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Yorwort zur ersten Auflage.

Das Interesse am Studium der physikalischen Chemie und
der Kolloidchemie ist bei den Biologen und Medizinern in stén-
digem Wachsen begriffen. Ich glaube daher den Wiinschen
mancher Kreise entgegenzukommen, wenn ich diese kleine Samm-
lung von Ubungsaufgaben zur experimentellen Einfiihrung in
das Fach herausgebe. Ich sehe gleichzeitig hierin zur Zeit die
einzige Moglichkeit, um den mir kiirzlich erteilten Lehrauftrag
fiir dieses Fach nach der praktischen Seite zu erfiillen.

Der Inhalt ist ungefihr die Summe des Ubungsstoffes, den
ich Mitarbeitern und Schiilern zur Einfiihrung gegeben habe,
mit einigen Erweiterungen. Die Versuchsbeispiele sind allméh-
lich im Laufe der Jahre entstanden und zum Teil in wechsel-
seitig fordernder Arbeit mit meinem Kollegen und Freunde
P. Rowa, zum Teil mit meinen Schiilern und Mitarbeitern aus-
gearbeitet worden. Diesen Mitarbeitern habe ich dafiir zu danken,
daf sie sich mir zu gemeinsamer Arbeit anboten unter groBen
Entbehrungen an Bequemlichkeit, die ihnen die rdumlichen Mif3-
verhdltnisse meines sogenannten ,,Laboratoriums* auferlegten;
und das Buch sei in erster Linie allen denjenigen gewidmet,
denen ich aus Mangel an Raum die praktische Unterweisung,
um die sie mich gebeten hatten, abzuschlagen gendétigt war.

Einige Vorbemerkungen vor den Ubungen sollen dem Ganzen
einen wenn auch lockeren sachlichen Zusammenhalt geben; dem
Praktikanten wird bei jeder Ubung kurz auseinandergesetzt,
worauf die angewendete Methode beruht, oder wie die Erschei-
nung, die er zu sehen bekommt, gedeutet werden kann. Bei
der Auswahl der Versuche war ein subjektives Moment nicht zu
vermeiden. Aber der Umstand, daB nur genau selbst auspro-
bierte, zum guten Teil selbst disponierte Versuchsanordnungen
gegeben werden, wird hoffentlich als ein Sicherheitsfaktor zur
Geltung kommen, der die Nachteile der subjektiven Firbung
ausgleicht. Denn das Biichlein soll kein systematisches Lehr-
buch der Methodik sein, sondern nur ein in Buchform nieder-
gelegter praktischer Kursus von Ubungsbeispielen, die mir lehr-
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reich schienen. Sollte einmal das Bediirfnis nach einer erneuten
Ausgabe eintreten, so wird es mein erstes Bestreben sein, die
noch bestehende Einseitigkeit auszugleichen. Zunéchst habe ich
das zu geben versucht, dem ich mich jetzt gerade gewachsen
fithlte.

In der Ausfiihrlichkeit der Darstellung wurden diejenigen
Methoden und Versuchsbeispiele bevorzugt, die in der mir an-
gemessen erscheinenden Form noch nicht so verbreitet sind,
wihrend die seit langem zur Vollkommenheit ausgearbeiteten
Methoden, wie Leitfahigkeitsmessungen, Gefrierpunktsbestim-
mungen, kiirzer gehalten wurden.

Die Reihenfolge der Ubungen ist in erster Linie nach metho-
dischem Prinzip geordnet. Das ist in gewisser Beziehung auch
eine Ordnung nach sachlichem Prinzip, wenn auch nicht in
strenger Durchfiihrung. So muBte z. B. die Bestimmung der
H-Tonen mit Indikatoren von derselben mit der Gaskette rdum-
lich weit getrennt werden, und anderseits sind Beispiele aus
der physikalischen Chemie im engeren Sinne und aus der Kol-
loidchemie durcheinander geworfen. So stehen das Loslichkeits-
minimum einer Aminosdure und das Flockungsoptimum des
Kaseins zunéichst aus methodischen Griinden dicht hintereinander.
Ich hoffe aber den Leser davon zu iiberzeugen, dafl diese An-
ordnung auch nach sachlichem Prinzip die richtige ist.

Es handelt sich um eine innerlich zusammenhéngende Gruppe
von Methoden, von der es leicht ist zu prophezeien, daf} sie in
kurzer Zeit eine groBe nicht nur theoretische, sondern auch
praktische Bedeutung in der klinischen Medizin, Bakteriologie,
Serologie, Biologie, Nahrungsmittelchemie, Pharmakologie, Agri-
kulturchemie und vielen Zweigen chemischer Technik erlangen
werden. Die Stellung der berufenen Gelehrten und Praktiker zu
diesen Dingen schwankt in Deutschland noch zwischen ab-
lehnendem MiBtrauen selbst gegen die bestbewidhrten Methoden
und Theorien und kritikloser Aufsaugung jedes neuen Begriffes,
um nicht zu sagen: Wortes. Nur darin sind sie sich bisher alle
einig gewesen, dafl es nicht erforderlich sei, fiir praktischen
Unterricht auf diesem Gebiet an den Universitdten zu sorgen.
Die jiingere Generation und der Nachwuchs teilt nach meinen
Erfahrungen diese Meinung der Berufenen nicht; ihr Lern-
bediirfnis ist erfreulich groB. Thr sei dieses Biichlein als Ersatz
fiir den lebendigen praktischen Unterricht gewidmet.

Berlin, Weihnachten 1920.
L. M.



Vorwort zur zweiten und dritten Auflage. Vv

Yorwort zur zweiten Auflage.

Fast plotzlich ist die bisher so stiefmiitterlich behandelte
physikalische Chemie populir geworden. So kommt es, daB die
Zeit seit der Herstellung der ersten Auflage dieses Praktikums
zu kurz ist, als daB ich an eine wesentliche Anderung hitte
denken koénnen. Mein Versprechen, das Buch bei einer etwaigen
neuen Ausgabe vielseitiger zu gestalten, konnte in so kurzer
Zeit nicht eingelost werden. Ich habe mich daher auf Er-
ginzungen und Verbesserungen beschrinkt, die meist aus der
Praxis der Lehrtitigkeit hervorgetreten sind, zu der mir in
meinem neuen, von privater Seite ausgestatteten Laboratorium
die schonste Gelegenheit geboten wurde.

Berlin, im August 1922.
L. M.

Yorwort zur dritten Auflage.

Auch bei der Bearbeitung der dritten Auflage habe ich mich
entschlossen, den bisherigen Charakter dieses kleinen Praktikums
beizubehalten. Es soll auch jetzt nur ohne Vollstindigkeit und
ohne allzu strenge Systematik eine Sammlung geeigneter Ubungen
darstellen, die besonders den angehenden Biologen als Propi-
deutik fiir physikalisch-chemisches Arbeiten dienen mége. Die
Ergénzungen, die ich hinzugefiigt habe, halten sich im Rahmen
des bisherigen Stoffes. Von ihnen mag erwihnt werden die Chin-
hydronelektrode, die ionensemipermeable Membran, eine Ubung
zur besseren Beleuchtung der Ionenreihe. Einige der theare-
tischen Vorbemerkungen zu den Ubungen sind erweitert worden.
Auch hierin ist in den verschiedenen Abschnitten weder Gleich-
méBigkeit noch Vollsténdigkeit noch strenge Systematik an-
gestrebt worden, der leitende Gedanke war nur die didaktische
Niitzlichkeit.

Herrn Professor RoNa spreche ich fiir die freundliche Hilfe
bei der Korrektur meinen besten Dank aus.

Nagoya, Japan, im Dezember 1925.
L. M.
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Yorwort zur vierten Auflage.

Als die Verlagsbuchhandlung mich von der Notwendigkeit
einer neuen Auflage dieses Praktikums benachrichtigte, lehnte
ich die Neubearbeitung zunéichst ab mit der Begriindung, daB
ich mich durch die Verdnderung meiner Arbeitsbedingungen, ins-
besondere durch die Entfremdung von systematischer Lehrtitig-
keit einer geniigend vielseitigen Bearbeitung nicht mehr gewachsen
fiihlte, obwohl ich die Ergénzung ausgewdhlter Kapitel gern zu
iibernehmen bereit war. Da machte mir mein alter Freund und
langjahriger Forschungsgenosse, Herr Professor PETER RoNa, den
Vorschlag, dal wir das Buch gemeinschaftlich den Fortschritten
der Forschung anpassen wollten. Ich glaubte, dal dem Buche
nichts Besseres widerfahren kénnte als die bessernde Hand
eines von Beruf aus auf diesem Gebiet so erfahrenen prak-
tischen Lehrers, und ich schlug mit Freuden ein. Ich erwartete
eine griindliche Umarbeitung. Bei der Dringlichkeit der neuen
Auflage und der Kiirze der zur Verfiigung stehenden Zeit haben
wir uns aber zunédchst bei dieser ersten, unter gemeinschaftlichem
Namen erscheinenden Auflage entschlieBen miissen, es bei Er-
ginzungen bewenden zu lassen. Es ist mir eine besondere Genug-
tuung, daB das Buch ohne einschneidende Abdnderungen seiner
urspriinglichen Anlage von so autoritativer Seite noch heute als
praktisch brauchbar befunden worden ist. Im iibrigen beginnt
Rowas Anteil an dem Buch nicht erst mit dieser Auflage. Ein
groBer Teil der Ubungsbeispiele ist aus den gemeinsam unter-
nommenen Forschungen hervorgegangen, wie auch die Zitate der
alteren Auflagen zeigen, und manches andere ist aus gemein-
samen Beratungen entstanden, in einer sich tiber viele Jahre
erstreckenden gemeinschaftlichen Arbeitsperiode.

Mein eigener Anteil an der Herstellung der neuen Auflage ist
im wesentlichen das Kapitel iiber Oxydation —Reduktion und
besteht sonst nur aus geringfiigigen Einzelheiten.

Wenn der starke Verbrauch dieses Buches in dem Sinne ge-
deutet werden kann, daBl es den Praktikanten niitzlich erschien,
so hoffe ich, daB es auch weiterhin diesen Zweck erfiillen wird?).

Woods Hole, im August 1930.
L. M.

1) Die Herren DDr. R. AumoN, W. FasiscH und H. FiscacoLp haben
uns bei der Uberpriifung mehrerer Methoden und beim Lesen der Korrek-
tur sehr wertvolle Hilfe geleistet. Wir danken ihnen dafiir herzlich.

L. M. und P. R.
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I. Das Prinzip dés Reihenversuches.

Es ist eine héufig wiederkehrende Aufgabe, eine nach irgend-
einer Richtung hin ausgezeichnete Menge eines wirksamen Agens
zu ermitteln; z. B. diejenige NaCl-Menge, welche eine kolloide
Lésung soeben ausflockt, oder diejenige Menge eines Hamolysins,
welche in einer Blutlosung bestimmter Zusammensetzung soeben
komplette Héamolyse erzeugt, oder diejenige Konzentration der
H-Tonen, welche das Optimum fiir die Ausflockung einer EiweiB-
I6sung darstellt, oder diejenige Farbstoffmenge, welche in einer
Losung eine ganz bestimmte Farbtiefe erzeugt. Eins der ge-
briuchlichsten Beispiele in der Laboratoriumspraxis ist die Be-
stimmung derjenigen Menge eines fiir Hammelblut hdmolytischen
Kaninchenserums, welches bei gegebener Menge von Hammel-
blutkorperchen, gegebener Menge von Komplement und ge-
gebenem Gesamtvolumen der Mischung soeben komplette Hamo-
lyse erzeugt. Wir setzen zunéchst einen groben Reihenversuch an
mit 1 cem, 0,1 cem, 0,01 cem, 0,001 cem usw. und finden z. B., daB
die soeben hédmolysierende Menge zwischen 0,001 und 0,0001 ccm
liegt. Daraufhin stellen wir eine feinere Reihe von Versuchen
an, mit

Nr. 1 2 3 ... 8 9 10
0,0001; 0,0002; 0,0003; . . . .. 0,0008; 0,0009; 0,001 ccm

Nehmen wir an, das zweite Rohrchen sei vollig geldst, aber das
erste noch nicht, so kénnen wir sagen: die hdmolytische Dosis
ist 0,0002, mit der MaBgabe, dafl 0,0001 sicher zu wenig ist.
Also erst ein Wert, der um 509, geringer als der gefundene ist,
kann mit Sicherheit als unzutreffend bezeichnet werden. Nehmen
wir den Fall, wir hitten das 8. Rohrchen als das soeben losende
gefunden, so ist die hdmolytische Dosis 0,0008 mit der MaBgabe,
dafl 0,0007, also ein um 1/, oder 12,5 %, niedrigerer Wert, falsch
ist. Der Genauigkeitsgrad, mit dem wir unsere Angaben machen
kénnen, hingt also von dem Zufall ab, wo in der Reihe die Grenz-
dosis gefunden wird. Das ist ein falsches Prinzip, ein system-
loses Arbeiten. Fangen wir die Reihe an: 0,0001; 0,0002, so mufl
sie weiter gehen: 0,0004; 0,0008; 0,0016. Das ist eine geo-
metrische Reihe mit dem Quotienten 2. Wollen wir feiner

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 1
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abstufen, so nehmen wir eine geometrische Reihe mit dem
Quotienten 1,5 oder noch feiner, z. B. 1,2, je nach der {iberhaupt
bei dem Material erreichbaren Genauigkeit. Also z. B., indem
wir immer auf 2 Stellen abrunden:

0,0010 0,0015 0,0022
oder

0,0010 0,0012 0,0014 0,0017 - 0,0020

Wir umspannen also das fragliche Intervall durch 3 Glieder
einer geometrischen Reihe mit dem Quotienten 1,5, oder durch
5 Glieder mit dem Quotienten 1,2. Liegt das fragliche Intervall
zwischen 0,006 und 0,012, so sind die entsprechenden Reihen

0,0060 0,0090 0,0135
bzw.
0,0060 0,0072 0,0086 0,0104 0,0124

Wir werden bei einem ganz unbekannten Material in der
Regel zur Orientierung mit einer Reihe 1:10:100 usw. anfangen,
dann in dem zutreffenden Intervall eine Reihe mit dem Faktor 2
machen, und schlieBlich je nach Art des Materials eine noch
feinere Reihe.

Liegt uns daran, gerade eine Zehnerpotenz zu umspannen,
so kénnen wir das durch folgende Reihen?):

Die Reihen umspannen alle das Intervall 0,1 bis 1,0.

‘Quotient Zahl der . . .
der Reihe: Glieder: Die Reihe lautet:

Y10 = 3,162 3 0,10 0,32 1,00

710 = 2,154 4 0,10 0,22 0,46 1,00

Y10 = 1,778 5 0,10 0,18 0,32 0,56 1,00

/10 = 1,585 6 0,10 0,16 0,25 0,40 0,63 1,00

710 = 1,468 7 0,10 0,15 0,21 0,32 0,46 0,68 1,00

Y10 = 1,390 8 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 0,72 1,00

710 = 1,334 9 0,10 0,13 0,18 0,24 0,32 0,42 0,56 0,75 1,00

Y10 = 1,291 10 0,10 0,13 0,17 0,21 0,28 0,36 0,46 0,60 0,77 1,00

Hiaufiger wird es vorkommen, daBl wir eine grobere Reihe
mit dem Quotienten 2 durch Zwischenschalten von Gliedern ver-
feinern wollen. Solche Reihen miissen in folgenden Verhéltnissen
abgestuft sein:

1) Fuup, E.: Klin.-therapeut. Wschr. 1907, Nr. 11.
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Quotient Zahl der . : .
der Reihe: Glieder: Die Reihe lautet:
2 2 1,00 2,00

J2=1414 3 1,00 141 200

J2=1260 4 100 1,26 159 200

2=1,18 5 1,00 119 142 169 200
J2=1149 6 100 115 132 152 174 2,00

Es ist allerdings nicht notwendig, sich gerade an diese Reihen
zu binden. Wir werden im folgenden meist mit freigewdhlten
geometrischen Reihen verschiedener Feinheit arbeiten.

In den folgenden Ubungen werden viele Fille die praktische
Anwendung dieses Reihenprinzipes veranschaulichen.

I1. Flockungsschwellenwerte bei kolloiden Losungen.

Nach der historisch begriindeten Definition verstehen wir
unter einer kolloiden Losung eine solche Losung, bei der der
geloste Stoff, wenn er gegen das reine Loésungsmittel durch eine
Membran aus Schweinsblase oder Pergament getrennt ist, nicht
durch die Membran diffundiert. A priori kann das unter zwei
Bedingungen der Fall sein, erstens, wenn das Molekiil des ge-
losten Stoffes zu grofl ist, um durch die Poren der Membran
hindurchzukommen, zweitens, wenn das einzelne Molekiil zwar
nicht zu groB ist, wenn aber dafiir die Losung nicht die ein-
zelnen Molekiile in totaler Dispersion enthilt, sondern wenn die
kleinsten Teilchen des gelosten Stoffes aus Aggregaten von vielen
Molekiilen bestehen, aus ,,Micellen®, welche zu grof3 fiir die
Poren sind. Die Erfahrung zeigt nun, dafl sehr groBe Molekiile
héufig gleichzeitig zu unvollkommener Dispersion neigen, be-
sonders wenn sie keine elektrische Ladung haben (keine Ionen
bilden). Man kann kolloide Lésungen als heterogene (mikro-
heterogene) Systeme auffassen, in denen man nach Wo. OsSTwaLD
das Dispersionsmittel und die disperse Phase unterscheidet.

Man kann die Kolloide nach verschiedenen Einteilungsprin-
zipien einteilen, z. B.:

in spontane und nichtspontane Kolloide, je nachdem
der Kolloidbildner in Beriihrung mit Wasser von selbst in Losung
geht (EiweiB) oder nicht (Gold, Mastix).

in reversible und irreversible, je nachdem der Zustand
der kolloiden Losung von ihrem Gehalt an Kolloidbildnern,
Wasser, anderen gelosten Stoffen, insbesondere Elektrolyten, und

1*



4 Flockungsschwellenwerte bei kolloiden Lésungen.

von der Temperatur eindeutig und umkehrbar abhéngig ist oder
nicht; besonders also danach, ob eine durch Elektrolyte erzeugte
Flockung nach Entfernung des Flockungsmittels wieder riick-
gingig wird;

in hydrophile und hydrophobe, je nachdem man eine
Affinitat der dispergierten Teile zum Wasser annimmt oder nicht;

in visk6ése und nichtviskése Kolloide, je nachdem sie
die Viskositit des Wassers merklich steigern oder nicht;

in Emulsions- und Suspensionskolloide, je nachdem man
der dispergierten Phase feste oder flissige Beschaffenheit zu-
schreibt;

in elektrolytempfindliche und elektrolytunempfind-
liche (d. h. weniger empfindliche) Kolloide.

Im groBien und ganzen, wenn auch nicht durchweg, fiihrt jedes
dieser Einteilungsprinzipien zu denselben zwei Gruppen ; auch gibt
es bei jedem Einteilungsprinzip Uberginge zwischen den Extremen.

Die Herstellung einer spontanen oder reversiblen Kolloid-
16sung unterscheidet sich in nichts von der Herstellung einer ge-
wohnlichen Losung. Die feste Substanz (z. B. Albumin) wird mit
Wasser bzw. mit der geeigneten Salzlgsung in Beriihrung ge-
bracht und die Diffusion der in Losung gehenden Substanz durch
Riithren unterstiitzt. Die Losung eines irreversiblen Kolloids
kann nur auf indirektem Wege erhalten werden, auf zwei Weisen,
die Wo. OstwaLp als Dispersions- und Kondensations-
methoden bezeichnet hat. Es handelt sich in beiden Fillen
darum, die Kolloidteilchen in einem Losungsmittel entstehen
zu lassen, unter Bedingungen, welche die Haltbarkeit des Sus-
pensionszustandes ermdglichen. Von diesen Bedingungen spielt
die elektrische Ladung der entstandenen Teilchen gegen das
Losungsmittel eine wichtige Rolle; je groBler diese, um so halt-
barer ist ceteris paribus der Kolloidzustand. Die GrofBe der
elektrischen Ladung aber héngt wiederum von der chemischen
Natur der Substanzen ab; Kolloidbildner vom chemischen Cha-
rakter der Siuren (Mastix, Fettsiuren) pflegen gegeniiber einer
alkalischen Losung eine hohe (und zwar negative) Ladung anzu-
nehmen, Substanzen vom Charakter der Basen nehmen gegeniiber
einer sauren Losung eine hohe (und zwar positive) Ladung an;
Substanzen von amphoterem Charakter (geronnenes Eiweil3, Ton-
erde) konnen sowohl in sauren wie in alkalischen Medien in
Losung gehen und tun dies nur dann nicht, wenn diejenige (meist
anndhernd, aber gelten genau neutrale) Reaktion vorhanden ist,
welche die elektrische Ladung des Kolloidbildners gerade unter-
driickt.
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Die Dispersion kann auf mechanischem Wege, durch Zer-
reiben, Mahlen u.dgl. geschehen (chinesische Tusche, Kolloid-
miihlen), durch Zerschiitteln (Ol in leicht alkalischem Wasser),
durch die Zerstaubung von Metallen im elektrischen Lichtbogen
nach BrEDIG. Das leichteste Objekt ist die Zerstdubung von
Silber ; man 148t zwischen zwei 1 mm dicken Silberdridhten, welche
fast bis zur Spitze in einem Glasrohr isoliert sind, unter Wasser
den Strom der Lichtleitung mit einer Stirke von 5—10 Ampere
unter Bildung eines Lichtbogens hindurchgehen. Als Losungs-
mittel benutzt man am besten mit Soda soeben alkalisiertes
Wasser.

Die Kondensationsmethoden haben das Gemeinsame, daf3
der als Kolloidbildner bestimmte Stoff sich zunidchst in echter,
molekulardisperser Losung befindet, sei es in einer wasserloslichen
chemischen Verbindung (Gold als Goldchlorid), sei es zunéchst
in einem Losungsmittel, in dem er molekulardispers loslich ist
(Mastixharz in Alkohol). Alsdann schafft man Bedingungen, da§3
der eigentliche Kolloidbildner als unlésliche Substanz sich ab-
scheidet (man reduziert das Goldchlorid durch ein Reduktions-
mittel zu Gold; man verdinnt die alkoholische Harzlésung mit
Wasser); und zwar mufl das Medium derartig beschaffen sein,
daB die unlésliche Substanz eine hohe elektrische Ladung gegen
das flissige Medium annimmt und dafl das Losungsmittel einen
Elektrolytgehalt von gentigend niederer Konzentration hat.
Denn der Zusatz von Elektrolyten pflegt im allgemeinen die
elektrische Ladung der Teilchen herabzudriicken.

Beispiele fiir Kondensationsmethoden ist die Herstellung des
Mastixsol (s. Ubung 2) durch Verdiinnung der alkoholischen
Losung mit Wasser; die Herstellung von Goldsol durch Reduk-
tion von Goldchlorid, durch ein Reduktionsmittel, wie etwa
Formaldehyd, nach Zsigmoxpy?!): 120 ccm doppelt destilliertes
Wasser (in Jenaer Glaskolben aufbewahrt) werden in ein Jenaer
Becherglas von 300—500 ccm Inhalt gebracht und zum Sieden
erhitzt. Wiahrend des Erwéarmens fiigt man 2,5 ccm einer Lésung
von Goldchloridchlorwasserstoff (HAuCl,, 4 H,0, 0,6 g auf 100cem
dest. Wasser) und 3-3,5 cem einer 0,18 n-Losung von reinstem
K,CO4. Gleich nach dem Aufkochen fiigt man unter Umriithren
mit einem Stab aus Jenaer Geridteglas portionsweise 3—5 com
Formaldehydlésung (0,3 ccm ,,Formol® in 100 cem dest. Wasser)
hinzu und erwartet den Eintritt der roten Farbe (in hochstens
1 Minute).

1y ZsieMoNDY, R.: Liebigs Ann. d. Chem. 301, 30. 1898.
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Eine gute Vorschrift zur Darstellung von kolloidem Gold ent-
nehmen wir dem Praktikum von Wo. Ostwarp!. Man geht von
einer 1 proz. wasserigen Losung von Goldchloridchlorwasserstoff-
sdure aus, die vorsichtig mit moglichst reinem K,CO; oder Na,CO,
gegen Lackmuspapier auf neutrale bis ganz schwach -alkalische
Reaktion eingestellt wird. (Fir spétere Versuche ist die Gold-
chloridlésung sauer und méglichst konzentriert aufzubewahren.)
Bei dem Versuch gibt man in einem Erlenmeyer-Kolben zu
100 com (gewohnliches) destilliertes Wasser 5—10 ccm einer
0,01 proz. Goldchloridlosung und erhitzt zum Sieden. Von einer
frisch hergestellten wisserigen Tanninlésung (19;) wird
tropfenweise mit Pausen von etwa 30 Sekunden unter Umriihren
so viel zugesetzt, bis eine intensive Rotfarbung entsteht.

