Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepraparate.

1. Mitteilung.
Von
H. von Euler und Olef Svanberg.

Uber die Reinigung unserer F-Prapar&te durch Dialyse.
Mit 1 Figur im Test.

(Der Redaktion zngeg&ngen am 20. Hai 1920.)

In einer Reihe von Mitteilungen haben wir die Darstellung
einiger von uns als F-Praparate bezeichnten Saccharase-
I6sungen sowie die mit diesen Lésungen ausgefiihrten Versuche,
welche teils die Diffusionsgeschwindigkeit (Molekulargrofie)
unter verschiedenen Bedingungen, teils die Vergiftungsreaktionen
und die damit im Zusammenhang stehenden Erscheinungen
betrafen, veroffentlicht’)*) *)i)e).

Die vorliegende Untersuchung betrifft die Frage, wie
weit sich unsere F-Praparate durch Dialyse in dinnen
Kollodiummembranen reinigen lassen, und in welcher Weise
die chemische Zusammensetzung des Materials mit der Akti-
vitatsverbesserung Hand in Hand geht. Dal} eine recht weit-
gehende Entfernung der stickstoffhaltigen Verunreinigungen
der Saccharasepraparate sich durch Dialyse leicht ausfiihren

) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920).

*) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. 110 (19*20).

*) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 8, S. 330 (1920).

4) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4, S. 29 (1920).

5) Euler und Svanberg, Arkiv for Kemi Bd. 7, Nr. 27 (1920).

*) Euler und Svanberg, Fermentforschung Bd. 4 (1920).
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laikt, ist schon fruherl)*)?*) vielfach beobachtet worden, ohne
dal? jedoch ein stickstoffreies Praparat dargestellt worden ist,
und ebenso wurde noch nie untersucht, in wie hohem Grade
der quantitativ immer tGberwiegende Bestandteil der Saccharase-
I6sungen, der Hefegummi, beiVersuchen dieser Art anwachst.
Wir halten es fur moglich, durch Verfolgung dieser Verhalt-
nisse zuletzt die Entscheidung treffen zu konnen, ob in das
Rohrzucker-spaltende Enzym Kohlehydrate bzw. héhere Kohle-
hydratreste wirklich zu einem betrachtlichen Grade eingehend),
oder aber ob andere Grundsubstanzen als Trager des hohen
Molekulargewichts der Saccharose vorausgesetzt werden missen.

Experimentelle VVorbemerkungen.

Um die Unterschiede zwischen den Diffusionsgeschwin-
digkeiten des Enzyms und der Stickstoffsubstanzen in unseren
Enzymlosungen zahlenmalig feststellen zu konnen, wurden
zuerst einige Versuche uber die freie Diffusion der Losung
3F«5 gegen reines Wasser angestellt. Die dazu verwen-
deten Apparate, sog. vierschichtige Plattenapparate, waren
aus plangescbliffenen Messingplatten hergestellt und in einem
massiven Holzsockel einmontiert. Die Schichth6he betrug
fast genau 10 mm, das Volumen war etwa 25 ccm pro
Schicht. Die Figur, zeigt eine Modifikation dieser- Apparate
im Durchschnitt. Die drei oberen Schichten waren, wie aus
der Figur hervorgeht, zu einer einzigen vereinigt, die gegen
die Bodenplatte nach sparsamer Schmierung sanft verschieb-
bar war. Es ist also ein vereinfachtes Modell der von uns
friher zur Ermittlung der Diffusionsgeschwindigkeit der Sac-

*) Euler und Kullberg, Diese Zeitsehr. Bd. 73, S. 835 (1911).

*) Euler und Svtnberg, Diese Zeitscbr. Bd. 107, S. 269 (1919).

*) Svtnberg, Diese Zeitscbr. Bd. 109, S. 65 (1920).

