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Einige Bemerkungen iiber die
Form und Grosse der Mizellen konzentrierter
Assoziationskolloidlfsungen

Per Ekwall, Ingvar Dantelsson, Krister Fontell und Leo Mandell
Institut fir Physikalische Chemie, Abo Akademi

Die Frage nach der Mizellenform und Mizellengrosse in ver-
schiedenen  Konzentrationsgebieten der Assoziationskolloid-
Isungen ist noch immer als ein im grossen ganzen ungeldstes
Problem anzusehen. Zur Zeit muss man jedoch diese Frage zu
den aktuellsten der gesamten Mizellenforschung rechnen, und
jede neue Beleuchtung diirfte deshalb von Interesse sein. Hier
mochten wir einige Gesichtspunkte zu diesem Problem anfithren.

In den letzten Jahren wurden immer zahlreichere Beob-
achtungen gemacht, die zeigen, die mizellare Substanz hat in
verschiedenen KXonzentrationsgebieten verschiedene Eigen-
schaften. Wahrend diese innerhalb eines recht weiten Gebiets
oberhalb der CMC konstant bleiben, treten bei hoheren Kon-
zentrationen mehr oder weniger deutliche Verinderungen auf,
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. : G s
Am auffallendsten sind jedoch diejenigen, denen.da.s Sqlubll{?le-
rungsvermogen der mizellaren S‘ubx,s;tanz' }u%terhegt; (hels{(:) k. :s:
inderungen gelten sowohl fiir die Solubilizierung von lon
wasserstoffen, wie fiir diejenige amphiphiler Substﬂjnz%x. -
Parallel hiermit #ndern sich aber {mqh viele -anflele igen-
schaften, sowohl solche reiner .Ass(')zmtlonskqllmdlolslg}igiex-x rzgr(:
solche derjenigen Lﬁsungen,.(he die genannten so lut zh ztlfl ou
Substanzen enthalten. Das seit langem bekannte, recht hleJ_n_
frither als ”"I-Band” bezeichnete Inte‘rfe_l'enzm:vLX}m}.n‘n 1r:1‘ tﬁitf
winkel-Rontgendiagramm von Assozm,tlol;n.xkoll(m]l'l,oi;nlxﬁ,cgn3 71,8.
erst oberhalb einer gewissen .Kon_zentr_a.t..{m'] :Lu.f. % -’Lf' » 3 T8,
Die osmotische Aktivitit sowie die Leltfullggke}L d?l‘ : o.sunrﬁel;
hiingt bei hoheren Konzentrationen voitl }Slzl;()i%? 1:2 m gzi exlxl 1
anderer Weise ab als bei niedrigeren 15,16, 3,7, » 1917, Ausser o
konnte kiirzlich ein Anisotropiecffekt des Lelt:;e?;lgge%s el
héheren Konzentrationen nachgewiesen werden 18; 1% .mernclI
wurde das Auftreten einer Strbmung'sdoppelbrechuug & ulnf‘
charakteristischer Anderungen der inneren Relbungl ‘ Hel
hoheren Konzentrationen beobachtet. &ch911 vor me l‘n eren
Jahren wurde hervorgehoben, viele dieser Vera:nde.rlmgen”a.tnen
innerhalb eines und desselben Konzentrationsinterva s"Al(llxp
Vorschein 2 %% 7.8 1%. In diesen Intervall ‘hn: ein ]:m.bren ]gnl : ii
sog. zweite kritische Konzentration (2:te CMC) vex.le;l,g.,t. 8 llxcmg;f
nun in der Natur der Sache, dass diese 2:te CMC nicht ?10 s.cF: =
markiert sein kann wie die CMC selbst; im ‘vor!xege}n o 1 af
hat man nimlich noch weniger als bei (;Mc.unt. einer se mlt‘l
fixierten Konzentration zu tun, sondern', wie ?‘01101‘1 gesagt,
mit einem Konzentrationsintervall. Dass die 2:te CMC in (?111.1%911
Fiillen trotzdem als scharf definierte Kon zentration ll1erv01 bllq C(]?il.
kann, geht aus unseren Beobachtungen iiber die .Pdl.aseng b?el‘lf(_,
gewichte gewisser Dreikomponentensysteme hervor, 11(; fzus ity
Wasger und einer nicht ionisierten a.mplixph‘llen Subs g,ing tb
stehen®s, In diesen Systemen tritt die 2:te CMC als gf:nal,)u xier s,
durch die Lage der Ecke eines 3-P.haﬂen-Dre?ec‘ks estlnn}(n. e
Konzentration auf. Das 3-Phasendreieck trennt ein l?({:tz:a}l aa,:
tionsgebiet, in dem sich eine mesomorp!'le Phase eines 1(,5 -nnill?e
ten Typs bildet, von einem a,nde'ren| (zeblgt aib, in dem e
mesomorphe Phase eines anderen Typus entsteht. ' ~
Von verschiedenen Seiten wurde nun die Vermuéu{)g gtu‘.sl
gesprochen, die Verdinderungen der Elgenseh&ﬁ:endi ei\ﬁl'mllib
laren Substanz wiirden dadurch verux:fmcht, da:ss die L]% en
mit ihren elektrisch geladenen Ob_erfla,chen bei l_%oheren b'nn-
zentrationen einander so nahe '_kiunen, 2210;:;5 mStorlglglel{ (fy:
Wechselwirkungen eintreten miissten *% 2. 19,10, und dass ];e.?
eventuell einen allmihlichen Umbau der Mizellen e.rzwmgi.” l.(_.
bei niedrigeren Konzentrationen mehr oder weniger tfpt hiiroi
dischen ”’Kleinmizellen”” wiichsen bei hoheren Konzentrationen
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zu zylindrischen oder scheibenformigen “Grossmizellen” an.
Diese Auffassung wurde u. a. durch Beobachtungen der Stri-
mungsdoppelbrechung und der Viskositiit gestiitzt 21,2226, Vop
einigen Jahren fithrte dann die Untersuchung der A, i-otropie
der Leitfihigkeit von Heckmann und Gétz zu dem Schiuss,
in Natriumoleat- und Cetyl-trimethyl-ammoniumbromid-Li.un -
gen treten bei hoherer Konzentration zylindrische Mizellen anf,
deren Linge mit steigender Konzentration anwiichst 18,19,20
Zu einer analogen Auffassung kamen wir selbst hinsichtlich der
Mizellen reiner und dekanolhaltiger Natriumkaprylatlo.un: gen
oberhalb der 2:ten CMC aunf ganz anderem Weg, namlicli durch
das Studium der Gleichgewichte zwischen den genaiy ter: Li-
sungen und den aus ihnen gebildeten mesomorphen Pho. ¢y 2.
Unsere diesbeziiglichen Erwiigungen werden hier kwiz wicder-
gegeben .

Wie bekannt, fanden Luzzati urd seine Mitarbeiter, dic m. so-
morphe Klumpseife (Middle Soap) der Natrium- und Ko liun . (ze
hoherer Fettsiiuren sind aus langen cinander parallelgo.tellten
zylindrischen Aggregaten in hexagoraler Packung aufgohaoa 27,28,
Zwischen den Zylindern liegt Wasser. Auch unsere Gxpori-
mentellen Daten (Rontgen, 1°—10°, Cu-Strahlung, kombii iert
mit Dichtemessungen urd mikrockopischen Boob:.chtiw ger)
fir die Klumpseife des Natriumkaprylats sind mit civer der-
artigen Struktur am besten vereinbar (Fig. 1. Gehiot E) =,
Die Anordnung der uner dlich langen Zylinder, der Durchmesser
des Kohlenwasserstoffteils die:er Zylinder (2r) sowic die Dicke
der Wasserschicht zwischen diesen Zylindern in dek:a olfreier
Klumpseife, die mit der Kaprylatlosung bei MSSC (d.h. der joerigen
Konzentration, bei welcher Klumpseife sich abzuscheiden be-
ginnt) in Gleichgewicht steht, wird durch Fig. 2A, veran: chaulicht.

