von Profeus vulgaris wird aber nach Mcliwain (231)
noch starker durch die Sulfosiure als das Nicotinsiure-bedingte ge-
hemmt. Hierfiir erscheint keine andere Erklirung méglich, als an-
zunehmen, daf iiber Nicotinsdureamid noch andere Wirkstoffe aufler
den bekannten Codehydrasen gebildet werden miissen (Y, Schritt 10a),
und daB dazu ein Abbau der Cozymase nétig ist. Fiir wirksame Um-
wandlungsprodukte der Nicotinsdure (Z, Schritt ga) spricht auch das
sonderbare Verhalten von Diphtherie-Bakterien, bei denen Nicotinsiure
als Wuchsstoff 10mal wirksamer ist als ihr Amid, vor allem aber das-
jenige einiger Lewuconostoc-Stimme, bei denen iiberhaupt nur noch
Nicotinsdure aktiv ist (s. Tab. 6). Allerdings kénnten die beiden letzteren
Fille auch nach KoseEr und Kasar (173) mit der Annahme erklirt
werden, daB sich bei der Cozymase-Synthese durch diese Bakterien
zuerst Ribosid- und dann Amidbildung vollziehen {Schritt gb und 10b).
Es gibt aber Leuconostoc-Stimme, bei denen auch die beiden Code-
hydrasen Nicotinsiure als Wuchsstoff nicht ersetzen kénnen. Will man
die Existenz wirksamer Nicotinsdure-Derivate wiederum ausschlie8en,
so wire noch an das mogliche Vorkommen einer dritten Codehydrase zu
denken, wobei zusdtzlich anzunchmen ist, daB letztere durch die be-
treffenden Leunconostoc-Stimme nicht aus den Codehydrasen I und IT
gebildet werden diirfte. — Auf jeden Fall ist also das Vorhandensein
eines weiteren Coferments gesichert; ob dasselbe aber Nicotinsiure oder
ihr Amid als Baustein enthilt, bedarf noch der Klirung 1.

1 Ganz kiirzlich wurden von CHAUDHUR] und KoDI1cEK in Weizenkleie Conju-
gate gefunden, die sich von der Nicotinsgure ableiten (Nicotinsaurepeptide).
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Pyridin-B-sulfonamid muBte die Ribosidbildung aus Nicotinsdure-
amid hemmen (Schritt 10). McIiwain (231) fand in Pyridin-§-sulfon-
amid auch einen kompetitiven Antagonisten des Nicotinsdureamids.
Bei Nicotinsiure-bedingtem Wachstum ist die Hemmung aber geringer,
was wiederum fiir die Moglichkeit des Umweges iiber Schritt gb und
10b spricht, Leider ist die Enthemmung mit Nicotinsdureamidribosid,
die nicht-kompetitiv sein miiBte, noch nicht untersucht worden. — Wie
schwierig die Verhiltnisse auf dem Gebiete der Nicotinsdure(amid)-
Antagonisten liegen, ist in einer Arbeit von MOLLER und BIRKOFER (257)
diskutiert worden; diese Autoren fanden, daBl die oben beschriebenen
Antagonismen noch von sol-
chen, bei denen Schwer-
metalle mitwirken, iiberla-
gert werden konnen.

Der Ubergang von Nico-
tinsdureamidribosid in Cozy-
mase (Schritt 11 und 12) wird
von vielen himophilen Bak-
terien noch ausgefithrt, da
ScHLENK und GINGRICH(335),
(103) fanden, daB bereits ho-
here molare Konzentrationen
—1—1 L . des Ribosids Cozymase beim

— . 3

T
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Konzentration pmoilfemd Wachstum zu ersetzen ver-
Abb. 11, Wirkung von Codehydrasen uad ihren Abbau- D1Ogen. Dervon den Autoren
rodukt f das W i in- .
produkten auf das Wachstum von Haemophilus parain-  henutzte Stamm kann, wie