Ein Beispiel von anderem Typus ist die Herstellung des Eisen-
hydroxydsols nach Ta. GRAHAM. Zu 100 ccm halbgesittigter FeCl,-
Losung wird tropfenweise etwa 20proz. Lésung von (NH,),CO; zu-
gegeben, gerade nur so viel, bis der anféinglich entstehende Nieder-
schlag sich beim Umschiitteln wieder ganz auflost. Es hat sich hier
spontan eine kolloide Eisenhydroxydlésung gebildet. Diese wird
der Dialyse bis zur méglichst vollkommenen Entfernung der Elektro-
lyte unterworfen?). Das Eisenhydroxyd bleibt in kolloider Lésung,
ist aber nunmehr irreversibel, d.h. die durch Elektrolytzusatz
in ihm entstehende Fillung (s. Ubung 1) wird durch Ausdialysie-
rung dieser Elektrolyte nicht wieder riickgdngig gemacht.

Wir wollen zunichst einige elektrolytemypfindliche und irrever-
sible Kolloide kennenlernen und ihre Flockungsschwellenwerte
gegeniiber einigen Elektrolyten bestimmen.

Uberwiegend maBgebend fiir die fillende Wirkung eines Salzes
ist die Natur desjenigen Ions, welches die entgegengesetzte elek-
trische Ladung wie die disperse Phase des Kolloids hat (HarDY-
sche Regel), wobei zu beriicksichtigen ist, dal Kolloide durch
das Salz manchmal selbst umgeladen werden koénnen. Mehr-
wertige Ionen sind wirksamer als einwertige (ScHRULTZEsche Regel);
unter den einwertigen Ionen zeichnet sich das H'- und das OH’-
Ton durch besondere Wirksamkeit aus.

Da die Dosierung der H'- und OH'-Tonen besondere Methoden
erfordert, betrachten wir zunichst den methodisch einfacheren
Fall der Neutralsalzwirkung, wobei nur gelegentlich die Wirkung
sehr reichlicher H- oder OH-Ionen, d. h. ganz starker Sduren oder
Basen, mit herangezogen wird. Das eigentliche Studium der Wir-
kung der H'- und OH'-Ionen folgt in einem spéteren Kapitel.

1) 4 Aufl, 8. 2. )
?) Diesen Versuch kann man im Verein mit Ubung 37 (S. 88) ansctzen.



Die Fillung von kolloidem Eisenhydroxyd durch Elektrolyte. 7

Die Wertigkeit der Ionen ist keineswegs das alleinbestim-
mende Moment fiir ihre fillende Wirkung; auch spezifische
Einfliisse sind maligebend, insbesondere der Hydratationsgrad;
die Entladungsspannung; je kleiner diese, desto gréBer ihre Wir-
kung. So gehort das edle Ag zu den wirksamsten Jonen, obwohl
es einwertig ist. Bei einatomigen Ionen ist die Stellung im peri-
odischen System der Elemente bedeutungsvoll.

1. Ubung.

Die Fillung von kolloidem (elektropositivem) Eisenhydroxyd
durch Elektrolyte.

Kolloidales Eisenhydroxyd ist ein positiv geladenes hydro-
phobes Kolloid. Es wird durch alle Elektrolyte irreversibel ge-
flockt. Die Natur des Kations ist fast belanglos, dagegen ist
die Wirkung des Anions sehr verschieden je nach seiner Art,
besonders je nach seiner Wertigkeit. Von den Anionen ist das
OH’-Ton, obwohl es nur einwertig ist, von besonders starker
Wirksamkeit auf die Féallung.

Man benutze den kéuflichen ,,Liquor ferri oxydati dialysati®,
10fach mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Man nehme eine Reihe Reagenzgliser, 6—7, lasse das erste
zunéchst leer und fiille in die anderen je 9 cem destilliertes Wasser.
In das erste Rohrchen bringt man jetzt 9 ccm molare KCl-Losung,
in das zweite 1 cem mKCl-Losung, mischt durch und ibertragt
hiervon 1 ccem in das nichste Rohrchen, hiervon wieder 1 cem
in das nichste usw. In jedes dieser Rohrchen gibt man dann
1 cem der 10fach verdiinnten Eisenhydroxydlésung. Wir haben
s0 eine ganz grobe geometrische Reihe von KCl-Konzentrationen
mit dem Quotienten 10. In Réhrchen Nr. 1 tritt sofort Flockung
ein, in Nr. 2 nach einiger Zeit, von Nr.3 an gar nicht mehr.

Nimmt man statt mKCl jetzt m/2 CaCl, oder m/3 AlCl,, so
bleibt die Schwelle der flockenden Konzentration die gleiche;
eher flockt sogar AlCl; ein wenig schwicher als KCl [bezogen
auf gleichen Cl-Gehalt')]. Nimmtman aber m/2 Na,SO,, so tritt
bis zum 4. Rohrchen sofortige Flockung ein.

1) Diese Wirkung des AICl; ist dadurch zu erkliaren, daBl dieses Salz
infolge von Hydrolyse etwas sauer reagiert. Es sind nicht oder jedenfalls
kaum irgendwie direkt die Al"-Ionen, die diese Abweichung hervorrufen,
sondern die Anderung der Aziditat. Obwohl der Einflu8 kleiner Aziditéats-
verschiebungen erst im IV. Abschnitt besprochen werden soll, sieht man
doch aus diesem Beispiel, wie schwer es ist, irgendeine Versuchsanordnung
ausfindig zu machen, bei der man die Aziditit auBler acht lassen kann.
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Ferner iiberzeuge man sich, daB Eisenhydroxyd durch Salz-
sdure und Essigsdure nicht, wohl aber durch Spuren von NH,
oder NaOH gefillt wird.

2. Ubung.
Die Fiillung von elektronegativem Mastixsol durch Elektrolyte.

5g Mastix werden in 100 cem 96proz. Alkohol gel6st und
filtriert. 10 cem hiervon werden in ein groBes Becherglas gegossen
und 200 ccm destilliertes Wasser moglichst auf einmal und schnell
dazu gegeben. Es entsteht eine milchartige Fliissigkeit. Sie wird
zunédchst filtriert, um die groberen Flocken auszuschalten, die
sich etwa gebildet haben. Mit dieser Fliissigkeit werden die-
selben Versuche und in der gleichen Anordnung wie mit dem
Eisenhydroxyd angestellt. Nach einstiindiger Beobachtung sind
die Schwellenwerte fiir die Flockung folgende:

NaCl 0,1 normal

3CaCl, 0,01 normal

$AICI;  0,0001 bis 0,00001 normal
$Na,S0, 0,1 normal

Die verschiedenen Chloride sind also nicht wie beim Eisen-
hydroxyd gleichwertig, sondern mit steigender Wertigkeit des
Kations stark zunehmend in der Fallungswirkung. Anderer-
seits wirkt Na,SO, nicht stirker als NaCl, weil die Verschieden-
heit dieser Salze im Anion liegt. Zusatz von Essigséure oder
Salzséure flockt, dagegen NH, nicht; umgekehrt, wie beim Eisen-
hydroxyd.

Bei stark wirksamen Salzen kommen die sog. unregelméBigen
Reihen vor; kleine Konzentrationen des Salzes flocken, mittlere
nicht, und noch hohere flocken wieder. Man stelle eine geo-
metrische Reihe von AlCl;-Losungen nach dem Verdiinnungs-
verfahren wie in Ubung 1 her mit dem Quotienten 2, anfangend
mit 0,5 molar, mindestens eine 20gliedrige Reihe, je 5ccm. Zu
jedem Rohrchen gibt man 5 cem Mastixsol, und zwar ein dreifach
verdiinnteres Sol als in dem fritheren Versuch. Man findet, je
nach der Beschaffenheit des Mastixsols etwas verschieden, in
den hochsten Konzentrationen Flockung, dann einige Rohrchen
ohne Flockung, dann wieder Flockung, zum SchluB} bei aller-
niedersten Konzentrationen keine Flockung (z. B. Flockung von
den stidrksten Konzentrationen bis 0,002 molar; flockenfrei bis
etwa 0,0001 molar; wieder Flockung bis 0,00003 molar; dann
wieder keine Flockung). Die Ursache liegt in der umladenden
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Wirkung des AICl; selbst; die nicht flockende Zwischenzone be-
steht aus positiv geladenem Mastix; hier fallt das Al nicht, weil
es als gleichsinniges Ton belanglos ist, und das Cl’ flockt, da es
ein schwach wirksames Jon ist, erst in héherer Konzentration.

3. Ubung.
Der Farbenumschlag des Kongorubins?).

Bei manchen gefiarbten kolloiden Losungen ist die Disper-
sitdtsvergréberung mit einer Anderung der Farbe verbunden.
Der Farbenumschlag tritt dann schon bei Dispersititsvergrébe-
rungen ein, welche noch nicht zu einer grob sichtbaren Flockung
filhren, und demonstriert uns hier deutlicher als sonst, daB die
sichtbare Flockung nur der Endeffekt einer allmahlich zunehmen-
den Dispersitiatsvergroberung ist. So wird die rote kolloide Gold-
I6sung durch Elektrolyte blau gefiarbt, als Vorstufe der Aus-
flockung. Das einfachste Objekt zum Studium dieser Erscheinung
ist das Kongorubin: Man stelle eine diinne wisserige Losung
in ausgekochtem destillierten Wasser her, von solcher Farben-
intensitdt, dafl sie in der Schicht eines Reagenzglases noch gut
durchsichtig ist, und fiille nach voélliger Abkithlung in eine Reihe
von Reagenzglisern je 10 ccm ein.

Je 4 Rohrchen werden zu einer Reihe vereinigt und mit ab-
steigenden Mengen einer Salzlosung versetzt; mit 1,0; 0,5; 0,25;
0,12 ccm, und destilliertes Wasser zur Auffiillung auf gleiches
Volumen. Als Salzlésung wéhlt man in verschiedenen Versuchs-
reihen: nKCl, nNaCl, nNH,Cl, nKSCN, nKOH, verdiinnte Baryt-
lauge ; m/2K,SO,, m/2(NH,),S0,; m/100 (= n/50) CaCl,; m/1000
(=n/333) AICl;; n/250 HCl. In allen Rdohrchen bildet sich
beim Stehen bald eine Farbenidnderung aus, welche je nach
dem Salzgehalt alle Stufen von Rot bis Blau durchlduft. Wenn
man nach !/,—1 Stunde priift, welche Mengen der verschiedenen
Salze die gleiche Wirkung haben wie z. B. 0,25 ccm nKCl, so
findet man bei NaCl, NH,Cl etwa die gleiche Wirksamkeit wie
bei KCl; von CaCl, haben 0,25 ccm der in bezug auf Normalitit
50fach verdiinnten Losung die gleiche Wirkung, von AlICl; 0,25 ccm
der an Normalitit 333fach schwicheren Losung, von HCI 0,25cecm
der 250fach verdiinnten Lésung. Die Chloride sind also je nach
der Art des Kations verschieden wirksam; am schwichsten und
untereinander fast gleich K, Na, NH,. 50mal stirker (auf Aqui-
valentkonzentration berechnet) das zweiwertige Ca, 333mal

1) OstTwaLD, WoLFreaNG: Kolloidchem. Beih. 10, 179. 1919.
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starker das dreiwertige Al. Das H-Ion ist trotz seiner Einwertig-
keit fast ebenso stark wirksam wie Al (250fache Verdiinnung).
Die Wertigkeit ist hier, wie iiberhaupt, nicht das allein maB-
gebende Moment fiir die Wirksamkeit eines Ions. Das elektro-
negative Kongorubin verhélt sich ganz &hnlich wie das ebenfalls
negative Mastixsol.

Die Dispersitat des Kongorubins hingt stark von der Tempe-
ratur ab. Wenn man eine durch Salzzusatz blau gefirbte Losung
erwiarmt, wird sie rot und beim Abkiihlen allméhlich wieder blau.
Kongorubin geht spontan und reversibel in Losung, Mastix dis-
pergiert sich in Wasser nicht spontan, die Zustandsinderungen
seines Sols sind irreversibel.

‘Wenn man die Réhrchen nach 24 Stunden wieder ansieht, so bemerkt
man folgendes. Nur in Versuchen mit HCI ist bei geeigneter Konzen-
tration die blaue Lésung noch homogen. Sonst haben alle Réhrchen
einen dunkelblauen flockigen Bodensatz gebildet, die iiberstehende Fliissig-
keit ist rein rot, und zwar je nach dem Salzgehalt mehr oder weniger stark
gefiarbt; bei sehr starkem Salzgehalt ist eine rote Nuance oft kaum noch
zu erkennen; was aber an Farbe noch zu sehen ist, ist rein rot (rosa), keine
Spur violett oder blau. Nur die Losungen mit AlCl,; haben bei geeigneter
Konzentration dieses Salzes (durch einen Reihenversuch auszupro-
bieren!) ein homogenes violettes Aussehen ohne Bodensatz. Die Deu-
tung ist folgende. Kongorubin bildet in Wasser eine echte, rote Losung.
Durch Salzgegenwart wird die Léslichkeit vermindert (Aussalzung); der
ausgeféllte Anteil ist blau. Violett entsteht nur durch optische Mischung
der roten Loésung und der blauen, noch schwebenden Teilchen. Die an-
fanglich schwebenden blauen Teilchen setzen sich allm#hlich ab. Nur
in dem Fall des Al'"", durch welches die Teilchen nicht nur entladen,
sondern sogar bei geeigneter Konzentration positiv umgeladen werden,
bleiben die blauen Teilchen infolge dieser Ladung in der Schwebe. Also
nur das Rohrchen mit Al stellt eine eigentliche kolloide violette Lo-
sung dar.

Die Besonderheit des Kongorubins besteht nur darin, dafl das aus-
gefallte Kongorubin unter allen Umsténden blau, das geloste stets rot ist.
Das sonst sehr verwandte Kongorot unterscheidet sich dadurch, daB es
bald in roter Form (z. B. durch NaCl), bald in blauer Form (z. B. durch
HCl) ausgefillt wird.

4. Ubung.
Das Stabilititsmaximum einer Chlorsilbersuspension.

Ein hydrophobes Kolloid ist ein Kolloid, welches nur durch die
elektrische Ladung der Mizellen seine Stabilitdt erhalt. Die elek-
trische Ladung rithrt davon her, daf aus der Elektrolytlosung,
in der die Mizellen suspendiert sind, eine Ionenart von der
Oberfliche der Mizellen stérker adsorbiert wird als andere. Ein
geeignetes Beispiel zur Demonstration dieser Tatsache gibt
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folgender einfache Versuch. Man fiille in eine Reihe von Reagenz-
glisern je 5cem 0,01 n-Silbernitratlésung und gebe dazu

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8§ 910 11 12
dest. Wasser: 4,9 4,8 4,73 4,68 4,6 4,5 4,38 4,22 4 3,8 3,0 1,0 ccm
0,1 n-KC1 0,1 0,2 0,26 0,32 04 0,5 0,620,781 1,2 2,0 4,0

Jedes einzelne Roéhrchen wird nach Zugabe des KCl sofort gut
umgeschiittelt. Man lasse die Rohrchen, einigermaBlen vor Licht
geschiitzt, 1—2 Stunden oder noch linger stehen. Dann beob-
achtet man folgendes. In dem mittelsten R6hrchen der Reihe,
in welchem AgNO,; und KCl in &quivalenten Mengen vorhanden
sind, ist der Chlorsilberniederschlag zusammengeballt und die
Losung klar. Rechts und links hiervon bleibt das AgCl in immer
héherem Grade in Suspension und gibt eine durchscheinende
kolloide Lésung. Die Deutung ist folgende. Die Ldsung, in
welcher die AgCl-Teilchen eingebettet sind, enthdlt K+-, Ag*-,
NO;=- und Cl--Ionen. Das feste AgCl adsorbiert von diesen
am stirksten Agt und Cl-. Ist in der Lésung ein UberschuB
von Ag* (die linke Hélfte der Reihe), so werden iiberwiegend
Agt-Tonen adsorbiert, und die Teilchen sind positiv geladen.
Ist in der Losung ein UberschuB von Cl--Ionen (rechte Hilfte
der Reihe), so werden diese stérker adsorbiert, und die Teil-
chen erhalten eine negative Ladung. Im mittelsten Réhrchen,
wo AgNO; und KCl in &dquivalenten Mengen vorhanden sind,
bleiben in der Losung nur so viel Ag*- und Cl--Ionen, als der
sehr geringen Loslichkeit des AgCl entspricht, und zwar von
beiden gleiche Mengen. In diesem Fall erhalten die AgCl-Teil-
chen i{iberhaupt keine elektrische Ladung und koagulieren daher
am schnellsten.

5. Ubung.
Der Synergismus der Ionen.

L&Bt man auf ein Kolloid ein Gemisch von solchen Ionen ein-
wirken, von denen jedes einzelne auf den Zustand des Kolloids
wirksam ist, so kombiniert sich diese Wirkung in verschiedener
Weise. In den meisten Fallen tritt eine Summation der Wirkung
ein, in einzelnen Fillen aber auch eine antagonistische Wirkung.
Die Summationserscheinung ist bei irreversiblen Kolloiden die
gewohnliche. Wir geben dafiir ein Beispiel.

Man setze folgende 2 Versuchsreihen an: Die Ausgangslosung
fiir beide ist eine 0,1proz. Losung von Kongorubin.



12 Der Antagonismus der Ionen.

Rohrchen Nr. 1 2 3* 4 5 6

n/100 Essigsdure “cem 0,3 0,6 1,2 24 48 9,6
H,0 ,, 11,7 11,4 10,8 9,6 72 24
0,1% Kongorubin ,, 0,5 0,5 0,5 0,5 05 0,5
Nr. 1 2 3 4 5 6

n/10000 Essigsdure ccm 0,3 0,6 1,2 2,4 4,8 9,6
H,0 ,, 10,7 10,4 9,8 8,6 62 14

1-n-KCl ,, L0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
0,1% Kongorubin ,, 0,5 0,56 0,5 0,5 05 0,5

Das Resultat fiir beide Versuchsreihen ist etwa folgendes:
etwa 5 Minuten nach dem Ansetzen des Versuches

1 2 3 4 5 6
rot rot violett blau blau blau

jedes Rohrchen der unteren Reihe enthélt nur den hundertsten
Teil der Essigsdure wie das der oberen. Durch den Zusatz von
Kaliumchlorid wird aber die Elektrolytwirkung in der unteren
Reihe der der oberen Reihe gleich gemacht; in der unteren Reihe
ist die Wirkung der Sdure teilweise ersetzt durch die Wirkung
eines Neutralsalzes.

6. Ubung.
Der Antagonismus der Tonen.

Der andere Fall ist der der antagonistischen Wirkung. Dieser
Fall wurde zuerst von JacQues LoEB beschrieben, indem er
zeigte, daB die Giftwirkung gewisser einwertiger Ionen, z. B. K
oder Na, auf lebende Zellen durch Zusatz von kleinen Mengen
zweiwertiger Tonen (Ca, Zn) aufgehoben werden konnte; selbst
wenn diese zweiwertigen Ionen, allein angewendet, giftig sind.
Ein von SvEN ODEN beschriebener Fall wurde von FREUNDLICH
und ScrHOLZ ndher untersucht, und wir geben in Anlehnung
an die Versuchsanordnung dieser Autoren folgende Vorschrift
zur Demonstration dieser Wirkung. Das Kolloid, mit welchem
gearbeitet wird, ist die sogenannte Obpfxsche Modifikation
des Schwefelsols. Es gibt noch eine zweite Modifikation,
welche dadurch entsteht, dal man eine alkoholische Schwefel-
losung mit Wasser verdiinnt. Dieses Sol hat den Charakter eines
irreversiblen Sols, genau wie die oben beschriebene Mastixlésung,
und zeigt die Erscheinungen des Ionenantagonismus nicht. Das
Opfnsche Sol hat dagegen die Eigenschaften eines reversiblen
Sols, es geht nach Entfernung des Flockungsmittels spontan
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wieder in Losung und nahert sich daher den reversiblen Solen
der lebenden Zellen, bei denen der Ionenantagonismus zuerst
gefunden wurde.

Das Opfnsche Sol wird folgendermaflen hergestellt:

Man leitet durch 100 ccm einer etwa 1 molaren [zweifach
normalen, mit Phenolphthalein titrierten!)] Losung von schwefliger
Saure (H,SO,) Schwefelwasserstoff ein; es bildet sich sofort eine
gelbliche, milchartige Triibung von kolloidem Schwefel. Man leitet
H,S etwa 1 Stunde lang ein, bis der Geruch nach SO, annédhernd
verschwunden ist, 146t 24 Stunden stehen, damit die gréberen
Teilchen sich absetzen, und giefit die kolloide Losung ab. Diese
Stammldsung wird unmittelbar vor dem Gebrauch 100fach mit
destilliertem Wasser verdiinnt. Man setzt folgende Reihen an:

I. Réhrchen Nr. 1 2 3 4* 5% 6*
10fach mol. LiClcem 0,24 0,32 042 0,56 0,75 1,00
Wasser cem 0,76 068 0,58 0,44 0,25 0,00
Sol ' 10,0 10,0 100 10,0 10,0 10,0

Resultat: 4—6 zeigt sofort dicke Tritbung, spaterhin Flockung.
Roéhrchen 1—3 bleibt klar. Es ist bemerkenswert, daB die Flok-
kungsschwelle dieses Kolloids mit recht groBer Schirfe anzugeben
ist. Sie liegt wahrscheinlich bei Solen verschiedener Herstellungs-
art nicht immer gerade bei dem Rohrchen Nr. 4, aber jedenfalls
doch innerhalb der von uns angegebenen Reihe.

1I. Rohrchen Nr. 1 2 3 4* 5% 6*
0,1 mol. MgCl, 0,10 0,12 0,14 0,17 0,20 0,24
Wasser cem 09 088 08 0,83 0,80 0,76
Sol v 10,0 100 10,0 10,0 10,0 10,0

Dieser Versuch zeigt die Flockungsschwelle fiir Magnesiumechlorid.
Nunmehr bereitet man ein Sol, welches zunéichst mit dem vierten
Teil der soeben flockenden Menge von LiCl versetzt ist, d.h.
also, falls in der oben beschriebenen Reihe das Rohrchen Nr. 4
die Flockungsgrenze war, setzt man zu 100 ccm des verdiinnten
Sols 1,4 cem 10fach molare LiCl-Lésung. Dieses Gemisch ist in
der folgenden Tabelle als ,,Li-Sol*“ bezeichnet.
Man setzt also folgenden Versuch an:

III. Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5% 6%
0,1 mol. MgCl, 0,40 048 0,58 0,570 0,84 1,00
Wasser ccm 0,60 052 042 0,30 0,16 0,00
Li-Sol ,, 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

1) Vgl. hierzu KorLTHOFF: Die Maflanalyse, S. 144. Vorteilhafter ist die
Titration mit Thymolphthalein. Man gibt karbonatfreie Lauge bis zur
schwachen Blaufirbung zu.
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Die Flockungsschwelle fiir MgCl, liegt bei 0,84 ccm, wahrend
sie bei Abwesenheit von LiCl bei 0,17 lag. Der Flockungsschwellen-
wert ist auf das 5fache gestiegen. Li und Mg wirken in Mischung
miteinander nicht additiv, sondern antagonistisch.

7. Ubung.
Wechselseitige Schutzwirkung und Fillung von Kolloiden.

Nebeneinander in Losung befindliche Kolloide beeinflussen
gegenseitig ihre Elektrolytempfindlichkeit. Ein elektrolytunemp-
findliches Kolloid schiitzt ein gleichsinnig geladenes empfindliches
Kolloid gegen die Elektrolytwirkung. Zwei entgegengesetzt ge-
ladene Kolloide flocken bei passenden Mengenverhdltnissen
einander aus; oder sie erh6hen die Elektrolytempfindlichkeit des
Systems.

1. Je 10 ccm Mastixsol (auf dieselbe Weise hergestellt wie
S. 8) werden einerseits mit 1 cem destilliertem Wasser, anderer-
seits mit 1 ccm 1proz. Gelatinelosung versetzt. Je 3 cem dieser
Losungen werden mit 10 com n-KCl-Lésung versetzt. In dem
Roéhrchen ohne Gelatine tritt schnell grobe Flockung ein, in dem
mit Gelatine tritt keine Flockung ein.

Die schiitzende Wirkung verschiedener relativ unempfind-
licher Kolloide auf ein gegebenes empfindliches Kolloid ist sehr
verschieden. Diejenige Menge des unempfindlichen Kolloides,
welche rotes Goldsol vor dem Farbenumschlag nach Blau durch
eine bestimmte Menge NaCl schiitzt, nennt man nach R. Zsic-
MONDY die ,,Goldzahl*‘ desselben. An ihrer Stelle kann man nach
Wo. OstwaLp die ,,Rubinzahl® benutzen. Man gibt in eine Reihe
von Reagenzglisern je 1 cem einer 0,1proz. Losung von Kongo-
rubin und variierte Mengen des Schutzkolloides, fillt auf 9 cem auf
und gibt schlieflich iiberall 1 cem 0,5 n-KCl-Losung hinzu. Man
bestimmt die Konzentration des Schutzkolloides, bei der nach
10 Minuten kein erkennbarer Unterschied gegen die Kontrolle
ohne KCI bei gleicher Verdimnung festzustellen ist.