Unsere Réntgenuntersuchung zeigt, innerhalb der dokm ol-
haltigen mesomorphen Phase B (dekanolhaltige Klumpseife)
nimmt der Netzebenenabstard mit steigendem Dekarolgehalt
zu, urd zwar viel schueller, als es das Einverleiben der lir ge-
ren Dekanolmolekeln mit den Kaprylatzylindern bewirken
kénnte. Die Erklirung dieses Verhaltens ist unserer Meinung
nach in der seit langem bekannten Tatsache zu suchen, dass die
Packungsdichte anwiichst, wenn Alkohol- bzw. unionisierte
Karboxylgruppen zwischen ionisierte Karboxylgruppen ein-
gelagert werden; dies wird bekanntlich durch Ton -Dipol-Wirkung
bzw. durch Bildung von Wasserstoffbriicken bewirkt, In dekanol.
haltiger Klumpseife ist nun ein derartiger Effekt infolge des Ein-
baus von Dekanolmolekeln in die Kaprylatzylinder zu erwarten.
(Eine Anordnung, bei der die Dekanolmolekeln und die Kaprylat-
ionen in verschiedenen Schichten innerhalb der Zylinder an-

geordnet wiire, erscheint uns aus mehreren Griinden vollig un-
wahrscheinlich.) Dies muss jedoch zu einer gewissen Abplattung
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Decanol

T

40\s50

MSSC

Na-caprylate

Fig. 1. Phasengleichgewichte im Dreikompenentensystem Natriumkaprylat-n-
Dekanol-Wasser bei 20°C.

I Gebiet homogener, isotroper Wasserlésungen,

H, Gebiet homogener, mesomorpher Klumpseife (Middle Soap).

MSSC, Diejenige Natriumkaprylatkonzentration, bei der sich dekanolfreie
Klumpseife aus den dekanolfreien Kaprylatlosungen abzuscheiden beginnt.
Zwischon MSSC und AMSC scheidet sich dekanolhaltige Klumpseife aus den
dekanolhaltigen Kaprylatlosungen ab.

2nd CMC, Die zweite kritische Konzentration in dekanolfreien bzw. dekanol-
haltigen Kaprylatlosungen.

CMC. Die kritische Konzentration in dekanolfreien bzw. dekanolhaltigen

Kaprylatlosungen.
D, C, B, A, Gebiete homogener mesomorpher Phasen.

der Zylinder fiihren; ihr kreisférmiger Querschnitt geht mit
anderen Worten verloren und wird mehr oder weniger oval.
In dekanolhaltiger Klumpseife sind die Zylinder oder Stdbchen,
in gleicher Weise wie in dekanolfreier, unendlich lang, erhalten
aber jetzt einen Querschnitt, der in der einen Richtung zweimal
der Kettenlinge (21) entspricht, in der anderen Richtung da-
gegen grosser (21 -+ b) ist, und zwar mit steigendem Dekanol-

- PARALIscacyaacatssterd r——rrr -
60 70 80 90Na-caprylate

20

10
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Fig. 2. Bchematische Darstellung der Struktur der Phase E, dekanolfreie
und dekanolhaltige Klumpseife (Middle Soap).

A, Dekanolfreie Klumpseife,

B, Dekanolhaltige Klumpseife.

C, Veriinderung des Netzebenenabstands d, und der Abplattung b, der
Stabohen mit steigendem Dekanolgehalt.

gehalt anwiichst. Diese abgeplatteten Zylinder kénnen um ihre
Lingsachse rotieren, was dazu fithrt, dass sich die Zylinder weiter
voneinander entfernt finden miissen als in dekanolfreier Klump-
seife: Dies zeigh sich in den mif steigendem Dekanolgehalt
wachsenden Netzebenenabstéinden. Fig. 2 B veranschaulicht
die Struktur der dekanolhaltigen Klumpseife, Fig. 2, C die
Abhingigkeit des Netzebenenabstands (d) und der Abplattung
(b) der Stibechen mit steigendem Dekanolgehalt dekanolhaltiger
Klumpseifen, die mit dekanolhaltigen Kaprylatlosungen
zwischen MSSC und AMSC in Gleichgewicht stehen.

Wir haben gefunden, die mizellare Substanz der Kaprylat-
lésungen zwischen MSSC und AMSC (Fig. 1, Gebiet I, homogene,
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isotrope Wasserlosungen) hat dieselbe Zusammensetzung wie
die der Klumpseife, die sich aus ihnen abscheidet 23, %1, 32, 17,
Unser Studium der Abscheidungsverhiltnisse hat gezeigt, die
Abscheidung der Mizellen selbst fithrt zur Bildung der meso-
morphen Phase B wund hat uns davon iiberzeugt, die Mizellen
gehen nicht nur mit unveriinderter Zusammensetzung, sondern
wahrscheinlich auch mit recht unveriinderter Form in die neue
Phase iiber. Sie diirften also einen #hnlichen Bau und eine
dhnliche Form wie die Bauelemente der Klumpseife haben und
somit aus langen, zylindrischen bzw. abgeplattet-zylindrischen
Stibchen bestehen. Da der Wassergehalt dieser gesiittigten
Losungen nur wenig griosser als der der Klumpseife ist, muss
auch in diesen eine Ordnung herrschen, obgleich es sich um

Fig. 3. A. Rontgenaufnahmen von homogenen, isotropen, an mizellarer Sub-
stanz beinahe gesattigten Natriumkaprylatlosungen,
Réntgen-Vakuumkamera mit Filmabstand 212 mm und zirkularen Blenden,
Philips Noreleo Rontgenapparatur mit Kupfer Ka —Strablung, 40k V, 15 m A
und Nickelfilter.

isotrope Losungen handelt, die an die hexagonale Anordnung
der langgestreckten, parallelen Zylinder der Klumpseife evinnert.

Das Aussehen der XKleinwinkelrontgendiagramme der an
mizellarer Substanz gesittigten oder beinahe gesittigten Losun-
gen geht aus Fig. 3, A und B hervor; die Diagramme zeigen einen
zwar diffusen, trotzdem aber recht markierten Ring, dessen
Durchmesser mit steigendem Dekanolgehalt der Mizellen regel-
miissig, und zwar in derselben Weise wie die Durchmesser
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des Hauptrings der entsprechenden dekanolhaltigen Klump-
seife, abnimmt. Dieser Unterschied bleibt fast konstant. Wir
neigen deshalb zur Auffassung, der Ring der Mizellenlosungen
entspreche insofern dem Hauptring der Klumpseifen, als er
irgendwie vom Abstand zwischen den Partikeln abhingt. Wie
man nun zu dem vorherrsechenden Durchschnittsabstand dieses
Systems vom Réntgendiagramm aus kommen soll, ist nicht
ganz klar. In iéhnlichen Fillen von Réntgendiagrammen mit
diffuser Schwiirzung hat man die Radialdistributionsanalyse
angewandt. Diese wurde in ihrer einfachsten Form fiir Systeme
entwickelt, die aus willkiirlich angeordneten Partikeln bestehen,

b

700
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&0s % Nacy 400+
¢ a

10 1 L 1 1 1 I.4L
0 5 10 15 20 25 30 35

1 1 L

1 { PR
0 § 10 18 20 25 30 38 40 4S

Fig. 3. B. Photometerkurven der Réntgenaufnahmen. (relative Intensitét

versus mm.).
a) 40,6 9, Natriumkaprylat, 59,5 9% Wasser.
b) 35,4 9% Natriumkaprylat, 12,4 % Dekanol, 52,2 % Wasser.

welche unabhiingig voneinander eine “Partikelstreuung” ver-
ursachen. Man hat sie aber auch auf diffuse Rontgendiagramme viel
komplizierterer Systeme anzuwenden versucht. Nun haben wireine
Radialdistributionsanalyse nach denselben Prinzipien wie sie
Brady 2, Andersen und Carpenter ®® frither auf Rontgendia-
gramme einiger Assoziationskolloidlosungen anwandten, aus-
gefiihrt. Den auf diesem Weg berechneten vorherrschenden
Abstand (R) des Systems haben wir als den mittleren Abstand
von Mizelle zu Mizelle innerhalb der Losung aufgefasst und nun
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weiteruntersucht, ob man auf Grund der ermittelten Abstinde
und unsrer oben skizzierten Modellvorstellung zu einem véllig
unmdoglichen oder zu einem plausiblen Ergebnis gelangt. Das
Letztere war der Fall. Weiter haben wir angenommen, das Vor-
kommen eines dhnlichen Kleinwinkelrontgendiagramms wie bei
gesiittighen Losungen deute auch bei niedrigeren Konzentratio-
nen auf das Vorkommen langgestreckter Mizellen in einer éhn-
lichen Anordnung wie dort hin. Wir erachteten es von Interesse
zu ermitteln, wie schnell die Liinge der Mizellen mit abnehmender
Konzentration abnehmen wiirde, falls man die Berechnung in
der oben angedeuteten Weise durchfiihrte. In Fig. 4, B und B
zeigen die mit 1 bezeichneten Kurven unsre Ergebnisse: Wir sehen,
man wiirde bis zu einer Konzentration von etwa 1,4 Mol/Kg
Losung abwiirts in dekanolfreien, und etwa 1,3 Mol/Kg Losung
abwirts in dekanolhaltigen Kaprylatlosungen mit mehr oder
weniger langgestreckten Mizellen zurechnen haben,d.h. etwa bigzu
der experimentell festgelegten 2:ten CMC hinab.