fiuenzae (nach GINGRICH u. SCHLENK [1944] (103)].
* aus Abb. 11 hervorgeht, Co-

dehydrase II schlecht verwerten, im Gegensatz zu den frither von
Lworr und LworF (217), (218) untersuchten Stimmen, bei denen die
beiden Codehydrasen gleichwertig waren. Vielleicht ist die Cozymase
fiar Haemophilus pavainfluenzae wichtiger als die Codehydrase II, und
die Dephosphorylierung der letzteren (Schritt 13 in umgekehrter Rich-
tung) verliuft bei :diesem Stamm mit zu geringer Geschwindigkeit.
Moglicherweise liegt aber auch hier ein gegenseitiger kompetitiver An-
tagonismus vor, wie er von McILwAIN und Robpxyicut (238) beim Ab-
bau der beiden Coenzyme im Zentralnervensystem gefunden wurde.
Otfenbar erfolgt bei der Cozymasebildung aus dem Ribosid zu-
nichst Phosphorylierung (Schritt 11), denn KORNBERG (167), (168)
reicherte z. B. aus Bierhefe ein Enzym an, das Nicotinsaureamidribose-
phosphorsdure mit Adenosintriphosphorsiure zu Cozymase und an-
orgawischer Pyrophosphorsiure (reversibel) umsetzt (Schritt 12). Diesen
neuen, sehr bemerkenswerten Reaktionstyp haben wir bereits bei der
Bildung von Flavinadenindinucleotid angetroffen (s.S. 162). Auf ganz
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ahnliche Weise vollziebt sich auch die Bildung der Codehydrase II
(169) (Schritt 13):

Cozymase - Adenosintriphosphorsaure Enzym aus Ale-Hefe

Codehydrase 11 - Adenosinpyrophosphorsaure,

Ab- und Aufbau der Codehydrasen in Mikroorganismen sind in den
letzten Jahren, besonders von der quantitativen Seite, eingehend durch
MclowaiN und Mitarb. studiert worden. Schon die beiden LwoFFs
(217), (218) hatten in feinsinnigen Untersuchungen gefunden, daB ihr
Abbaumitihrer Funktion gekoppelt sein muB, und deshalb voneiner,,Ab-
nutzung® der Codehydrasen wihrend ihrer Wirkung gesprochen. Nach
Mcltwainy und HucHEs (237) ist der Abbau von Cozymase durch
Staphylokokken, E.coli, Proteus morganii und H. parainfluenzae etwa
2omal rascher als ihr Aufbau, so dafl diese Bakterien in etwa 4 Stdn.
ibreneigenen Cozymasegehalt véllig verbrauchen. Bei Milchsaurebakterien
ist der Abbau viel geringer (Halbwertszeit etwa 3 Tage und gréBer) und
ist deshalb hier weiter untersucht worden (235), (237}, (239). L. arabino-
sus, der Nicotinsidure als Wuchsstoff benétigt, nimmt sie wihrend des
Wachstums innerhalb eines Tages vollstindig auf und fiihrt sie zu go%,
in Cozymase iiber. Ist das Medium dann Substrat{Glucose)-frei, so
erfolgt in etwa 6 Tagen wieder langsame Abgabe an dasselbe, wohl
in Form des Ribosids oder der Ribosephosphorsiure, wobei der Ge-
samtnicotinsdure-Gehalt der Kultur immer gleich bleibt. Enthilt
das Medium aber Glucose, so wird innerhalb und auBerhalb der
Zelle der Gesamtnicotinsiuregehalt kleiner. Um 1 Mol Milchsdure zu
bilden, werden etwa 2uMole Nicotinsdure verbraucht. Dieses Ver-
héltnis ist konstant, unabhingig vom px und vor allem von der Re-
aktionsgeschwindigkeit, was eindeutig die Kopplung von Abbau und
Funktion der Nicotinsiure beweist. Der Abbau beider Codehydrasen
wird, wie erstmals MANN und QuAsTEL (223) in tierischen Zellen beob-
achteten, durch Nicotinsiureamid blockiert. McIiwainN (236} fand im
5(4)-3'-Pyridylimidazol einen 10mal stirkeren Hemmstoff. Nach KoRN-
BERG (I71) wird die Nucleosidase, die eine Spaltung der Bindung zwi-
schen Ribose und Nicotinsdureamid in den Codehydrasen hervorruft,
also auch Schritt 10, durch diese Substanzen spezifisch gehemmt, Auf
Grund der Abbau-Hemmung durch Nicotinsiureamid erkannte Cas-
MAN (52) dessen Cozymase-sparende Wirkung beim Wachstum von
Haemophilus influenzae.

Ein andersartiger Abbau der Codehydrasen erfolgt durch die

" Dinucleotidpyrophosphatase von KORNBERG (166), (170), die zur Ab-
spaltung von Nicotinsdureamidribosephosphorsdure fihrt. Bei Cozy-
mase ist das zweite Spaltstiick Adenosin-5-phosphorsiure, bei Code-
hydrase II wahrscheinlich Adenosin-3,5-phosphorsiure, jedenfalls nicht
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Adenosinpyrophosphorsiure. Der KORNBERGsche Dinucleotid-Cyclus
{s. Abb. 3) ist in der gleichen Art wie beim Flavinadenin-Dinucleotid
{s. S. 162} auch fir Cozymase anzunehmen. Dabei kommt es nicht nur
zu einer Kopplung zwischen Funktion und Abbau, sondern sogar zu
einer solchen zwischen Funktion, Abbau, Aufbau und Pyrophosphat-
anreicherung.

