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Vorwort

Die dritte Auflage unserer Anleitung zum physiologisch-chemi-
schen Praktikum wurde entsprechend der Weiterentwicklung der
Methoden in der Biochemie griindlich iiberarbeitet und zum Teil
neu gefaBt. Auch die jetzt wohl allgemein bessere apparative
Ausstattung der Praktika ist beriicksichtigt worden.

Um den Umfang des Buches durch die neuen Versuchsbeschrei-
bungen nicht allzusehr zu erweitern, sind zahlreiche Reagenz-
glasversuche und mafanalytische Methoden weggefallen.

Dies scheint uns gerechtfertigt, da heute bei allen biochemi-
schen Arbeiten instrumentelle Verfahren im Vordergrund
stehen.

Die in dem physiologisch-chemischen Praktikum fiir Studenten
der Medizin zur Verfiigung stehende Zeit erlaubt nicht, sdmtli-
che hier beschriebenen Aufgaben durchzufiihren. Wir halten den
Umfang dieser Anleitung aber trotzdem fiir niitzlich, damit aus
einer gréBeren Anzahl von Versuchen eine fiir das jeweilige
Praktikum spezifische Auswahl getroffen werden kann. Eine aus-
fiihrliche Beschreibung, Abbildungen und Diagramme sollen dem
Benutzer auch von Versuchen, die er nicht durchfiihrt, eine an-
schauliche Vorstellung vermitteln.

Einige Rezensenten der zweiten Auflage haben betont, dafl das
Buch nicht nur eine Hilfe bei der Gestaltung von Praktika, son-
dern dariiberhinaus ein Ratgeber im klinischen und &drztlichen
Laboratorium ist. Das hat uns veranlaBlt, gerade die Kapitel zu
erweitern, in denen die heute in der Praxis so wichtigen photo-
metrischen Bestimmungen und immunchemischen Methoden be-
schrieben sind, und diese Methoden nicht nur an einzelnen Bei-
spielen zu erldutern. Die theoretischen Erliuterungen wurden
erweitert; Hinweise auf die Bedeutung der beschriebenen Ver-
suche in der Praxis entsprechen dem Wunsch der Studierenden
nach einer Motivierung.

Die wichtigsten Neuaufnahmen sollen kurz erwihnt werden:
Dem Teil Potentiometrie wurde ein Kapitel iiber pH-Stat-Metho-



V1 Vorwort

den zugefiigt. In den Teil Optische Methoden wurden u.a. die
vollenzymatischen Bestimmungen von Harnsiure, Cholesterin,
Kreatinin und Triglyceriden im Serum aufgenommen. Diese auf
komplizierten Reaktionsfolgen beruhenden Bestimmungen sind
mit den im Handel befindlichen Reagenziensitzen auch im &drzt-
lichen Laboratorium sicher durchzufiihren.

Kapitel iiber die Bestimmung von Enzymen mit chromogenen
Substraten, photometrische Versuche mit Nucleinsduren, Gluco-
sebestimmungen mit Remissionsphotometrie wurden hinzugefiigt.
Unter Substanztrennungen wird die isoelektrische Fokussierung
und die Affinitdtschromatographie an Beispielen beschrieben.

Im Kapitel Diinnschichtchromatographie wird die Biosynthese
von Cholesterin aus 14C-Acetat gezeigt. Die immunchemischen
Methoden wurden um die Immunelektrophorese und die Elektro-
immundiffusion erweitert.

Die Gliederung des Buches nach Methoden - und nicht nach Stoff-
klassen - haben wir beibehalten. Diese Gliederung unterscheidet
sich von der im "Gegenstandskatalog fiir die Ficher der Arzt-
lichen Vorpriifung", indessen findet sich kaum ein Versuch, der
nicht in unmittelbarer Beziehung zu den in diesem Katalog er-
wihnten Substanzen oder Reaktionen steht.

Um die technische Durchfiihrung des Praktikums zu erleichtern,
ist dem Buch wieder ein ausfiihrliches, iliberarbeitetes Ver-
zeichnis der zur Durchfithrung der Versuche benétigten Appa-
rate, Substanzen und Losungen beigefiigt.

Wir haben zahlreichen am Praktikum beteiligten Kollegen fiir
Vorschlige und Diskussionen zu danken. Insbesondere danken
wir Herrn Privatdozent Dr. K. Pollow fiir den Vorschlag und

die Erprobung des Versuchs zur Biosynthese der Sterine aus

14C.- Acetat und Frau Apothekerin M.Reuter-Smerdka fiir die

Erprobung von radioimmunchemischen Methoden hinsichtlich
der Eignung als Praktikumsversuche.

Fiir ihre zuverldssige Assistenz bei der experimentellen und
technischen Bearbeitung dieser Auflage danken wir Friulein
R.Giinther, Fréiulein P.Ott sowie Frau C.Grumm.

Frau L. Buttenstedt danken wir fiir die Anfertigung der Abbil-
dungen und Formelschemata, Frau A.Witte und Frau A.Nebel
fiir das Schreiben des Manuskripts.
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A Nachweise und halbquantitative
Bestimmungen von Serum- und Harn-
Bestandteilen






I. Kohlenhydrate

Die zahlreichen Hydroxylgruppen bedingen die gute Wasserlos-
lichkeit von niedermolekularen Kohlenhydraten. Glykosidische
Bindungen konnen durch Mineralsiuren oder Enzyme gespalten
werden. Die analytisch bedeutsamste Reaktion von Glucose ist
die Dehydrierung mit Glucoseoxidase.