*) Siebe hierzu Euler und Fodor, Diese Zeitscbr. Bd. 72, S. 339
(1911). Die daselbst einleitungsweise geftullerte Vermutung fiber die
chemische Verwandtschaft zwischen Saccharase und Hefegummi [&RBt
sich immer noch aufrecht erhalten.
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charase benutzten Vierschichts-Glasapparatel). Die Diffusions®
versuche wurden unter Einhaltung derselben Vorsichtsmal3-
regeln und in demselben Kellerraum wie in der genannten
Untersuchung ausgefuhrt. )

Die Dialyseversuche wurden init diinnen Kollodiummem-
branen ausgefiihrt, welche aus einer Mischung von einem Teil
kauflichen Kollodiums und etwa zwei Teilen Ather in Reagehz-
réhren von 7 cm Lange und 2 cm Diameter hergestellt worden,
waren. Die so erhaltenen Membranen falten 10—16 ccm
EnzymlGosung. Es kamen nur frisch hergestellte Membrane
zur Verwendung. Sie wurden oben mit Korkstopfen versehen,
der Verschlul? wurde mit einem aus einem Paragummischlauch

hergestellten Gummiring gedichtet; nach der Anbringung des
Gummiringes wurden der Kork und die Membran oberhalb
des Ringes mit dickem Asphaltlack gleichméRig Uberzogen
und die nun fertigen Dialysatoren in destilliertes Wasser ein-
gehangt, wobei zu vermeiden war, daR der Lack mit dem
Wasser in Beriihrung kam, ehe er ganz trocken war. Die
Membranen flllten sich innerhalb weniger Stunden ganz prall
mit Wasser an, und nur in zwei Fallen muf3te ein Schlauch
wegen Ausbleibens dieser Erscheinung als verdachtig ver-
worfen werden. Beim Abbrechen der Dialysen wurden die
Schlduche abgetrocknet und zerschnitten. Um einen Begriff
von der Durchléssigkeit der verwendeten Dialysatoren fir
niedrigmolekulare Substanzen zu geben, wurde eine Versuchs-

*) Euler, Hedelius und Svanberg, Diese Zeitschr. 110 (1990).
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reihe mit Rohrzuckerlésung ausgefihrt. Es wurden finf Mem-
brane in der oben beschriebenen Weise mit einer 8%igen
Rohrzuckerlosung beschickt und in einen mit etwa 3 Liter
dest. Wasser (also einem groRen UberschuB) zur Halfte ge-
fullten Glaszylinder eingehéangt; die Konzentrationsschlieren
flossen schnell zum Boden des Zylinders. Von Zeit zu Zeit
wurde ein Schlauch herausgenommen und untersucht. Die
folgende Tabelle gibt die nach verschiedenen Diffusionszeiten
im 1 dm-Rohr erhaltenen polarimetrischen Ablesungen (10 ccm
der Proben wurden mit 10 ccm 5°/0iger Sodalésung gemischt).
In dem letzten Stabe sind die nach der logarithmischen Formel

berechneten Werte von k angegeben worden.

Minuten  Drehung

¢ a k10
0 2,63 (79, extrapoliert)
30 1,60 72
60 1,05 67
90 0,68 65
120 0,58 55
240 0,18 49

Die Stickstoffbestimmungen in dieser Arbeit wurden samt-
lich nach der Mikro-Kjeldahlmethode Bangs ausgeflihrt,
wobei dieselben Reagenzkonzentrationen und Proportionen an-
gewendet wurden, wie von Hedelius in einer friheren Mit-
teilung aus dem hiesigen Laboratorium angegeben worden ist.l)
Die Losungen wurden aufs neue mit Kahlbaums reinstem
Ammoniumsulfat mit den in Betracht kommenden Stickstoff-
mengen (zwischen 0,5 und 2,4 mg N) genau kalibriert. In den
besonders stickstoffarmen Proben, wo etwa 100 mg Trocken-

*) Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S.i89 (1920).
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Substanz verbrannt werden mufR3te, wurde die Verbrennung mit
17a ccm Schwefelsaure unter Zusatz von 1 ccm Kupfersulfat-
I6sung ausgefuhrt. In den Ubrigen Fallen wie friher 1 ccm
HaS04 + 0,5 ccm Bertrand-Losung I.  Die Verbrennung
nahm etwa 2—4 Stunden in Anspruch.

Die Zuckeranalysen wurden nach Bertrand ausgefuhrt.
Neben der Titerstellung des Permanganats gegen Oxalat wurde
die Methode noch gegen reine Glukose (20, 30, 40 und 50 mg
Glukose) genau eingestellt.

Die héheren Kohlehydrate (der Hefegummi) der Saccharase-
I6sungen wurden durch Hydrolyse mit 5°/0iger Schwefelsdure
in Hexosen ubergefuhrt. 5 ccm der Proben Wurden in einem
50 ccm MeRkolben mit 15 ccm dest. Wasser und 1 ccm konz.
Schwefelsdure gemischt, nach 5-stindiger Hydrolyse in sie-
dendem Wasserbad zur Marke verdinnt und 15 ccm der so
erhaltenen Ldsung in drei Proben nach Bertrand analysiert.