Solcher Versuch kann folgendermaBen angesetzt werden:

0,1% Kongorubin ccm 1 1 1 1 1* 1*
1% Gelatine cecm 4 2 1

0,5% Gelatine ccm 1 0,5 0,25
H,0 ccm 4 6 7 7 7.5 7,75
0,5 n-KCl-Losung cem 1 1 1 1 1 1

In den mit einem Stern bezeichneten Versuchen versagt die
Schutzwirkung. Das vorangehende Rohrchen kénnte man nach
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der vorangehenden Definition als MaB fiir die Schutzwirkung
betrachten.

In diesen Fillen hat wohl stets das Schutzkolloid (z. B. Ge-
latine in neutraler Losung) dieselbe Ladung wie das Suspensions-
kolloid (negativ). Hat aber das eine Kolloid entgegengesetzte
Ladung wie das andere, so tritt im Gegenteil bei passenden Mengen-
verhaltnissen sensibilisierende Wirkung fir Elektrolytfillung,
unter Umstédnden sogar Spontanfillung ein. Filtriert man von
der Fillung ab, so zeigt sich, daB nicht nur das elektrolytempfind-
liche Kolloid ausgefallen ist, sondern von dem elektrolytunemp-
findlichen Kolloid mehr oder weniger mitgerissen hat. Hierauf
beruht folgende Methode zur Enteiweilung von Blutserum?):

5cem Blutserum werden mit 50 cem destilliertem Wasser
verdiinnt und unter dauerndem Umschiitteln ganz allmahlich
tropfenweise aus einer Pipette mit 25 ccm 5fach verdiinntem
kolloidalem Eisenhydroxyd (Lgq.ferri oxydati dialysati, nicht
Lig. ferri oxychlorati Pharm. Germ.) versetzt. Es entsteht sofort
eine Fillung, die sich nach einigen Minuten leicht abfiltrieren
1aBt. Das Filtrat ist wasserklar und frei von Eiweil. Das Eisen-
hydroxyd ist positiv geladen, das Serumeiweill bei der annéhernd
neutralen Reaktion negativ.

Etwas schwieriger ist die EnteiweiBlung von Blut, zum Teil
wohl, weil das Hamoglobin, dessen isoelektrischer Punkt ungefahr
bei neutraler Reaktion liegt, in dem anndhernd neutralen Re-
aktionsgemisch nicht entschieden negativ geladen ist. Es entsteht
beim Zusatz des Eisenhydroxydsols keine spontane vollkommene
Flockung, sondern Elektrolytzusatz ist notwendig. Die fir die
Flockung erforderliche Elektrolytmenge ist wegen der Schutz-
wirkung des Hémoglobins gréfer als in der reinen Eisenl6sung.

Die Methode der EnteiweiBung von Blut gestaltet sich folgen-
dermaBen: 5com defibriniertes Blut werden mit 45 ccm Wasser
verdiinnt und ganz allm#hlich unter stindigem Umriihren mit
100 ccm 4fach verdiinnter Lisung von kolloidalem Eisenhydroxyd
versetzt. Es tritt nur eine unvollkommene Flockung ein. Nach
10 Minuten setzt man 0,1 g fein gepulvertes K,SO, hinzu und
rithrt gut um. Jetzt tritt energische Flockung ein. Nach 5 Mi-
nuten filtriert man. Das Filtrat soll schnell und klar filtrieren.
Es ist frei von Eiweil und Hamoglobin. Sollte beim Enteiweilen
groBerer Blutmengen noch eine Spur Hémoglobin im Filtrat
sein, so kann man dies durch Zusatz einer kleinen Menge der
Eisenlosung nachtriglich entfernen.

1) Rowa, P. und MicraELIS, L.: Biochem. Zeitschr. ¥, 329. 1908 und
16, 60. 1909.
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Sehr sicher ist diese Enteiweilung, wenn sie mit der Hitzekoagulation
kombiniert wird. Die Methode soll in der Form beschrieben werden, wie
sie fiir eine Mikroanalyse des Zuckers im Blut geeignet istl).

1 com Blut (durch NaF ungerinnbar gemacht, oder wenn es sich nur
um Einiibung der Enteiweilung handelt, defibriniertes Blut) wird in einem
100 cem fassenden Kolben mit 11 cem destilliertem Wasser (von denen
man einen Teil zum Nachwaschen des Blutes aus der Pipette benutzen
kann) versetzt, erhitzt und 2 Sekunden im Sieden erhalten und vom Feuer
genommen. Dann werden 7,5 com einer aufs 5fache verdiinnten Ldsung
von kolloidalem Eisenhydroxyd Tropfen fiir Tropfen unter dauerndem Um-
schiitteln zugefiigt, schlieBlich 0,5 ccm einer 0,5proz. Losung von MgSO,
zugesetzt. Es kann sofort filtriert werden. Die Losung filtriert klar, farb-
los und nicht langsamer als blankes Wasser; sie ist eiweiBfrei. Man kann
die grofere Halfte der gesamten Losung als Filtrat gewinnen und sie z. B.
zur Zuckerbestimmung benutzen; da man nur einen Bruchteil der Losung
als Filtrat erhilt, mufl man von dem aliquoten Teil auf die Gesamtmenge
umrechnen.

8. Ubung.
Hormristersche Ionenreihen bei der EiweiBfillung.

Auch hydrophile Kolloide, wie EiweiBlosungen, werden durch
die verschiedenartigsten Salze aus ihren Losungen ausgesalzt,
wenn auch erst bei héheren Salzkonzentrationen. Die aussalzende
Wirkung eines Salzes hdngt sowohl von der Natur seines Anions,
als auch von der seines Kations ab. Sie hiangt aber auch von der
jeweiligen Ladung des leicht umladbaren EiweiBles ab. Um einen
klaren Einblick zu bekommen, wollen wir daher dem Eiweil3
zunichst eine entschieden saure Reaktion erteilen, wodurch es
entschieden positiv aufgeladen wird.

5 ccm Blutserum werden mit 50 com n/50 HCl verdiinnt. In eine
Reihe von Reagenzglisern bringt man von dieser Losung je 2ccm.
Wir probieren dann aus, wieviel Kubikzentimeter einer Salzlésung
man hinzugeben muf}, damit eine deutliche Triibung entsteht.
Wir machen eine Versuchsreihe mit molaren Losungen der unten
angegebenen Salze und erhalten folgende Resultate:

1. KCl, selbst nach Zugabe von 12 cem noch keine Triibung.

2. KBr, nach 0,75 ccm starke Triibung.

3. KJ, nach 0,5 ccm starke Triibung.

4. KS8CN, nach 0,2 ccm starke Triibung.

(Von einer Auffiilllung auf gleiches Volumen wurde hier Ab-
stand genommen.)

Andern wir also nur die Anionen, so nimmt ihre fallende
Wirkung in der Reihenfolge zu: Cl, Br, J, SCN. Das ist die
HormEerstERsche Anionenreihe, die hiufig, und nicht nur in der
Kolloidchemie, wiederkehrt.

1) MicHAELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 59, 166. 1914.
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III. Einige Versuche iiber optische Inhomogenitit.
9. Ubung.

Gute Versuche iiber die optische Auflésbarkeit einer Losung
sind nur mit dem Ultramikroskop von SIEDENTOPF und Zsic-
MoNDY mit Kiivetteneinrichtung anzustellen; die ,,Ultrakonden-
soren‘ sind fiir das Studium kolloidaler Loésungen fiir manche
Fille ein Ersatz. Die FErscheinung der Eiweiflkérnchen mit
Brownscher Molekularbewegung im Ultrakondensor (Parboloid-
kondensor und &hnliche) bei Beobachtung von verdiinntem Serum
oder Reizserum kann vom bakteriologischen Kurs her als be-
kannt angesehen werden, wo man beim Aufsuchen der Spiro-
chiten Gelegenheit hat, sie zu sehen.

Einige Grunderscheinungen iiber optische Inhomogenitidt kann
man mit Hilfe einer starken Lichtquelle ohne mikroskopische Vor-
richtung studieren. Am besten eignet sich dazu die Bogenlampe,
die in jedem Laboratorium zu dem Ultrakondensor benutzt wird.

Man fiille in ein Reagenzglas ein sehr stark verdiinntes Mastix-
sol (wie S. 8) und lasse den Lichtkegel, den man durch eine vor-
gehaltene Sammellinse (Lupe) von der Lichtquelle erhilt, in die
Losung fallen. Man sieht den Lichtkegel hell aufleuchten: Tyn-
DpaLLsches Phdnomen. Betrachtet man diesen Lichtkegel durch
ein N1corsches Prisma, so erscheint er bei Drehung des Nicol
um seine Achse bald hell, bald ist er kaum sichtbar; die Drehung
des Nicol von der Stellung: hell bis zu der Stellung: dunkel be-
tragt 90°. Das von den Teilchen abgebeugte Licht ist also stark
(wenn auch nicht vollkommen) linear polarisiert.

Auch in fluoreszierenden Losungen (sehr verdiinnte Losungen
von Eosin, Fluoreszein, Chinin) sieht man den Lichtkegel in der
Farbe der Fluoreszenz. Dieser ist aber nicht polarisiert, er dndert
seine Lichtstérke beim Drehen des Nicol nicht. Das Fluoreszenz-
licht entsteht an den einzelnen Molekiilen, es ist nicht polarisiert.
Das abgebeugte Licht in kolloiden Lésungen entsteht an den
groberen, schwebenden Teilchen derselben und ist polarisiert.

Bei farbigen Kolloiden hat das abgebeugte Licht oft eine
andere (nicht selten komplementére) Farbe als das durchfallende
Licht. Dann ist es mit Hilfe des Nicols moglich, zu entscheiden,
ob Fluoreszenz oder farbige Lichtbeugung, ,,Pseudofluores-
zenz vorliegt.

Pseudofluoreszenz kann man z. B. folgendermaflen beob-
achten: Man lose einige Kérnchen Indophenol in Alkohol und
verdiinne sehr stark mit destilliertem Wasser. Die blaue alko-

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 2
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holische Lésung behalt ihre blaue Farbe im durchfallenden Licht;
aber Indophenol ist in Wasser nicht eigentlich 18slich, sondern
bildet ein Sol wie Mastix. Bei seitlicher Beleuchtung mit der
Bogenlampe sieht man einen rotbraunen Lichtkegel, der sich als
polarisiert erweist.

Eine sehr stark verdiinnte wilrige (kolloide) Losung von
Berlinerblau ist im durchfallenden Licht blau, im seitlichen
Licht der Bogenlampe zeigt sich ein roter Lichtkegel, der sich
ebenfalls als Pseudofluoreszenz erweist.

Eine aufs duflerste verdiinnte walirige Losung von Nilblau
zeigt eine Erscheinung von #&uBerlich ganz gleicher Beschaffen-
heit wie die vorige; aber es ist echte Fluoreszenz, das Licht ist
nicht polarisiert. Versetzt man diese Nilblaulésung mit NaOH,
so farbt sie sich fiir gewohnliche Betrachtung rotlich, genau in
dem Ton der soeben beschriebenen Fluoreszenz. Der Lichtkegel
hat in diesem Falle die gleiche Farbe, aber er ist polarisiert, d. h.:
die freie Nilblaubase ist in Wasser nicht 16slich, sondern bildet
(als Vorstadium ibrer Ausflockung) eine kolloide Lésung.

Mit der Dispersitatsinderung ist hiufig eine Farbanderung
verbunden; der Sinn der Farbenidnderung ist nicht einheitlich.
Z. B. dndert sich die Farbe bei Goldsol oder bei Kongorubin von
Rot nach Blau bei zunehmender Teilchengréfle, bei Nilblau (Tolui-
dinblau u. a.) von Blau nach Rot bei zunehmender Teilchengrsfle.

10. Ubung.
Triibungsmessung (Nephelometrie).

Besteht die triibende Substanz nicht nur aus Teilchen, die
kolloidal dispers sind, sondern auch aus groberen Teilchen (Auf-
schlammungen, Suspensionen), so wird Licht senkrecht zu den
Lichtstrahlen nicht nur durch Beugung, sondern auch durch
Brechung und Reflexion ausgesandt. Das in das Auge endgiiltig
gelangende Licht setzt sich also aus von den triibenden Teilchen
abgebeugten sowie der reflektierten und gebrochenen Lichtstrah-
len zusammen, die wiederum bei Durchgang durch héherliegende
Schichten zum Teil absorbiert werden. Die Beziehung zwischen
der auffallenden Lichtmenge und der senkrecht zur Lichtrichtung
ins Auge gelangenden ist daher dufBlerst kompliziert. Trotzdem
1aBt sich die Messung des von einer tritben Lésung senkrecht zur
Beleuchtungsachse ausgestrahlten Lichtes zur Messung der Kon-
zentration an tritbender Substanz gebrauchen. Derartige Mes-
sungen werden als Triibungsmessungen im allgemeinen, wenn die
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Lichtmessung durch Anderung der Héhe der beleuchteten Fliissig-
keitssdule erfolgt, als Nephelometrie bezeichnet.

Die Messung beruht darauf, dafl eine Triibung, abgesehen von
der Wellenldnge des Lichtes, vor allem durch die Konzentration
an tritbender Substanz und durch die GréBe der Teilchen bedingt
wird.

Will man durch eine Triibungsmessung die Konzentration an
triitbender Substanz ermitteln, so mufl man sie gegen eine andere
gleichstoffliche Tritbung vergleichen (Vergleichstritbung, Stan-
dardtriibung), deren Konzen-
tration bekannt ist und die
gleichdispers wie die zu unter-
suchende Losung ist. Der Ver-
gleich zweier Tritbungen ge-
schieht dadurch, dal man das
in das Auge gelangende Licht
derart durch eine Optik be-
trachtet, dal man es be-
quem vergleichen kann. Dann
werden die Lichtmengen, die
die einzelnen Losungen aus-
senden, dadurch verdndert,
daf man die Héhe der beleuch-
teten Flissigkeitssdulen vari-
iert. Innerhalb gewisser Gren-
zen verhalten sich nédmlich
Schichthéhe und Konzentra-
tion umgekehrt proportional.

Als Apparatur, fir die die Abb. 1.
genannten Beziehungen Gel-
tung haben, wird das Nephelometer von KLEINMANN angewandt.
Die Abb.1 gibt einen schematischen Langsschnitt. a stellt ein
Reagenzglas zur Aufnahme einer Flissigkeitsmenge von 17 cem
Volumen dar. Dasselbe wird durch die Lichtquelle von vorn be-
leuchtet. Das senkrecht zur Beleuchtungsrichtung ausgestrahlte
Licht wird von oben beobachtet. Hierzu geht das Licht zu-
nichst durch einen massiven Glaskonus b, der in die Flissigkeit
eintaucht. Fr sorgt fiir die Entnahme der zur Messung geeig-
neten optischen Strahlen. Das Licht durchliuft dann eine
Optik e und d und gelangt in einen Okular zur Beobachtung,
in dem die Hilfte des Gesichtsfeldes dem Lichte je einer Fliissig-
keitssiule entspricht. Die Hohen der dem Licht ausgesetzten Ge-
fiBe konnen durch die Blenden g und g;, von denen die untere

9%
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beweglich angeordnet ist, gedndert werden. Ihre Stellung und
somit die Lédnge der beleuchteten Flissigkeitshohe ist durch
Millimeterskala und Nonius auf 0,1 mm genau abzulesen. Zur
Beleuchtung dient eine 200—500kerzige mattierte Osram-
lampe.

Handhabung des Apparates. Die Lichtquelle wird in
75 cm Entfernung in mdglichst gleiche Hohe und symmetrische
Stellung zu den Nephelometerfenstern gebracht. Die Messungen
werden im Dunkelzimmer ausgefiihrt. Die Reagenzgliser werden
mit der gleichen Losung gefiillt, rechtes und linkes Fenster werden
gleichgestellt; durch vorsichtiges Riicken des Apparates und der
Lichtquelle wird gleiche Helligkeit im Gesichtsfelde erzielt. So-
dann werden a; und a, miteinander vertauscht und, falls das
Gesichtsfeld unverdndert bleibt, die Stellungen des Apparates
und der Lichtquelle auf dem Tisch markiert, am einfachsten
durch Kreide- oder Buntstiftstriche. Zeigt sich nach dem Um-
tauschen der Zylinder das Gesichtsfeld nicht mehr einférmig hell,
so muB die Einstellung so lange variiert werden, bis der Umtausch
keine Verinderung mehr ergibt. Nunmehr ist der Apparat zum
Arbeiten fertig. Die GefiaBie werden in die Metallr6hrchen herunter-
gedriickt und mitsamt diesen aus der Schiene herausgenommen;
sodann werden sie mit einem Leder sehr sorgfiltig von auBen
geputzt. Sie innen zu reinigen und auszutrocknen, empfiehlt sich
nur nach Abschlufl der gesamten Arbeit. Durch Reinigung mit
Biirsten und Tiichern bleiben stets kleine storende Féserchen
zuriick. Esist daher ratsam, sie mit der zu untersuchenden Losung
griindlich auszuspiilen. Mit der Losung gefiillt, werden sie wieder
in die Schienen gebracht, worauf die Gldser hochgezogen werden,
bis der kompakte Glaszylinder in sie eintaucht. Sehr sorgsam ist
auf dessen Reinhaltung zu achten, da Verunreinigungen leicht
zu einer Verdnderung des kolloidalen Zustandes der Losung fithren.
Auch darauf mull geachtet werden, dafl beim Eintauchen der
kompakten Glaszylinder in die Losung keine Luftblasen unter
dieselben geraten oder sich bei einer eventuellen Erwdrmung der
Losung im Zimmer unter ihnen festsetzen. Nach der Festlegung
der Stellung des einen Fensters wird das andere durch den Trieb
eingestellt, bis im Gesichtsfeld gleiche Helligkeit erzielt ist.

Nephelometrische Messung einer peptischen Spal-
tung von Serumeiweill: Als Beispiel fiir eine quantitative
Bestimmung mittels des Nephelometers sei die Messung einer
peptischen Spaltung gegeben?).

1y Rowa, P., und Kreinmaxy, H.: Biochem. Zeitschr. 140, 461. 1923.
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Prinzip: Eine klare angesduerte Eiweillosung (Serumeiweif3)
wird peptisch gespalten. Vor und wihrend der Spaltung werden
Proben entnommen und mittels eines Tritbungsreagenzes getriibt.
Der Vergleich der Triibungen vor und wéihrend der Spaltung ergibt
die jeweilig noch vorhandene Eiweilmenge und damit den Grad
der Spaltung.

Reagenzien: 1. Substratlosung. Serum (Menschen- oder
Tierserum, mit physiologischer Kochsalzlésung 1:60 bis 1:100
verdiinnt — siehe Vorversuch). 2. Salzsdure 1n. 3. Natronlauge
n/40. 4. Salzsdure 25% (Volumprozent). 5. Natriumsulfosalizyl-
sdurelssung 20%. 6. NaOH n/50. 7. Pepsinpraparat, evtl. Magen-
saft. Die Pepsinlésung wird hergestellt durch Digerieren von
Pepsinpulver mit etwa 10—20 com physiologischer Kochsalzlgsung
bei Zimmertemperatur 15—20 Minuten lang, Filtration und Ver-
diinnung des Filtrates. Die Verdiinnung richtet sich nach der
Starke der Fermentwirkung. Die Fermentlosung soll die Eiwei3-
lgsung unter den Versuchsbedingungen in 30 Minuten etwa zu
50% spalten. Es werden von starken Pepsinpriparaten Ver-
diinnungen von etwa 1:600000 (auf festes Pulver bezogen), von
Pepsin D.A.B. Verdiinnungen von etwa 1:17000 zur Anwendung
kommen. Normaler Magensaft (filtriert) ist gewdhnlich in Ver-
diinnung von 1:60 brauchbar.

Vorbereitung: 1. Herstellung der Substratmischung.
Zunichst wird eine geeignete Eiweillverdiinnung ausgeprobt.
Gewohnlich zeigt eine Serumverdiinnung 1:75 bis 1:80 eine zur
Spaltung geeignete Konzentration. Zur Priifung werden 5 ccm
einer Serumverdiinnung, z. B. 1:80 mit 5 ccm 25 proz. Salzséure,
3,0 ccm Wasser und 7,0 ccm der 20 proz. Sulfosalizylsdure versetzt.
Nach ca. 3 Minuten muf} sich eine starke gleichméBige Triibung
entwickelt haben, die weder so stark ist, da sie in 30 Minuten
flockt, noch so schwach, daB} nicht eine Verdiinnung von ihr im
Verhéltnis 1:2 noch gut mefBbar ist. Je nach dem Ausfall des
Vorversuches wird die endgiiltige Serumverdiinnung gewahlt.
Diese wird dann durch Zusatz von HCl auf das zur peptischen
Spaltung notwendige py-Optimum von 2,0—2,3 gebracht. Als
Beispiel fiir die Herstellung einer geeigneten, zur Spaltung dienen-
den Substratmischung sei eine Mischung von 20 ccm Serumver-
diinnung 1:25 mit 3 ccm n-Salzsdure und physiologischer Koch-
salzlosung ad 70 ccm genannt.

2. Vorbereitung der Vorlage. Fir eine Fermentspaltung,
die 30 Minuten dauern soll, werden Proben gleich nach dem Ansatz
und dann 3 Proben nach je 10 Minuten entnommen. Es werden,
da jedesmal 2 Parallelbestimmungen ausgefithrt werden, zur Auf-
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nahme der Entnahmen 8 Vorlagen bereitet. Hierzu werden
8 Reagenzglaser von 25cecm Fassungsvermdgen mit je 5cem
n/50 NaOH beschickt. Die Lauge dient dazu, die Entnahmen zu
neutralisieren und dadurch sofort die Spaltung zu unterbrechen.
Zu dem ersten Reagenzglaspaar werden 0,5 ccm Wasser ge-
geben.

Ausfiihrung der Spaltung: Von dem Substratsiuregemisch
werden 18 com in ein 25 cem fassendes Reagenzglas gefiillt. Eine
Parallele wird genau so angesetzt; beide Glaser werden in ein
Wasserbad von 37° gebracht. Auflerdem werden von dem Sub-
stratsduregemisch je 4,5 ccm in das erste Reagenzglaspaar der
Vorlage gegeben.

Nunmehr werden zu den beiden Reagenzglisern mit 18 ccm
Substratmischung im Wasserbad je 2cem einer ausgeprobten
Pepsinverdiinnung (Pepsin D. A. B. 5 z. B. 1:17000, Magensaft
z. B. 1:60) getan, worauf die Mischung mit einer Pipette durch-
geriihrt und die Zeit markiert wird. Nach je 10 Minuten werden je
5 com den Reagenzglédsern mittels Pipette entnommen und in je
eine Vorlage gegeben, so dafl nach 30 Minuten 3 Parallelabnahmen
erfolgt sind. Dal in die ersten Geféifle nur 4,5 ccm Substratlésung
anstatt 5 ccm wie bei den folgenden Abnahmen gekommen sind,
beruht auf der Beriicksichtigung der Verdiinnung des Substrates
durch die Fermentlosung.

Die fehlenden 0,5 cem sind bei der Bereitung der Vorlagen
durch H,O erginzt worden. Nunmehr werden zu den Reagenz-
glisern je 5ccm 25proz. HCL, 3,0 cem Aqua dest. und 7,0 cem
Sulfosalizylsdurelosung (20proz.) gegeben. und die Gliser um-
geschiittelt. Man a8t die entstehenden Tritbungen sich ca. 3 Minu-
ten entwickeln und vergleicht dann die Triibungen gegen die
Triitbung der ungespaltenen Substratlosung des ersten Paares im
Nephelometer innerhalb 3/, Stunden.

Berechnung der Ergebnisse: Die Berechnung der Ergeb-
nisse erfolgt folgendermaflen: Die EiweiBkonzentrationen ver-
halten sich umgekehrt wie die Nephelometerablesungen. Die
Konzentration der ungespaltenen Lésung an Eiweill wird = 100 %
gesetzt. Ist z. B. die ungespaltene Losung auf 20 gestellt, die
untersuchte auf 25, so verhalten sich 20:25 wie x:100, also
x = 80; d. h. die gespaltene Losung enthilt 80% des Eiweilles
der ungespaltenen Losung, und die gespaltene Menge betrigt
100 — 80 = 20%.
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IV. Die Bestimmung der Wasserstoff-Ionen durch
Indikatoren.

Die Sonderstellung der H'- und OH’-Ionen.