Es steht kaum zu erwarten, dass diese erste Priifung unsrer
Modellvorstellung zu einem in quantitativer Hinsicht richtigen
Ergebnis hat fithren konnen; es will uns aber scheinen, als
stiitze es die Annahme, diese Vorstellung spiegle die Verhilt-
nisse qualitativ richtig wieder. Nun miisste man also die Radial-
distributionsanalyse aufs neue durchfithren und hierbei die
Konsequenzen unsrer Hypothese der Struktur der Losungen
mitberticksichtigen.

In Anbetracht der verhaltnisméssig grossen Schirfe des Inten-
sitétsmaximums unsrer Rontgendiagramme (Fig. 3) konnte
man fragen, ob es nicht doch moglich wire, die Braggsche
Gleichung anzuwenden, obgleich man es in unsren Systemen
nicht mit eigentlichen Netzebenen, sondern nur mit wahrschein-
lichen Durchschnittsabstéinden zu tun hat. Auch die aus dem
Ergebnis der Radialdistributionsanalyse sowie aus anderen
experimentellen Daten hervorgegangene dichte Packung der
Mizellen motiviert vielleicht einen solchen Versuch. Es zeigt
sich, die auf diesem Weg berechneten “Netzebenenabstinde”
konnen durch einen Ausdruck k x R wiedergegeben werden,
in dem R mit dem durch die Radialdistributionsanalyse gefun-
denen Durchschnittsabstand (34 A in dekanolfreien Liésungen)
identisch und k eine Konstante = 0.84 ist. Nimmt man an,
was wir oben taten, die Distributionsanalyse gebe den Durch-
schnittsabstand zwischen den Mizellen an, und weiter, die
Bragg-Berechnung fithre zum *’Netzebenenabstand” in einer
hexagonalen Packung von zylindrischen Mizellen, so miisste

die Konstante k den Wertzl/éi = 0.866 haben. Die Ubereinstim-

mung der beiden k-Werte kénnte dann auch u. U. als Stiitze
fiir unsere Modellvorstellung aufgefasst werden.
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Fig. 4. Schematische Darstellung der Struktur der homogenen, isotropen
Natriumkaprylatldsungen des Konzentrationsgebiets I.

A,B,C, Dekanolfreie Kaprylatlosungen.

D,E,F, Dekanolhaltige Kaprylatlésungen mit 36 Mol Dekanol pro 100 Mol
mizellares Kaprylat,
A und D, Konzentrationen oberhalb der 2:ten CMC.

C und ¥, Konzentrationen zwischen der CMC und der 2:tem CMC.
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Die oben entwickelte Vorstellung sagt somit, man diirfte es
bis zum 2:ten CMC hinauf nur mit sphiiroidischen Kleinmizellen,
bei hoheren Konzentrationen dagegen mit langgestreckten,
mehr oder weniger zylindrischen Grossmizellen, deren Linge
in den konzentriertesten Losungen schmell anwichst, zu tun
haben. Diese Modellvorstellung scheint uns als wertvolle Arbeits-
hypothese der weiteren Forschung auf diesem Gebiet dienen
zu konnen.
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Phloroglucinol Derivatives
from Dryopteris Ferns

Phlorobutyrophenone methyl ethers

Anert Penitild and Jacobus Sundman

From the Research Laboratories, Medica Ltd., Helsingfors,

The ph‘loroglucinol derivatives isolated from different Dryop-
teris species have since years been studied extensively. Among
the r(:sult-s of the investigations carried out at Mediea Itd. the
chemical structure of phloropyron !, phloraspin 2 and para-
aspidin 3 and the synthesis of desaspidin can be mentioned. For
the identification of the dccomposition products of phloraspin
and for the synthesis of the snme and of desaspidin, phloro-
butyrophenone-4-methyl cther (I) was needed. This substance
is reported by Karrer ¢ to have a melting point of 113°, whereas
a melting point of 130° is given for the 2-methyl ether isomer
(II). In a later paper Karrer and Widmer® questioned the
correctness of their earlier report concerning the two phloro-
butyrophenone methyl ethers and their respective melting points
and preferred to leave unsettled which one of the two isomers
had the lower and which one the higher melting point mentioned.
Aebi, Kapoor and Biichi ¢ report a melting point of 121—128°
for phlorobutyrophenone-4-methy! ether.

CHSUQON HOo OCH,
COCH; @ccc,u,

OH ou

I T
Fig. I, II

A synthetically prepared mixture yielded by purification the
two phlorobutyrophenone methyl ethers in a pure state showing
the zneltmg pox:llts glf 127—128° and 133—134°. Both melting
points are considerably higher than that previousl
the 4-methyl ether isomer. P Y reported for
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In an earlier report ¢ the ultraviolet absorption maxima are
given for the 4-methyl ether isomer. Now it appeared that both
isomers have nearly similar absorption curves with the maxima
at about 225 myu and about 285 myu and the minimum at 246 my.
This, of course, was of no avail in distinguishing them from
each other.

These facts forced us to produce a conclusive proof of the
identity of the two substances with regard to their melting points.
The evidence was based on the fact that phlorobutyrophenone
methyl ethers can be condensed with formaldehyde to form
methylene-bis compounds, and these again decomposed by an
alkaline treatment to give the methyl ether itself together with
its higher methyl homologue.

The condensation of phlorobutyrophenone-4-methyl ether (I)
with formaldehyde yields only one methylene-bis compound
(III) which by an alkaline cleavage either along A———A or
along B———B gives tho 4-methyl ether itself and aspidinol
(IV). The 2-methyl ether (IT), on the other hand, can be condensed
to form three different methylene-bis compounds (V, VI, VII)
none of which by an alkaline treatment can yield aspidinol (IV),
but well isomers of the same as follows: the symmetrical methyl-
ene-bis compound (V) yields by the cleavage along A———A
or B———B the 2-methyl ether (II) itself and iso-aspidinol
(VIII) whereas the likewise symmetrical methylene-bis compound
(VI) yields in the same way the 2-methyl-ether and y-aspidinol
(IX). The third methylene-bis compound (VII), which is un-
symmetrical, yields besides the 2-methyl ether both y-aspidinol
(A———A) and iso-aspidinol (B———B), depending upon on
which side the methylene bridge is broken off.

The unoccupied CH-group theoretically enables a further
condensation whereby a three or more nuclei molecule could
be formed, but the decomposition of such products does not
alter the situation. Therefore, that one of our substances which
on successive condensation and decomposition yields aspidinol,
is without doubt, the 4-methyl ether isomer.

The phlorobutyrophenone methyl ethers were condensed to
methylene-bis compounds by a method described elsewhere 7.
The condensation products were decomposed by heating on a
steam bath in sodium hydroxide solution containing zinc dust
and the decomposition mixtures were chromatographed on a
paper buffered to pH 8.8 and impregnated with formamide ®.
The paper was developed by chloroform-benzene (1:1) solvent
and the spots detected by spraying with tetrazotized di-o-
anisidine reagent, whereby in the case of the phlorobutyro-
phenone methyl ether melting at 127—128° two purple spots
with the Rf-values of 0.64 and 0.83 were obtained. The latter
Rf-valuelas well as the purple colour of the spot were identical
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with the Rf-value and colour of an authentic specimen of aspi-
dinol, m.p. 142—143°. The other spot with the Rf-value 0.64
was identical with the spot obtained by chromatographying
phlorobutyrophenone methyl ether itself.

AB CH,
4 \
HO oHy/ \ CHy ol CH,0 OH
CyH,CO S G cocH, —> I+ COCH,
OH // \\‘ OH OH
’ X
A B
7 \
CH,0 H o \ HOZ ] OCH, o CHa oM
CyH,LO o= CHy~— Acocd,—> TL @cocﬁ
o4/ \  OH ¢
/ \ OCH
A A i
A B M
o " A "—:\ CH,
, / \ HO OH HO 0CH,4
C,H,C0 —+— CHy, : COC3H; >IL + COCH;,
ocu,l/ \\ OCH, OH
’ \
A ViR A e
AbB
A\
CH,0 OH ’,' \ Ho OH
\
CH,C0 7— CHp—; cocyH, —> 1L + MII+IX
OH ,,' ‘\\ OCH:‘A
A MLy

Fig. III — IX

By chromatographying the decomposition mixture derived
from the condensation product of the phlorobutyrophenone
methyl ether melting at 133—134° no traces of aspidinol could
be detected. The main spot, having a blue colour and the Rf-
value 0.52, was identical with the spot obtained from the phloro-
butyrophenone methyl ether itself. Two minor spots with the
Rif-values 0.66 (red brown) and 0.72 (yellow) could also be de-
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tected. These were shown to be identica) with the spots obtained
from wp-aspidinol, m.p. 72—73°, and iso-aspidinol, m.p. 152—
153°, respectively.