Die Inversionsversuche wurden in der von uns schon
friher beschriebenen Weise ausgefiihrt. Die Ldsungen wurden
so bereitet, da® bei der Inversion aul3er dem Enzym in 60 ccm
der Losung 4,8 g Rohrzucker und 0,4 g prim. Kaliumphosphat
vorhanden waren. Von Zeit zu Zeit wurden Proben von 10 ccm
mit 10 ccm 5°/0iger Sodalésung vermischt und polarisiert.
Die Inversionsversuche wurden bei 18—18,5° ausgefuhrt. Die
Drehungen sowie die daraus nach der Formel

R+ L

k=10ol+ ] log o fL

berechneten Werte der Inversionskonstanten sind in den Bei-
lagen zusammengefal3t worden.

Versuchsergebnisse.

Zuerst sollen diejenigen Losungen, welche in dieser Ar-
beit zur weiteren Untersuchung kamen, hier definiert werden.
Es werden in der folgenden Tabelle die in Betracht kommen-
den Analy8enresultate und Konstanten zusammengefaft.
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1 ccm gibt
bei 498 Trocken- Gehalt des Trocken-
) Zucker gewicht - on gewichts lin
LOsung | versi der i, L.
nverS|ons- Min.
konstante ~ -0sung Hexosen
K+ 10* in % (nach Hydro- N
yse)
3Fa3 655 4,35 7,2 6,4 74,8 4,05
3Fa4 730 4,95 71 6,5 -
3Fa5 1440 10,65 6,5 71 — 3,55
3Fa6 1410 10,9 6,2 7,45 — —
(BF5) — — — — 69 4,53
(BFa2) — — — — 73 4,15
Diffusionsversuche.
Versuch 1.
Urspringliche Losung: 3 F 5.
Diffuaionszeit: 6,84 Tage.
Temperatur: 11,9—12,0°.
Hoéhe der Bodenschicht: 10 mm.
Saccharase:

1 ccm der Bodenschicht gibt dio Inversionskonstante: 935 (Beil. 1),

10 ccm der oberen Schicht geben die
Dies entspricht
in der unteren Schicht: 69,6% der Gesamtsaccharase,
in den drei oberen Schichten
zusammen: 30,4% ,

Trockengewicht :
in der unteren Schicht: 7,2 %.
in der oberen Schicht: 1,35%.
Dies entspricht

in der unteren Schicht: 64% der Gesamttrockensubstanz,

in den drei oberen Schichten
zusammen: 36%

Stickstoff:
0,5 ccm der Bodenschicht enthalt: 0,928 mg N,
1 ccm der oberen Schicht , @ 0,616 mg N.
Dies entspricht
in der unteren Schicht: 50,1% des Totalstickstoffes,
in den drei oberen Schichten
zusammen: 49,9%

" : 1364 (Beil. 2).
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Btickstoflgehalt des Trockengewichtes:
Vor der Diffusion: 8,55*/0.
Nach der Diffusion
in der Bodenschicht: 2,60%»
in der oberen Schicht: 4,50%.

Versuch 2.

Urspringliche Lésung: 3 F 5.
Diffusionszeit: 6,79 Tage.
Temperatur: 11,6—12,2®.
Hohe der Bodenschicht: 10 mm.
Saccharase:
1 ccm der Bodenschicht gibt die Inversionskonstante: 919 (Beil. 3),
10 ccm der oberen Schicht geben die , . 1368 (Beil. 4).
Dies entspricht
in der unteren Schicht: 69,1% der Gesamtsaccharase,
in den drei oberen Schichten
zusammen: 30,9%

Trockengewicht:

in der unteren Schicht: 7,20%,
in der oberen Schicht: 1,36%b.
Dies entspricht
in der unteren Schicht: 63,8% der Gesamttrockensubstanz,

in den drei oberen Schichten
zusammen: 36,2%

Stickstoff:
0,5 ccm der Bodenschicht enthalt: 0,94 mg N,

1 ccm der oberen Schicht » . 0,66 mgN.
Dies entspricht
in der unteren Schicht: 48,7% des Totalstickstoffes,
in den drei oberen Schichten
zusammen: 51,3% a

Stickstoffgehalt des Trockengewichtes
anfangs: 3,55%0,
in der Bodenschicht: 2,61%b,
in der oberen Schicht: 4,85%.