Reduktionsproben

In heiBer alkalischer Losung bilden sich aus Oligosacchariden
mit einem freien acetalischen Hydroxyl und aus allen Monosac-
chariden stark reduzierende Substanzen (Reduktone) mit Endiol-

Struktur:
OH OH

R—C=C—R

Ascorbinsiure (Vitamin C) besitzt ohnehin eine solche Endiol-
Struktur. Sie wirkt daher auch bei Raumtemperatur stark redu-
zierend. Oligosaccharide vom Trehalosetyp (ohne freie acetali-
sche Hydroxylgruppe) und Polysaccharide werden beim Erhitzen
mit Mineralsiduren zu Monosacchariden hydrolysiert und bilden
erst dann in alkalischer Lisung reduzierende Svbstanzen.
Schwermetallkomplexe, bei deren Reduktion auffillige Farbin-
derungen auftreten, dienen zum Nachweis der Reduktionswirkung.
Einfache Schwermetallsalze geben in alkalischer Lésung schwer
16sliche Hydroxide; bei diesen Proben miissen daher lésliche
Schwermetallkomplexe verwendet werden. Bei der Probe nach
Fehling benutzt man Tartrat, um das zweiwertige Kupferion als
Chelatkomplex zu binden, bei der Clinitestprobe Citrat. Es sind
nur Komplexbildner verwendbar, die mit dem reduzierten Me-
tallkation - Kupfer (I) - keine l6slichen Komplexe bilden. Die
Bildung des Kupfer-Tartrat-Komplexes verlduft nach folgender
Gleichung:

q4-
[ coo-
HC—OH 0
(o0 HC—0, 0—C
- . HC—OH A4
Cutte 200 42 | O — ey + 2H,0
Hpon Lo’ oty
coo- i |
0 HC—on
¢oo-
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1. Versuch
Probe nach Fehling

In einem Reagenzglas werden ca. 1 ml Kupfersulfatlosung
(Fehling I) und 1 ml alkalische Tartratldsung (Fehling II) ge-
mischt und zum Sieden erhitzt. In einem zweiten Reagenz-
glas werden etwa 2 ml Glucoselésung ebenfalls zum Sieden
erhitzt und die beiden heifen Lésungen zusammengegeben.

Die Probe wird mit Lésungen von Fruchtzucker (Fructose),
Milchzucker (Lactose), Rohrzucker (Saccharose) und 15sli-
cher Stirke (Amylose) wiederholt.

Je 2 ml Rohrzucker- und Amyloselésung werden mit einigen
Tropfen konzentrierter Salzsdure versetzt und in ein sieden-
des Wasserbad gestellt., Rohrzucker ist in wenigen Minuten
gespalten, Amyloselésung mufl mindestens 15 Minuten im
siedenden Wasserbad bleiben, Nach dem Abkiihlen wird mit
einigen Tropfen Natronlauge neutralisiert und die Probe
nach Fehling durchgefiihrt.

Zuder nicht erhitzten Mischung von ca. 1 ml Fehling I
und 1 ml Fehling IT wird eine reiskorngrofie Probe Ascorbin-
sidure gegeben,

Clinitest-Tabletten

Die Probe auf reduzierende Zucker ist in den Clinitest-Tablet-
ten modifiziert. Diese enthalten (in fester Form) Kupfersulfat,
Natriumhydroxid und Citronensdure. Bei Zugabe der zu priifen-
den L6sung (einige Tropfen) findet durch die L&sungs- und Neu-
tralisationswidrme ein Aufsieden der Mischung statt. Ein Erhit-
zen {iber dem Bunsenbrenner entfillt, und man kann mit diesen
Reagenztabletten ohne Laborgerite Zucker (im Harn) nachweisen.

2. Versuch

Eine Glucoseldsung (20 g/1) wird wie folgt verdiinnt: Man
gibt in 5 Reagenzgliser je 1 ml destilliertes Wasser und
fiigt zu dem ersten Reagenzglas 1 ml der GlucoselGsung.
Nach dem Mischen entnimmt man 1 ml (Pipette) und gibt
diesen in das zweite Reagenzglas. Man mischt und iiberfiihrt
wieder 1 ml mit der gleichen Pipette in das dritte Reagenz-
glas usf. Die Konzentrationen der Glucoselgsungen sind
jetzt 10; 5; 2, 5; 1,25 und 0, 625 g/1. Fiinf entsprechend
beschriftete Reagenzgliser werden mit je 5 Tropfen einer
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dieser Glucoseldsungen und 5 Tropfen (Pipette) destillier-
tem Wasser beschickt. In ein 6. Reagenzglas werden 10
Tropfen destilliertes Wasser gegeben (Leerwert). Dann wird
je eine Clinitest-Tablette zugegeben, etwa 15 Sekunden nach
Beendigung des spontanen Aufsiedens geschiittelt und die ent-
standene Farbe mit der Farbskala verglichen., Clinitest-Ta-
bletten sind stark idtzend (Natriumhydroxid!). Die Glucose-
verdiinnungen werden noch zum Glucosenachweis mit Gluco-
seoxidase bendtigt.