The experiment gave a conclusive proof of our substance
melting at 127—128° being the phlorobutyrophenone-4-methyl
other and that one melting at 133—134° being the 2-methyl
ether isomer.

CH,
Ho OH CH,0 OH
CH.CO CH, COCH,
OH OH

X

HC.__CH,
Ho OH CH,0 o4
C,H,CO — CH,; coc,H,
0 OH

Xt

Fig. X — XI

Phlorobutyrophenone-4-methyl ether, m.p. 127—128°, was
made use of as one of the starting materials in the syntheses of
phloraspin (X)? and desaspidin (XI)°. The purified synthetic
substances were identical with the respective natural compounds
isolated from Dryopteris fern species.
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Immunoelektrofores — en ny teknik
i proteinkemin

(Immunoelectrophoresis — a New Technique in Protein Chemistry )
Nils-Erik Saris

Aurorasjukhuset, Helsingfors

Proteinkemisterna har efterhand fatt allt fler hjilpmedel for
att pavisa, bestimma och isolera dggviteiimnen. Till de klassiska
metoderna hor utfillning med salter, alkohol eller aceton. For
att man skall erhélla kvantitativa, reproducerbara vérden maste
temperatur, pH, utfillningstid m.m. noggrannt standardiseras.
Elektroforesen dr en annan klassisk metod for fraktionering och
bestimning av dggviteimnen. Med dess tillhjdlp kan man upp-
dela minniskans serumproteiner i sex fraktioner: albumin,
ay-, g, fy-, Pa och y-globulin. Med speciella buffertlosningar
kan antalet fraktioner utokas till 8— 10, Aronsson & Gronvall 1,
Smithies 17 erholl 6ver 20 fraktioner genom att utfora elektro-
foresen i stiirkelsegel. En ritt god fraktionering kan man fa till
stand med jonbytarkromatografi, Sober med medarbetare 18, i
vissa fall med gelfiltrering, Porath & Flodin *, och motstroms-
fordelning, Rasmussen 18, I alla dessa forfaranden utnyttjar man
skillnader i proteinernas fysikaliska egenskaper; loslighet, ladd-
ning, massa och form.

Nir en proteinblandning viil uppdelats i fraktioner, kan man
med fysikaliska och kemiska metoder bestiimma den totala pro-
teinhalten i dem. Man kan ocksa med speciella metoder visa,
i vilken fraktion nagot visst dggviteimne, sasom ett enzym
eller t.ex. ett jiarnhaltigt protein, forekommer. Grabar och
Williams 8 publicerade ar 1953 en metod, dir dggviteimmen
efter fraktionering medels elektrofores pavisades med tillhjalp
av en serologisk utfillning. Denna metod har fatt bendmningen
immunoelektrofores.

Den serologiska utfillningen baserar sig p& reaktionen mellan
antigener och antikroppar (antibodies). Da proteinernas anti-
genetiska egenskaper ar mycket specifika, ir det mojligt att i
ett immunoelektroferogram av serum pavisa over 20 dggvite-
amnen.
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En immunoelektroforetisk analys utféres i huvuddrag pa
foljande sitt (for detaljer se Grabar 5):

Speciellt renad agar loses med forsiktig uppvirmning i en
buffertlosning. Den varma, 1-2-procent agar innehallande 16s-
ningen pipetteras pa glasskivor for att stelna; i mikrometoderna
(Scheidegger 16) anviinds vanliga objektglas. Hal stansas ut i
gelet och fylls med proteinlésningarna, som skall undersokas.
Sedan den elektroforetiska fraktioneringen slutforts, skirs en
skéra ut parallellt med elektroforesriktningen, fig. 1. Den fylls
med antiserum. Genom diffusion under 15—5 dygn mots anti-
generna, d.v.s. proteinerna i proteinlosningen och anti-
kropparna i antiserum, och fills ut i bagformade precipitations-
linjer. Icke utfillda dggviteimnen skoljs ut ur gelet, som sedan
torkas och eventuellt firgas med proteinfirgimnen. Immuno-

elektroferogrammet kan fotograferas eller direkt anviindas som .

negativ. -

Fig. 1. Gelplatta for immunoelektroforetisk analys. A. Appliceringsstélle fér det
undersokta provet. N. Appliceringsstille fér normalserum. 8. Antiserumskéra.
-+ och — anger det elektriska faltets riktning.

Antiserumet, som hiir anviinds som reagens, fir man genom att
i ett forsoksdjur injicera proteiner av det slag, som skall under-
s6kas. Dot immuniserade djuret bildar antikroppar mot de in-
sprutade dggviteiimnena. Dess serum kan da anviéndas som anti-
serum. I handeln finns antisera mot ménniskans serumproteiner.

Teorin for serologisk utfillning genom diffusion av antigener
och antikroppar i agargel har utarbetats av Oudin *. Fillningen
mellan anfigen och antikropp bildas vid ett bestémt forhal-
lande mellan antigen och antikropp. Fillningen kan losasiett 6ver-
skott av antigen och &ven i ett overskott av antikropp, d& man
anvinder antiserum fran en hist. Detta leder till, att fallningen
bildar en skarpt avgridnsad precipitationslinje eller -zon. Ju
storre forhallandet antigen/antikropp ér, desto nidrmare anti-
serumskaran nar fillningen. Av precipitationslinjens lige och
utstrackning kan man dérfor grovt uppskatta mingden antigen-
protein.

Det stora antalet precipitationslinjer i ett immunoelektro-
ferogram av serum kan gora tydningen vansklig. Man har nu-
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mera isolerat si gott som alla de proteiner i serum, som bildar
egna linjer, trots att ett flertal av dem var okinda, di den
immunoelektroforetiska tekniken avslojade deras existens. Nar
man vill £ reda pé, till vilket dggvitedmne en linje hor, kan man
forfara pd tre siti:

1. Man immuniserar forséksdjuret med rena Hggviteimnen
for att se, vilka linjer man d& far vid immunoelektroforetisk
analys. Detta &r vanskligh, ty #ven »kemiskt» rena preparat
kan innehdlla minimala miingder antigenetiskt hogaktiva for-
oreningar och da bildar forsoksdjuret antikroppar mot flere
dggvitedmnen.

2. Man kan specifikt »absorberan en bestémd antikropp i
antiserum med dess speciella antigen. Detta gar sa till, att man
till antiserum séitter smé miingder av ett kemiskt rent protein,
t.ex. siderofilin, som da forenas med sin speciella antikropp,
antisiderofilin. Anvinder man detta absorberade antiserum vid
en immunoelektroforetisk analys, bildas inte lingre en linje for
siderofilin. Den saknade precipitationslinjen svarar alltsd mot
det dggviteiimne man satt till antiserum. Denna metod &r vida
anvind, endr smé fororeningar i proteinpreparatet inte har
nagon betydelse.

3. Man kan absorbera antiserum med ett serum, som saknar
ottt bestimt dggviteimne. Man erhaller da ett antiserum, som
bildar en precipitationslinje blott med defta protein.

Den immunoelektroforetiska tekniken kan med fordel anvin-
das av biokemisten i ménga sammanhang:

1. Den kompletterar kemiska och fysikaliska metoder, nir
det giiller att karakterisera en proteinblandning.

2. Den iir ett utmirkt hjilpmedel att bedoma renhetsgraden
hos ett preparat. Man bor dé anvinda antiserum, som erhallits
genom immunisering med ett orent preparat eller med utgangs-
materialet for proteinpreparatet. Med ett siadant antiserum kan
man ocksa bekviimt folja isoleringen av ett dggviteimne under
renframstillningens olika stadier.

3. Den idr viil limpad for att pavisa smd mingder av nagot
speciellt protein i en proteinblandning. Den kan sadlunda an-
vindas for losandet av otaliga problem i biokemin.

4. Den kan anvindas for att karakterisera antikroppar.

Vid immunoelektroforesen ldder en del nackdelar. Man an-
vinder ju biologiskt framstillda reagens, antisera, vilket infér
en ofta icke Onskvird variation. Immunoelektroferogrammets
utseende varierar bade med det undersékta provets sammansitt-
ning och med det anviinda antiserumet. Man méste viil kiinna
till egenskaperna hos ett antiserum for att kunna fullt utnyttja
det. Tar ett antiserum slut, kan man inte erhalla ett exakt lika-
dant antiserum. Immuniserar man t.ex. olika kaniner med sam-
ma serum, medfér den individuella variationen, att de erhallna
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antiserumen anda har ritt olika antikroppinnehall. Aven succes-
siv immunisering av samma individ medf6r stindiga férindring-
ar i antiserumets antikroppmonster.