Durch die Diffusionsversuche ist also eine gewisse Schei-
dung des Materiales in mehr und in weniger saccharasehidtige
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Fraktionen erreicht worden, die Aktivitatsverbesserung pro g
Trockengewicht ist indessen, wie durch den Vergleich der
Diffusionsgeschwindigkeiten der Saccharase und der Trocken-
substanz hervorgeht, recht unbedeutend. Eine schérfere
Trennung sowohl hinsichtlich der Aktivitatsverbesserung als
der Entfernung der Stickstoffsubstanzen erweist sich mittels
der Dialyse durchfuhrbar.

Dialyseversuche.

Die erste Dialysefraktion.

Dia-

Iyst_ezeit Anzahl Anfangs- | End- k-i0* glerr Troc_ken- YoNdes e
StISn- Scchr::u- Volumen fcr; Bei- gevovlcht It Min. Trot?ken- xosea
e lege /o gewichts

3Fa3
19 4 40 58 376 5 225 80 58 1,78
18 4 40 59 379 6 226 805 575 1,86
18 4 40 60 29 7 192 74 6,25
22 3 30 46 344 8 222 743 62 188
26 4 40 63 317 9
19 4 40 61

23 230 347

3Fadu.5
25 8 80 138

3FaD 1 485 424 10 261 7,80 59" 1,93 85,3

(Die Farbe der urspriunglich gelb gefarbten Saccharaselésungen ver-
schwand bei der Dialyse beinahe vollstandig.)

Durch Vergleich dieser Zahlen (Dialyse 1—6) mit dem
Saccharasegehalt der undiffundierten Lésung 3 F a 3 finden
wir, dal} bei der Diffusion zwischen 10 und 20°/0 der Saccha-
rase verloren geht (vgl. S. 180). Das gleiche Ergebnis wurde
schon friher gefunden und dahin gedeutet, dal} die dinnen
Kollodiummembranen bei dieser Anordnung des Versuchs fur
das Enzym durchléssig sindl). Wir koénnen diese Deutung

¥ Svanberg, loc. cit.
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nunmehr berichtigen infolge des Ausgangs des folgenden
Versuchs:

1 Schlauch, Dialyse gegen konstantes dufReres Volumen.
Innenflassigkeit vor der Dialyse: 10 ccm 3 F a 3,

) . nach ,, » 1 14 ccm.
AuRere Flussigkeit , * , . 61ccm.
K »Vo- Nr.
lumen  der
Beil.

Vor der Dialyse: 1 ccm der Innenflissigkeit gibt k* 104=655 0655 11

Nach ,, , lccm . , K-10%=371 0520 12
Verlust:  20,5%
Nach der Dialyse: 25ccmd. AuRenflissigkeitgibt k+104=. 9 13
o, , . lccm der Innenflassigkeit
-4+ 25 ccm der AuBenflttssigkeit gibt k- 104=364 14

Aus diesen Zahlen ersehen wir

1. daB der EnzymVerlust nicht eine Durchléssigkeit der
Membran fir das Enzym voraussetzt, denn in der
AuBenschicht wird nur sehr geringe SaccharaseWir-
kung wiedergefunden,

2. dall er auch nicht auf der Dialysierbarkeit eines
Co-Enzyms beruht, denn die duRere Flussigkeit akti-
viert die innere Enzymldsung nicht.

Durch die erste Dialyse ist also der Stickstoffgehalt der
Trockensubstanz von 4 bis 1,9% gesunken, wéhrend der Kohle-
hydratgehalt gleichzeitig von 74,8 bis 85,3% (nach der Hydro-
lyse, als Glukose berechnet) angestiegen ist. Die Wirksamkeit
pro g Trockengewicht ist gleichzeitig von 6,5 bis 5,9 Minuten
verbessert.

Wie weit die niedrigmolekularen Substanzen aus der
Enzymlosung schon entfernt worden sind, zeigt die folgende

Gefrierpunktsbestimmung

an der Losung 3 F a D1: Die Gefrierpunktserniedrigung
betrug 0,03°.

Hieraus berechnet sich aus der Konzentration der Lésung
(2,61%) ein mittleres Molekulargewicht der in der Enzym-
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Ibeung vorhandenen Stoffe von M > 1600; oder wenn wir
annehmen, dalR die Gefnerpunktserniedrigung durch eine Spur

Salze des Molgewichts 50 bewirkt wird, wirden diese nur
etwa 0,08*/o der Trockensubstanz der Lodsung ausmachen.