Glucoseoxidase (Notatin, GOD, EC 1.1. 3. 4)

Glucoseoxidase ist ein "Gelbes Ferment", das aus Schimmelpil-
zen gewonnen wird und pro Mol Protein 2 Mol FAD enthidlt. Es
dehydriert die nicht phosphorylierte (!) 8-D-Glucose, die in
wiBriger Losung im Gleichgewicht mit der @ -Form steht, zum
Gluconolacton. FAD wird dabei zu FADH9 hydriert; dieses rea-
giert (in Abwesenheit anderer Oxidationsmittel) langsam mit
Luftsauerstoff unter Bildung von Wasserstoffperoxid und Regene-
ration von FAD-Enzym. Das entstandene Wasserstoffperoxid
oxidiert unter der katalytischen Wirkung von Peroxidase (POD)
ein Benzidinderivat (0-Tolidin) zu einem Farbstoff, der als ge-
firbtes Radikalkation oder als Molekiilverbindung von Tolidin und
seinem Chinonimin aufgefa3t werden kann:

Substratreaktionen:

a -D-Glucose = B-D-Glucose

B-D-Glucose + GOD-FAD — D-Gluconolacton+G0D-FADH2
Hilfsreaktion:

GOD—FADH2 + 0y == GOD-FAD + H9O9

Indikatorreaktion:
H CH, H4C CHs

C
+ +
Hy0, + 2H,N NH; ——= 2 HN NH, + 2H,0 0

Die Substanzen sind in den Reagenzpapieren bzw. Teststibchen
(Glukotest, Clinistix, Dextrostix) enthalten. Bei Dextrostix
verhindert aulerdem eine Membran die Diffusion hochmolekula-
rer Stoffe, so daBl auch der Glucosegehalt von Blut mit diesem
Reagenzpapier geschiitzt werden kann. Es diffundieren dabei nur
die kleinen Molekiile (wie Glucose) in das Papier hinein. Das
durch seine Farbe stdérende Himoglobin kann nach der Reaktion
abgespiilt werden.
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Glucoseoxidase reagiert zwar nur mit Glucose, Sttrungen des
Tests konnen aber gelegentlich auftreten. Einmal kann durch
Wasserstoffperoxid oder andere Oxidationsmittel (die aus Reini-
gungsmitteln stammen mogen) o-Tolidin zum Farbstoff oxidiert
werden; zweitens konnen Reduktionsmittel, wie Ascorbinsiure,
das bei der Oxidation von FADH9 mit Luftsauerstoff entstehende
Wasserstoffperoxid reduzieren. Das hat praktische Bedeutung:
Nach Vitamin-C-Gaben kann ein Glucosegehalt im Harn iiberse-
hen werden. Weiter kénnen Enzyminhibitoren, besonders der
Peroxidase, wie Azid und Fluorid (Fluorid wird gelegentlich zur
Gerinnungshemmung von Blutproben benutzt, insbesondere, um
gleichzeitig die Enolase und damit die Glykolyse zu hemmen),
trotz Wasserstof fperoxidbildung die Indikatorreaktion verhin-
dern.

Wenn Glucose in Oligo- oder Polysacchariden mit Glucoseoxida-
se nachgewiesen werden soll, miissen die glykosidischen Bindun-
gen vorher durch Erhitzen mit Siuren oder enzymatisch gespal-
ten werden. Beim Glucosenachweis in den stark sauren Hydroly-
saten mufl dann vor der Anwendung des Teststreifens fiir eine
Abpufferung gesorgt werden, da die Enzyme nicht bei extremen
pH-Werten wirken.

In alkalischen Lésungen wandeln sich 1, 2-epimere Zucker z.T.
ineinander um. So bildet sich in alkalischer Fructoseldsung beim
Erhitzen u.a. Glucose, die dann mit diesem Test nachgewiesen
werden kann, Dies kann zur Identifizierung von Fructose (im
Harn) benutzt werden.

Versuch
a) Spezifitit

L6sungen von Glucose, Fructose, Saccharose, Lactose und
Amylose werden mit Glukotestpapier oder Clinistix gepriift.
Bei negativem Ausfall der Probe werden 2 ml der Lisungen
mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsidure versetzt und
fiir einige Minuten in ein siedendes Wasserbad gestellt (vgl.
1,1). Nach dem Abkiihlen wird die Salzsiure mit einigen
Tropfen Natriumacetatlosung (500 g/kg) abgepuffert und die
L{sung erneut gepriift. Eine neue Probe Fructoselésung
wird mit einigen Tropfen ca. 0,1 M Natronlauge zum Sieden
erhitzt, unter flieBendem Wasser abgekiihlt und erneut ge-
priift.
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b) Empfindlichkeit

Die Glucoseverdiinnungen, die bereits mit Clinitesttabletten
untersucht wurden (I,2), werden mit Glukotestpapier ge-
priift. Je 1 Tropfen der Lésung wird auf einen kleinen Strei-
fen des Testpapiers gegeben und die Firbung nach 3 ~ 5 Mi-
nuten mit der Farbskala verglichen. Glukoteststreifen sind
mit einem gelben Farbstoff imprigniert, der mit dem ent-
stehenden blauen Farbstoff griine Mischfarben gibt, um ei-
nen besseren quantitativen Vergleich zu ermoglichen.

¢) Stdrungen

Auf einen Teststreifen wird 1 Tropfen verdiinnter Wasser-
stoffperoxidlssung (0, 3 g/1) gegeben.

In je ein Reagenzglas mit etwa 1 ml Glucose- bzw. Wasser-
stoffperoxidlosung werden vor der Priifung einige Tropfen
Natriumfluoridlsung (5 g/1) gegeben.

Glucoseldsung wird vor der Priiffung mit einer Spatelspitze
Ascorbinsiiure versetzt und mit Natriumacetat abgepuffert.

Enzymatische Hydrolyse von Disacchariden

Saccharose (Rohrzucker) wird von 8-Fructofuranosidase (Inver-
tase), Lactose (Milchzucker) von B-Galaktosidase zu Glucose
und Fructose bzw. Galaktose hydrolysiert. Die entstandene
Glucose 14Bt sich zum Beispiel mit Glukotestpapier, das vorher
mit den Disacchariden keine Reaktion gibt, nachweisen. Diese
Reaktion kann zur Identifizierung von Saccharose bzw. Lactose
im Harn sowie Lactose in Milch (nach Fillung des Caseins) die-
nen.