Den biologiska variationen medfér nog ocksa en fordel. Man
kan erhalla ett helt batteri av olika, ofta ritt speciella antisera,
vilket hjélper en att identifiera precipitationslinjer, vars upphov
man #ér osiker om.

En annan allvarlig nackdel & immunoelektroforesens kvali-
tativa natur. Man kan anvénda sig av i serologin vedertagna
metoder for att fa semikvantitativa eller kvantitativa véirden
p4 immunoelektroforetiskt pavisbara dggvitedmnen. Man kan
sélunda utréna, hur mycket provet méste spidas ut for att
f4 en viss precipitationslinje att forsvinna, eller man kan
bestdémma, hur mycket av provet behovs for att fullstandigt
absorbera en antikropp. Bada siitten fordrar en hel serie av elek-
troforetiska analyser. P4 allra senaste tid har det dock utveck-
lats andra kvantitativa metoder, Quchterlony 12,

Den immunoelektroforetiska analysen har redan sin givna
uppgift i ett kliniskt laboratorium. Med dess tillhjilp kan man fa
en fullstindigare uppfattning av stérningar i en patients protein-
amnesomsittning &n med enbart en papperselektroforetisk under-
s6kning av hennes blodserum. Fig. 2 visar ett immunoelektro-
ferogram av serum fran en patient med langt utvecklad lung-
krafta. Man ser, att proteinsyntesen ar svag; de flesta proteiners
koncentration har minskats, se t.ex. albuminet och y-globulinet.
Flere linjer i a- och g-globulinomradet saknas helt. Haptoglobinet
och a,-makroglobulinet dr diremot kraftigt ckade i jamforelse
med ett normalserum.

Fig. 2. Immunoelektroferogram vid langt utvecklad lungkrafta. A. Det under-

sbkta provet. N. Normalserum. Alb. = Albumin. a, = a,-globulinomrédet,

HG = Haptoglobin. q,M = qa,-makroglobulin, 8, = f,-globulinomradet.
BsA = B,A-globulin. §M = f,-makroglobulin. ¥ = y-globulin,

Sin storsta betydelse har denna metod fatt vid studiet av de
proteiner, som tillhoér p-globulinsystemet, se t.ex. Clausen 4.
Dessa dggvitedimnen, som sjélva verkar som antikroppar, ut-
gors av tre immunoelektroforetiskt pavisbara komponenter, det
egentliga y-globulinet, & ,M-globulinet 2 och f,A-globulinet 8, for
vilka man alltmer bérjat bruka benimningen immunglobuliner,
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Heremans 1°, Dessa tre proteinslag #r kemiskt mycket olika;
p-globulinet ér fattigt pa kolhydrater, dess sedimentationskons-
tant ar omkring 7 Svedberg-enheter; B,A-globulinet paminner
om p-globulin, men innehaller mycket kolhydrat 1; f,M har en
hég molekylvikt, 6ver en miljon, och en sedimentationskonstant
over 15 S, det faller litt ut, om ldsningens jonstyrka minskas.
Immunologiskt finns det anknytningspunkter mellan alla tre
proteinslag 1.

Immunglobulinerna bildas i celler, som tillhér det retikulo-
endoteliala systemet. Detta cell- och vivnadssystem har dver-
huvud till uppgift att avvirja infektioner. Sjukdomar, som pa-
verkar detta system, inverkar ocksa pa bildningen av immun-
globuliner.

En lingvarig infektion eller inflammation medfor, att det
immuniserande systemet stimuleras och vissa celler i det reti-
kulo-endoteliala systemet borjar foroka sig. Da antikropp-
mingden okas som en f6ljd av stimulationen, visar en immuno-
elektroforetisk undersokning av patientens serum en Okning av
y-globulinet och oftast ocksa en 6kning av g,M- och S,A-globu-
linerna, fig. 3.

|Fig. 3. Immunoelekiroferogram vid levercirrhos.

Med tillhjilp av denna analys kan man sluta sig till, att en
antigenstimulering av det antikroppbildande systemet agt eller
sger rum. Likaren #r mest intresserad av fragan, vilket det
stimulerande agenset #r, men den frigan kan inte besvaras
pi basen av denna analys.

En mycket sillsynt sjukdomsgrupp, agammaglobulinemin,
karakteriseras av, att immunglobulinerna niistan helt saknas 9,

Fig. 4. Immunoelektroferogram vid agammaglobulinemi,
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fig. 4. Samtidigt dr antalet plasmaceller nedsatt, De hor till det
retikulo-endoteliala systemet.

I ovannémnda fall dir immunglobulinernas koncentration gene-
rellt forhojd eller sinkt. Till en skild kategori kan man hanféra
de sjukdomar, diir en fraktion av immunglobulinartade proteiner
specifikt dkats. Da kan man ofta se en minskning av ovriga
immunglobulinfraktioner 19, 84 ir fallet med patienter, som lider
av myelom, en elakartad sjukdom, dir plasmacell-lika celler
okonfrollerat 6kas. Da #r oftast en y-globulinfraktion med en
starkt avgrinsad elektroforetisk mobilitet tkad ps de andra
immunglobulinernas bekostnad 7 fig. 5. Ibland #r det f,A-
fraktionen, som #r starkt kad ¢ (Fig. 6), ibland forekommer s.k.

Fig. 5. Immunoelektroferogram vid myelom med y-paraproteiner (=P) med
olika elektroforetisk mobilitet.

Fig. 6. Immunoelektroferogram vi | myelom med B.A-paraproteinemi,
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Bence-Jones-proteiner i serum. Det ar dggviteAmnen med lag
molekylvikt, som immunologiskt ér besliktade med y- och/eller
B.A-globulinerna.

Patienter, vars serum innehaller 6kade méngder §,M-globulin
medan Ovriga immunglobuliner minskat i koncentration, lider
av Waldenstréms sjukdom, som dven den &r synnerligen sill-
synt 3, fig. 7.

Fig. 7. Immunoelektroferogram vid Waldenstréms sjukdom.

Vid leukemier kan nagon ging forekomma bristande balans
mellan immunglobulinerna sa, ath nagot slag av dem saknas 9,
Niir det giiller att pavisa, att nigon fraktion av immunglobu-
linerna specifikt okats, ir en immunoelektroforetisk analys av

nytta.

Summary

This paper is a lecturo delivered before the Finnish Chemical Society Novem-
ber 14th 1960. The technique of immunoelectrophoresis is described, and its
use by the protein chemist and the clinical chemist are discussed.
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Jonbyteskromatografi av proteiner

(Ion-exchange Chromatography of Proteins)
Tor-Magnus Enari
Bryggerilaboratorium, Helsingfors.

Junbyteskromatografin har visat sig vara en synmnerligen
limplig metod for analys av manga inom biokemin viktiga for-
eningar. Sa gott som alla smamolekylira féreningar kan frak-
tioneras och analyseras kvantitativt med tillhjalp av dessa
metoder. Vid analys av stormolekylira féreningar sasom pro-
teiner, har diremot icke tidigare jonbyteskromatografin kunnat
tillimpas i storre utstriickning. Forst de nyligen utvecklade cellu-
losajonbytarna har mdjliggjort en allminnare anvindning av
jonbyteskromatografin inom proteinkemin.

Proteinernas sirstiillning, i jimforelse med smamolekylara for-
eningar, beror pa tre egenskaper némligen deras stora molekyi-
storlek och deras polyvalens samt molekylernas tendens att 1itt
denatureras 1.

En jonbyteshartspartikel kan ténkas vara ett klot som be-
star av ett nitverk bildat av polystyrenkeder sammanbundna
av divinylbenzenbryggor. Ju storre hartsets »cross linking» &r
desto tiitare dr niitverket och desto mindre halen. Den storsta
delen av jonbytarens joniserbara grupper befinner sig inne i
detta nitverk och fér att reagera med dem méste en molekyl
tringa in i detta. Proteinmolekylerna ér, med nagra fi undan-
tag, for stora for att kunna gora detta. Proteinmolekylerna rea-
gerar endast med de joniserade grupper som befinner sig pa
jonbytespartikelns yta. Pa grund av detta minskar jonbytarens
kapacitet till en brakdel ay vad den normalt &r. Som en foljd
av kapacitetsminskningen minskar éven separationsformégan.
I nagon man kan kapacitetsminskningen motverkas genom aftt
anvinda mojligast finférdelat jonbytesharts. Vanligen anvinder
man for proteiner harts av minst 200 mesh finhet.

Cellulosajonbytarna har en helt annorlunda byggnad. De
bestar av cellulosafibrer som biirande material pa vilket joniser-
bara grupper kopplats. De har inte jonbyteshartsernas nitstruk-
tur och dirfor dr alla joniserbara grupper litt atkomliga ocksa
for stora molekyler.