VIII. m-Inosit.

m-Inosit als Vitamin und Wuchsstoff (Bicskomponente). Probleme der Be-
teiligung von m-Inosit an Stoffwechselvorgdngen: Coferment der a-Amylase?
Moglichkeit eines Antagonismus zwischen m-Inosit und Hexachlorcyclohexanen
bzw. Streptomycin, Shikimi-Saure als mdgliche Vorstufe des wm-Inosits bei
Mikroorganismen.

Obwohl meso-Inosit = meso-Hexaoxycyclohexan (s. Formel) der
erste Wuchsstoff war, der isoliert wurde, ist seine Vifaminwirkung bei
Miusen (Anti-Alopecie-Faktor) erst 13 Jahre spiter (1941) von WOOLLEY
(457) entdeckt worden. Er ist auBer bei Hefen noch bei einigen Schimmel-

Konstitution von Inosit und verwandten Verbindungen.

NH
Il
NH-C-NH COOH
N BN N : i
HOQ. HC/ \(}:H «OH Cl HC/ \CHCI HO. HC/ \CH-CH / \
| | | H l
HO.HC, CH.OH CIHC CHCl  HO-H <z HO.HC cH oH
N N/ C\ / NnH-c.oNH, N
n
5’ Non 2’ a1 v’ \OH NH H/ Nou
Inosit. Gammexal. . Streptidin. Shikimisiure.

pilzen Wuchsstoff (48), (163), (343), (344), (360). Wahrend bei allen in
der Natur vorkommenden Stimmen bisher nur mehr oder weniger starke
Zuwachseffekte beobachtet wurden, hat BEADLE (12), s. a. (353) eine
Neurospora-Mutante isoliert, die m-Inosit unbedingt zum Wachstum
bendtigt. Dieseé Mutante ist also heute der Stamm der Wahl fiir mikro-
biologische m-Inosit-Bestimmungen. #-Inosit-benétigende Bakterien
sind noch nicht aufgefunden worden. Da aber #-Inosit nach WooLLEY
(458) in Bakterien vorkommt, diirfte an seciner Bedentung auch fiir den
Stoffwechsel der Bakterien nicht gezweifelt werden.

Bis jetzt ist aber kein Stoffwechselvorgang mit Sicherheit erkannt
worden,  in den dieser Wuchsstoff eingreift. Zwar vermuteten
R. J. WiLr1ams, ScHLENK und EPPRIGHT (£41) auf Grund mikrobiolo-
gischer Bestimmungen in hochgereinigten Amylase-Priparaten im
m-Inosit die Wirkgruppe dieses Ferments, und LANE und WiLLiams (190)
bekraftigten diese Annahme, da sie reinste &-(nicht §-)Amylase durch
das Kontaktinsekticid Gammexan = y-Hexachlorcyclchexan (s. Formel)
hemmen und diese Hemmung durch m-Inosit wieder aufheben konnten.
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FrscrErR und BERNFELD (97) vermochten dagegen weder s-Inosit in
krystallisierter a-Amylase aus Schweine-Pankreas oder Menschenspeichel
nachzuweisen, noch auf diese einen EinfluB von Gammexan oder m-
Inosit festzustellen. Nach Kirkwoob und PairLips (155) hemmen Hexa-
chlorcyclohexane das Wachstum der s-Inosit-bediirftigen Gebr. Mayer-
Hefe, aber nur die Hemmung durch das y-Isomere, das auch am wirk-
samsten ist, wird durch m-Inosit aufgehoben. Ein m-Inosit-syntheti-
sierender Hefestamm war entsprechend schwerer zu hemmen. Ganz
dhnliche Ergebnisse erzielten BusTon, [AcoBs und GOLDSTEIN (47) bei
Nematospora gossypit, die ebenfalls m-Inosit bendtigt. Von SCHOPFER
und Mitarb. (347), (352: wurde zwar gefunden, daB nur das m-Inosit-
bediirftige Eremothecium Ashbyir von Gammexan gehemmt wird,
wihrend m-Inosit-nicht-bediirftige Schimmelpilze und Hefen resistent
sind, aber eine Enthemmung mit m-Inosit war nicht eindeutig zu zeigen.
Andere Autoren (101), (306), (319), (320), (401)}, die allerdings nur
m-Inosit-nicht-benttigende Bakterien untersuchten, konnten ebenfalls
keinen Antagonismus feststellen, auch nicht fiir das bei diesen meist
stirker hemmende é-Isomere (319), (320). Nachdem v. VLOTEN, KRUIS-
SINK, STRIJK und BIJVOET (422) Gammexan und #-Inosit auf Grund
von WEISSENBERG-Diagrammen eindeutig von verschiedener sterischer
Struktur fanden, im Gegensatz zu den fritheren Angaben von SLADE
(370), diirfte es wohl unwahrscheinlich sein, daf3 die beiden Substanzen
in einem antagonistischen Verhidltnis zueinander stehen. Vielleicht er-
kldren sich die Ergebnisse der verschiedenen Autoren durch die An-
nahme, dafl die verwendeten Gammexan-Priparate teilweise mit einem
tatsachlich antagonistisch wirkenden Isomeren verunreinigt waren.
SchlieBlich sind antagonistische Beziehungen zwischen m-Inosit und
Streptomycin anzunehmen, da einer von dessen Bausteinen, das Streptidin
(186), ein Cyclohexanderivat ist, das eindeutig meso-Struktur besitzt
(s. Formel). Allerdings konnten PAINE jr. und LipmaNN [(292), s. a. (289)]
im Gegensatz zu RHYMER und Mitarb. (318) keine Enthemmung durch
verschiedene m-Inosithaltige Liposide bei E.coli beobachten, dessen
Wachstum mit Streptomycin gehemmt war.