4., Versuch

2 ml Rohrzuckerldsung (20 g/1) werden mit 0, 5 ml Inverta-
selosung versetzt und dlese Mischung sofort und nach Inku-
bation (10 Minuten, 40°C) mit Gl ukotestpapier gepriift.

5. Versuch

2 ml Lactoseldsung (20 g/1) bzw. Molke werden mit 0, 5 ml
B-Galaktosidaseldsung versetzt und diese Mischung sofort
und nach Inkubation (10 Minuten, 40° C) mit Glukotestpapier
gepriift.

Zur Gewinnung von Molke werden 4 ml Milch unter Schiitteln
mit 2 ml ca. 1 M Essigsiure versetzt. Der aus Casein und
Milchfett bestehende Niederschlag wird nach ca. 10 Minu-
ten abfiltriert, das Filtrat hei3t Molke.
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Schnelle Identifizierung von Zuckern

Die Tabelle faBt Reaktionen zusammen, die Zucker, die im Harn
auftreten konnen, mit Glucose-Testpapier schnell unterscheiden
lassen, wenn einfache Hilfsreaktionen vorausgegangen sind. Ei-
ne Erhirtung der Resultate ist durch Diinnschichtchromatogra-
phie moglich.

Reaktion mit Glucose-Testpapier nach Vorbehandlung mit
--- NaOH HCIl Invertase B-Galaktosidase

Glucose + + + + +
Fructose - + - - -
Lactose - - + - +

Saccharose

]
)
+
+
1

Pentose - - - - -
Galaktose

6. Versuch

Losungen der sechs Zucker sind entsprechend der Tabelle
zu priifen. Die Durchfiihrung ist unter Versuch 3,4 und 5
beschrieben. Reduktionsproben sind bei diesen Zuckern
mit Ausnahme von Saccharose positiv.

Alkoholische Gidrung

Bicker- und Brauereihefe konnen Glucose, Fructose und Disac-
charide , die von diesen Hefen enzymatisch gespalten werden,
vergidren. Um eine schwach saure Reaktion einzuhalten und so
das die Girung anzeigende Kohlendioxid moglichst vollstidndig
auszutreiben, gibt man zur Probe etwas Weinsidure. Die Versu-
che werden in sogenannten Girrshrchen durchgefiihrt, bei denen
das Entstehen von Kohlendioxid unmittelbar beobachtet werden
kann. Durch Laugenzusatz kann das entstandene Gas als Kohlen-
dioxid identifiziert werden.

7. Versuch

Etwa 10 g Hefe werden in 100 ml Wasser suspendiert und
mit 2 ml Weinsdurelssung (10 g/1) versetzt, Je 5 ml dieser
Hefesuspension werden mit 10 ml der folgenden Lsungen in
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ein Girroshrchen gefiillt:

1. Glucoseldsung

2. Rohrzuckerldsung

3. Milchzuckerldsung

4, destilliertes Wasser (Leerprobe)
Durch Neigen des Réhrchens mufl die Luft aus dem ge-
schlossenen Schenkel entfernt werden. Die Proben werden
dann fiir 60 Minuten in einen Brutschrank (30 - 40° C) ge-
stellt. Nach dem Versuch wird in Probe 1 oder 2 das ent-
standene Gas als Kohlendioxid identifiziert, indem man ei-
nige Milliliter konzentrierter Natronlauge (250 g/kg) und
soviel Wasser zugibt, daB der offene Schenkel vollstidndig
gefiillt ist. Durch vorsichtiges Umschwenken kann man die
Natronlauge in den geschlossenen Schenkel bringen, das
Kohlendioxid wird absorbiert, und die Fliissigkeit steigt in
dem geschlossenen Schenkel hoch.

Hydrolyse von Stdrke durch Amylase

Die Hydrolyse von Stirke durch Amylase kann mit der Jod-Stir-
ke-Reaktion (Abnahme der Farbintensitiit) verfolgt werden. Der
Stidrkenachweis beruht auf der Bildung einer tiefblauen EinschluB3-
verbindung mit elementarem Jod, die in der Hitze reversibel dis-
soziiert.

Als Amylasequelle kann Speichel oder ein kidufliches Hydrolasen-
gemisch aus Aspergillus oryzae verwendet werden. pH- und Tem-
peraturabhingigkeit dieser Enzymkatalyse werden gepriift.

Die Enzymaktivitit (Enzym-Konzentration) einer Lsung kann
durch Herstellung einer Verdiinnungsreihe und Inkubation der
verschiedenen Verdiinnungen mit der gleichen Substratmenge un-
ter konstanten Bedingungen ungefihr ermittelt werden. Die groft-
mogliche Verdiinnung, bei der nach einer festgesetzten Zeit noch
eine vollstindige Substratspaltung erfolgt ist (keine Blaufirbung
mehr bei Zusatz von Jod), ist ein Anhalt fiir die Enzymkonzen-
tration der Probe.

I

Versuch
a) Stdrkenachweis

Amyloseltsung wird mit Jod-Kaliumjodid-Lésung versetzt.
Dann wird bis zum Verschwinden der Blaufidrbung erhitzt
und wieder abgekiihlt. Die Probe wird mit einer Suspension
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b)

c)

d)

Kohlenhydrate

von wenig Kartoffelstirke in einigen ml kaltem Wasser wie-
derholt. Einige ml der Amyloselsung werden mit einigen
Tropfen konzentrierter Salzsidure versetzt und fiir 15 Minu-
ten in ein siedendes Wasserbad gestellt, Nach dem Abkiihlen
wird erneut mit Jodlosung gepriift.