Proteinmolekylen ér en polyvalent molekyl som binds vid
jonbytaren med flere bindningar. Nir proteinet elueras ur jon-
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bytaren maste alla bindningar mellan en proteinmolekyl och
jonbytaren brytas samtidigt for att proteinmolekylen skall lossna
och flytta sig till foljande bindningsstille. Den for eluering an-
viinda 16sningen bor alltsd effektivt bryta alla dessa bindningar.
I praktiken betyder detta att man har en sallt eller intet» -process
d.v.s. proteinets Re-virde i eluanten #r antingen 0 eller 1.
Dirfér kan man vid jonbyteskromatografi av proteiner vanligen
inte anvinda en enda losning for eluering utan man maste
anviinda varierande pH och jonkoncentration. I allminhet upp-
nas det bista resultatet om man anviinder en kontinuerlig pH-
och jonkoncentrationsgradient. Proteinerna adsorberas alltsd pa
jonbytaren ur en utspidd buffertlosning och elueras med sti-
gande jonkoncentration. Dirvid ér alla proteiners R-virden
forst 0 och nér jonkoncentrationerna okar overgar de vid en
viss punkt $ill 1. D4 denna évergang for olika proteiner sker vid
olika jonkoncentrationer kan proteinerna pa detta sitt separeras
fran varandra. Naturligt dr att om man vill ha reproducibla
kromatogram bér man kunna reproducera jonkoncentrations-
och pH-gradienterna med mycket stor noggrannhet.

En svarighet vid kromatografi av proteiner ir att de lits
denatureras. Denaturering kan férorsakas av relativt sma pH-
forandringar eller av reaktioner mellan jonbytaren och protein-
molekylerna. For att eluera proteiner ur en stark jonbytare ford-
rag koncentrerade saltlosningen och hoga eller laga pH-viirden.
Vid stora saltkoncentrationer fills proteinerna ut och vid extrema
pH-viirden denatureras de. Av dessa orsaker undviker man i
allménhet starka jonbytare vid proteinarbeten. Endast i nagra
specialfall har goda resultat uppnatts med starka jonbytare medan
man vanligen anvinder svaga katjon- eller anjonbytare. Av de
vanliga jonbyteshartserna, vilka ha ett hydrofobt matrix, har
de svaga katjonbytarna visat sig vara de limpligaste vid kro-
matografi av proteiner. Mest anviind #ir Amberlite IRC-50 eller
XE-64 som har karboxylgrupper som joniserbara grupper.

Jonbyteshariser

Jonbyteskromatografin av proteiner skiljer sig fran t.ex.
aminosyrornas kromatografi diri att processen inte &r en ren
jonbytesprocess utan att ocksa adsorption av protein pa jon-
byteshartset i hog grad inverkar pa resultatet. T.ex. den basiska
aminosyran lysin binds av en karboxyl-jonbytare bist vid pH
7.3. Om eluantens pH héjes nirmar det sig lycinets isoelektriska
punkt (9.3) och aminosyrans dissociationsgrad minskar; som en
foljd hirav elueras lysinet ur kolonnen. Om eluantens pH dir-
emot siinkes minskar ater jonbytarens karboxylgruppers dis-
sociationsgrad och igen elueras lysinet. Aven ett basiskt protein,
t.ex. cytokrom c, binds vid pH 7.3 av jonbytaren och elueras
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om lésningens pH hdjes till proteinets isoelektriska punkt (10.1),
Om eluantens pH siinkes till 5 binds déremot proteinet bara
starkare vid jonbyteshartset. Man trodde tidigare att detta
berodde pa att viitebryggor bildades mellan odissocierade kar-
boxylgrupper och proteinmolekylerna. Denna hypotes kull-
kastades nir man fann samma effekt dven hos sulfonsyra-
jonbytare, vilka ir helt dissocierade vid pH 5. A andra sidan
forkommer denna effekt icke hos cellulosajonbytarna. Man for-
klarar nu detta fenomen med att anta att proteinet vid ligre
pH-viirden upptar protoner och Gvergar i en annan form som
binds starkt av karboxyl-jonbyteshartset. En dylik oselektiv
bindning vid pH 5 har observerats hos alla undersékta proteiner.
Det hydrofoba hartsmatrixet deltar pa nagot sitt i denna process
och i extrema fall dr reaktionen irreversibel. Labila proteiner
kan ofta inte mera elueras utan att de samtidigt denatureras,

Karboxyl-jonbyteshartserna kan saledes anviindas for kro-
matografi av relativt stabila, smamolekylira (M~ 10 000) och
basiska proteiner. Dylika proteiner binds, tack vare sin hoga
isoelektriska punkt vid pH-viirden storre én 5 varvid ingen
irreversibel bindning sker.

Med tillhjilp av Amberlite IRC-50 har nagra enzymer fram
gangsrikt fraktionerats eller renats. Sadana ér t.ex. cytokrom e,
chymotrypsin, chymotrypsinogen, lysozym, ribonukleas och
papain.

Cellulosajonbytare

Kromatografi av alla proteiner har blivit majligt forst under
de senaste tio aren da cellulosajonbytarna som utvecklats av
Sober och Peterson 23 samt Porath 4 blivit tillgingliga. Cellu-
losajonbytarna framstills ur alkali-cellulosa som far reagera med
limpliga halogenderivat. Jonbytaren bestar alltsa av sura eller
basiska grupper som med en ester- eller eterbindning kopplats
till a-cellulosa. Vid framstillningen fordndras inte cellulosans
fiberstruktur varfér jonbytaren ir oloslig och icke sviiller i hogre
grad i utspidda syra- eller baslosningar. Jonbytesegenskaperna
hos dessa cellulosajonbytare #r likadana som hos vanliga jon-
byteshartser men de har vissa betydande fordelar vid kromato-
grafi av proteiner. Deras matrix bestar icke av ett nétverk utan
de har en oppen fiberstruktur sa att #ven stora molekyler kommer
it att reagera med alla joniserade grupper. Dirfor ir deras kapa-
citet vid bindning av proteiner relativt stor. De viktigaste cellu-
losajonbytarna finns upptagna i Tabell 1.

Dietylaminoetylcellulosa (DEAE-cellulosa) och trietylamino-
etylcellulosa (TEAE-cellulosa) &r basiska jonbytare som har
fatt den stérsta anvindningen inom proteinkemin. ECTOLA-
cellulosan dr en reaktionsprodukt av epiklorhydrin, trietanol-
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Tabell 1. Cellulosajonbytare och deras viktigaste anvindningsomréde.

Jonbytare Aktiv grupp Anvéndning
Anjonbytare
C,H,;
DEAE-cellulosa +0-CH,-CH,:N Proteiner, Enzymer
Hormoner
C,H,
C,Hs
./
TEAZE-cellulosa +0-CH,.CH,-N Proteiner, Enzymer
g Csz
C,H;,
ECTEOLA-cellulosa | okénd Nukleinsyror, Virus
PAB-cellulosa +0.CH, - C¢H,-NH, Stormolekyléira
nukleinsyror
Katjonbytare
CM-cellulosa -0-CH,.COOH Basiska proteiner
Hormoner
P-cellulosa -0-PO,H, Basiska proteiner
SE-cellulosa -0-CH, CH,-SO,H l Proteiner

amin och natriumcellulosa. Den &r svagare basisk in DEAE-
och TEAE-cellulosa. Den svagaste anjonbytaren dr p-amino-
benzylcellulosan (PAB-cellulosa) som har visat sig speciellt
lamplig fér kromatografi av hogmolekylira nukleinsyror vilka
inte kan elueras ur ECTEOLA-cellulosa utan att nedbrytas.
Carboxymetylcellulosan (CM-cellulosa) &r en svagt sur jon-
bytare och har visat sig vara mycket anvandbar for kromato-
grafering av proteiner. Fosforylerad cellulosa (P-cellulosa) och
sulfoetylcellulosa (SE-cellulosa) &r starkare katjonbytare.
Cellulosajonbytarnas kapacitet dr i allménhet 0.5—1 mekv/g.
Detta tal verkar litet i jamforelse med jonbyteshartsernas kapa-
citet som vanligen dr 5—10 mekv/g. Cellulosajonbytarna for-
mar dock tack vare sin 6ppna fiberstruktur, binda mera protein
#n jonbyteshartserna. Da dessutom proteinernas molekylvikt
ar stor kommer cellulosajonbytarnas kapacitet att vara fullt
tillricklig for kromatografi av proteiner. I allménhet férmar
cellulosajonbytarna binda n#stan sin egen vikt protein. Den
storsta fordelen med cellulosajonbytarna &r i alla fall att deras
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hydrofila matrix icke irreversibelt binder proteiner och icke
fororsakar denaturering av dem.