Die zweite Dialysefraktion.

Dia-
_ An- _ Nr. «/.N

Igg?t zahl Anfangs-1  End- k-x0* o 1rOCken- . o %

e senlau- pro ;. gewicht If. . He-

in Volumen Min. Trocken-

che 2cem #r n
Thgen IK« gewichts
SFaDIl svapm
3 8 96,5 121 587 15 Ul 82456 1,75 92,3

SFaD2,2
4 15 196 246 661 16 1,84 8,60 587 1,70 91,7

Durch die zweite Dialyse hat sich das Verhaltnis Stick-
stoff/Kohlehydrate also noch weiter verschoben. Der Stickstoff-
gehalt ist namlich von 1,9 bis 1,7 % gesunken, die Hezosen
von 85 bis 92%b gestiegen.

In den Hydrolyseprodukten des Praparats 3F a D 2,1 wurde
mit der Resorcin- bzw. der Phloroglucinsalzsaureprobe nach
Fruktose und Pentosen gesucht. Hierbei wurde festgestellt:

1. daf3 nur etwa 72—1 % des Totalzuckers aus Fruktose
bestehen kann,

2. wegen einer beim Sieden entstehenden Gelbfarbung
konnten Pentosen auch nicht mit Sicherheit vollig aus-
geschlossen werden. Jedenfalls machen sie keinen er-
heblichen Bestandteil der Hydrolyseprodukte unserer
Enzymldsung aus.

Diese Befunde stehen damit im Einklang, dal3 nach den
Polansationsversuchen (siehe unten) die optische Drehung der
Saccharaselésungen vollig mit den aus den Zuckeranalysen be-
rechneten Hefegummigehalten Ubereinstimmen. In dem Hefe-

gummi sind namlich keine Pentosen- und Fruktosegruppen
nachgewiesen worden.
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Die dritte Dialysefraktion.

Dia-

. Kr. */.N
lyae- Anzahl : _ kliol Trocken-
" Anfangs-1 End der _ 4+0* dee %
Zelt  sehl&n- pro . gewicht |f He-
in cha Volnmen 1 cem Bei- " Mia. Trocken-
Tagen lage gewichte Z0€en
3FaDs,l 8FaDSs,|
5 8 97 105 474 17 1,43 8,65 54 1,58 91,2

Wie aus diesen Zahlen hervorgeht, sind wir nun prak-
tisch zu einer Grenze der Reinigung unserer F-Praparate
durch Dialyse gekommen. Die Zusammensetzung der LOdsung
hat sich durch die dritte, 5-tdgige Dialyse nur ganz unbe-
deutend geadndert.

Polarisationsnesiungiii*

Der Hefegummi besitzt ein recht betrachtliches Drehungs-
verradgenl),), so dalR es moglich ist, auch in den verdinnten
Saccharaselosungen den Hefegummigehalt ziemlich genau in
dieser Weise zu ermitteln.

Davon  Hefegummi- Hefegummi-
Trocken- H gehalt Drehung . gehalt .
iy . €X0S€  der Ldsung . er Ldsung
Lésung gewicht nach nach der im her. nach.
% Reduktion 5-cm-Rohr M*“* = 0,89
Hydrolyse % o
10
3F«2 4.6 73 3,02 145 3,26
3FaDl 2,61 85,3 2,00 0,97 2,18
3FaD2,2 1,84 91,7 1,52 0,685 154
3FaD3l 143 91,2 117 0,50 1,12

Ein weiterer Versuch wurde ausgefuhrt um festzustellen,
ob mit der Hitzeinaktivierung des Enzyms eine merkbare Ver-
anderung des Drehungsvermdgens der Saccharaselésungen ver-

*) Meigen und Spreng, Diese Zeitschr. Bd. 55, S. 48 (1908). V-
Daselbst Altere Literatur.

*) Evier und Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 72, S.339 (1911).
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knupft sei. Es wurde die Losung 3 F a 2 untersucht und es
wurden folgende Drehungen beobachtet:

vor der Hitzeinaktivierung.................. 1,45° (5-cm-Rohr)
nach , " (1 Stunde im
Wasserbad bei 65°)*).......cccceeennn, 1,43°
Es ist also der wirklich beobachtete Polarisationsriickgang
sehr Kklein.