Temperaturabhidngigkeit

In 4 Erlenmeyerkolben werden je 5 ml einer Amylose-Puffer-
Losung (15 mM Natriumchlorid, 40 mM Phosphat-Puffer

pH 7,1 und 0, 2 g/1 Amylose) gegeben. Der erste Kolben

wird in ein Eis-Wasserbad, der zweite in ein Wasserbad

von Raumtemperatur (ca. 25°C), der dritte in eines von

40° C und der vierte in eines von 90° C gestellt.

Nach dem Temperaturausgleich - wenn der Inhalt der Gliser
die Temperatur des jeweiligen Bades angenommen hat, was
ca. 5 Minuten dauert - wird in jeden der Erlenmeyerkolben
0,1 ml einer Amylaselssung (Losungen von Pankreasextrakt
oder Hydrolasengemisch) gegeben, gemischt und weiter
inkubiert.

Nach weiteren 15 Minuten verdiinnt man mit 35 ml Wasser
{(MeBzylinder) und setzt 2 ml 4 mM Jodl6sung hinzu. Aus
der Intensitit der Blaufirbungen kann man auf die Abbauge-
schwindigkeit schliefien.

pH-Abhingigkeit

Zu je 5 ml der Amylose-Puffer-L6sung (s.0.) werden je
0, 5 ml der folgenden L&sungen gegeben:

1. 1 M Salzsidure (pH ca. 0)

2. 1M Essigsiure (pH ca. 2,4)

3. 1 M Phosphatpuffer pH 7

4. 1 M Sodalosung pH>12
Die Proben werden in ein Wasserbad von 400 C gestellt.
Nach 4 Minuten wird je 0,1 ml der Amylaseldsung zugege-
ben und nach dem Mischen weitere 15 Minuten inkubiert.
Nun wird wie oben auf unzersetzte Amylose gepriift (35 ml
Wasser und 2 ml 4 mM Jodlésung); Probe 4 mufl jedoch vor
Zugabe der Jodlssung mit 1 m1 1 M Salzsdure neutralisiert
werden.

Verdiinnungsreihe

Aus der zu priifenden Amylaseldsung wird eine Verdiinnungs-
reihe hergestellt. 11 Reagenzgliser werden von 0 - 10 nu-
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meriert und wie folgt beschickt: in Glas 0 kommen 2 ml der
Amylaselésung, in die anderen wird je 1 ml Natriumchlorid-
16sung (9 g/1) gegeben. Aus Glas 0 wird mit einer 1-m1-Pi-
pette 1 ml der Amylaseldsung entnommen und in Glas 1 ge-
geben. Nach dem Mischen pipettiert man mit derselben Pi-
pette 1 ml in Glas 2 und so fort bis Glas 10.

Aus Glas 10 wird 1 ml entnommen und verworfen. Die rela-
tiven Enzymkonzentratlonen in den einzelnen Glisern ent-
sprechen jetzt 1/2", wenn n die Nummer des Glases ist.

Jetzt werden in jedes Glas 2 ml der Amylose- PufferIOSung
(s.0.) gegeben und alle Glidser in ein Wasserbad von 40°C
gestellt. Nach 15 Minuten werden sdmtliche Proben im Eis-
bad gekiihlt und durch tropfenweise Zugabe von 4 mM Jodlo-
sung auf unzersetzte Amylose gepriift. Bei den Verdiinnun-
gen, die noch zu einem vollstiéindigen Abbau der Amylose
ausreichten, tritt keine Blaufirbung, sondern nur eine rot-
gelbe oder briunliche Farbe auf (Dextrine).



II. Aminosauren und Proteine

a-Aminosiduren sind, verglichen mit anderen organischen Siuren,
starke Elektrolyte, d.h. sie liegen in wifiriger L&sung praktisch
vollstindig als Ionen vor. Die von den Carboxylgruppen abgege-
benen Wasserstoffionen werden aber an die Aminogruppen gebun-
den (Zwitterionen), daher reagieren die Lésungen der einfachen
Aminosiduren neutral. Die wichtigste Reaktion fiir Nachweis und
Bestimmung von Aminosiuren ist ihre Farbbildung mit Ninhydrin.

Isoelektrischer Punkt und Ldslichkeit

Bei schwer l6slichen Aminosduren (Tyrosin, Cystin) kann das
amphotere Verhalten an der pH-Abhiingigkeit der Loslichkeit ge-
zeigt werden: Tyrosin ist in Wasser kaum l&slich, es lgst sich
aber sowohl in Natronlauge wie in Salzsiure. Beim Neutralisie-
ren fillt es wieder aus. Das Zwitterion von Tyrosin ist demnach
schwer 16slich, aber durch Abgabe oder Bindung von Protonen
entstehen Anionen bzw. Kationen, die wegen der gegenseitigen
elektrostatischen Abstofung wesentlich besser 16slich sind. Der
isoelektrische Punkt von Ampholyten (Aminosiuren, Proteine)
ist der pH-Wert, bei dem die meisten Molekiile gleich viele po-
sitive und negative Ladungen besitzen, die Bruttoladung also
Null ist.