Cellulosajonbytarna har forst anviints for kromatografi av
blodserum ® och andra djurproteiner 1,55 men i nigra fall har
de @ven anvints for undersékningar av viixtproteiner, t.ex.
fran kalblad ¢ och sojabénor 7 samt mikroorganismer, t.ex. olika
enzymer fran E.coli8,

Vid en undersokning av albuminer hos olika sidesslag 9,10,
anviindes kromatografi pa DEAE-cellulosa. Ett vattenextrakt pa
finmalet, acetonbehandlat mjol renades forst med tillhjilp av
gelfiltrering pa Sephadex G-25. Genom att utfora gelfiltreringen
ien 5 mM fosfatbuffert pH 7 Gverférdes albuminerna samtidigt
i denna buffert ur vilken de biist adsorberades pa jonbytar-
kolonnen. Ca. 20—35 9, av proteinerna passerade genom kolon-
nen. Dessa proteiner ir tydligen basiska med en isoelektrisk
punkt hogre én pH 7. De av jonbytaren bundna proteinerna
eluerades med tillhjilp av gradienteluering med stigande jon-
koncentration och sjunkande pH (Fig. 1). Dirvid erhdlls av
samtliga siidesslag en liknande bild. Resultatet visar att albu-
minfraktionen i alla dessa fall bestdr av en basisk fraktion och
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Fig. 1. DEAE-cellulosa-jonbyteskromatografi av albuminer hos olika sidesslag.
A = vete, B = havre, C = rig, D = korn. Eluering med fosfatbuffertlésning,
Fraktionernas storlek 2.7 ml.
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minst 15 olika neutrala eller sura proteiner. Den totala albumin-
miingder var storst i vete och havre och minst i rag. Vete inne-
héaller minst sura albuminer, och havre innehaller minst (20 9)
basiska proteiner.

En jamforelse av albuminerna hos olika kornsorter 1% visade
att en tydlig skillnad med denna metod kan pavisas mellan
sexradskorn och tvaradskorn. Diremot synes skillnaderna mellan
olika tvaradskorn bero i higre grad pa vixtplatsen én pé korn-
sorten. ¢

D4 likadana kornextrakt #ven undersokts elektroforetiskt 13
erbjuder detta en god mdjlighet till jaimforelse av olika metoder.
Med papperselektrofores erholls 8 olika fraktioner ur extraktet
med fri elektrofores erholls 3 fraktioner och med stérkelse-
elektrofores 10 fraktioner. Extraktet uppdelades med tillhjalp
av DEAE-cellulosa i tre grupper: basiska, neutrala och sura
proteiner och dessa fraktioner analyserades med tillhjdlp av
papperselektrofores. Dérvid erholls ur den basiska proteinerna
3 ur den neutrala 4 och ur sura 2 fraktioner. DEAE-cellulosa-
kromatografins separationsforméga #r alltsd mycket béttre &n
elektroforesens. Endast de basiska proteinerna kunde inte upp-
delas med DEAE-cellulosan medan papperselektrofores gav 3
fraktioner. For kromatografering av dessa basiska proteiner bor
man naturligtvis anvinda en katjonbytare t.ex. CM-cellulosa
och f6rsok med denna har ocksé redan paborjats.

Summary

The special properties of the proteins affecting their behaviour in ion-ex-
change chromatography i.e. their great molecular size, their high valency and
their denaturation, have been shortly described. Chromatography on ion-
exchange resins yields good results only when applied to basic proteins of low
molecular weight. (M~10 000) and relatively high stability 1. The cellulose ion-
exchangers developed by Sober and Peterson 22 and Porath ¢ are more widely
applicable. The types of cellulose ion-exchangers are presented in Table 1.
They have been used for chromatography of blood serum 5 and other animal
proteins 1,58 but in some cases also vegetable proteins such as cabbage ¢ and
soybeens 7 and proteins from microorganisms e.g. enzymes of E. coli 8,

In the Laboratory of Brewing we have studied cereal albumins #,10,11,13
using chromatography on DEAE-cellulose. Patterns obtained by chromato-
graphy of wheat (A), oats (B) rye (C) and barley (D) are shown in Fig, 1.
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Finska Kemistfundets verksamhet

Protokoll fért vid Finska Kemistsamfundets ordi-
narie mite den 13 mars 1961 i Tekniska Féreningens
i Finland lokal. Férhandlingarna leddes av ord féranden
dr Gfustafsson med undertecknad Enari vid proto-
kollot, Nirvarande 24 personer,

§ 1. Stadgarna for Forlagsforeningen Acta Chemica Scandinavics uppléstes
och godkindes.

§ 2. Stadgarna for redaktionen for Acta Chemica Scandinavica uppléstes
och godkéndes.

§ 3. Overenskommelsen med Suomalaisten Kemistien Seura angaende for-
delningen av den finlindska dgordtten i Acta Chemica Scandinavica upplistes
och godkiindes,

§ 4. Centralridets fér Finlands Kemister bokslut for ar 1960 och revisions-
berdttelsen upplistes. Bokslutet godkindes,

§ 5. Till ny medlem i Samfundet invaldes fil.mag. Tor Stolpe pa férslag av
dr Gustafsson och dr Smedshund,

§ 6. DipLing. A. Alm héll ett féredrag om magnefitmetoden, I anledning
av foredraget yttrade sig herrar Enkvist, Rosengvist, Ornhjelm, von Konow,
Gustafsson och Klingstedt samt foredragshallaren,

§ 7. Dos. J. J. Lindberg hall et foredrag om dimotylsulfoxidens fysikalislka
kemi. I anledning av féredraget yttrade sig hervar Iinkvist, Gustafsson och von
Konow samt firedragshallaren, Féredraget publiceras i Finska Kemistsam-
fundets Meddelandon.

§ 8. Efter motet foljde samkviam.

Charley Gustafsson T.-M. Enari

Dipling., A. Alm: sMagnefitmetoden — en ny modifikation av sulfitcellulosa-
processens. (Referat ). T avsikt att forbattra sulfitprocessen har vid et flertal
omfattande forskningsarbeten undersokts vilka resultat man kan uppna genom
att byta ut kaleinm mot nagon av de .k, losliga baserna magnesium, natrium
eller ammonium, Dessa bisulfitforeningar erfordrar till atskillnad fran kaleium
inte nagot svaveldioxidéverskott for att 16sa sig i vatton, Kokvitskans surhets-
grad, pH, ar darfor flexibelt och kan varieras inom ett vidstrickt omrade
speciellt vid natrium och ammonium som bas. Vid ett konventionellt sulfit-
kok ar pH ca 1.5, Det har visat sig att man med en kokvitska som innehallor
en vattenlosning av do lésliga basernas bisulfitforoningar och utan svavel-
dioxiddverskott, vid pH 8—5 kan koka massor med avseviirt battre styrke-
egenskaper dn vanliga sulfitmassor,

Vid den s.k. magnefitprocessen anviindes magnesium som bas och kokningen
sker vid pH 3.5 —4.5, Forfarandet har utvecklats av kanadensarna Tomlinson,
Tomlinson 11, Bryce och Tuck. Orsaken till dot stora intressot fér mugnefit-
processon betingas delvis av forbittrade massacgenskaper och delvis av tekniska
och ekonomiska skal. Do mest visentliga fordelarna ar foljande:

L. franvaron av fri svaveldioxid méjliggér en avsevirt forenklad koksyra-
framstallning och -hantering.

2. kortare koktider in vid vanliga sulfitkok ar mojlign med kad kokarkapacitet
som foljd,

3. kemikaliedtervinningsprocessen ir enkel och sedan flera ar i anviindning

vid vanliga sulfitfabriker med magnesinm som bas.

4. massans styrkcegenskaper ar avseviirt bittre in hos vanlig sulfitmassa och
t.oam. i vissa avseenden jimférbara med sulfatmassans,
5. massautbytet ir dtminstone lika hogt som vid sulfitforfarandet och betyd-
ligt hogre iin vid sulfatmetodon,

6. magnefitmassa &r som oblekt ungefir lika ljus och I_é.tbblnkt som sulfit-
massa. Sulfatmassa dr mork och fordrar en ritt komplicerad blek‘mng.