Es ist nicht moglich, einen klaren Einblick in die Wirkungen
irgendwelcher Ionen zu erhalten, ohne jedesmal auch die H'- und
OH'-Ionen mit zu beriicksichtigen. Denn niemals beobachten
wir in wifiriger Losung die reine Wirkung eines Elektrolyten,
d. h. eines Ionenpaares, sondern stets in Konkurrenz mit dem
Tonenpaar H 4 OH', welches in keiner wafirigen Loésung fehlt.
Da nun diese beiden Ionen zu den wirksamsten gehoren, so muf}
man sie sogar in etwa ,,neutralen‘ Ldsungen, in denen ihre Menge
minimal ist, aufs genaueste beriicksichtigen. Alles, was wir im
vorigen Abschnitt an Flockungsschwellenwerten kennenlernten,
kann nur als vorlaufig betrachtet werden und wird durch das,
was uns z. B. die Ubungen 23 bis 24 zeigen werden, ein ganz
anderes Gesicht bekommen. Ein kleines Beispiel fiir die Wichtig-
keit dieser Betrachtungen: Wir bestimmten die Flockungs-
schwelle eines Mastixsol fiir NaCl in ,,neutraler Losung®. Wenn
wir diesen Wert messen, beantworten wir in Wirklichkeit nur
die Frage: ,,Welche Konzentration an NaCl hebt die disper-
gierende Wirkung der OH’-Ionen der neutralen Losung auf und
summiert sich mit der flockenden Wirkung der H'-Ionen in
neutraler Losung so, dal3 sichtbare Flockung entsteht?“ Es gibt
gar keine absolute Schwelle fiir die NaCl-Wirkung, sondern
nur eine relative Schwelle, welche auf eine ganz bestimmte OH'-
Konzentration der Lésung bezogen werden mufl und bei gering-
fiigigsten Anderungen der OH’-Konzentration sich ebenfalls
andert. Unsere ,,neutrale’” Mastixlosung ist aber meist in Wirk-
lichkeit gar nicht genau neutral, und so hat der Schwellenwert
des NaCl gar keine wertvolle innere Bedeutung, wenn wir nicht
angeben, fiir welche OH’'-Konzentration er gilt.

Oder ein anderes Beispiel: Alle oberflichenaktiven Stoffe
haben, wie J. TRAUBE fand, eine hohe pharmakologische Wirk-
samkeit. Nun sind die Alkaloide bedingt oberflichenaktive Stoffe
(siche 33. Ubung), d.h. die Oberflichenspannung ihrer Lésung
ist abhingig von den gleichzeitig in Losung befindlichen Ionen,
und unter diesen wiederum in besonders hohem Male von den
OH’-Tonen. Fragt man nun nach der Wirkungsschwelle z. B. des
Chinins auf einen fermentativen ProzeB oder auf den Schwellen-
wert fiir seine bakterizide Wirkung in einer Bakterienaufschwem-
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mung, so ist dieser Schwellenwert nicht absolut, sondern nur in
bezug auf die H'-Konzentration der Losung anzugeben, und er
mufl mit dieser variierenl). Diese Beispiele lieflen sich beliebig
vermehren.

Die Dosierung und Messung der H'-Ionen erfordert aber be-
sondere Methoden. Wollen wir einer Losung eine bestimmte
Konzentration an Cl-Ionen erteilen, so fiigen wir einfach die
gewiinschte Menge NaCl hinzu; da dieses weitgehend disso-
zilert ist, ist die Cl’-Konzentration fast gleich der NaCl-Kon-
zentration. Fiigen wir aber einer Losung etwas Essigsiure hin-
zu, so dissoziiert diese nur zu einem winzigen Bruchteil, und
wir kénnen nicht ohne weiteres voraussagen, welche H'-Ionen-
menge wir der Losung hinzufiigen. Die Dosierung und Be-
stimmung der H'- und OH’-Ionen erfordert also besondere
Methoden: zur Dosierung brauchen wir die Regulatoren oder
Puffer, zur Bestimmung gibt es hauptsidchlich zwei Methoden,
die elektrometrische (besser: potentiometrische) Methode
und die Indikatorenmethode. Wir lernen zunéchst die letz-
tere kennen.

Die Sonderstellung der H'- und OH’-Ionen zeigt sich schon darin, daf
in waflriger Losung beinahe alle Elektrolyte sehr stark dissoziiert sind,

mit Ausnahme der Sduren und Basen, von denen es zahllose sehr schwach
dissoziierende gibt.

MaBeinheit und Schreibweise.

Die Konzentration der H-Ionen wird ausgedriickt in Gramm-
Ion pro Liter. Das Symbol fiir Konzentration der H+-Ionen
ist Cg+ oder [H*] oder [H]. Wir werden im folgenden einfach
h schreiben und ,,Wasserstoffzahl“ sprechen.

Das Symbol pn, der ,,Wasserstoffexponent‘?), hat folgende
Bedeutung:

10 1
Pp = —logh = logE.

Die Konzentration der OH'-Ionen werden wir oh (Hydroxyl-
zahl) schreiben, und entsprechend den Hydroxylexponenten

10 1
Pon = — logoh = log o

definieren.

1) Vgl. z. B. Roxa und Brocu: Biochem. Zeitschr. 118, 185. 1921.
2) SORENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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Das Produkt h - oh = ky, ist die Dissoziationskonstante, oder
besser, das Tonenprodukt des Wassers. Es ist in jeder wéfirigen
Lésung, ob sauer, neutral oder alkalisch

h-oh =ky oder py+ Pob = Prws
10
Prw bedeutet, entsprechend dem obigen, —logk,,.

ky betrigt bei 18° 0,72-10-1 | bei 37° 3,2-10-1
Pkw i) ’3 180 14714 ! 3 370 13,50
Neutrale Reaktion ist charakterisiert durch folgenden Zustand:

bei 18° h =o0h =0,85-10"7; py = pon = 7,07
5, 37° h=0h=177-10"7; py = pon = 6,76.

Bei saurer Reaktion ist h > bei neutraler Reaktion

Pn < 5, ) )
oh < 3] E) ER)
pOh > b2 3 3

Von den gebrauchlichen Indikatoren hat seinen Farbenumschlag:

Methylorange etwa bei p, =4

Methylrot s>  » Pn=2=56
Lackmus ' y Pro=17
Phenolphthalein,, ,, p, =8
Pn des stromenden Blutes ist = 7,35 bis 7,40
des Harnes. . . . . . . 5 bis 7,
der Nahrbouillon . . . . 7 bis 7,5

des gewohnlichen, nicht von
CO, befreiten destillierten

Wassers . . . . . . . gegen 6, sogar bis 5
desfrischenWasserleitungs-

WaSSers . . . . . . . 7,5 bis 7,6
des Magensaftes . . . . 1,5 bis 2

Beispiel fiir die Umrechnung von h und py:

1) Es sei
h=2-10-5,
dann ist
log h = log 2 + log 105,
= 0,30 — 5 =—4,70
pn=+4,70.
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2) Es sei
Pn = 6,70,
dann ist
logh = —6,70 =+4+0,30 — 7
h=20-10-".
Einer geometrischen h-Reihe mit dem Quotienten 2, also z. B.
1-10-% 2-10-5 4-10-° 8-10-5
entspricht die arithmetische pp-Reihe mit der Differenz 0,3, also
5,0 4,7 44 4,1

Also eine Reihe, welche dem geforderten Prinzip der geo-
metrischen Abstufung der h Geniige leistet, ist in bezug auf py
eine arithmetische Reihe.

Zum bequemeren Umrechnen von h in py und umgekehrt
wird am Schlufl des Buches eine dreistellige Logarithmentafel
gegeben. Die erste Stelle des Numerus ist in der ganz linken
Vertikalreihe, die zweite (bzw. zweite und dritte) in der obersten
Horizontalreihe abzulesen. Neben jeder Mantisse steht der sich
zu 1000 ergénzende Wert derselben, den man fir die Rechnung
von pnp braucht.

Diese Tafel enthidlt noch eine Mantissenstelle mehr, als zur
Angabe von pp in Anbetracht der erreichbaren Genauigkeit der
Messung erforderlich wéire. Man runde p;, immer auf 2 Dezi-
malen ab.

Die Stellenzahl dieser Tafel reicht {ibrigens fiir die meisten
im Laboratorium vorkommenden Aufgaben aus. Sie kann all-
gemein als Logarithmentafel benutzt werden. Sowohl Multi-
plikation als auch Division der Numeri kann in Addition von
Mantissen verwandelt werden. Fiir die Multiplikation benutzt
man die obere, fiir die Division die untere, kursiv gedruckte
Mantisse zum Addieren.

11. Ubung.
Die Regulatoren oder Puffer.

a) In einem Gemisch einer schwachen Siure mit einem
ihrer Salze ist h fast ausschlieBlich von dem Verhéltnis von
Sédure zu Salz abhéngig, kaum aber von der absoluten Menge
derselben. Verdiinnen mit Wasser dndert also h nicht oder kaum.
Diese dem Anfinger paradox klingende Tatsache kann man sich
in elementarer Weise folgendermafen zurechtlegen. Eine schwache
Sédure ist immer nur wenig dissoziiert, und diese Dissoziation wird
durch ihre Salze noch herabgedriickt. Verdinnt man nun das
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Saure-Salzgemisch, so wird die Sidurekonzentration zwar geringer,
aber in demselben Grade wird auch das dissoziationsvermindernde
Vermogen des Salzes geringer.

Man bereite eine normale Lisung von kristallisiertem Natrium-
azetat (CH;COONa + 3 H,0), indem man 13,61 g auf 100 ccm
destilliertes Wasser 16st, ferner eine normale Losung von Essig-
séure (titriert gegen n-NaOH mit Phenolphthalein als Indikator).
Aus diesen Losungen bereite man 1/;, normale Losungen durch
Verdiinnung. Man stelle folgende 4 Mischungen zur Demon-
stration der Pufferwirkung an:

Nr.1 2 3 4
0,1 normales Natriumazetat cem 5 7 85 9
0,1 normale Essigsdure ccm 5 3 156 1

Die Abstufung der Reihe ist nicht nach irgendeinem Reihen-
prinzip getroffen, sondern nur mit Riicksicht auf die giinstigen
Farbentone des Indikators.

In eine zweite Reihe von 4 Rohrchen bringe man zunichst
8 ccm Wasser und giefle aus jedem Rohrchen der ersten Reihe
ungeféahr 1 ccm in das entsprechende Rohrchen der zweiten Reihe.
Nun gebe man in alle 8 Rohrchen 1—2 Tropfen Methylrot (0,1 g
in 300 ccm 90proz. Alkohol und 200 ccm Wasser), jedenfalls in
alle Rohrchen die gleiche Menge. In den ersten 4 Rohrchen
durchlduft die Farbe alle Nuancen von rein rot bis rein gelb.
Jedes Rohrchen der zweiten Reihe entspricht in seiner Farbe
dem entsprechenden Rohrchen der ersten Reihe fast vollig,
obgleich die Loésung aufs 10fache verdiinnt ist. h héngt also
nur von dem (molaren) Verhaltnis von freier Essigsiure zu
Natriumazetat ab, und zwar ist angenahert

(freie Saure) 1)
(Na-Salz der Saure)’ (

k ist die Dissoziationskonstante der betreffenden Siure; diese
betrigt in runden Zahlen fiir

h=k-

Weingdure . . . . . . . . . . .. 1 -1073
Milchsdure . . . . . . . . . .. .156-10°¢
Essigsdure . . . . . . . . . . .. 2 -10-°
priméres Natriumphosphat . . . .2 -10-7
Kohlensdure . . . . . . . . . .. 3 -1077

Das primare Natriumphosphat wird hier als eine Saure be-
trachtet; ihr zugehoriges Natriumsalz ist das sekunddre Natrium-
phosphat. Fir starke Sduren wie HCI gilt die obige Regel nicht.
Die Pufferung der Gewebsflissigkeiten wird in der Regel durch
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das Gemisch CO, + NaHCO; hergestellt. Na,CO, gibt es in
lebenden Gebilden nicht.

Enthélt eine Ldsung gleichzeitig zwei Puffer, also z.B.
1. CO, + NaHCO;, 2. NaH,PO, + Na,HPO,, so kann man h
berechnen entweder aus dem Gehalt an CO, und NaHCO,
oder aus dem Gehalt an NaH,PO, und Na,HPO,. Mischt man
z. B. CO, und Na,HPO,, so setzen sich diese Stoffe derart um,
dal die Losung, als Karbonatpuffer berechnet, dieselbe h hat
wie als Phosphatpuffer berechnet.

Blut ist ein iiberwiegender Karbonatpuffer, Harn ein iiber-
wiegender Phosphatpuffer.

Die obige Formel (1) fiir h ist nur eine angendherte. Meist
ist h ein wenig grofler, als dieser Formel entspricht. Es ist

also genauer
(freie Saure)

h =k (Na-Salz der Saure)’

wo k' ein wenig grofler ist als die aus Leitfihigkeitsmessungen
bestimmte Dissoziationskonstante k der Sdure. Die GréBe von k’
hingt vom Gesamtelektrolytgehalt der Losung ab; sie nihert
sich bei sehr geringem Elektrolytgehalt dem wahren k, ist bei
einem Salzgehalt von etwa 0,01 normal meist um 10—15%,
bei 0,1 normal um etwa 25%, bei CO,-Puffern sogar um etwa
100% groBer.

Die Deutung dieser Tatsache war bis vor kurzem folgende:
Da das Mafigebliche fiir die unter dem Bruchstrich stehende
GroBe nur die durch Dissoziation aus dem Na-Salz gebildeten
Séure-Tonen sind, das Salz aber nicht total dissoziiert ist, so muf}
die Konzentration des Na-Salzes unter dem Bruchstrich noch
mit dem Dissoziationsgrad & desselben multipliziert werden,
welcher je nach der Konzentration wechselt und stets << 1 ist.
Neuerdings hat sich die Auffassung') geltend gemacht, daB die
Na-Salze immer praktisch total dissoziiert sind, daB aber die
aktive Masse der Ionen (im Sinne des Massenwirkungsgesetzes) in
ionenreichen Losungen infolge elektrostatischer Wechselwirkung
dieser Ionen aufeinander verringert ist.

b) Man mische 10 ccm n-Essigsdure + 1 cem n-Natriumazetat
(pn etwa = 3,7) und gebe einen Tropfen Methylorange zu (ebenso
gelost, wie oben das Methylrot). Die Lésung farbt sich orange.
In ein zweites Reagenzglas gebe man 10 ccm physiologische NaCl-
Losung, einen Tropfen Methylorange und tropfenweise so viel
0,01 n-HCI, daf} die Farbnuance ungefihr ebenso wird wie in der
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Azetatmischung. In beide Rohrchen gebe man jetzt 0,5—0,6 com
einer lproz. Gelatinelésung. Wéhrend die Farbe in dem Aze-
tatrohrchen ungedndert bleibt, wird sie in dem HCl-Réhrchen
rein gelb. Die Azetatmischung wird also durch Zusatz eines
saurebindenden Stoffes (Gelatine) in ihrer h nur wenig ge-
dndert, eine HCl-Losung von gleicher Anfangs-h wird stark
gedndert.

Die beiden Saurelosungen.haben, wie man sich ausdriicken
kann, die gleiche Sdure-Intensitdt, aber eine verschiedene
Saure-Kapazitdt. Die verschiedene Kapazitdt oder das ver-
schiedene ,,Pufferungsvermégen‘‘ zweier Losungen von gleicher h
wird durch folgenden Versuch gezeigt.

¢) Man mische 10 cem n-Essigsiure - 1 cem n-Natriumazetat;
in einem zweiten Glas mischt man 1 cem dieser, aus dem ersten
Glas entnommenen Mischung mit 9 ccm dest. Wasser. Zu beiden
fiigt man Methylorange. Entsprechend der oben entwickelten
Regel ist die Farbnuance in beiden Roéhrchen und somit auch
die h fast genau gleich. Verunreinigt man nun diese Lésungen
mit einem sdurebindenden Stoff, z. B. tropfenweise zugefiigter
0,1 n-NaOH, so dndert sich die h in dem verdiinnten Puffer leichter
als in dem unverdiinnten, wie man an der Farbanderung des In-
dikators erkennen kann.

Hieraus ergeben sich folgende Leitséitze iiber die Regu-
latoren oder Puffer: Ein Gemisch aus einer schwachen
Sdure mit ihrem Alkalisalz hat die Eigenschaft eines
Puffers, ndmlich:

1. Es dndert seine h kaum bei Verdinnung mit
reinem Wasser.

2. Es ist in seiner h widerstandsfiahiger gegen séure-
bindende Verunreinigungen, als eine nichtgepufferte
Lésung von gleicher h.

3. Durch Verdiinnung mit Wasser wird zwar h nicht
wesentlich gedndert, aber die Widerstandsfiahigkeit
gegen Verunreinigungen (die ,,Pufferung® oder , Puffer-
kapazitat) wird vermindert.

Haben wir also die Aufgabe, irgendeiner Loésung eine be-
stimmte h zu erteilen, so versetzen wir sie mit einem Puffer,
welcher diese h hat, und die Aufgabe ist wenigstens angendhert
gelost. Dies ist die Methode, nach der wir die h dosieren. Wir
miissen aber durch eine Messung der h nachtrédglich kontrol-
lieren, inwieweit diese Dosierung gelungen ist. Die Dosierung
ist nur eine angeniherte, da ja die Siurekapazitit eines Puffers
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nicht unendlich groB ist; die wirklich durch den Puffer erzeugte
h muB durch eine Messung genauer festgestellt werden?).

Orientierende Bemerkungen iiber die Aktivititstheorie.

Nach dem Massenwirkungsgesetz in seiner einfachsten Form erfolgt
z. B. die Dissoziation der Essigsiure nach der Formel

HH-[A7)
[A] ’

wo A die undissoziierten Molekiile der Saure, A~ ihre Ionen und die Klam-
mern die Konzentration in Mol pro Liter bedeuten. Diese Formel gilt aber
nur in Losungen von sehr hoger Verdiinnung, daf3 es erlaubt ist, die idealen
Gasgesetze auf sie anzuwenden. In héheren Konzentrationen treten Ab-
weichungen auf, welche man in folgender Weise darstellen kann. Man
kann fiir jede der drei beteiligten Molekiilarten einen Faktor angeben,
mit dem man sie multiplizieren muB, damit das Massenprodukt wieder
denselben Wert k wie in sehr verdiinnten Lésungen erhilt, und man kann
somit schreiben: )
fat+ -[HH]- £~ -[A7] "
fa« [A] ’

fu+ nennt man den Aktivititsfaktor der H-Ionen usw. Die GroBe
fu+ « [H*]= au+ nennt man die Aktivitit der H-Ionen usw. Der Aktivi-
tatsfaktor ist bei idealen Losungen fiir jede Molekiilart gleich 1, bei nicht-
idealen Losungen in der Regel kleiner. Der Aktivititsfaktor kann fiir jede
der beteiligten Molekiilarten verschieden sein. Bei unelektrischen Molekiil-
arten pflegt er herauf bis zu Konzentrationen von 1molar nicht viel von 1
abzuweichen. Bei Ionen ist schon in 0,01 normalen Lésungen die Abweichung
jedes einzelnen Aktivititsfaktors von 1 merklich, und zwar hingt sie ab
erstens von der Wertigkeit des betreffenden Tons, zweitens von der Kon-
zentration und der Wertigkeit auch aller anderen, gleichzeitig mit der
betreffenden Ionenart in Lésung befindlichen Ionenarten, auch derjenigen,
mit denen die erstere chemisch nicht reagiert. Der Sinn des Aktivitits-
faktors ist, dafl er die zwischen den einzelnen Molekiilarten bestehenden
anziehenden und abstoflenden Krifte beriicksichtigt, welche im Fall einer
idealen Losung vernachlissigt werden diirfen und fiir den Fall sehr ver-
diinnter Elektrolytlosungen allein durch die elektrostatischen Wirkungen
der Ionen aufeinander reprasentiert werden. Fiir den Fall, daf} die gesamte
Tonenkonzentration sehr niedrig ist (etwa bis 0,01 —0,02molar), wird der
Aktivitatsfaktor nicht durch die chemische Individualitit der Ionen, sondern
nur durch das Vorzeichen der Ladung und die Wertigkeit bestimmt, und
zwar ist nach DEBYE?) der Logarithmus des Aktivitdtsfaktors einer Ionen-
art (fiir 25°)

logf, = —0,816 - w2} wic, + wic, + wicy + - - - wig, + - - -

Hier ist w; die Wertigkeit der Ionenart, deren Aktivititsfaktor berechnet,
werden soll, w;, w, usw. sind die Wertigkeiten der einzelnen in Losung
befindlichen Ionenarten, ¢,, ¢, usw. ihre Konzentrationen. Die unter dem
Wurzelzeichen stehende Summe heiit nach Bserrum die ionale Kon-

1) Uber Pufferungsvermégen des Serums vgl. S. 202.
?) Siehe HijckrL, E.: Zur Theorie der Elektrolyte. Ergebn. d. exakt.
Naturwiss. Berlin 1924.
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zentration der Losung, oder ihr halber Wert die Ionenstirke (Ionic
strength nach G. N. LEwis). Ist die ionale Konzentration grofer als etwa
0,02, so kann der Aktivititsfaktor nicht mehr nach einer einfachen Formel
berechnet werden. Er hingt dann nicht allein von der ionalen Konzen-
tration ab, sondern auch von der chemischen Individualitiat jeder einzelnen
vorhandenen Ionenart und wird vorldufig am besten als eine rein empirisch
zu ermittelnde GroBe betrachtet. Immerhin gibt die obige Formel auch
fiir etwas stirkere (physiologische) Salzlésungen wenigstens einen Nahe-
rungswert fiir den Aktivitatsfaktor.

12. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren
nach Sorexsen?) (mit Puffern).

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Es wird eine Reihe
geeigneter Stammldsungen vorrdtig gehalten, durch deren ver-
schiedenartige Mischung man jederzeit ,,Puffer‘-Loésungen von
ganz bestimmter h herstellen kann. Soll nun in irgendeiner
Fliissigkeit h bestimmt werden, so gibt man einen geeigneten
Indikator hinzu und probiert durch Mischen obiger Stamm-
lésungen miteinander dasjenige Puffergemisch aus, welches die-
sem Indikator die gleiche Nuance erteilt wie der unbekannten
Losung. Die h der verschiedenen Pufferlésungen sind durch die
elektrometrische Methode (s. Kap. XIV) ein fir allemal geeicht.
Die h der unbekannten Lésung ist dann gleich der der farb-
gleichen Pufferlosung.

Von den Stammlésungen sind fiir die zunéchst aufgestellte
Ubungsaufgabe, die h im frischen Wasser der Wasser-
leitung zu bestimmen, nur zwei erforderlich.

1. Eine !/,; molare Losung von primdrem Kaliumphosphat.

9,078 g dieses Salzes werden in destilliertem Wasser geldst
und auf einen Liter aufgefiillt. Das Wasser wird fiir diesen
Zweck zur Austreibung der Kohlenséure kurz vorher in einem
verzinnten Kupfergefil oder in einem Kolben aus Jenaer Glas
zum Sieden erhitzt, 5 Minuten im Sieden erhalten und unter
kohlenséuresicherem Verschlufl abgekiihlt. Dieser VerschluBl wird
hergestellt durch einen durchbohrten Gummistopfen, dessen
Bohrung mit einem Natronkalkrohr verschlossen ist. Das Salz
wird zunichst in einem MaBkolben in dem noch ziemlich warmen
Wasser gelost, nach dem vélligen Erkalten auf einen Liter auf-
gefiillt und sofort in eine WurLrrsche Flasche eingegossen (Abb. 2);
die eine Offnung der Flasche wird mit einem Vorlagegefil mit

1) SORENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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Natronkalk verbunden, die andere mit einer Biirette mit auto-
matischer Nullpunktseinstellung. Die obere Offnung der Biirette
ist mit einem Natronkalkaufsatz verschlossen. Das offene Ende
dieses Aufsatzes wird in der Regel mit einem Stopfen verschlossen,
der nur wihrend des Gebrauches abgenommen wird. Auch die
duBere Offnung der Natronkalkvorlage ist im Ruhezustand mit
einem Stopfen verschlossen, der wihrend des Gebrauches durch
einen Ventilgummiball er-

setzt wird.
2. Eine 1/,; molare Lo-
sung von ,sekundidrem
Natriumphosphat nach S6-
RENSEN. 11,876 g von
diesem Salz werden genau
in derselben Weise zu
1 Liter gelost und in der-
selben Weise aufbewahrt.

Dieses ,,sekundire Na-

triumphosphat nach SOREN-

SEN‘‘ unterscheidet sich von

dem gewohnlichen (sekun-

déaren) »Natriumphosphat‘‘

durch seinen Kristallwasser-

gehalt. Das gewohnliche Phos-

phat enthdlt 6 Mol. Kristall-

wasser, verwittert aber leicht

und ist deshalb in seiner Zu-

sammensetzung unzuverlissig.

Das SorENsENsche Salz enthéalt

2 Mol. H,0 und ist besténdig.

Es entsteht aus dem ersteren,

indem man es in zerriebenem

Abb. 2. Vorratsgefs mit Biirette fiir die Zustand wochenlang in flachen
Stammlbsungen. Schalen an der Luft verwit-

tern liBt. Die Verwitterung

ist jedoch mitunter nicht vollkommen und héngt von klimatischen Be-
dingungen ab. Es ist daher folgendes Verfahren zu empfehlen. Von dem
vorratig gehaltenen, scheinbar gut verwitterten ,,sekundiren Natrium-
phosphat nach SORENSEN® wird etwa das 1,5fache der erforderlichen Menge
in flacher Schicht ausgebreitet und auf 1—2 Tage in den Brutschrank bei
36—37° C (nicht hoher!) gestellt. Danach 1483t man die Schale in einem
verschlossenen, aber mit keinem Trocknungsmittel beschickten Exsikkator
erkalten und wigt die gewiinschte Portion ab. Das so vorbereitete Salz
ist gewichtskonstant und hat den richtigen Wassergehalt von 2 Mol. H,0.