Zusammenfassung.
Es wuirden einige unserer F-Losungen der fraktionierten

Dialyse (Kollodiummeinbran) unterworfen. Die Zusammen-

setzung der Losungen hat sich in folgender Weise ver-
andert:

% . If + 0°

Hexosen < ™ ' Min.

Vor der Dialyse . . . 74,8 4 1,2 6.4
Dialyse W ........cc...... 85,8 19 78 59
Dialyse 11.................. 92 17 8,4 55
Dialyse Ill.................. 91 16 8,55 54

Der Kohlehydratgehalt der Trockensubstanz steigt also bis
zu einer gewissen Grenze stark an, bleibt aber stehen, ehe
ein solcher Wert erreicht worden ist, dal3 hiermit ein Beweis
fur die Annahme erbracht werden konnte, dal} das Enzym
wirklich zu einem wesentlichen Grade aus Kohlehydratgruppen
besteht.

Das Kohlehydrat der Enzymldsung besteht zum wesent-
lichsten aus dem seit Schutzenberger und Béchamp von
zahlreichen Forschern beschriebenen Hefegummi?). In welchem
Verhdltnis dieser Hefegummi zur Saccharase steht, ist noch
nicht aufgeklart.

In einer friheren Arbeit war es dem einen von uns ge-

*) Die Sacchara8ewirkung wird dabei vollstandig aufgehoben. Vgl.
Euler und Laurin, Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 64 (1919).

*) Literatur bei Meigen und Spreng. Diese Zeitschr. Bd. 55, S. 48
(1908) und Euler und Fodor 1 c.
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lungen, eine Saccharaseldsung darzustellen, die noch &rmer an
Stickstoff war als das beste in der vorliegenden Untersuchung
erhaltene Praparat (1,0—1,2 % N bei einer Aktivitat von
5 Minuten)!l). DaR der Stickstoffgehalt hier ein wenig hoher
stehen blieb, erklart sich damit, dal3 es sich hier um die Ver-
arbeitung der letzten Saccharasefraktionen des Materiales han-
delt, die offenbar etwas reicher an hoher molekularen Ver-
unreinigungen sind.

Es wurde eine Stitze daflr geliefert, dal} die Saccharase-
wirkung nicht an die Gegenwart irgend eines Co-Enzymes ge-
bunden ist.

Beilagen.
Nr. der .
Beilage Minuten Drehung Kk Bemerkungen.
Diffusionsversuche
Versuch 1.
1 0 2.65
3 0,98 910 1 ccm der Bodenschicht
4 0,59 930
0 0,25 964  Mittel: 935
2 3 046 1370 10 ccm der oberen Schicht
4 0,09 1363
5 -0,19 1358  Mittel: 1364
Versuch 2.
3 3 0,99 900 1 ccm der Bodenschicht
4 0,61 915
5 0,28 942  Mittel: 919
4 3 0,50 1327 10 ccm der oberen Schicht
4 0,07 1385
5 -0,21 1392  Mittel: 1368
Dialyseversuche
Erste Fraktion.
5 4 1,62 370 1 ccm 3Fa3, DI,
6 1.21 373
8 0,83 385 Mittel: 376

') Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 109, S. 65 (1920).
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Nr. der
Beilage

10

11

12

13

14

Minuten  Drehung

coo N oo coo M~

[oeYop i n

coo cooo (o2 N oo~

[eoNap =N
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k

373
373
392

283
300
306

335
847
350

303
317
332

403
415
434
444

625
662
677

370
363
380

355
367
370

Bemerkungen.

1 ccm 3Fa3, DI,2

Mittel: 379

1 ccm 3F«3, DI,3
Mittel: 296

| ccm 3Fa3, D14
Mittel: 344

1 ccm 3Fa3, DI5
Mittel: 317

1 ccm 3Fa, DI
Mittel: 424

1 ccm 3Fa3
Mittel: 655

Mittel: 371

Mittel: 9

Mittel: 364
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Nr. der
Beilage

15

16

17

Minuten  Drehung

[op N &a I

[op @3RN

[op N2 BN

Kk

565
588
607

655
668
655

480
472
470

Bemerkungen.

Zweite Fraktion.
2 ccm 8Fa, D21

Mittel; 587

2 ccm 3Fa, D2,2
Mittel: 661

Dritte Fraktion.
2 ccm 3Fa, D3, 1
Mittel: 474
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