[ ] H* [ ] H* [ ]
<~ ~=
CH, OH CH, OH CHy
HC —NH, H(I:—I:IH:, H(l:—RJH3
coo" oo~ COOH

1. Versuch

Eine linsengrof3e Probe Tyrosin wird in 2 ml Wasser sus-
pendiert. Unter Umschiitteln gibt man tropfenweise 1 M Na-
tronlauge hinzu, bis eine klare Lisung entstanden ist. Diese
wird tropfenweise - wieder unter Umschiitteln - mit 1 M
Salzsiure versetzt. Es kommt zur Ausfillung und anschlie-
Bend zur Wiederauflsung von Tyrosin.

Kcmplexbildung

Carboxyl- und Aminogruppen konnen nicht nur mit Protonen, son-
dern auch mit Schwermetall-Kationen assoziieren. Diese Eigen-
schaft besitzen auch die Proteine. IThre Metallkomplexe haben als
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Enzyme und fiir den Transport von Metallionen grof3e biologische
Bedeutung. Aminosiduren verhindern daher zum Beispiel die Aus-
fdllung von Kupfer(II)-hydroxid durch Natronlauge. Kupfer bleibt
in Gegenwart von Glycin als tiefblauer Chelatkomplex in L§sung.

o

+ Cu“* 20H &—= 2H,0 +

2. Versuch

Einige ml Glycinlésung (50 g/1) werden mit einigen Tropfen
Kupfersulfatlosung versetzt, anschliefend wird Natronlauge
zugegeben. Die Ldsung wird tiefblau. Die Léslichkeit von
Glycinkupfer betrigt nur 5 g/1. Bei hoheren Konzentratio-
nen kann es daher zur Kristallisation dieses Komplexes
kommen.

Nachweis von Aminosduren mit Ninhydrin

Bei der Reaktion mit Ninhydrin (Indan-1, 2, 3-trion, Carbonyl-
gruppe an C-Atom 2 liegt als Hydrat vor) werden die Aminosiu-
ren oxidativ desaminiert und decarboxyliert. Dabei entstehen
die um ein Kohlenstoffatom drmeren Aldehyde.

Reduziertes Ninhydrin kondensiert mit dem abgespaltenen Am-
moniak und unverindertem Ninhydrin zu einem blauen Farbstoff.

0 P 0
c%o 0
OH ] OH 1
+ HC—NH] —= +CO;+ NHy + HC
OH | H |
R R

ONH,

0 (o}
0 o} (o}
OH HO,
+ NH, + + NHy —= N +3H,0
H HO
0 0

3. Versuch

Einige ml Glycinlésung (1 g/1) werden mit einigen Tropfen
Ninhydrinreagenz (Losung von 2, 5 g/1 Ninhydrin in Iso-pro-
pylalkohol) versetzt und die Mischung zum Sieden erhitzt.
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Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen

Die Sulfhydryl-Gruppe von Cystein wird in neutraler L§sung
nach Zusatz kleiner Mengen von Eisen- oder Kupfersalzen oxi-
diert. Dabei entsteht Cystin. Die Reaktion 148t sich an einem
Farbwechsel erkennen, da der Eisen(III)-cysteinkomplex violett,
der Eisen(Il)-komplex dagegen farblos ist. Die violette Farbe
verschwindet beim Stehen und tritt beim Schiitteln mit Luft durch
Autoxidation des Eisen(II)-komplexes wieder auf. Dieser Farb-
wechsel ist erst dann nicht mehr zu beobachten, wenn alles
Cystein oxidiert ist. Dieser Versuch zeigt die Bedeutung von
Schwermetallkomplexen fiir die Reduktion von elementarem Sau-
erstoff: sowohl Cystein wie freie (hydratisierte) Eisen(II)-ionen
sind gegen Sauerstoff wenig empfindlich, wihrend der Komplex
schnell reagiert.

4, Versuch

Einige ml einer Cystein-hydrochloridlssung (10 g/1) -
Cystein kristallisiert mit einem Mol Salzsiure - werden im
Reagenzglas mit einigen Tropfen ca. 2 M Ammoniaklésung
neutralisiert (tiipfeln auf Universalindikatorpapier). Dann
wird ein Tropfen Eisen(IlT)-chloridlésung (10 g/1) zugegeben.
Es entsteht eine violette Farbe, die beim Stehen verschwin-
det und beim Umschiitteln mit Luft wieder auftritt. Nach
mehrfachem Wiederholen entsteht ein Niederschlag von
Cystin.

Nachweis von Sulfhydryl-Gruppen

Freie Sulfhydrylgruppen (Thicle), auch in Proteinen, kénnen mit
5, 5’ -Dithiobis~(2~nitro-benzoesiure) (Ellmanns Reagenz) nach-
gewiesen und bestimmt werden.

Das nachzuweisende Thiol reagiert mit dem Reagenz zu einem
gemischten Disulfid. Dabei wird eine dem Thiol dquivalente Men-
ge 5-Thio-2-nitrobenzoesiure freigesetzt. Diese ist, bedingt
durch eine chinoide Grenzstruktur, gelb gefirbt (vgl. Kap.XIV).

HyC—SH
H—C—KNHg;  +  O,N s—s NO, —=
C-0°
g cooH HOOC
0,N S—S$—CH,
[<] <] —
H—C—NH;  +  O,N 3
COOH c—0®

) cooH
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5. Versuch

1 ml Cystein-hydrochloridlosung (10 g/1) wird mit 1 ml Di-
natriumhydrogenphosphatlosung (20 g/1) versetzt. Dann wer-
den 1 - 2 Tropfen einer alkoholischen L&sung von 1 g/1

5, 5’ -Dithiobis-(2 -nitrobenzoesiure) zugegeben.

Die Sulfhydrylgruppe des Cysteins wird durch die entstehen-
de Gelbfirbung nachgewiesen.