3. Einige Indikatoren: Methylrot (nach Parirzscu) 0,1 g ge-
16st in 300 ccm etwa 93proz. Alkohol -+ 200 cem destilliertem
Wasser.
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p-Nitrophenol, 0,4 g in 60 ccm Alkohol 4 90 ccm Wasser.
Neutralrot 0,01proz. Losung in 50proz. Alkohol.
Phenolrot, 0,02 proz. alkohol. Lisung.

Phenolphthalein 0,5 g gelost in 1 Liter 50proz. Alkohol.
Auswahl des passenden Indikators.

In ein Reagenzglas fiillt man 10 ccm ungefdhr 0,1 normale
Salzsdure, in ein zweites ebensoviel 0,1 normale Natronlauge. In
beide Rdohrchen gibt man die gleiche Menge, z. B. 5 Tropfen,
Methylrot. Man erkennt hier, welche Farbe der Indikator bei
extrem saurer und bei extrem alkalischer Reaktion hat. Genau
dasselbe macht man mit allen anderen Indikatoren. Nunmehr
nimmt man so viel Reagenzgldser mit je 10 ccm der zu unter-
suchenden Liosung (also frischem Wasserleitungswasser) als man
Indikatoren hat, und fiigt in jedes wiederum 5 Tropfen je eines
Indikators. Es wird nun einige Rohrchen geben, bei denen hier
der Indikator dieselbe extreme Nuance hat wie entweder in der
Salzsdure oder in der Natronlauge. Diese Indikatoren sind fiir
den vorliegenden Fall unbrauchbar. Einen Indikator aber wird
man finden, der eine Ubergangsfarbe zwischen den Extremen
zeigt. Diesen mufl man fiir die weitere Untersuchung wihlen.
Dieses ist in unserem Fall Neutralrot oder Phenolrot.

Die eigentliche Bestimmung der h.

10 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit werden mit einer
fir die Farbabschitzung geeigneten Menge des erwihlten In-
dikators versetzt, in unserem Fall 2—5 Tropfen Neutralrot.
Die Zahl der Tropfen mufl ganz genau festgestellt werden. Sie
miissen aus einer gleichmiBig tropfenden Pipette ganz langsam
abgetropft werden. Nunmehr fiillt man in ein Reagenzglas
5cem der obigen sekundiren Phosphatlésung und 5com der
primdren Phosphatlésung, und in dieses Gemisch genau die
gleiche Menge desselben Indikators. Man priift nun durch Farben-
vergleichung, ob das Phosphatgemisch saurer ist als die un-
bekannte Losung oder alkalischer. Je nach dem Befund stellt
man nun ein neues Phosphatgemisch her, von dem man an-
nehmen kann, dal es bei der Priifung mit demselben Indikator
der unbekannten Loésung dhnlicher wird; z. B. 6 ccm sekundéres
Phosphat -+ 4 cem priméres Phosphat, so dafl das Gesamtvolumen
der Phosphatmischung immer 10 cem ist. Diese Mischung nennt
man ,,Phosphatgemisch 6. Und so stellt man immer neue
Phosphatmischungen her, bis man das zutreffende gefunden hat.
Das kann dann als erreicht betrachtet werden, wenn man ein
Gemisch hat, welches eben ein wenig zu sauer ist, und eines,
welches ein wenig zu alkalisch ist. Dazwischen wird schlieSlich

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 3
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dasjenige Phosphatgemisch ausprobiert, welches nicht mehr zu
unterscheiden ist. Dies wird fiir frisches Leitungswasser in der
Regel das Phosphatgemisch ,,8,7° sein. Die Farbvergleichung muf}
gegen einen etwa 10 cm entfernten Untergrund von rein weillem
Schreibpapier erfolgen. Die Betrachtung geschieht am besten,
indem man von oben her durch die ganze Linge des Reagenz-
glases blickt. Die Gléser miissen genau gleiches Lumen haben.
Sie werden vor dem Versuch daraufhin genau gepriift. Der py der
unbekannten Flissigkeit ist nunmehr gleich dem des farbgleichen
Phosphatrohrchens. Der p, der Phosphatgemische kann aus
einem Diagramm (s. Abb. 3) entnommen werden, welches von
SORENSEN durch elektrometrische Bestimmung geeicht ist.
Dieses Diagramm ist gleichzeitig fir andere Puffergemische
gezeichnet. Man liest es z. B. folgendermafen:

Um den pg eines Phosphatgemisches aus 8,7 cem sekundérem
-+ 1,3 ccm primérem Phosphat zu finden, sucht man auf der Ordi-
nate den Punkt 8,7. Die Horizontale, welche von diesem Punkt aus-
geht, schneidet die ,,Phosphatkurve® an einem bestimmten Punkt.
Dieser, auf die Abszisse projiziert, zeigt pp = 7,60. Dies ist un-
gefihr der Wert, den man im Leitungswasser zu finden pflegt.

Abgestandenes Wasser aus der Wasserleitung ist infolge von
CO,-Verlust alkalischer, d.h. Neutralrot wird mehr gelb, das
farbgleiche Phosphatgemisch ist nicht mehr ,,8,7%, sondern etwa
,»,9“ und dariiber. Man koche ferner eine Probe Leitungswasser
kurz auf und iiberzeuge sich von der sehr bedeutenden Anderung
des pp im Sinne zunehmender Alkalitét.

Das Diagramm enthélt auch die Werte fiir die anderen Puffer-
I6sungen, zu deren Herstellung man folgende Stammlésungen
braucht:

,»,Glykokoll*“ bedeutet eine Losung von 7,505 g Glykokoll und
5,85 NaCl auf 1 Liter Wasser.

,,Salzsdure’ ist in 0,1 n-Salzsiure.

,Natron ist ein 0,1 n-Natronlauge, frei von CO,. Sie wird
hergestellt, indem man in einem hohen, mit (Vaselin, nicht Fett)
gefettetem Glasstopsel verschlossenen Zylinder Atznatron zur
Sattigung in Wasser 16st, so daBl noch reichlich Bodenkérper
bleibt, oft durchschiittelt, mehrere Tage, besser Wochen, bis zur
Kldrung sedimentieren 1Bt und dann von einer mit einer Pi-
pette abgehobenen Probe (Vorsicht! Nicht mit dem Mund an-
saugen!) unter den schon oben beschriebenen Vorsichtsmafregeln
gegen das Eindringen von CO, eine Losung des gewiinschten Titers
herstellt. Die so hergestellte Lauge ist COy-frei, da Nay,COj in der
konzentrierten Lauge unléslich ist.
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,»Zitrat‘ ist eine Losung von 21,008 g Zitronensdure + 200 cem

n-Natronlauge, auf 1 Liter aufgefiillt.

,,Borat® ist eine Losung von 12,404 g Borsdure und 100 ccm

n-Natronlauge, auf 1 Liter Wasser aufgefiillt.

3*

Abb. 3. Puffer-Diagramm nach SORENSEN. Die punktierten Kurvenabschnitte sind schlecht reproduzierbar
und sollen nicht verwendet werden.
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Alle diese Losungen miissen in der oben angegebenen Weise mit
CO,-freiem Wasser hergestellt und CO,-sicher aufbewahrt werden,
insbesondere ist diese Vorschrift fiir die alkalisch reagierenden
Liésungen streng zu befolgen.

Beispiel fiir die Anwendung des Diagramms fiir diese Puffer:
Um fiir eine Mischung von 6 ccm Zitrat 4 4 cem Salzsdure (Summe
stets 10 ccm) den pp zu finden, sucht man den Schnittpunkt der
Horizontalen ,,6° mit der Kurve ,,Zitrat -- Salzsdure und liest
an der Abszisse pg = 4,18 ab.

Sehr gut brauchbare Puffergemische in einem fiir physio-
logische Arbeiten besonders wichtigen pg-Bereich von 6,8—9,6
sind nach dem Vorschlag von MicHAELIS mit Veronal (Didthyl-
barbitursiure) herzustellen!. Sie kénnen vor allem als ein Er-
satz fir den Boratpuffer dienen, der infolge der Neigung der
Borsiure zur Bildung von Komplexen (z. B. mit Zuckern) oft
unbrauchbar ist.

Man lést 10,30 g didthylbarbitursaures Natrium auf 500 ccm
mit CO,-freiem Wasser. 10 ccm dieser Losung mit 0,1 n-HCI
titriert, miissen genau 10 cem Sdure verbrauchen (Indikator
Methylrot). Sonst muB fiir die in der Tabelle angegebenen Zahlen
Kubikzentimeter Veronallosung eine entsprechende Korrektur an-
gebracht werden.

Folgende Mischungen mit 0,1 n-HC] geben die in der Tabelle
angegebenen pg-Werte:

Tabelle.

Wenn n ccm 0,1 m Veronalnatrium mit 10 — n cem 0,1 n-HCL
vermischt werden, erhalt man die folgenden pg-Werte:-

n PH n PH n jUs
(5,10) (6,40) 6,15 7,60 9,08 8,80
(5,14)  (6,60) 6,62 17,80 9,36 9,00

5,22 6,80 7,16 8,00 9,52 9,20
5,36 7,00 7,69 8,20 9,74 9,40
5,54 7,20 8,23 8,40 9,85 9,60
5,81 7,40 871 860  (9,93)  (9,80)

Die Zahlen in Klammern sind nicht genau reproduzierbar.

Die obengenannten Indikatoren umspannen nur eine be-
schrinkte Reihe von pg. Eine Auswahl geeigneter Indikatoren
fiir ein groferes Bereich ist folgende:

1) L. MicHAaEL1S: The Journal of biolog. Chemistry 87, 33. 1930.



Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren nach SOrRENSEN. 37

Anwend-

Indikator- Fz{ﬁ:ﬁ‘i’ngllélrag barl;;:i_t fiir Herstellung der Losung
Tropéolin 00 gelb—rot 1,4—2,6 | 0,1°/y, wiaBr. Losung
Rotkohlauszug blau—rot 2,0—4,5 | 500 g zerschnittener Rotkohl

2 Tage in 500 g 96% Alko-
hol, dann filtriert.

Methylorange gelb—rot 3,1—4,4 .
Aethylorang PR e }0,1 g in 300 Alk. + 200 Wass.
p-Nitrophenol gelb—farblos | 4,0—6,4 | 0,1 gin 15 ,, +235 ,,
Neutralrot gelb—rot 6,5—8,0 | 0,1 gin 500 ,, 4 500 ,,
«-Naphtholphthalein| blaugriin —

graugelb 7,3—8,7 1 0,1 gin 150 ,, 4100 ,,
Phenophthalein rot—farblos | 8,3—10,0| 0,1 g in 100 ,, 4+ 100 ,,
Thymolphthalein blau—farblos| 9,3—10,5/ 0,1 gin 125 ,, 4+ 125 ,,
Alizaringelb R rot—gelb 10,1—12,1} 0,1%/4o wallr. Losung

Schoéne Indikatoren fiir die SORENSENsche Methode mit pracht-
vollen Farbeniibergingen sind folgende, von LuBs und CLARK!)
angegebenen:

{ Konzen-
I i tration der
Chem. Berechmng | Gepiwiche | G | Fwber  apmvenden
i lischen
Losung
Thymolsulfophthalein |Thymolblau 1,2—2,8 | rot—gelb 0,04 %
Tetrabromphenol- Bromphenol- 3,0—4,6 | gelb—blau 0,04 %
sulfophthalein blau
o-Carboxy-benzol- Methylrot 4,4—6,0 | rot—gelb 0,02 %
azo-dimethylanilin
Dibrom-o-kresol- Bromkresol- 5,2—6,8 | gelb—purpur| 0,04%
sulfophthalein purpur
Dibrom-thymol- .| Bromthymol- 6,0—7,6 | gelb—Dblau 0,04%
sulfophthalein blau
Phenol-sulfophthalein |Phenolrot 6,8—8,4 | gelb—rot 0,02 %
o-Kresol-sulfophthalein Kresolrot 7,2—8,8 | gelb—rot 0,02 %
Thymolsulfophthalein |Thymolblau 8,0—9,6 | gelb—blau 0,04 %
o-Kresolphthalein Kresolphthalein| 8,2—9,8 | farblos—rot| 0,02%

An Stelle des Methylrots, welches allein in dieser Reihe nicht
zu den Sulfophthaleinen gehért, ist von B.CorHEN2) empfohlen
worden : .

Tetrabrom-m-kresol-sulfophthalein Bromkresolgriin pr 4,0—5,6

1) Luss, HERBERT A. und CrLARK, WiLLiaM M.: Journ. of the Washing-
ton acad. of sciences 5, 609. 1915 und CrARK und Luss: Journ. of bacteriol.
2, 1. 1917 und besonders das empfehlenswerte Buch: The Determination
of Hydrogen Tons, von W. MaNsFIELD CLARK, Baltimore. 1920.

2) BARNETT CoHEN: Public Health Reports, U. S. P. H. S. 38, 199. 1923.
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13. Ubung.
Der Salzfehler der Indikatoren.

Neben den H-Tonen haben auch andere Ionen einen Einflufl
auf die Nuance eines Indikators; die meisten allerdings erst in
hohen Konzentrationen. In salzreichen Losungen sind daher
die .pp-Messungen mit Indikatoren mit einem kleinen Fehler
behaftet, der je nach Art und Konzentration des Salzes sowie
nach dem angewandten Indikator verschieden ist. Physiologische
Salzlésungen machen bei den hier ausgewéadhlten Indikatoren
nur sehr kleine Fehler, die meist nicht beriicksichtigt zu werden
brauchen. Da der ,,Salzfehler* der Indikatoren aber eine sehr
instruktive theoretische Vorbereitung fiir andere biologisch wich-
tige Salzwirkungen darstellt, soll er an einem Beispiel gezeigt
werden :

Man mischt in vier verschiedenen Réhrchen in gleicher Weise
je 4,5 ccom m/15 priméres Phosphat und 4,5 ccm m/15 sekundéres
Phosphat (wie oben), und gibt dazu

in RSéhrchen Nr. 1 2 3 4

gesittigte (etwa 4,5 molare) KCl-Lésung 0 1 0 1
destilliertes Wasser 1 0 1 0

Dann bringt man in Losung 1 und 2 einige Tropfen Lackmus-
l6sung (nach KuBEL-THIEMANN), in 3 und 4 einige Tropfen Neu-
tralrot. Vergleicht man nun die beiden Lackmusréhrchen, so ist
ihre Farbe nahezu gleich, allenfalls ist das mit Salz ein Spiirchen
blauer. Wir wiirden daraus schlieBen, dal h durch den Salz-
zusatz gleichgeblieben oder allenfalls ein Spiirchen kleiner, d. h.
Pn ein Spiirchen grofer geworden ist. Vergleichen wir aber die
beiden Neutralrotrohrchen, so finden wir, dafl das mit Salz deut-
lich réter.ist, d. h. da h durch den Salzzusatz entschieden grofer
(pn kleiner) geworden ist. Infolge der Unstimmigkeit beider In-
dikatoren bei Gegenwart reichlicher Salzmengen haben wir Grund,
die Richtigkeit beider Resultate zu bezweifeln.

Wenn wir nun auf die in der vorigen Ubung angegebene
Weise durch Aufsuchen des- fir den gleichen Indikator farb-
gleichen Phosphatgemisches den pn zu bestimmen suchen, so
finden wir in den Rdohrchen ohne Salz fiir beide Indikatoren
gleichmafig:

Das farbgleiche Gemisch ist das Phosphatgemisch ,,5°, also
Pn — 6,81
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In den Roéhrchen mit Salz finden wir

fir Lackmus: p, ziemlich genau ebenfalls 6,81.
fir Neutralrot: Das farbgleiche Gemisch ist das Phos-
phatgemisch ,,2,4“, also pp = 6,35.

Zur Entscheidung dieses Dilemmas versuchen wir eine andere
Methode der h-Bestimmung zu Rate zu ziehen. Wenn man mit
der an spéterer Stelle beschriebenen elektrometrischen Methode
in einem Rohrchen mit und ohne Salz py, bestimmt, so finden wir:

ohne Salz: p, = 6,80,
mit Salz: p, = 6,56.

Die Messung ohne Salz stimmt also mit beiden Indikatoren-
messungen iiberein. Das ist selbstverstindlich; denn die Indi-
katorenmethode ist auf Grund elektrometrischer Parallelmes-
sungen mit salzarmen Pufferlosungen geeicht worden. Mit Salz
dagegen zeigt uns die elektrometrische Messung einen Wert, der
etwa in der Mitte steht zwischen dem Lackmus- und dem Neutral-
rotwert. Ks ist nun theoretisch begriindet, den elektrometrisch
erhaltenen Wert als den ,richtigen anzusehen und alle Ab-
weichungen, welche die Indikatoren in salzreichen Losungen
hiervon zeigen, als ,,Salzfehler zu bezeichnen. Diese Fehler
kénnen bald negativ, bald positiv sein.

Wie BJERRUM gezeigt hat, ist auch das, was wir mit der Gaskette
messen, bei Gegenwart groferer Mengen von Elektrolyten nicht genau die
wahre Konzentration der H’, sondern eine GroBe, welche er die ,,Wasser-
stoffaktivitat®, an, genannt hat. Diese ist je nach der Art und Menge
der anwesenden Elektrolyte um einige Prozent kleiner als die wahre Kon-
zentration der H'-Ionen und 148t sich theoretisch aus dieser ableiten. Das
Wort ,,Aktivitdt‘ hat denselben Sinn wie die ,,aktive Masse‘ beim Massen-
wirkungsgesetz, welche in konzentrierteren Losungen ja auch nicht der
wahren Konzentration genau proportional ist.

Die chemische Reaktionsfihigkeit der H-Ionen im Sinne des Massen-
wirkungsgesetzes geht nun, ebenso wie ihre elektromotorische Wirksam-
keit, der ,,aktiven Masse* derselben, nicht ihrer wahren Konzentration
proportional. Dieser Umstand gibt uns die Berechtigung, die mit der
elektrometrischen Methode erhaltenen Werte als die Standardwerte zu-
grunde zu legen. Denn die chemische Reaktionsfahigkeit der H-Tonen einer
Losung ist es vor allem, die wir durch eine solche Messung ermitteln wollen.

Zum SchluB} sei noch einmal darauf hingewiesen, daf3 bei physiologisch
in Betracht kommenden Salzkonzentrationen diese Salzfehler immer sehr
klein sind. Alle angegebenen Indikatoren sind daraufhin ausgewihlt, daf
sie mdglichst kleine Salzfehler geben, d. h. daf ihre Angaben sich auch bei
Gegenwart maBiger Salz- oder Eiweilmengen mit den elektrometrischen
Messungen méglichst decken.

Alle diese Umstiande bewirken, daBl die Unsicherheit aller

Pr-Messungen mit irgendeiner Indikatorenmethode meist mehrere
Einheiten der zweiten Dezimale des py-Wertes betrigt.
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14. Ubung.
Der EiweiB- und Alkaloid-Fehler der Indikatoren.

Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Indikatorenmetho-
den ist, daB in der Losung keine Stoffe vorhanden sind, welche
mit dem Indikator Bindungen eingehen und den durch die H-
Tonen bestimmten Dissoziationszustand des Indikators verindern.
Von derartigen Stoffen kommen vor allem die EiweiBikérper in
Betracht. Die empfohlenen Indikatoren sind alle nach dem Prin-
zip ausgewahlt, daf} ihr , Eiweilfehler moglichst gering ist, und
bei den meisten ist unter gewohnlichen Umsténden dieser Fehler
zu vernachléssigen. AulBer den EiweiBkérpern gibt es noch andere
Stoffe, welche solche Fehler hervorrufen; zur Demonstration
folgendes Beispiel:

Es wird die Phosphatmischung ,,4,0° hergestellt. Von dieser
Mischung werden je 5cem einerseits mit 0,5 ccm dest. Wasser,
andererseits mit 0,5 ccm Chininchlorhydrat 1:100 versetzt und
zu beiden Bromthymolblau (etwa 6 Tropfen) zugefiigt. Obwohl
es ausgeschlossen ist, daB in dieser stark gepufferten Liosung
diese geringe Chininmenge eine wesentliche Anderung des py
erzeugt, unterscheiden sich die Farben stark voneinander. Bei
laingerem Warten scheidet sich eine flockige, gefirbte Chinin-
verbindung des Indikators ab. Dieselben Phosphatmischungen,
mit je 0,2 cem p-Nitrophenol (1:1000) versetzt, zeigen mit und
ohne Chinin den gleichen Farbgrad. Bei Gegenwart von solchen
Alkaloiden kann man den p, zwar mit einfarbigen Indikatoren
der Nitrophenolreihe, aber nicht mit den Indikatoren von CLARK
und LuBs bestimmen.

15. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren ohne
Puffer?).

Prinzip. Die Methode 1a8t sich am einfachsten mit sog. ein-
farbigen Indikatoren, die von farblos in eine Farbe umschlagen
kénnen, anwenden. Man versetzt 10 ccm der zu untersuchenden
Lésung mit einer abgemessenen Menge eines Indikators. Ist der
Indikator geeignet, so wird er weder ganz farblos sein, noch die-
jenige maximale Farbtiefe zeigen, die er in stark alkalischer Lésung
haben wiirde. Die maximale Farbtiefe haben die hier verwendeten
Indikatoren in 0,01 n-NaOH; stéirkere Lauge vertieft die Farbe

1) MicHAELIS, L., und GYEMANT, A.: Biochem. Zeitschr. 109, 165. 1920.
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nicht weiter. Man stellt nun durch einen Reihenveérsuch fest,
wieviel Indikator man zu 10 cem 0,01 n-NaOH zusetzen muf,
um dieselbe Farbtiefe zu erhalten, wie in der unbekannten Lésung.
Man wird fir die Lauge weniger Indikator brauchen. Das Ver-
héltnis dieser Indikatormenge zu jener anderen nennen wir den
Farbgrad, F.! Dieser mufl stets <<1 sein. Aus ihm laB8t sich h
der zu untersuchenden Lésung berechnen nach der Formel
1—-F
A

Hier bedeutet k eine fiir den angewendeten Indikator charak-
teristische Zahl, die Indikatorkonstante.

Wir stellen uns, wie in der vorigen Ubung, die Aufgabe, die
h des frischen Wasserleitungswassers zu bestimmen. Der hier-
fiir geeignete Indikator ist m-Nitrophenol, 0,3 g unter miBigem
Erwidrmen in 100 cem destilliertem Wasser gelést. Man fiillt in
ein Reagenzglas 10 ccm des zu untersuchenden Wassers und
dazu 1 cem des Indikators. In 2—3 Minuten hat der Indikator
seinen definitiven Farbton angenommen. Nun fiillt man in eine
Reihe von ganz gleichméaBigen Reagenzglisern zunichst je 9 cem
einer aus n-NaOH frisch hergestellten 0,01 n-NaOH. (Es
kommt gar nicht auf genauen Titer an; man kann ebensogut
0,02 n-NaOH nehmen.) Nun stellt man eine 10fache Verdiinnung
des Indikators mit destilliertem Wasser her und gibt in das erste
der mit Lauge versetzten Gliaser 0,5 ccm des verdinnten Indi-
kators, in das zweite 1,0cem, in das dritte 2,0 cem; also eine
geometrische Reihe mit dem Quotienten 2. SchlieBlich fiillt man
die drei Gliser mit 0,01 n-NaOH auf das Volumen der zu unter-
suchenden Lésung auf, welches einschlieBlich des zugesetzten
Indikators 11 ccm betrégt. Vergleicht man der Reihe nach die
Farben dieser Gliser, so findet man, daB3 das erste zu hell, das
dritte zu dunkel, das mittlere ungefihr richtig ist. Fiir den Ver-

h=k.

1) Der Dissoziationsgrad einer Siaure o (in unserem Falle gleich dem
’

Farbgrad F) ist gleich SK, wo S’ das Sdure-Ion, A die Gesamtmenge der

Séure (in unserem Falle des Indikators) ist.
Aus der Gleichung h:’k[SH] — J Lundiss. Saure]

folgt indem wir

fiir [SH] schreiben [A] -- [S]: 87T [Séure-Ion]
_KAI 18 g KA,
h— 57 oder [ =h
und E_k:h oder k(l—l)zh
x o
und Lo k=h.

o
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gleich darf man immer nur die zwei zu vergleichenden Réhrchen
nebeneinander halten, bei guter Beleuchtung gegen einen rein
weillen Hintergrund (Schreibpapier, Porzellanteller) aus nicht
allzu naher Entfernung von demselben. Man blickt am besten
von oben durch die Réhrchen, jedoch ist manchmal auch die
Betrachtung durch die Seitenwand vorteilhaft.