DaB aber tatsichlich Beziehungen zwischen m-Inosit und Strepto-
mycin bestehen miissen, ergibt sich aus den héchst interessanten Be-
funden, daB bei der Ziichtung Streptomycin-resistenter Bakterien hiu-
fig gleichzeitig Streptomycin (= Inosit ?)-Beddrftigkedit auftritt [s. z. B.
(141), (211), (244), (245), (477)], und daB verschiedene Hefen (Torula
wtilts, Hansenula anomala) Streptomycin-empfindlich werden, wenn sie
durch Adaptation die Fahigkeit zur Verwertung von m-Inosit an Stelle

1 Weitere Literatur, bes. von CHaix und Mitarb. s, bei FiscHER und BERN-
FELD (97).
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von Glucose gewonnen haben (216). Die Streptomycin-Hemmung
solcher adaptierter Hefen (und auch anderer, in der Natur vorkommen-
der Streptomycin-empfindlicher Mikroorganismen) 148t sich durch
Hexosen kaum, durch Hexosen 4 Fumarsiure miBig, durch phos-
phorylierte Hexosen jedoch leicht aufheben. Es wire also nicht ab-
wegig, im Streptomycin einen Hemmstoff bei der Bildung phosphory-
lierter Hexosen zu vermuten [vgl. a. (334)]. Welche Rolle aber der
m-Inosit dabei spielt, 148t sich aus den vorliegenden Versuchsergeb-
nissen noch nicht tibersehen.

Vielleicht darf man in der schon erwihnten Shikimi-Siure (s. For-
mel) eine Vorstufe des m-Inosits annehmen, obwohl Davis (64) bisher
keine Anhaltspunkte dafiir gefunden hat.

I1X. SchluBwort.

Die mikrobiologische Stoffwechselanalyse bei den hier behandelten
Whuchsstoffen zeigt deutlich, wie ein Stoffwechselvorgang in den anderen
eingreift. Besonders reizvoll erscheint z. B., daBl bestimmte Wuchs-
stoffe fiir die Synthese anderer notwendig sind. In noch gréferem MafBe
bestehen solche Verflechtungen zwischen der Folinsiure (p-Amino-
benzoesiure), dem Vitamin B,, und den Nucleinsiuren (Purinen,
Pyrimidinen). Obwohl bereits ein berwiltigendes Material ber diese
Stoffe vorliegt, sind viele Probleme noch nicht geniigend geklirt, und
die Forschung ist gerade hier noch in so lebhaftem FluB, daB eine Be-
sprechung im Augenblick noch nicht angezeigt erscheint und einem
spiteren Zeitpunkt vorbehalten bleiben soll.

X. Zusammenfassung.

Nach kurzer Besprechung der Geschichie der Wuchsstoff-Forschung
wird an den Wuchsstoffen Aneurin, Lactoflavin, Adermin, Pantothen-
sidure, Biotin, Nicotinsdure und m-Inosit gezeigt, wie die mékrobiolo-
gtsche Stoffwechsel-Analyse das Eingreifen der Wuchsstoffe als Bestand-
teile von Cofermenten in den infermedidren Stoffwechsel und den Auf-
und Abbau der Wuchsstoffe selbst aufklaren kann. Hemmstoffe (An-
tagonisten) und Ersaizstoffe der Wuchsstoffe haben sich als Schliissel
erwiesen, die ein Eindringen bis in feinste Stoffwechselvorginge ge-
statten. Dabei ist es gleichzeitig méglich geworden, den Mechanismus,
auf Grund dessen die Antagonisten das Wachstum hemmen, zu er-
forschen. Die Wirkungsweise einiger Anfiseptica, Chemotherapeutica
und An#i-Biotica ist so festgelegt oder dem Verstindnis niher gebracht
worden.
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