Losliche Proteine werden nach ihrer L&slichkeit in reinem Was-
ser und ihrer Fillbarkeit mit Ammonjumsulfat in zwei Gruppen
eingeteilt: Albumine und Globuline. Diese Einteilung ist entstan-
den, als man noch keine feineren Trennungsmethoden fiir Prote-
ine kannte. Bei solchen Fillungen erhiilt man keine reinen Pro-
teine. '
Wichtige analytische Trennverfahren sind die Trigerelektropho-
rese, chromatographische Methoden und isoelektrische Fokus-
sierung. Sie werden in nachfolgenden Kapiteln (Teil E) behandelt.

L6slichkeit und Aussalzen

Verdiinnt man Eiklar mit destilliertem Wasser, so fillt ein Teil
der Proteine aus, versetzt man Serum oder Eiklar mit geséttig-
ter Ammoniumsulfatlésung, so fallen ebenfalls Proteine aus.
Fast das gesamte EiweiB3 fillt, wenn man mit festem Ammonium-
sulfat sittigt. Beim Aussalzen erfolgt meist keine Denaturierung.
Albumine sind auch in reinem Wasser 1gslich und werden erst bei
Séttigung mit Ammoniumsulfat ausgefédllt. Globuline sind nur in
verdiinnten Salzlésungen 16slich und fallen daher bei starker Ver-
diinnung mit destilliertem Wasser aus; andererseits fallen Glo-
buline bereits bei Halbsittigung mit Ammoniumsulfat.

6. Versuch

Eine Reagenzglaskuppe unverdiinntes Eiklar wird mit destil-
liertem Wasser versetzt, bis eine Triibung entsteht. Ge-
mischt wird mit einem Glasstab, da sich beim Schiitteln viel .
Schaum bilden wiirde. Nach Zugabe von etwas festem Natri-
umchlorid 16st sich die Triibung wieder. Zu verdiinnter Ei-
weiBlosung (mit Natriumchloridlosung verdiinntes Eiklar)
wird das gleiche Volumen gesittigte Ammoniumsulfatlésung
gegeben. Nach Umriihren mit einem Glasstab wird der Nie-
derschlag abzentrifugiert und das klare Zentrifugat mit fe-
stem Ammoniumsulfat versetzt,



16 Proteine

Dialyse

Proteine kdnnen als Makromolekiile nicht durch Cellophanmem-
branen diffundieren, wohl aber kleinere Molekiile und Ionen. Zu
Trennungen aufgrund verschiedener Molekiilgréfien dient auch
die Gelfiltration (Kap. XXI).

7. Versuch

In einen Cellophanschlauch werden 2 ml verdiinnte Eiweif3-
16sung, 2 ml 0,15 M Natriumchloridlosung und 2 ml Gluco-
selésung (50 g/1) pipettiert. Der Cellophanschlauch wird in
der Mitte geknickt, die beiden Enden werden nach Verdril-
len mehrfach mit einem Biirogummi umwickelt. Der Schlauch
wird an einem Glasstab in ein mit etwa 50 ml destilliertem
Wasser gefiilltes Becherglas gehingt. Die Enden sollen aus
der Fliissigkeit herausragen. Nach einer Stunde priift man
das im Becherglas befindliche Wasser mit Glukotestpapier
(1, 3) auf Glucose, mit Sulfosalicylsidurelssung (II, 8) auf
Protein und nach dem Ansiduern mit Salpetersiure durch
Zusatz von Silbernitrat auf Chlorid.

Schwermetallionen

Schwermetallsalze, wie Kupfersulfat und Quecksilberchlorid, ge-
ben mit Proteinen schwer lésliche Niederschlige (koordinative
Bindung der Schwermetallionen). Bei einigen Schwermetallen ist
der Niederschlag in einem UberschuB wieder 15slich, da vermut-
lich durch vermehrte Absorption von Schwermetallkationen an

die Proteinmolekiile diese positiv geladen werden und die elektro-
statische Abstofung die Lslichkeit wieder steigert.

In stark alkalischer Lisung werden die Peptidgruppen ionisiert,
und die entstehenden Anionen bilden mit Kupferionen lésliche
violette Komplexe. Das ist die Biuretreaktion, die auch zur
quantitativen Proteinbestimmung benutzt wird. Die Probe hat
ihren Namen von der Verbindung Biuret, die diese Reaktion
ebenfalls gibt. Quantitative Durchfiihrung s. Kap. XIII.

8. Versuch

Je eine Probe verdiinnter Eiweiflldsung wird tropfenweise
mit Losungen von Quecksilber-(II)-chlorid (75 g/1) bzw.
Kupfersulfat (Fehling I) versetzt. Der mit Kupfersulfat ent-
standene Niederschlag ist im UberschuB 1sslich.,
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2 ml EiweiBlosung werden mit dem gleichen Volumen ca.
2 M Natronlauge versetzt. Dann wird tropfenweise unter
Umschiitteln Kupfersulfatlosung (1 : 10 verdiinnt) zugefiigt,
bis eine Violettfirbung entsteht.

EnteiweifBlung

Einige grofle anorganische und organische Anionen geben bei sau-
rer Reaktion mit Proteinen schwer l6sliche Anlagerungsverbin-
dungen. Dies dient zum EiweiBnachweis und zur EnteiweiBlung.
Besonders schwer 15sliche Niederschlige mit EiweiB gibt 5-Sul-
fosalicylsiure, dies ermdoglicht einen sehr empfindlichen Eiweif3-
nachweis.