Nunmehr engt man die Beobachtung durch eine feiner ab-
gestufte Reihe ein, am besten mit dem Quotienten 1,2 oder
sogar 1,15. Wir hatten 1,0 ccm in der groben Reihe am besten
gefunden; wir fiigen also Versuche mit 1,2 und 1,44 sowie mit
0,83 und mit 0,69 ccm verdiinnten Indikators hinzu. Wir finden
als definitives Resultat, dafl 1,0 ccm richtig ist, 1,2 schon zu viel,
0,83 zu wenig ist. In der zu untersuchenden Losung war 1,0 ccm
Indikator, in der farbgleichen Lauge 1,0 ccm des 10fach ver-
diinnten Indikators. Der Farbgrad ist also = 0,10. Um die
obige Formel anwenden zu konnen, miissen wir noch den k-Wert
fiir m-Nitrophenol kennen. Er betrigt (fiir Zimmertemperatur)
47-107% Also ist

0,10

_1-0, . L10-9 — L 10-9 — .10-8
h = 0.10 47.107* =42.10"9=4,2.10"8,

Will man pp ausdriicken, so ist
logh = 0,62 — 8 =—17,38,
Pn = 7,38.

Hiermit ist die Bestimmung beendet.

Dieser Wert wird mit einem kleinen Spielraum (etwa -+ 0,05)
im Leitungswasser stets gefunden, wenn es nicht durch Abstehen
CO, verloren hat.

Um bei hiufigerer Benutzung der Methode aus der Farb-
vergleichung sofort den p, zu finden, benutzen wir folgende
Methode. Wir logarithmieren die Gleichung (S. 41):
logh = logk + log I;E

und daher Pn = P + log T F ’

wobei wir unter px den ,,Indlkatorexponenten“, den negativen
Logarithmus der Konstanten (analog pn) verstehen. Die neben-
stehenden Tabellen (S.43) geben fiir einige geeignete Indikatoren
die Werte fiir pg an. Sie sind bei verschiedenen Temperaturen etwas
verschieden, aber dafiir kénnen wir mit dieser Methode py, atich bei
beliebiger Temperatur bestimmen. Aus dem Diagramm Abb. 4,
Kurve I, kann fiir jedes beliebige experimentell gefundene F der
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Ubersicht tiber die einfarbigen Indikatoren.

Gewdhnliche Chemische | po o | py fiir | _Anwend.

Bezeichnung = Bezeichnung 18° Bereich. pn Stammlsung

f-Dinitro- 1-Oxy-2, 6- gelb | 3,69 | 2,2—4,0 |0,1g:300Wasser

phenol dinitrobenzol
«-Dinitro- 1-Oxy-2,4- gelb | 4,06 | 2,8—4,5 | 0,1 g:200Wasser
phenol dinitrobenzol

y-Dinitro- 1-Oxy-2,5- gelb | 5,15 | 4,0—5,5 |0,1g:400Wasser
phenol dinitrophenol
p-Nitro- | p-Nitrophenol | gelb | 7,18 | 5,2—7,0 |0,1g:100Wasser
phenol
m-Nitro- | m-Nitrophenol | gelb | 8,33 | 6,7—8,4 | 0,3 g: 100 Wasser
phenol

Phenol- Phenol- rot, 9,73 | 8,5—10,5 | 0,04 g in 30 ccm
phthalein phthalein Alkohol
-+ 70 Wasser
Alizaringelb | m-Nitrobenzol- | gelb 11,16 [10,0—-12,0 | 0,05 g in 50 ccm
GG azosalizylsdure Alkohol
(Salizylgelb) -+ 50 Wasser

Die Indikatoren-Konstanten p, bei verschiedenen
Temperaturen.

p-Dinitro- o«-Dinitro- y-Dinitro- p-Nitro- m-Nitro-
A R Gt I o A5 phenol phenol
0° 3,79 4,16 5,24 7,39 8,47
5° 3,76 4,13 5,21 7,33 8,43
10° 3,74 4,11 5,18 7,27 8,39
15° 3,71 4,08 5,16 7,22 8,35
18° 3,69 4,06 5,15 7,18 8,33
20° 3,68 4,05 5,14 7,16 8,31
25° 3,65 4,02 5,11 7,10 8,27
30° 3,62 3,99 5,09 . 7,04 8,22
35° 3,569 3,96 5,07 6,98 8,18
40° 3,56 3,93 5,04 6,93 8,15
45° 3,54 3,91 5,02 6,87 8,11
50 3,61 | 3,88 4,99 6,81 8,07,
Wert von log % abgelesen werden. Die Ordinate ist F, die
Abszisse ¢ = log TF—F Da Werte < 0,1 an der Ordinate schwer

abgelesen werden konnen, ist der Anfang der Kurve in Kurve II
mit 10fach vergroBertem und in Kurve IIT mit 100fach ver-
gréBertem OrdinatenmafBstab dargestellt. (Die Ordinatenwerte
mull man bei der Ablesung durch 10 bzw. 100 dividieren, die
Abszissenwerte aber gelten unveréndert.)

Alle diese Indikatoren schlagen von gelb (alkalisch) nach
farblos (sauer) um, nur Phenolphthalein von rot nach farblos.
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Fiir Phenolphthalein und m-Nitrobenzol-Azosalizylsiure findet
man die zugehorigen Werte fiir F' und py bei 18° Zimmertempe-
ratur aus folgenden Tabellen.

Phenolphthalein

F Pu F Dh F Ph
001 845 0,16 9,10 055 9,80
0,014 850 0,21 9,20 0,60 9,90
0,030 860 0,27 930 0,65 10,0
0,047 870 0,34 940 0,70 10,1
0,069 880 040 9,50 0,75 10,2
0,090 89 045 9,60 0,80 10,3
0,120 9,00 0,50 9,70

m-Nitrobenzol-Azosalizylsdure
F Dh F D

0,13 10,00 0,566 11,20
0,16 10,20 0,66 11,40
0,22 10,40 0,75 11,60
0,29 10,60 0,83 11,80
0,36 10,80 0,88 12,00
0,46 11,00

Das obige Versuchsbeispiel wiirde nach diesen Tabellen
folgendermafBlen berechnet werden. Man benutzt die Formel

Pr=DpPx+ ¢.

px betrigt fir m-Nitrophenol bei der Versuchstemperatur von
18° nach der Tabelle auf S. 43 8,33. Aus Diagramm S. 44 finden
wir fir den beobachteten Farbgrad ¥ = 0,10 den zugehorigen
Wert von ¢ =—0,95, also ist p, =8,33 — 0,95 = 7,38.

Um sich zu iiberzeugen, dafl die Indikatorenmethode mit
Vergleichs-Pufferlosungen und diese Methode ohne Puffer das-
selbe Resultat gibt, messe man ein Gemisch von 20 ccm n-NaOH,
21 ccm n-Essigsdure, mit destilliertem Wasser auf 200 ccm auf-
gefiillt, und zwar eine Probe mit der Methode mit Puffer (In-
dikator: Methylrot), eine andere Probe mit der Methode ohne
Puffer (p-Nitrophenol). Das Resultat muf} innerhalb der er-
laubten Fehlergrenzen, d.i. innerhalb einiger Einheiten der
zweiten Dezimalstelle des pp, gleich sein.
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16. Ubung.
Der Sdurefehler der Indikatoren?).

Die Indikatorenmethode kann nur unter der Bedingung rich-
tige Resultate liefern, daBl der pp der Losung durch den zu-
gesetzten Indikator selbst nicht verindert wird. Da die Indi-
katoren selbst Siauren oder Basen sind, so trifft diese Bedingung
nicht unter allen Umstinden zu, sondern nur dann, wenn die zu
untersuchende Lésung von Natur aus geniigend gepuffert ist, um
durch den Zusatz des Indikators in ihrem py nicht merklich ge-
andert zu werden. In theoretisch reinem, destilliertem Wasser
kann man daher pp, mit Indikatoren iiberhaupt nicht bestimmen,
denn nach Zusatz des Indikators wird in diesem Falle der py,
auf alle Félle gedndert. Das gewohnliche, etwas CO,-haltige
destillierte Wasser ist etwas giinstiger, gestattet aber exakte
Bestimmungen auch nicht. FluB- oder Meerwasser ist infolge
seines Gehaltes an Bikarbonat 4 CO, schon besser gepuffert.
Sehr farbkriftige Indikatoren, wie Neutralrot oder Phenolrot,
von denen man nur duflerst geringe Mengen braucht, gestatten
daher die py-Messung auch in Fluf- und Meerwasser ohne weiteres.
Die etwas weniger farbkriftigen Indikatoren der Nitrophenol-
reihe konnen bei unsachgemifBer Anwendung hier schon zu
Fehlern fiihren; wir nennen dies den Siurefehler des Indikators.
Zu seiner Demonstration geben wir folgendes Beispiel: Zunichst
wird in einer Probe von frischem, nicht abgestandenen Wasser-
leitungswasser nach der S.31 beschriebenen Vorschrift py be-
stimmt. Man findet z. B. in Berlin in der Regel p, = 7,3—7,4.
Dieselbe Probe, nach der Indikatorenmethode mit Vergleichs-
putfer unter Anwendung von Neutralrot (S. 37) ergibt p, = 7,5
bis 7,6. Es handelt sich also darum, die Indikatormethode ohne
Puffer so zu gestalten, dafl der Unterschied gegen die andere
Methode verschwindet. Dies erreicht man dadurch, daB man
viel weniger Indikator, als S.40 angegeben, zusetzt und die
Farbtiefe durch eine gréfere Hoéhe der durchblickten Wasser-
schicht vermehrt. Man benutzt dazu zweckmiflig 25 ccm hohe
farblose Reagenzgliser, welche ein wenig mehr als 40 ccm fassen
und in dem Abb. 5 abgebildeten Gestell aufbewahrt werden. Um
Wasserleitungs- oder FluBwasser zu messen, fiillt man 6 solche
Gliser der Reihe mach mit 0,25; 0,29; 0,33; 0,38; 0,45; 0,50 ccm
einer 10fach verdiinnten Stammlésung von m-Nitrophenol (Kon-
zentration der Stammlésung 0,3 g in 100 ccm Wasser) und gibt

1) M1cHAELIS, L., und KRUGER, R.: Biochem. Zeitschr. 119, 307. 1921;
MicHAELIS, L.: Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungsmittel 42, 75. 1921.
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dazu noch je 40 ccm einer durch Verdiinnung aus n-Natronlauge
frisch hergestellten 1/50 n-Lauge; auf genauen Titer der Lauge
kommt es nicht an. Nunmehr gibt man in ein ebensolches Rea
genzglas 40 cem frisches Wasserleitungswasser und so viel
m-Nitrophenol, daB3 die Farbung irgendwo in das Bereich der
Farbtiefe der vorbereiteten 6 Vergleichslgsungen fallt. Es pflegen
2—25 ccm der 10fach verdiinnten Stammlésung erforderlich zu
sein (bei Meerwasser pflegt 1 cem erforderlich zu sein). Der Indi-
kator wird durch mehrmaliges Umdrehen des Rohrchens gut
durchgemischt, dagegen sollen die Réhrchen mit Wasserleitungs-
wasser nicht etwa durch Umgieflen
in andere Rohrchen durchgemischt
werden, weil dabei CO,-Verlust zu
befiirchten ist.

In dem Gestell sind 3 Locher
durch ein Holzrihmchen abgegrenzt.
In das mittlere derselben stellt man
das zu untersuchende Wasser, zu
beiden Seiten die Vergleichslésung.
Man blickt von oben durch die
Rohrchen gegen eine schrig ge-
stellte Milchglasplatte, welche von
diffusem Tageslicht gut und gleich-
mifig beleuchtet ist.

Auf diese Weise wird die Bestim- - Abb. 5.
mung fehlerfrei. Sie ist so exakt, dafl
es berechtigt ist, die kleinen Korrekturen, welche Verschiedenheiten
des Salzgehaltes und der Temperatur erfordern, anzubringen. Die
genaue Berechnung von pp geschieht nach der Formel:

ph=7Dx + 5+ 9+ .

Px ist eine fiir das m-Nitrophenol charakteristische Konstante
und betrigt ein fiir allemal 8,33.

s ist die Salzkorrektur. Fiir Leitungs-, Flu- und andere fast
salzfreie Wasser ist s = 0. Fiir Meerwasser innerhalb aller in
Betracht kommenden Salzgehalte betrigt s =—0,16.

@ ist die Temperaturkorrektur. Die Temperatur des Wassers
wird in dem Rohrchen direkt gemessen und danach folgender Wert
fur ¢ eingesetzt:

Temperatur in °C
5 10 15 17,5 20 25 30 35 40
&+ 0,10 40,06 +0,02 +0 —0,02 —0,06 —0,11 —0,15 —0,18

@ wird in dem Diagramm S. 44 abgelesen.
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Mit dieser Methode erhdlt man fiir Berliner Leitungswasser
in der Regel py = 7,6, also denselben Wert wie bei der Bestim-
mung nach SORENSEN mit Neutralrot, aber einen etwas anderen
als bei der Bestimmung mit m-Nitrophenol ohne Puffer wie in der
15. Ubung (7,4). In jener Ubung wurde das Wasserleitungswasser
als Objekt erstens der Einfachheit halber empfohlen, zweitens um
auf die jetzige Ubung vorzubereiten. Fiir die gewohnlich unter-
suchten Fliissigkeiten: Harn, bakteriologische Nahrbdden, Bier
u. dgl., kommt dagegen ein solcher Sdurefehler nicht in Frage,
weil diese Fliissigkeiten gut gepuffert sind durch Phosphate,
Laktate, Eiweil usw.

Die in dieser Ubung beschriebene Methode eignet sich auch
gut fiir wissenschaftliche Expeditionen zur Untersuchung des
Pn von Meer- und FluBwasser, weil sie die Mitnahme der Puffer-
I6sungen nicht erfordert.

17. Ubung.

Pn-Messung nach der Indikatorenmethode in einer gefirbten
oder getriibten Fliissigkeit nach dem Warroresehen Prinzip.

In einem normalen sauer reagierenden Harn soll py nach der
Indikatorenmethode ohne Puffer bestimmt werden. Es handelt
sich darum, die Eigenfarbe des Harns
optisch unschédlich zu machen. Man
benutzt hierzu das WarpoLEsche Prin-
zip. Der dazu erforderliche einfache
Apparat, der Komparator, ist in
Abb. 6 abgebildet. Er besteht aus
einem Holzblock mit eingebohrten Lo-
chern, in welche Reagenzgliser gesteckt
werden koénnen, und den Guckléchern
a,b, c,durch welche man je zwei hinter-
einander stehende Gléser gleichzeitig
durchblickt. An der Riickseite kann
man eine Mattscheibe und eine helle
Blauscheibe einsetzen.
Der Harn wird zunichst zur Ver-
minderung seiner Eigenfarbe aufs 2- bis
A et wompara-  3fache verdinnt. Als Verdiinnungs-
fliissigkeit nimmt man wohl am besten
eine dem Harn einigermafBen entsprechende Salzlésung, eine etwa
2proz. NaCl-Lésung ; jedoch macht es kaum etwas aus, wenn man
statt dessen destilliertes Wasser nimmt. 10 cecm des verdiinnten
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Harns werden in ein Reagenzglas gefiillt und dazu eine genau
abgemessene Menge der oben angegebenen Stammlésung von
p-Nitrophenol zugesetzt (in der Regel wird 0,5—1 ccm geeignet
sein). Es muB eine deutliche, aber nicht zu intensive gelbe Fir-
bung auftreten. Dieses Rohrchen steckt man in das Loch 3, ein
zweites Rohrchen fillt man in genau der-
selben Weise, nur nimmt man statt der
Indikatorlosung die gleiche Menge Wasser
und steckt dieses Rohrchen in das Loch 1.
In das Loch Nr. 4 steckt man ein Rea-
genzglas mit beliebig viel Wasser. Nun
stellb man in derselben Weise wie in
Ubung 15 eine Serie von Verdiinnungen
von p-Nitrophenol in 1/50 normal Natron-
lauge her, von denen jede das gleiche Ge-
samtvolumen hat wie das Rohrchen mit
dem Harn, und probiert aus, welches
dieser Vergleichsréhrchen man in das Loch
Nr. 2 des Komparators stecken muf}, da-
mit Farbgleichheit eintritt. Die Beob-
achtung geschieht durch die Gucklécher
a und b, wihrend man das Loch ¢, wo-
fern man es nicht als ein zweites Ver-
gleichsloch benutzen will, mit dem Daumen verschlieBt. Da man
das dritte Loch entbehren kann, kann man auch mit einem zwei-
16chrigen Kowaparator (Abb. 6) arbeiten. Die in der Abb. 7 sicht-
bare Wand des Komparators, welche die Matt- und Blauscheibe
tragt, wird dem Himmel zugekehrt, die Beobachtung geschieht von
der anderen Seite her. Durch beide Lécher beobachtet man die
Mischfarbe des Harnfarbstoffs und des Indikators; in dem einen
Falle sind diese beiden Farben wirklich vermischt, in dem anderen
mischen sie sich, obwohl sie rdumlich getrennt sind, optisch, da
man die beiden Réhrchen hintereinander durchblickt. In beiden
Rohrchen ist daher der Indikator mit dem Harnfarbstoff in gleicher
Weise kombiniert und Farbgleichheit kann nur eintreten, wenn
der Indikator in beiden Rohrchen denselben Farbgrad hat. Durch
die Blauscheibe wird bewirkt, daB die verschiedenen Helligkeits-
grade des Gelb in verschiedene Farbqualitdten von gelb {iber
griin nach blau umgewandelt werden, was die Beobachtung er-
leichtert. Bei Indikatoren anderer Firbung lafit man die Blau-
scheibe fort und arbeitet nur mit der Mattscheibe. Die Berech-
nung von py erfolgt in derselben Weise wie in der 15. Ubung.
Bei normalem Harn finde man beispielsweise, wenn 0,75 ccm

Abb. 7. Zweilochriger Xom-
parator, von vorn gesehen.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl, 4
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p-Nitrophenol zum Harn zugesetzt waren, Farbgleichheit mit
demjenigen Laugenréhrchen, welches 0,30 cem 10fach verdiinnten
Indikator enthilt. Der Farbgrad ist dann also

0,030:0,75 = 0,040 und somit py = 7,16 — 1,38 = 5,78.

Im Harn findet man py zwischen 5 und 7.

Das WarpoLEsche Prinzip bewihrt sich ebenso gut, wenn die
zu untersuchende Ldsung triibe ist. Man kann z. B. Bouillon, in
welcher Bakterien gewachsen sind, messen. Frische Néhrbouillon
pflegt pn 7—7,5 zu zeigen (Indikator m-Nitrophenol), mit Bac-
terium coli geimpfte Traubenzuckerbouillon erreicht einen p, von
etwa 5 (Indikator y-Dinitrophenol).

Dieser Komparator!) war urspriinglich fir die py-Bestimmung in ge-
farbten Loésungen nach der SGRENSENschen Methode (12. Ubung) bestimmt,
eignet sich aber fiir die Methode ohne Puffer ebensogut.

18. Ubung.
Zur Theorie des Farbenumschlages der Indikatoren.

Wi OsTwaLD erklirte den Farbenumschlag der Indikatoren dadurch,
daB er den Ionen dieser Stoffe eine andere Farbe zuschrieb als den undisso-
ziierten Molekiilen. HantzscH dagegen bewies, daBl der Farbenumschlag
an eine tautomere (desmotrope) Umlagerung gekniipft ist (z. B. von einer
chinoiden in eine laktoide Form). Der Gegensatz dieser beiden Anschau-
ungen verschwindet bei der heutigen Betrachtung der Molekiilstrukturen:
das Auftreten einer freien elektrischen Ladung bei der Bildung eines Ions
erscheint uns als ein hinreichender Grund, um die innere Struktur eines zur
tautomeren Umlagerung befahigten Molekiils gleichzeitig zu verindern.
Diese tautomere Umlagerung braucht aber nicht plotzlich zu geschehen,
es gibt Fille, bei denen die fiir das Auge sichtbare Farbanderung mehrere
Stunden erfordert, wihrend doch die Ionenbildung selbst augenblicklich
geschieht. Gute Beispiele hierfiir sind Séurefuchsin oder Wasserblau.
Man stelle sich drei Phosphatmischungen von ph = 6,5, 7,0 und 7,5 her
und gebe zu je 10 ccm derselben von einer 1promill. Losung von Wasser-
blau eine geeignete Menge hinzu. Zundchst zeigen alle drei Rohrchen
dieselbe Farbtiefe; ganz allmahlich blassen sie um so starker ab, je grofler
der pp ist; nach mehrstiindigem Warten stellt sich jedes Rohrchen auf
einen ganz bestimmten Farbgrad definitiv ein. Bei hoherer Temperatur
wird die definitive Farbe schneller erreicht. Ein so beschaffener Indikator
wire in der Praxis in der Regel nicht brauchbar.

1) Komparator von HurwiTz, MEYER und OSTENBERG. Proc. of the
soc. f. exp. biol. a. med. 13, 24. 1915. Zitiert nach W. MANSFIELD CLARK:
The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920, 8. 57. Der Kom-
parator wird in erprobten Dimensionen und mit Hinzufiigung der Vorrich-
tung fiir Matt- und Blauscheibe jetzt in Deutschland fabriziert.
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19. Ubung.

YVereinfachung der Indikatorenmethode ohne Puffer:
die Indikator-Dauerreihen.

Die Losungen der einfarbigen Indikatoren der Nitrophenol-
reihe sind so gut wie unbegrenzt haltbar. Man braucht daher
die Vergleichslésungen nicht jedesmal frisch herzustellen, sondern
kann sie in zugeschmolzenen Reagenzglisern vorritig halten. Die
erforderlichen Ldésungen haben folgende Zusammensetzung:

Man bereitet zunidchst folgende Stammldsungen:

m-Nitrophenol. . . 0,300 g auf 100 ccm dest. Wasser
p-Nitrophenol . . . 0,100,, ,, 100 ,, ' ’
y-Dinitrophenol . . 0,100,, ,, 400 ,, ' .
«-Dinitrophenol . . 0,100 ,, ,, 200 ,, ys '

Von diesen Stammldsungen bereitet man sich zur Herstellung
der Dauerreihen eine Verdiinnung mit dest. Wasser genau auf
das 10fache (z. B. 2 cem + 18 cem dest. Wasser). Von diesen
Verdiinnungen fillt man in eine Reihe Reagenzgliser mit ein-
geschniirtem Hals (,,Einschmelzglaser‘) von genau gleichem Ka-
liber die in der folgenden Tabelle angegebenen Mengen ein, fiillt
jedes Glas mit 0,1 n-Losung von Natriumkarbonat auf genau
7,00 ccm auf, schmilzt die Gliaser zu und bezeichnet sie mit dem
in den Tabellen angegebenen py-Etikett.

I. Dauerreibe fiir m-Nitrophenol.

Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
cem Indikator 5,2 42 3,0 23 1,5 1,0 0,66 043 0,27
Pn-Etikett 84 82 80 78 76 74 72 170 6,8

II. Dauerreihe fiir p-Nitrophenol.

Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ccm Indikator 4,05 3,0 2,0 14 094 0,63 0,40 025 0,16
pu-Etikett 70 68 66 64 62 60 58 56 54

ITI. Dauerreibe fiir y-Dinitrophenol.

Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
cem Indikator 66 5,5 45 34 24 165 1,1 0,774
Pr-Etikett 54 52 50 48 46 44 42 40

IV. Dauerreihe fiir «-Dinitrophenol.
Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
cem Indikator 6,7 57 46 34 25 1,74 1,20 0,78 0,51
Pn-Etikett 44 42 40 38 36 34 32 30 28
4%
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Ein 9. Rohrchen der III. Reihe anzusetzen, lohnt nicht. Es ist schon
zu blaB.

Die letzten Réhrchen der IV. Reihe sind ebenfalls sehr blaB3; man kann
sie ersetzen durch eine kleine Reihe mit g-Dinitrophenol; Stammlésung
0,100 g auf 300 ccm dest. Wasser; sie wird zur Herstellung der Dauerreihe,
wie die friitheren, 10fach verdiinnt.

V. Dauerreihe fiir §-Dinitrophenol.

Glas Nr. 1 2 3 4 5
cem Indikator 2,44 1,68 1,15 0,76 0,49
ph-Etikett 3,2 3,0 2,8 2,6 2,4

Die 4 Dauerreihen werden in einem Gestell wie Abb. 8 vor
Licht geschiitzt aufbewahrt und sind fast unbegrenzt haltbar.
Die py-Etikettierung gilt bei folgenden Arbeitsbedingungen: In

das Glas Nr. 3 des Kom-

parators werden 6 ccm

der zu untersuchenden

Lésung + 1 cem der (un-

verdiinnten)  Stamm-

lésung des geeigneten

Indikators  eingefiillt;

in das Glas Nr.1 wer-

den 6 ccm der zu unter-

suchenden Losung -

1 ccm Wasser eingefiillt.

In das Glas Nr. 4 kommt

reines Wasser, und nun

versucht man, welches

Rohrchen der entspre-

Abb. 8. Gestell mit den fertigen Indikator-Dauerreihen, ?henden Dauerreihe man

fiir pp = 2,8—8,4. in das Glas Nr. 2 stecken

mufl, damit bei Beob-

achtung mit Matt- und Blauscheibe Farbgleichheit eintritt. Die

pr-Stufen dieser Reihen betragen 0,2; dazwischen kann man leicht

noch durch Schitzung interpolieren, so daB die Fehlerbreite der

Bestimmung auf héchstens 4-0,05 angesetzt werden kann, voraus-

gesetzt, daB ein Salz- oder EiweiBfehler nicht in Betracht kommt;

diese Indikatoren haben sdmtlich sehr kleine Salz- und EiweiB-
fehler.