7. magnefitkokningen &r ritt flexibel och olika massatyper kt.m erhallas. Tall-
ved kan anvindas med battre resultat &n vid vanlige sulf{tkok. )
Magnefitprocessen synes avsovirt ha oOkat sulfit(:ullulosmndus!;rms fram-

tidsutsikter men om nya och éunu biittre metodqr kan uta,rbom‘s sl d\"er f lybtaa

tyngdpunkten givetvis pi dem. Cel]uloaa.fqrakmngen"nrbc.vmr intensivt pa att
utveckla nya forfaranden och redan nu ér intresset for ullkn. slag av f luralugf;-
kokning stort. Detta slag av kokning erbjuder biittre mo;l!gheter att anpassa
botingelserna och leda de olika uppslutningsreaktionerna sa att biista mojliga

resultat uppnaés.

Protokoll fort vid Finska Kemistsamfundets ordi-
narie mote den 10 april 1961 i Tekniska Féreningens
i Finland lokal. Férhandlingarna leddes av ordféran-
den dr Gustafsson med undertecknad Enari vid proto-
kollet. Nirvarande 28 personer.

§ 1. Till ny medlem i Samfundet invaldes fil.mag. Carl-Gustaf Gref pa for-
1 yrof. Enkvist och lie. Saris. - v
’ a§g ‘.l’.livb‘lekretorm-an meddelade att The Chemical Society, London ordnar ett
«Symposium on Inorganie Polymersy i Nottingham 18——2.1. 7. 6L )

§ 3, DipLing. N. H. Simberg holl ett foredrag om den blOl.(OmISkﬂ m:lustr.m
vid Rajamiki fabriker. T anledning av foredraget yitradoe sig herrar Enlkvist

h CGustafsson samt féredragshéllaren. ] )
00§ 4. En firgfilm fran Rajamaki fabriker forevisades. Filmen levandegjorde
dipling, Simbergs [orodrag, w8,

I; 5.gl~‘il.lic. V‘imnica Sundman héll ett fGredrag om aspt?kter pa lignm'ets
biologiska sonderdelning. I anledning av firodraget ytirade sig herrar Iinkvist,
Gadd och Gustafsson samt firedragshallaren.

§ 6. Efter motet foljde samkvim

Charley Gustafsson T.-M. Enary
Dipling. N. H. Simberg: Biokemisk industri vid Rajamdki fabriker (referat).

j i i i i Fabrik Jiebolag uppforde
Rajamilki fabriker grundades &r 1888, di Hyvinge Fabriks .'i&ktu.e ) ;
ern Jj{utfabrik i Rajamilki intill jarnvigen Llyvmgn—]:h.mgo. Y:d )&stﬁtama.th.ll-
ningen uppstod ansenliga mingder alkohol, vilken togs tillvara i en destillations-
anliggning i anslutning till jiistfabriken.

Dgﬁ s.l,:. Wiener-metoden, som da tillimpades, gav ett utbyte On.v endast
10—12 9}, viknat pa den inmiskade spannmilen, men Sliiromog 25 9, alkohol.
Jiisten togs tillvara genom skumning av den jisandoe vorten. Bt kvarts sekel
genare infordes luftningsforfarandet, varvid jastutbytet steg till det dubbla.
Tilloppsmetoden slutligen, som infordes pa 1920-talet med melass som substrat,
gor ett utbyte pa upp till 100 %, varvid uppkomsten av alkohol helt kan und-
vm&s. . . ., AR .

Under sjilva framstillningsprocessen sker en kraftig .ukmug‘ av jisteell-
massan, under 1 veckas effektiv jasning upp till 500 000 ganger, ‘c’emfin startar
fran renkultur och i birjan ar jasningarna helt anaeroba, luftningen Okar ofter
hand och férsdljningsjisten tillverkas under helt asroba forhal]u:nd_en i jaenings-
karen. Under dessa olika stadier sker forandringar i jistens saval leviive- och
fosforhalt som i kolhydratsammansittningen. Likasd forandras ocksa jastens

2 ktivitet och halt av olika enzymer, ) )
Ungﬁaga krav pi jistens kvalitet, som husmidrarna ocl‘nll.)agene_rna_ idag
stisller kriwver en modern teknisk utrustning. Melm;gen steriliseras i virme-
viixlare och klarifieras med separatorer, melassmatningen s}kcr al‘uboma.t,nskt,
likasa tillsatsen ay nirsalter och luften filtreras fore inblasning. Efter separe-
ringen avvattnas jiston medels vakuumtrumma och forpackningen sker helt

maskinellt.
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Jastproduktionen vid Rajamiki &r 5700 tn/ar eller 65 9, av landets hela
produktion,

Avfallsvattnet fran jiastfabriken renas first genom anaerob rétning varvid
i dygnet bildas 1000 m3 gas, som brinnes under pannorna, Efter sedimentering
passerar avloppsvattnet tvi biologiska baddar, av vilka den ena med 1000 m3
krossten torde vara det storsta biologiska filtret i landet, Under reningen nedgir
den biologiska syreférbrukningen till en hundradedel,

Attiksframstillningen sker genom en luftad oxidationsjisning av utspadd
etanollésning, Hérvid erhdller man 10 %:ig hushillsiattika, som dven innehaller
vissa aromiimnen, ss. estrar, I Rajamiiki anviinds som aktiv bakterie en ren-
kultur av Aeetobacter suboxydans, som lever pa ytan av bjorkspinor. Genom
att anvanda sig av renkultur, behiirskar man Tittare processen sdvil biologiskt
som tekniskt., Attikproduktionen ér c. 1 milj, 1/ar, varav halften gir till kon-
servindustrin och hilften siljs tappad pa flaskor till hushallen.

I briuneriet tillverkas sprit genom jiisning av stirkelsen i potatis eller sid,
vanligen korn eller vete. Jifter forklistringen, som sker genom kokning med
inga under dvertryck, forsockras miisken med malt eller mogelsuspension. Mis-
ken forjises med speciell brannerijist, men ocksd vanlig bagerijist kan anvin-
das. Lfter jasningen innehaller misken 7—8 9%, etanol, vilken frandestilleras i
fraktioneringskolonn, Dranken gar till kreatursfoder till jordbrukarna i
omnejden,

For att forenkla forsockringsproceduren har i Rajamaki utarbetats en metod
for submersframstillning av mogel, vilket ersitter gronmaltet, som hittills har
anvints, Moglet, Aspergillus niger, har nimligen formagan att bilda amylas-
enzym, som behdvs vid forsockringen, Det har lyckats att uppnad fullgoda
resultat vid fabriksdrift,

Fillic, Veronica Sundman: Aspekter pd ligninets biologiska nedbryining (referat).

De grona viixterna pa  jorden assimilerar atmosfirens koldioxid (CO,)
och bygger ur denna upp organisk substans i sidan mingd, att atmos-
farens reserv av CO, skulle vara uttomd pd ca 25 ar. Livet pa jorden skulle
darfér avetanna om inte motsvarande mangd organisk substans skulle sénder-
delas och ater forvandlas till koldioxid, For denna livsviktiga sonderdelnings-
process, som gar via matjordens humusbildning, svarar jordens mikroorga-
nismer,

Ligninet, som utgor inda upp till en tredje del av de férvedade vaxternas
substans, sonderdelas relativt lingsamt och omvandlas i jorden till mérkfargade
huminsyror. Man har icke nagon klar bild av vilka mikroorganismer det ir
som i jorden utfér denna humifiering,

Det finns ett stort antal svampar, dels rétsvampar, som angriper tra, dels
marksvampar av olika slag, de flesta bekanta genom sina hattformiga frult-
kroppar, som formir sénderdela lignin. En del av dessa ir mycket effektiva
ligninnedbrytare. Svamparna angriper ligninet med hjilp av ett enzym — lac-
cas—, som utsondras fran svamphyferna,

Trots upprepade forsék att pavisa en bakteriell nedbrytning av lignin ar
resultaten av tidigare arbeten riitt ositkra och motstridiga. Bakteriernas stora
antal i jorden och deras formiga att nedbryta de mest vixlande substanserna
talar dock foér att speciellt den sk. autoktona delen av jordens mikrobflora skulle
vara delaktigi ligninnedbrytningen, Ior att nirmare utreda frigan om bakterier
formar angripalignin harett lingre forskningsprogram, finansierat med amerikan-
ska medel, igangsatts vid Univeraitetets mikrobiologiska inrattning, Det lignin-
preparat, som anvints har isolerats sa skonsamt som mojligt, med alkalisk
otanollésning, ur naturligt anrikat lignin, d,v.s. ur brunrétat trit. Det har lyckats
att i jord piavisa bakterier som viixer pa detta ligninpreparat som enda kolkalla,
Ligninet demetoxyleras och oxideras av bakterierna, men alla narmare detaljer
om huru oxidationen sker saknas annu. En stor del av de bakterier som f6rmir
tillgodogora sig ligninet utgors av polymorfa, Gram-positiva arter, typiska re-
prosentanter for den autoktona jordfloran, om vars funktion i jorden man hit-
tills icke haft nigon klar forestallning.
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