Die Enteiweiflung mit Trichloressigsidure und Perchlorsdure wird
oft angewandt, wenn biologisches Material auf Verbindungen von
niederen Molekulargewichten gepriift werden soll. In den Zentri-
fugaten bzw. Filtraten dieser Proteinfidllungen kann iiberschiissi-
ge Trichloressigsiure durch Ausithern, iiberschiissige Perchlor-
sdure durch Neutralisation mit KHCO3 K9HPO, oder KOH (Aus-
fillung als schwerldsliches KC104 im Elswasserbad) entfernt
werden,

9. Versuch

In Reagenzglisern werden zu je 2 ml verdiinnter Proteinlt-
sung gleiche Volumina Trichloressigsiurelssung (100 g/kg)
oder ca. 0,6 M Perchlorsiure gegeben. Eine dritte Probe
wird mit einigen Tropfen Sulfosalicylsdurelosung versetzt
(200 g/kg).

Reaktion mit pH-Indikatoren

Auf der Bindung grofler Anionen an das Albuminmolekiil beruht
der Albuminnachweis mit pH-Indikatoren: Bromkresolgriin zeigt
in verdiinnter Essigsidure die gelbe Farbe der undissoziierten
Indikatorsidure. Bei der Zugabe von Lauge bildet sich das blau-
gefirbte Anion. Die gleiche Farbinderung tritt auch beim Zu-
satz einer mit Essigsiure angesduerten Albuminlésung auf, ob-
wohl sich der pH-Wert nicht indert. Das beruht darauf, daB der
Indikator von den protonierten Aminogruppen des Albumins als
Anion gebunden wird. Auf diesem Prinzip beruht der Protein-
nachweis im Urin mit Reagenzpapieren (Albustix, Uristix,
Albym-Test). Die beiden ersten enthalten als Indikator Brom-
phenolblau (3, 3’, 5,5 -Tetrabrom -phenolsulfonphthalein) und
Puffersubstanzen, die beim Anfeuchten eine L&sung vom pH-
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Wert 3 ergeben., Albym-Test enthilt 3,3’, 5,5 -Tetrabrom-
phenolphthaleinidthylester. Eine Schiitzung des Proteingehaltes
ist durch Vergleich mit den beigefiigten Farbskalen moglich.
Der Test funktioniert nur, wenn die Hauptmenge des mit dem
Urin ausgeschiedenen Proteins Albumin ist. Dies ist meist der
Fall,

10. Versuch

2 ml ca. 0,1 M Essigsiure werden mit einigen Tropfen ei-
ner Bromkresolgriinlosung versetzt, bis die Lisung deutlich
gelb ist. Zu einem Teil dieser Losung wird tropfenweise ca.
0,1 M Natronlauge gegeben, bis der Indikator iiber griin
nach blau umschligt. Zu dem Rest wird eine L&sung von
Albumin, die zuvor mit ca. 0,1 M Essigsidure angesiuert
wurde, gegeben.

Die ausstehenden Albuminlésungen werden mit den Testpa-
pieren gepriift. Nach Verdiinnen der Lsungen wird erneut
gepriift.



III. Andere Bestandteile von Korperfliissigkeiten

Harnstoff

Harnstoff, das Diamid der Kohlensidure, ist Endprodukt des Ami-
nosdure-Stoffwechsels bei den Sdugetieren. Es ist in Wasser
sehr leicht 16slich (1:1). Die Losung reagiert neutral.

Die Amidbindungen im Harnstoff werden beim Erhitzen mit Lau-
ge hydrolytisch gespalten, Das entweichende Ammoniak kann mit
pH-Indikatorpapier nachgewiesen werden,

Die hydrolytische Spaltung kann enzymatisch mit Urease (kommt
in Sojabohnen und Bakterien vor) erfolgen. Die Spaltung kann
hier an der pH-Verschiebung in der Lsung erkannt werden, da
die entstehende Ammoniumcarbonatldsung alkalisch reagiert.

1. Versuch

In einem Reagenzglas werden einige ml Harnstofflssung
(20 g/1) mit 1 - 2 Tropfen Phenolphthalein- und einigen
Tropfen Ureaseldsung versetzt. Das Reagenzglas wird in
ein Wasserbad von 400 gestellt und auf eintretende Farb-
dnderungen geachtet. Durch Zusatz von einigen Tropfen

1 M Essigsiure kann die Lsung wieder entfidrbt werden.
Beim erneuten Inkubieren tritt wieder Rotfirbung auf.

Harnstoff im Serum

Die Spaltung von Harnstoff durch Urease wird in den Urastrat-
streifen bzw. Merkognost Harnstoff zu einer halbquantitativen
Bestimmung von Harnstoff im Serum benutzt. Eine Erhéhung
der Harnstoffkonzentration im Blutplasma ist ein wichtiger
Hinweis auf eine gestorte Nierenfunktion.

Streifen aus Filtrierpapier enthalten in der ersten Zone (vgl.
Abb,) unter einer Lackschicht Puffersubstanz und Urease. Hier
wird der Harnstoff in dem durch Kapillarwirkung aufsteigenden
Serum hydrolysiert. In der nidchsten Zone befindet sich Kalium -
carbonat, Beim weiteren Aufsteigen wandern die entstandenen
Ammoniumsalze in diese stark alkalische Zone. Hier wird der
Dampfdruck von Ammoniak so grof3, daf3 es durch den Luftraum
zur Indikatorzone diffundiert. Unmittelbar iiber der Kaliumcar-
bonatzone ist der Reagenzstreifen mit einem Kunststoff imprig-
niert, der das weitere Aufsteigen von Serum und damit den
Transport von Kaliumcarbonat zur Indikatorzone verhindert.



Harnstoff
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