Sehr stark gefarbte Fliissigkeiten diirfen, wenn sie den Cha-
rakter von Pufferlésungen haben, unbeschadet der Genauigkeit
der Messung aufs 3fache, bei Bedarf ohne bedeutenden Fehler
sogar aufs 10fache verdiinnt werden; als Verdiinnungsfliissigkeit
kann einfach destilliertes Wasser genommen werden. Ubungs-
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beispiele sind fiir m-Nitrophenol: Ndhrbouillon (3fach verdiinnt);
fir m- oder p-Nitrophenol: menschlicher Harn (2—3fach ver-
diinnt); fiir y-Dinitrophenol : helles Bier (3fach verdiinnt), dunkles
Bier (5—10fach verdiinnt); Traubenzuckerbouillon, in welcher
Bacterium coli 24 Stunden gewachsen ist; Magensaft eines Siug-
lings (wenn erforderlich 2—3fach verdiinnt).

Ein weiteres Ubungsbeispiel ist Gelatine, 10proz. Loésung.
Man verfliissigt sie im Wasserbad, versetzt, wenn ndétig, nach
Verdiinnung noch fliissig 6 ccm mit 1 ccm Indikator bzw. Wasser,
laft sie abkiihlen (Erstarren schadet nichts) und verfahrt weiter
wie gewohnlich. Ebenso kann mit festen Agarnédhrbéden ver-
fahren werden.

20. Ubung.

Der Unterschied zwischen aktueller Aziditdt und
Titrationsaziditit.

Die aktuelle Aziditdt einer Losung ist identisch mit der h.
Die Titrationsaziditdt ist ein MaB fir ihr Laugenbindungsver-
mogen. Titriert man die Losung einer starken Saure (HCl, HNO,,
H,S0,), so decken sich beide Begriffe. Es ist dann auch prak-
tisch fast belanglos, mit welchem Indikator man titriert. Man
titriere 10 cem einer etwa 1/;, n-HCl-Losung mit 0,1 n-NaOH und
verwende in drei Parallelversuchen als Indikator

a) Phenolphthalein (Lésung wie 8. 37); man titriert bis zur
eben beginnenden Rosafarbung.

b) Lackmustinktur nach KUBEL-TIEMANN; titrieren bis zum
violetten Ton.

¢) Methylorange (Losung wie S.37), bis zum vdélligen Ver-
schwinden jedes roten Tons, d. h. so lange, bis der néchste Tropfen
NaOH die schwach gelbe Farbe nicht mehr verdndert. Die drei
Werte werden identisch sein; nehmen wir an genau 10 cem, dann
wiare also die titrierte HCl genau 0,1 n. Die h in dieser Losung
ist ebenfalls fast genau 0,1 n, wenn wir absehen von der nicht
vollstdndigen Dissoziation?).

Wenn wir dagegen 10 cecm 0,1 n-Essigsdure mit 0,1 n-NaOH
titrieren, so finden wir:

a) bei Phenolphthalein verbrauchen wir 10 com,

b) bei Lackmus nahezu ebensoviel,

¢) Methylorange wird schon durch etwa 4—5 com Lauge
gelb, und zwar so allméhlich, daB ein Endpunkt der Titration

1) Oder besser von der Verminderung der H-Tonen-Aktivitat nach
BJERRUM; s. S. 39.
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nicht scharf angegeben werden kann; insbesondere hebt sich der
erwartete Endpunkt der Titration (bei 10 ccm 0,1 n-Lauge) in
keiner Weise heraus.

Wenn wir viertens in der 0,1 n-Essigsdure h nach der Methode
S. 31 bestimmen, so finden wir rund 1,4 - 10-3. Hier deckt sich h
mit der Titrationsaziditdt gar nicht; die letztere ist sogar fiir
verschiedene Indikatoren ganz verschieden.

Beim Titrieren dndert sich die h durch den Zusatz der Lauge
schrittweise; der Endpunkt bei Phenolphthalein zeigt den Durch-
gang durch pg = etwa 8, Lackmus durch pg = etwa 7, Methyl-
orange durch etwa pg = 5 an.

Beim Titrieren einer starken Sdure geschieht der Durchgang
durch diese drei verschiedenen pg so dicht hintereinander, daB es
fast belanglos ist, welchen Indikator man wiahlt. Bei Essigsdure
wird der Durchgang von pg = 6 bis pg = 8 erst durch eine grofie
Menge Lauge bewirkt, daher ist hier die Wahl des Indikators von
Bedeutung;

Beim Titrieren erfahrt man also, auBler bei einer Mineralsiure,
niemals die h. Das Titrieren kann in zwei Absichten geschehen:

a) um festzustellen, wieviel Kubikzentimeter Lauge bis zur
Erreichung der neutralen Reaktion erforderlich sind. Dann darf
man von den soeben genannten drei Indikatoren nur Lackmus
anwenden. Dieser Punkt ist oft nur unscharf zu bestimmen,
weil py sich beim Laugenzusatz nur sehr allméhlich &ndert und
daher eine sehr allm#hliche Farbendnderung stattfindet. Die
Feststellung dieses Punktes hat auch kaum jemals eine prak-
tische Bedeutung.

b) um festzustellen, wieviel Aquivalente Essigsiure in der
Losung sind. Dann mufl man so viel Lauge zufiigen, daf} eine
reine Losung von Natriumazetat resultiert, so dafl der nichste
Tropfen Lauge iiberschiissige Lauge ist. Der Indikator muB} also
diejenige h markieren, welche eine reine Natriumazetatlosung
hat. Da Natriumazetat infolge hydrolytischer Dissoziation ein
Spiirchen alkalisch ist (py zwischen 7 und 8, je nach der Konzen-
tration), so mufl man Phenolphthalein wéhlen; derjenige Tropfen,
welcher soeben Rotung hervorruft, zeigt p, etwa = 8 an.

Beispiele fiir Losungen, welche gleiche h, aber verschiedene
Titrationsaziditat haben:

1. 0,0014 n-HCl und 0,1 n-Essigsdure haben gleiche h, rund
= 1,4-10-3. Die Titrationsaziditdt mit Phenolphthalein gegen
0,1 n-NaOH ist fiir HCl kaum meBbar klein (71,4 ccm verbrauchen
1 ccm Lauge); 10 com der Essigsiure verbrauchen dagegen
10 ccm Lauge.
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2. Man stelle eine Mischung von 20 cem n-Essigsdure -+ 10 ccm
n-NaOH her und von dieser Mischung zweitens eine 10fache
Verdiinnung. In beiden Losungen ist h die gleiche (s. S. 29, e),
etwa 2-1075. 10 ccm der ersteren Losung, mit 0,1 n-NaOH und
Phenolphthalein titriert, verbrauchen 33 ccm 0,1 n-NaOH ; 10 cem
der zweiten 3,3 ccm Lauge.

Sehr lehrreich ist die Titration einer wésserigen Loésung von
Phosphorsdure. Priméres Natriumphosphat NaH,PO, reagiert
gegen Methylorange soeben noch sauer; ein Tropfen iiberschiissige
Lauge entfirbt Methylorange zum reinen Hellgelb. Sekundires
Natriumphosphat Na,HPO, reagiert gegen Phenolphthalein ge-
rade eben deutlich alkalisch, so daB ein Tropfen Sdure den In-
dikator gerade entfirbt. Tertifires Natriumphosphat Na,PO,
reagiert stark alkalisch und verhilt sich gegen Phenolphthalein
wie Lauge. Wenn man Phosphorsidure gegen 0,1 n-NaOH titriert,
wobei man Methylorange (wenig!) und Phenolphthalein gleich-
zeitig zugeben kann, so braucht man zur Erreichung des Phenol-
phthaleinumschlags genau doppelt soviel Lauge wie fir den
Methylorangeumschlag. Als Methylorange-Endpunkt mufl der-
jenige gelten, wo noch eine Spur Orange sichtbar ist, derart, daf
der nichste Tropfen das reine, blasse Gelb erzeugt ; dieser ,,néchste‘
Tropfen wird nicht mehr mitgerechnet. Der Phenolphthalein-
umschlag ist bei demjenigen Tropfen Lauge erreicht, wo ein (nicht
nur andeutungsweise sichtbares, sondern ein) deutliches Rot
auftritt; dieser Tropfen mufBl mitgerechnet werden. Am besten
macht man sich die Endpunkte der Titration dadurch deutlich,
daB man eine Losung von verdiinntem priméren Kaliumphosphat
(s. S.31) mit Methylorange, und eine Losung von sekundirem
Natriumphosphat (S. 32) mit Phenolphthalein daneben stellt. Die
Endpunkte sind auf 1—2 Tropfen genau bestimmbar.

21. Ubung.
Titration von Magensaft?).

Die Titration des Magensaftes kann in angendherter Weise
auf zwei Fragen Antwort geben:

1. Wie grof ist die h des Magensaftes? Diese Frage ist des-
halb von Bedeutung, weil das Pepsin zur optimalen Entfaltung
seiner Wirksamkeit einer engbegrenzten Zone der h bedarf
(pn 1,7—2). Die Frage kann man auch formulieren: Wie grof}
ist die Menge der ,freien HCI*?

1) MiceAELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 79, 1. 1917.
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2. Wieviel HCl hat der Magen iiberhaupt sezerniert? (,,Ge-
samte HCI“.) Denn da im Magen sdurebindende Stoffe (Eiweis,
Pepton) sind, so bleibt nicht die ganze sezernierte HCL , frei®.

Die erste Frage kann durch eine pg-Messung nach einer der
beschriebenen Methoden, mit Anwendung des WarroLEschen
Prinzips praktisch ausreichend genau ausgefiithrt werden. Exakter
ist sie mit der Gaskette (s. spiter) zu beantworten. In angendherter
Weise kann sie auch durch das folgende Titrationsverfahren ge-
16st werden. Der Beweis fiir die Richtigkeit des Verfahrens wurde
durch Vergleichung mit pg-Bestimmungen empirisch erbracht.

Man gibt 10 cem des filtrierten Magensaftes ohne weitere
Verdiinnung in eine weifle Porzellanschale und gibt 2 Tropfen
einer 0,1proz. alkoholischen Losung von Dimethylaminoazobenzol
hinzu. Bei Anwesenheit freier HCI farbt sich die Losung rosenrot.
Man titriert, bis eben eine Spur Orange durchschimmert, d. h.
bis etwa ein lachsfarbener Ton entsteht. Dieser Umschlag ist
zwar nicht haarscharf, aber immerhin auf 2—3 Tropfen genau
anzugeben. Ein richtiges Orange ist jedenfalls zu weit titriert.
Das ist der Endpunkt fiir die Titration der freien HCl. Ist dieser
Punkt z. B. bei 3 cem /;, n-Lauge erreicht, so heiflt das: 10 ccm
Magensaft enthalten so viel freie HCl wie 3 cem 1/, n-HCL In
der Magenchemie sagt man gewohnlich: die Aziditdt in bezug
auf freie HCl ist 30 (die Anzahl der fiir 100 ccm Magensaft ver-
brauchten Kubikzentimeter 0,1 n-Lauge). Die Konzentration an
freier HCl ist demnach 0,03 n, und die h ebensogrof3, wenn man
die fir den gegebenen Genauigkeitsgrad geniigend zutreffende
Annahme macht, daf3 die freie HCl total dissoziiert sei; py ist
daher = 1,5.

Die gesamte HCl erfihrt man folgendermafBlen: Man fiigt
in dieselbe Losung nunmehr (wenn man will, schon vorher) noch
2 Tropfen Phenolphthalein und titriert weiter, bis die reine,
zitronengelbe Farbe des Dimethylaminoazobenzol erreicht ist,
welche gar keine Orange mehr enthdlt. Man titriert so weit, daB
der nichste Tropfen Lauge keine weitere Verdnderung der Farbe
mehr hervorruft (dieser Tropfen rechnet dann nicht mehr mit),
und notiert die Laugenmenge. Nun titriert man noch weiter bis
zur beginnenden Phenolphthaleinr6tung und notiert die Laugen-
menge wieder. Die Mitte zwischen den beiden Notierungen gibt
das Ende der gesamten Salzsdure an; z. B.:

10 ccm Magensaft verbrauchen
bis Dimethylaminobenzol lachsfarben 3,0 ccm
' ' rein gelb 50
,»  Phenolphthalein rosa 74



Fallungsoptima bei variierter Wasserstoffzahl. s¥i

Dann ist das Ende der freien HCI bei 3,0 ccm,
5 ,, gesamten HCI bei 6,2 cem,

h ist dann = 0,030 n.

In der Ausdrucksweise der Magenchemie ist

die freie HCl 30
die gesamte HCI 62
die gebundene HCl 32.

Firbt sich ein Magensaft mit Dimethylaminoazobenzol von
vornherein nur lachsfarben oder gar orange oder gelb, so ent-
halt er nach dieser Definition ,keine freie HCI. Die Definition
des ,,Mangels an freier HCI* ist mit absoluter objektiver Schirfe
nicht zu geben; die obige willkiirliche Definition wird deshalb
als einzig praktisch anwendbare empfohlen.

Enthalt der Magensaft Milchsdure, so ist deren Aziditit in
die Titration der ,,gesamten HCI* inbegriffen. Die Titration der
gesamten HCl durch Indikatoren ist daher nur bei praktischer
Abwesenheit von Milchsdure méglich.

Die Zahlen fiir sehr kleine Mengen gesamter HCl (Aziditéten
von 10 und darunter) haben keinen strengen Wert mehr; unter
solchen Bedingungen werden die Voraussetzungen fiir die Me-
thode unsicher. Fiir die Fragestellung der Klinik reicht die
Methode aus.

V. Fallungsoptima bei variierter Wasserstoffzahl.
Das Prinzip der h-Reihe mit Salzkonstanzl).

Will man den EinfluB der h auf den Zustand irgendeiner
Losung untersuchen, so kénnen wir das durch einen Reihen-
versuch, in welchem durch passend gewéhlte Regulatoren die h
in geometrischer Reihe (also pp in arithmetischer Reihe, S. 26)
abgestuft ist. Nun haben aber auf die Zustéinde der verschiedenen
Substanzen nicht allein die H-TIonen, sondern bald mehr, bald
weniger auch andere Ionenarten einen EinfluB. Will man den
reinen EKinfluBl der Variation der H-Ionen untersuchen, so muB
man die anderen Ionenarten innerhalb einer jeden einzelnen
Reihe konstant halten. Das Problem ist also, eine Reihe von
Losungen herzustellen, in denen h ansteigt, die anderen Ionen-
arten aber konstant bleiben. Dieses Problem ist mit vélliger

1) MicuAELIS, L. und RoNa, P.: Biochem. Zeitschr. 2%, 38. 1910. Man
konnte heute statt ,,Salzkonstanz¢ besser sagen: ,,Konstanz der Ionen-
starkes*.
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Exaktheit natiirlich unlésbar, da man Anderungen von h nur
durch Anderung der Zusammensetzung an den anderen Ionen,
mit denen sie im Gleichgewicht sind, erreichen kann. Mit einer
praktisch durchaus geniigenden Anndherung wird jedoch das
Problem auf folgende Weise geldst: Wir variieren in einer Reihe
von Natriumazetat-Essigsduregemischen nur die Menge der Essig-
sdure und halten die Menge des Natriumazetats konstant (nicht
aber umgekehrt!). Diese Losungen enthalten alle 1. Na'-Ionen,
2. Azetat-Ionen, 3. H'-Ionen (4. OH’-Ionen, die nicht besonders
betrachtet zu werden brauchen, weil ihre Menge stets durch die
H-Tonen festgelegt ist; s. S.25). Halten wir die Menge des Na-
triumazetats konstant, so bleibt die Menge der Na-Ionen sicher
konstant; die Menge der Azetat-Ionen vermehrt sich nur da-
durch, dafl mit steigendem Zusatz von Essigsdure auch die Azetat-
Ionen etwas mehr werden. Da aber die Essigsdure auf alle Falle
nur zu einem winzigen Bruchteil dissoziiert ist, so ist die von der
Essigsaure ¢ gelieferte Azetat-Ionenmenge zu vernachlissigen
gegeniiber der vom Natriumazetat gelieferten; und so bleibt
praktisch auch die Menge der Azetat-Ionen konstant. AuBer
den H-Tonen #ndert sich also in der Reihe nur die Menge der
nichtdissoziierten Essigsdure. Diese tragt keine Ladung und ist
fir die meisten Fille als indifferenter Stoff zu betrachten. Da-
mit ist das Problem, in einer Reihe allein die h zu variieren,
praktisch geldst.

22. Ubung.

Das Kristallisationsoptimum oder Loslichkeitsminimum
der m-Aminobenzoesiure?).

Aminosiuren haben in ihrem isoelektrischen Punkt ein Kri-
stallisationsoptimum, d. h. ein Léslichkeitsminimum. Die Schérfe
dieses Optimums hingt von der GréBe des Produktes K, - K}, ab.
(K, = Dissoziationskonstante als Siure, K; als Base.) Die groB-
ten vorkommenden Werte fir K, - K;, betragen nicht viel mehr
als 10716, Bei solchen Aminosduren ist das Kristallisations-
optimum ziemlich scharf ausgeprigt. Ist K, - K; kleiner, so hebt
sich das Optimum viel weniger scharf heraus. Eine geeignete
Amincsdure zur Demonstration eines ziemlich scharfen Kristalli-
sationsoptimums ist m-Aminobenzoesdure mit K, = 1,6 - 1075,
K, =1,2.10711 also K, - Ky, = etwa 2 - 10-16, Der isoelektrische
Punkt J, d. h. diejenige h, bei der ein Maximum von nicht ioni-

1) MicHAELTS, L. und DAvipsonn, H.: Biochem. Zeitschr. 30, 143. 1910.
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sierten Molekiilen der Aminosdure vorhanden ist, steht in folgen-
der Beziehung zu den Dissoziationskonstanten:

K. -
T
wo Ky die Dissoziationskonstante des Wassers bei Zimmer-
temperatur 0,6 - 10714 ist. Also ist J angendhert:

1,6.10-3
'1“,'2_ 10-11

Um dies zu demonstrieren, setze man folgenden Versuch an.
Man mische zunéchst

Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5

Wasser ccm 1,5 14 1,2 0,8 0,0
7,5fach n-Essigsdure ccm 0,1 0,2 04 0,8 1,6

Nun gibt man in jedes Réhrchen 1 cem einer 8proz. Lésung
von m-Aminobenzoesidure in 1/; n-NaOH. Sollte sofort ein Nieder-
schlag entstehen, so setzt man alle Réhrchen in ein heies Wasser-
bad und nimmt sie nach einigen Minuten heraus. Bei der Ab-
kithlung auf Zimmertemperatur kristallisiert allméhlich die Amino-
sdure aus. Man beobachtet z. B. folgendes:

J = +0,6-10"14=9.10-5.

1 2 3 4 5
Die Kristallisation] gar  gar nach nach gar
wird deutlich nicht nicht 3 Minuten 1 Minute nicht

Ist die Beobachtung beendet, so kann man im Wasserbad die
Kristalle wieder 16sen und die Kristallisation durch Abkiihlen be-
liebig oft wiederholen. Fast noch schoner hebt das Optimum der
Kristallisation sich heraus, wenn man die Rohrchen je mit 1 cem
Wasser verdiinnt. Das Optimum der Kristallisation (Nr. 4) ent-
spricht einem Gehalt von 0,8 cem 7,5n-Essigsidure -~ 1 cem
n-NaOH, d.h. von 5 Aquivalenten Essigsiure 4+ 1 Aquivalent
Natriumazetat. Hieraus ergibt sich h = 1-10-4: das Réhrchen
Nr. 3 wiirde ergeben h = 0,5-10-4. Die Zahlen stehen in guter
Ubereinstimmung mit dem erwarteten isoelektrischen Punkt?l).

Die Berechnung von h bzw. p, aus der Zusammensetzung des
Azetat-Regulators hat nur angenéherte Bedeutung; die Anwesen-
heit der Aminosdure ist dabei nicht beriicksichtigt. Fiir genaue
zahlenméBige Feststellung des Optimums wird man sich mit der
Berechnung von h nicht begniigen, sondern sie nach Beendigung

1) Nur Priaparate von m-Aminobenzoesiure, die geniigend rein sind
und in vollig luftdicht schlieBenden GefiBen aufbewahrt worden sind,
eignen sich fiir den Versuch.
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des Versuchs in den Losungen einzeln messen (am besten mit
Hilfe der spéter zu besprechenden elektrometrischen Methode).
Fiir diese Demonstration kénnen wir uns das ersparen, denn
1. ist aus theoretischen Griinden gerade im isoelektrischen Punkt
kein EinfluB der Aminoséiure auf h vorhanden, 2. sind bei dieser
Versuchsanordnung die Abweichungen der wirklichen h von der
berechneten selbst in den ungiinstigsten Fillen nicht so groB, wie
der h-Unterschied von einem Réhrchen zum nichsten betriigt.

Fiir unsere Zwecke soll diese angenédherte Berechnung geniigen.
In wissenschaftlichen Arbeiten ist es aber unbedingt erforderlich,
die h auch wirklich in jedem Rd&hrchen zu messen, wenn die
absolute Grofle der Zahl Anspruch auf Genauigkeit erheben will.
Das gilt fiir alle folgenden Versuchsbeispiele ebenso.

Man vergegenwirtige sich, welche Verluste an Substanz man
beim Umkristallisieren hat, wenn man die Aminobenzoesiure
nicht genau bei optimaler h umkristallisiert!

23. Ubung.
Das Fillungsoptimum des Kaseins bei variierter h?).

Ganz analog dem Loslichkeitsminimum der Aminobenzoesiure
ist das Flockungsoptimum eines kolloiden EiweiBkérpers bei vari-
ierter h, das wir zuerst am Kasein kennenlernen wollen. Die
Deutung kann auf zweierlei Weisen gegeben werden, die keinen
Gegensatz zueinander darstellen, sondern dasselbe in ,zwei
Sprachen‘* ausdriicken.

1. Entweder sagt man : reines Kasein ist unloslich, die Kasein-
Tonen, sowohl das positive (bei stark saurer Reaktion) als auch
das negative (bei alkalischer Reaktion) sind 16slich. Infolgedessen
mul} es eine bestimmte h geben, wie bei der Aminobenzoesdure,
bei der ein Loéslichkeitsminimum besteht.

2. Oder man sagt: Eine Kaseinlosung ist eine kolloide Lésung,
welche Aggregate von Kaseinmolekiilen als disperse Phase ent-
halt. Die elektrische Ladung dieser dispersen Phase hiingt von
der h ab (siehe das Kapitel Elektrophorese); bei einer bestimmten
h, dem isoelektrischen Punkt des Kaseins, ist sie = 0; ist h gréBer,
wird sie positiv; wenn kleiner, negativ. Die Oberflichenspannung
an der Grenze der Phasen wird durch eine elektrische Ladung ver-
mindert; die Oberflichenspannung hat daher ein Maximum, wenn
die Ladung =0 ist, d. h. im isoelektrischen Punkt. Je groBer die
Oberflachenspannung, um so gréBer ist die Neigung zum Ausflocken.

1) MicEAELIS, L. u. PECHSTEIN, H.: Biochem. Zeitschr. 47, 260. 1912,
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Beide Auffassungen kommen auf dasselbe hinaus. Denn bei
der ersten Auffassung ist offen gelassen, ob die in Lésung gehen-
den Ionen wirkliche Einzel-Tonen sind; es kénnten auch Aggre-
gate von mehreren Einzel-Ionen sein; nur mull man den Kasein-
Tonen iiberhaupt eine feinere Dispersitit zuschreiben als dem iso-
elektrischen (,,unléslichen‘) Kasein; denn Verfeinerung der Dis-
persitit ist Anndherung an den Losungszustand, Vergroberung
Annéherung an den geflockten Zustand.

Die zweite Auffassung sagt deshalb dem Verstédndnis zu, weil
sie vermittels Einfithrung der ,,Oberflichenspannung® zu er-
kliren vermag, warum das isoelektrische Kasein ein groBeres
Flockungsbestreben hat als das geladene Kasein. Die erste Auf-
fassung hat wieder fiir sich, dafl sie den theoretischen Anschiul3
an die Verhéltnisse bei nicht kolloiden Ampholyten gibt. Man
verzichtet dann auf die Erklirung der Tatsache, warum iso-
elektrisches Kasein schwer I6slich ist, wie man ja auch auf die
Erklarung verzichtet hatte, warum isoelektrische Aminoséure ver-
haltnism#Big schwer 16slich ist.

Das Kasein ist weder ein vollig reversibles noch ein vollig
irreversibles Kolloid. Hat man einmal eine Losung von Kasein,
so sind Zustandsinderungen kleineren Umfanges in sehr ver-
diinnter Losung ziemlich gut reversibel und eindeutig durch die
Natur des Losungsmittels bestimmt. Ist aber erst einmal eine
grobe Flockung namentlich aus einer kaseinreichen Losung ent-
standen, so ist die Dispergierung nach Beseitigung des Flockungs-
mittels nur mithsam zu erreichen. Der Versuch muf} daher so
angeordnet werden, dall es niemals wahrend des Mischens der
Substanzen zu einer groben Flockung kommt, wenn diese nicht
dem definitiven Zustand entspricht. Die folgende Anordnung er-
fiillt diese Bedingung.

0,2 g vollig fettfreies Kasein (nach HAMMARSTEN) werden in
5 ccm norm. Natriumazetat (Losung von 13,6 g kristallisiertem
Natriumazetat [CH;COONa + 3 H,O] auf 100 ccm Wasser) und
etwas Wasser unter maBigem Erwirmen gelost. Es entsteht eine
leicht opaleszierende Losung. Man fiille sie auf 50 ccm mit dest.
Wasser auf. Dies ist also eine Kaseinlésung in 0,1mol. Natrium-
azetat. Nun fiille man in 9 Reagenzgliser

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dest. Wasser ccem 8,38 7,75 875 85 8 7 5 1 74
n/100-Essigsdure 0,62 1,25

n/10-Essigsdure . . . . . . .. 020 05 1 2 4 8
n/l-Essigsédure . . . . . . . . . . . ..o . 16
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Zum SchluB fille man in jedes Réhrchen 1 cem der obigen Kasein-
Natriumazetatlésung; zu jedem Réhrchen wird moglichst schnell,
durch Einblasen aus einer Vollpipette zu 1 ccm, das Kasein zu-
gefligt und sofort nach dem Einblasen gut umgeschiittelt. Es
entstehen sofort Triibungen, welche folgendes Bild ergeben. Die
Zahl der Kreuze deutet die Stdrke der Tritbungen an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pn 59 56 53 50 47 44 41 38 35
Tribung: 0 0 + ++4+ +++ ++ + + 0

Nach 5 Minuten haben einige der Tritbungen zu Flockungen ge-
fihrt; die Stdrke der Flockung ist durch liegende Kreuze an-
gedeutet:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 0 + 444+ xXxX XX 4+ + o0

Nr. 5 ist also das Flockungsoptimum.
Man wiederhole den Versuch, indem man in jedem Réhrchen
einen Kubikzentimeter des dest. Wassers ersetzt

a) durch m-NaCl; b) durch m-Natriumrhodanid.
¢) durch m-CaCl,; d) durch m/1000-AlCl;
e) durch m/100-ZnCl,.

NaCl verschiebt das Optimum nur wenig nach rechts, NaCNS
starker nach rechts; CaCl, etwa ebenso. AICl; verschiebt das
Optimum nach links und hemmt gleichzeitig die Flockung; ZnCl,
verschiebt nach links, ohne zu hemmen?).

Die verschiebende Wirkung gewisser Ionen kann man sich
folgendermaBen vorstellen. Zur voélligen Entladung ist eine be-
stimmte Konzentration an H -Ionen erforderlich. Die Entladung
geschieht durch die Bindung von positiven H'-Ionen an die
negativen Eiweil-Ionen. Sind aber in der Losung noch andere
Kationen vorhanden, welche selber in merklicher Menge von den
Eiweif-Tonen gebunden werden, so braucht man weniger H'-Ionen
bis zur Entladung als vorher; bei gleicher H'-Ionenmenge wie
vorher tritt schon eine Umkehrung der Ladung der Eiweifimolekiile
ein. Ein Ton verschiebt also das h-Optimum um so mehr, je
stirker es an Eiweil bindungsfihig (,,adsorbierbar) ist.

1) MicHAELIS, L., u. v. SZENT-GYORGYI, A.: Biochem. Zeitschr. 103,
178. 1920.
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24. Ubung.

Herstellung von denaturiertem, kolloid gelostem Serumalbumin
und Bestimmung seines Flockungsoptimum ).

Genuines Serumalbumin ist ein hydrophiles Kolloid. Seine
Dispersitdt ist selbst im isoelektrischen Punkt noch so groB,
daB es nicht in demselben geflockt wird. Durch Erhitzen wird
es ,,denaturiert”, d.h. es gewinnt mehr die Charaktere eines
Suspensionskolloids. Es flockt im isoelektrischen Punkt wie
das Kasein. Sein Flockungsoptimum ist im isoelektrischen
Punkt; dieser aber ist verschieden von dem des genuinen Albu-
min. Wird Albumin bei einer h erhitzt, welche geniigend ver-
schieden von seinem isoelektrischen Punkt ist, bei moglichst
geringem Elektrolytgehalt, so flockt es bei der Erhitzung nicht,
sondern gibt eine milchige, getriibte Suspension. Durch Dia-
lyse gereinigte Albuminlésungen pflegen eine solche h zu haben,
dafl sie bei geniigender Verdiinnung durch Erhitzen nicht ge-
flockt werden, denn sie reagieren etwa neutral (pm etwa 7),
wahrend der isoelektrische Punkt des denaturierten Albumin
etwa pm = 5,4 entspricht. Der Umstand, daBl bei nicht gar
zu langer Dialyse Spuren von Alkali in dem Serum iibrig-
bleiben, begiinstigt die Stabilitét des dialysierten Albumin beim
Kochen. Diese etwa vorhandenen Alkalispuren stéren die wei-
teren Versuche nicht, da wir h-Regulatoren anwenden. Uber
die Reversibilitdit der Zustandsinderung gilt dasselbe wie beim
Kasein.

In einer Diffusionshiilse von ScHLEICHER und ScHULL
(kleines Format) werden 7 com Blutserum unter Zugabe von
etwas Toluol gegen hédufig gewechseltes destilliertes Wasser
mindestens 4 Tage lang dialysiert. Man setze gleichzeitig 2—3
solcher Hiilsen an. Dann hebe man mit einer Pipette 5 cem
von oben ab, ohne das ausgefallene Globulin aufzuriihren, ver-
diinne sie mit 40 cem destillierten Wassers und stelle das
GefaBl in siedendes Wasser. In kurzer Zeit triibt sich die Lé-
sung, ohne zu flocken. Nach 3—4 Minuten ist die Denaturie-
rung vollendet. Die Losung hélt sich lange Zeit gut, ohne zu
flocken. .

a) Bestimmung der optimal flockenden h bei mdoglichst ge-
ringem und konstantem Gesamtelektrolytgehalt.

1) MicmaEeLIS, L., und RoNa, P.: Biochem. Zeitschr. 2%, 38. 1910.
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Man fiille in eine Reihe von Réhrehen

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8

0,1 norm. Natrium-
azetat com . . . 1 1 1 1 1 1 1 1
0,01 norm. Essigsdure 0,1 0,2 04 08 16 32 -— —
0,1 norm. Essigsdure. — — — — — — 0,64 1,28
destilliertes Wasser . 6,9 68 66 62 54 38 636 5,72
Zusatzfliissigkeit cem 1 1 1 1 1 1 1 1

Po:o « ¢« oo . 67 64 61 58 53 50 47 44

,,Zusatzfliissigkeit® ist die Losung, deren besonderer EinfluB
studiert werden soll. In diesem ersten Versuch soll kein beson-
derer Zusatz gemacht werden; die Zusatzfliissigkeit ist also de-
stilliertes Wasser.

Wenn alles eingefiillt ist, wird umgeschiittelt, in jedes Glas
1 ccm der oben beschriebenen Losung von denaturiertem Albu-
min eingefiillt und die Rohrchen nochmals umgeschiittelt.

Man beobachte nun Tritbungen und Ausflockungen. Der Ver-
such nimmt viel lingere Zeit in Anspruch als der mit Kasein;
im Optimumréhrchen bemerkt man in einigen Minuten eine
stirkere Trilbung; erst nach !/, Stunde pflegen deutliche, sich
absetzende Flocken zu entstehen. Man beobachte, in welchem
Roéhrchen die Triibung und Flockung zuerst eintritt; dies ist
gewoOhnlich Nr. 5. Die h in diesem Réhrchen berechne man in
derselben Weise wie in der vorigen Ubung. Auch Nr.4 flockt all-
méhlich; schon die beiderseitigen Nachbarréhrchen von 4 und 5
zeigen hochstens Andeutungen von Flocken. Das Flockungs-
optimum ist der isoelektrische Punkt des denaturierten Albumin;
in dem Réhrchen links von ihm (bei weniger saurer Reaktion)
hat es negative Ladung; rechts, bei sauerer Reaktion, positive
Ladung.

b) Als ,,Zusatzfliissigkeit” benutze man in der zweiten, sonst
gleichen Reihe n/3-NaCl. Die Flockung wird stark gehemmt; das
Optimum wird nicht verschoben, aber es ist als Optimum nur
noch soeben erkennbar, weil es kaum flockt.

¢) Noch viel stirker hemmend wirkt m/6 Na,SO,.

d) Dagegen hemmt nicht m-NaJ oder NaCNS. Hier wird
gleichzeitig die Flockung nach rechts (in das saurere Gebiet) ver-
schoben.

e) CuS0, selbst in 0,1 mol. oder sogar 0,01 mol. Losung ver-
schiebt die Flockung ganz an das linke Ende der Reihe.

f) Ein saurer Farbstoff (gut geeignet Eosin; noch besser
Diaminechtrot; 1 promill. Lésungen) verschiebt die Flockung stark
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nach rechts; die Flocken sind gefiarbt. [Bei Eosin 1: 1000 ist das
Optimum Rohrchen Nr.7.] Bei Anwendung von Eosin erhilt
man auch im Optimum nur Triibung, mit Diaminechtrot starke
Flockungen.

g) Ein basischer Farbstoff (zu empfehlen wegen der nicht allzu
storenden Farbtiefe der Losung: Trypaflavin, 1promill. Losung)
oder Chinin verschiebt die Flockung nach links; die Flocken sind
bei dem Versuch mit Trypaflavin gefirbt. Das Optimum ist
ganz an das linke Ende der Reihe verschoben; die Flockungen
sind kraftig und erstrecken sich, nach 1 Stunde, von Rohrchen
Nr. 1 bis etwa 3.

Die Flockung des denaturierten Albumin in der Gegend der
isoelektrischen h wird also durch Neutralsalze etwas verdndert,
und zwar wird

1. die Flockung gehemmt, und zwar in steigendem Mafle in
der Reihe

der Anionen: saure Farbstoffe, CNS, J, Br, Cl, SO, (als Alkali-
salze); (die ersten Glieder fordern die Fallung sogar).

Die angegebene Anionenreihe gilt nur, wenn die Salze in relativ niedrigen
Konzentrationen (etwa bis 1mol.) vorhanden sind. Bei noch viel hoheren
Konzentrationen dreht sie sich um: wéihrend vorher SO, das am stérksten
hemmende Ion ist, ist es dann das am stirksten fillende.

Bei den Kationen hemmen nur die dreiwertigen besonders
stark; die Schwermetallionen férdern die Fallung.

2. die optimal flockende h verschoben, und zwar

bei den Anionen (in Form der Alkalisalze) nach der sauren
Seite in der steigenden Reihenfolge:

SO, CI Br J CNS saure Farbstoffe;

bei den Kationen (in Form der Chloride oder Sulfate) nach
der weniger sauren Seite in der steigenden Reihenfolge:

Alkalikationen, Mg~, Zn", Cu", Al", basische Farbstoffe.

Die Wirkung der Salze beruht unter anderem darauf, dafl
ihre Ionen vom Eiweil teilweise gebunden werden. Deshalb
haben sie einen Einflu auf den Ladungszustand des Eiweilles,
welcher mit dem EinfluB der h konkurriert. Die Bindung der
Ionen an das Eiweil kann man entweder als Salzbildung oder
als Tonenadsorption auffassen, je nachdem, auf welchen Stand-
punkt man sich gemifl der Erliuterung auf S. 61 stellt. Prin-
zipiell ist der Unterschied nicht.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie, 4. Aufl. 5
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25. Ubung.
a) Die Alkoholempfindlichkeit der Gelatine bei variierter h1).

Nicht alle Eiweillkorper werden in ihrem isoelektrischen Punkt
ausgeflockt. Geflockt werden: Kasein, Globuline. Nicht geflockt
werden : Albumine, Himoglobin, Gelatine. Aber die letzteren sind
in ihrem isoelektrischen Punkt fiir eine auf eine andere Weise
(ohne Anderung der h und ohne Beteiligung sonstiger Elektro-
Iyte) herbeigefithrte Flockung am empfindlichsten. Es soll ge-
zeigt werden, daB Gelatine im isoelektrischen Punkt am emp-
findlichsten fiir die Fallung durch Alkohol ist.

Man setzt folgende Reihe an

i
Y
Nr. 1 2 3 4 5 6 17 8 9

n/10-Natriumazetat cem . 2 2 2 2222 2 2
n/10-Essigsdure cem . . . 0,12 025 05 1 2 4 — — —
n/1-Essigsdure ccm. . . . — — — — ——0,8 16 3,2
dest. Wasser cem . . . . 3,88 3,75 3,6 3 2 0 3,2 24 0,8
lproz. Gelatinelosung com 2 2 2 2222 2 2

Nach dem Mischen gibt man zunéchst in Rohrchen 5 so viel
90 proz. Alkohol zu, daff langere Zeit nach dem Vermischen eine
soeben erkennbare Triitbung entsteht. Es werden dazu gewohn-
lich 8 ccm Alkohol erforderlich sein. Die gleiche Alkoholmenge
gibt man dann in alle Réhrchen. Die Tritbung 1st nach 30 Mi-

nuten folgendermafBen: Ny

Réhrechen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Triibung - - — 4+ +++ £ - = -
Pr - . 60 56 53 50 47 44 41 38 356

Die Alkoholfdllung ist also am starksten in 5. Der isoelek-
trische Punkt der Gelatine entspricht nun auf Grund von Kata-
phoreseversuchen in der Tat py = 4,7.

Nach 24 Stunden sind aus den Tritbungen Flockungen ge-
worden. Das Optimum ist nicht mehr so scharf; das linke Ende
der Reihe (vom Optimum aus gerechnet) ist durchweg stédrker
geflockt als das rechte. Die Reihe ist asymmetrisch um das
Optimum gruppiert.

1) In Anlehnung an Pavri, Wo.: Kolloidchemie der EiweiBSkorper.
1. Halfte. 8. 32. Dresden und Leipzig 1920.
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b) Die Alkoholempfindlichkeit des genuinen Serumalbumins
bei variierter h1),

10 ccm Blutserum werden mit 10 cem gesédttigter Ammon-
sulfatlosung versetzt, nach !/, Stunde filtriert und das Filtrat
in ScHLEICHER-SCcHULLschen Dialysierhiillen (siehe S.63) gegen
héufig gewechseltes destilliertes Wasser so lange dialysiert, bis
in der Auflenfliissigkeit keine wesentliche Menge Sulfat mehr
nachweisbar ist. Dies ist einigermaflen schon in 5 Tagen, voll-
kommener nach 2—3 Wochen zu erreichen. Fiir unsere Zwecke
geniigt zur Not die kiirzere Dialyse von einigen Tagen. Dem
Eiweill wird wiahrend der Dialyse etwas Toluol zugesetzt. So er-
halten wir eine vom Globulin befreite Lésung von Serumalbumin.
Diese Losung wird fiir den Versuch noch mit gleichen Teilen de-
stilliertem Wasser verdiinnt. Nun setzt man folgende Reihe an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

n/10-Natriumazetat ccm . 1 1 1 1 11111

Wasser cem. . . . . . . 738 6,75 7,75 7,6 7T 6 4 0 64
n/100-Essigsdure ccm . . 0,62 1,25

n/10-Essigséure ccm . . . 025 056 1 2 4 8
n/1-Essigsdure cem. . . . 1,6

Nun fiigt man zu jedem Réhrchen 1 cem der Albuminlésung
und mischt um. Der isoelektrische Punkt des genuinen Serum-
albumin entspricht Réhrchen Nr.5 (py = 4,7). Es tritt aber
keine Fiallung ein, weil Albumin zu denjenigen Eiweilkérpern
gehort, deren Dispersitiatsgrad selbst im isoelektrischen Zustand
sehr hoch ist. Nun setze man zu jedem Rohrchen 6 com etwa
90proz. Alkohol, nach einiger Zeit entsteht eine Triibung mit
folgender Abstufung:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ph -« . . . ... .60 57 54 51 47 44 41 38 35
Tritbung nach 10 Min. . 0 0 £+ + + # + 0 0

Das Fillungsoptimum liegt also ganz dicht am isoelektrischen
Punkt. Die geringfiigige Abweichung ist wohl daraus zu erkliren,
daB in der etwa 30proz. Alkohol enthaltenden Losung die Dielek-
trizitdtskonstante der Losung und folglich auch die Dissoziations-
konstanten der Essigsiure, des Wassers und des Eiweilles etwas
verdandert sind.

1) In Anlehnung an W. PavLi: L c.
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26. Ubung.
Das Flockungsoptimum eines Gemisches von Tannin
und Gelatine?),

Zwei gleichzeitig in Losung befindliche Kolloide, selbst hydro-
phile Kolloide, kénnen sich gegenseitig ausflocken. Wie gro83
das gegenseitige Ausflockungsvermégen ist, 148t sich nicht all-
gemein voraussagen, ebensowenig wie man allgemein voraus-
sagen kann, ob das Salz, welches sich aus einer Séure und einer
Base bildet, leicht oder schwer loslich ist (man denke an die
zwei Beispiele: Essigsdure + NaOH: keine Fillung des Salzes;
Phosphorséure + Barythydrat: Fallung des Salzes). Aber man
kann oft voraussagen, von welchen Bedingungen das Flockungs-
bestreben eines gegebenen Kolloidgemischs beeinflult wird.
Handelt es sich um zwei amphotere Kolloide mit verschiedenen
isoelektrischen Punkten, so wird die Flockung bei einer solchen
h am besten, bei der das eine Kolloid noch geniigend positiv,
das andere schon geniigend negativ geladen ist. Die Schérfe des
Flockungsoptimums héngt von der Affinitdt der beiden Kolloide
ab. Eiweill 4 spezifisches Eiweillprazipitin flockt fast ebenso-
gut bei leicht saurer, neutraler oder leicht alkalischer Reaktion;
die Flockung hingt nur wenig von der h ab (wie z. B. bei
Ba[OH], 4 H,80,), Tannin + Gelatine dagegen haben ein einiger-
maBen scharfes Flockungsoptimum in einem engen Bereich von
h, wie z. B. ein Gemisch von ZnCl, + NH,(Cl; &ndert man in
einem solchen Gemisch die h durch Zugabe von HCl und NaOH,
so entsteht nur in einem engen Bereich leicht alkalischer Reaktion
eine Fillung von Zn(OH),.

Man setze folgende Reihe an:

Glaschen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,5proz. Gelatinelgsungeem . 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1n-NaOHcem ... ... 1 1 1 1 1 1 1111
Destilliertes Wasser cem . . 6,56,46,36,1574,93,30,16,24,9
1 n-Essigsdure ccm . . . . 1,01,11,214182,642740 O
10fach n-Essigsdure ccm . . 0 0 0 0 0 0 0 0 1,326

Jetzt werden alle Rohrchen umgeschiittelt und von einer
0,1proz. Tanninl6sung je 1 cem unter sofortigem nochmaligen
Umschiitteln zugegeben.

Das Resultat innerhalb der ersten Minute nach Ansetzen des
Versuchs ist folgendes:

1) MicHAELIS, L. u. Davipsonw, H.: Bibchem. Zeitschr. 54, 323. 1913.
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Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pn <6 58 54 51 48 45 43 40 3,7 34

Tribmgnachl 0+ 4+ # o+ - # + x O

Die Kreuze geben die Stérke der Triibung an. Aus der Trii-
bung wird bald eine Flockung. Je nach dem Mengenverhiltnis
von Gelatine zu Tannin ist das Optimum mehr oder weniger
scharf in seiner Lage etwas verschieden. Die oben angegebenen
Mengenverhéltnisse sind wohl die giinstigsten; hier ist ein recht
scharfes Optimum erkennbar.

Die Berechnung der h geschieht auf folgende Weise. Man
berechne aus den angewendeten Mengen Essigsdure und Natron-
lauge den molaren Gehalt der Lésung an (tiberschiissiger) Essig-
sdure und Natriumazetat. Z. B. in Rohrchen 5 ist 1 com norm.
NaOH und 1,8 ccm n-Essigsidure, daher: Essigsdure : Natrium-
azetat = 0,8 : 1.

Nunisth =2.10"5. FM , also fur Rohrchen Nr. 5
0.8 atriumazetat _
h=2-10"5. ’T =1,6-10"5 In Rohrchen Nr.1 ist nur

Natriumazetat. h ist hier kleiner als in Nr.2 (< 2-107%) und
nicht weit entfernt von neutraler Reaktion (10~7).

Man erkennt aus diesem Versuch folgendes.- Wenn man
beobachtet, dal3 eine kolloide Losung bei einer bestimmten h
ein Flockungsoptimum hat, so folgt daraus nicht notwendiger-
weise, daB es sich um die Losung eines Kolloids handelt und
daf3 dieses Flockungsoptimum der isoelektrische Punkt desselben
sei, sondern es kann auch ein Gemisch zweier Kolloide vorliegen,
und das Flockungsoptimum stellt die giinstigste h fiir die gegen-
seitige Flockung dieser beiden Kolloide dar.

27. Ubung.
a) Das Fillungsoptimum von Lezithin bei variierter h).

Etwa 0,2 g Lezithin ,,Merck® werden mit 50 ccm destillierten
Wassers so lange mit Schiittelapparat geschiittelt (etwa 1 Stunde),
bis alles Lezithin zu einer gleichférmigen, triiben Emulsion ver-
teilt ist.

Man stelle nach den Vorschriften der analytischen Chemie
eine normale Losung von Milchsédure her. Die Losung mufl vor
ihrer endgiiltigen Titerstellung !/, Stunde gekocht werden, um
das stets vorhandene Milchsiureanhydrid in Milchsdure zu ver-

1) FriNscEMIDT: Biochem. Zeitschr. 38, 244. 1912.
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wandeln. Die Titrierung geschieht gegen n-NaOH mit Phenol-
phthalein.

Nun stellt man eine 1/,, molare Natriumlaktatlésung folgen-
dermafBen her. 5 ccm n-NaOH werden mit einem Tropfen Phenol-
phthalein versetzt und so viel von der Milchséurelésung hinzu-
gegeben, daB soeben Entfirbung eintritt, und die Loésung auf
200 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

Aus einer zweiten Portion der titrierten Milchsdure stelle
man eine 0,1 molare, aus einer dritten eine 0,01 molare Milch-
séure her.

Nun setze man folgende Reihe an:

Réhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12

1/,omol. Natrium-

laktat ccm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,01 mol. Milch-

sdure ccm 0,49 0,98 1,95 3,9 7,8 — — - - = - -
0,1 mol. Milch-

sdure cecm —_ - - — — 1,56 3,12 6,28 — — — —
1mol. Milchsiure

ccm 1,25 2,5 5 10
dest. Wasser ccm 951 902 805 61 22 844 688 372 8,75 7.5 50 0
Lezithinemulsion 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

etwa etwa

Ph 49 4,6 42 39 36 33 29 26 23 2 1714
Resultat: (4+ Trubung, X Flockung)

nach 1 Minute — — + _ - = = =
,, 10 Minuten — — — — — X o
EH] 30 23 - - - - - + X X X - — - - —
2 60 2 - _ - - - X X XX - — — - bl
h wird angendhert berechnet nach
(Milchséure)

h=15-10" (Natriumlaktat) ’

also fiir das Optimumrdhrchen Nr. 7 h etwa 12-1073, py, = 2,9.
Fiir verschiedene Lezithinpriparate findet man andere Op-

tima; haufig liegt das Optimum ganz am sauren Ende der Reihe;

bei manchen (z. B. alkoholischer Herzextrakt) noch rechts aufler-

halb der hier angegebenen Reihe.

b) Das Fillungsoptimum von Lezithin-EiweiBverbindung.

Genau wie der vorige Versuch, nur verwendet man statt der
Lezithinsuspension folgende Mischung: 20 com der vorigen Le-
zithinsuspension 4 1 ccm dialysiertes Blutserum. Hiervon wird,
wie vorher, in jedes Rdéhrchen 1 cem zugefiigt.
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Resultat: 1 9 3 4 5
Nach 1 Minute X X X X X X X X X +4+ ++
6 7 8 9 10 11 12
++ 0 0 0 0 0 0
0 bedeutet: Keine Verstdrkung der urspriinglichen Lezithin-
triibung.

Die Fillung wird stark nach dem weniger sauren Gebiet ver-
schoben. Sie wird gleichzeitig viel massiger. Im iibrigen siehe
die Bemerkungen zu Ubung Nr. 27a.

Durch eine ebensolche Reihe, bei welcher man 20fach mit
Wasser anstatt mit Lezithinaufschwemmung verdiinntes Serum
benutzt, iiberzeugt man sich, dafl das Serum allein nicht die
Ursache der méchtigen Fallungen der vorigen Versuchsreihe ist.

Als ,,Lezithin“ kann man auch alkoholische Herzextrakte,
Wassermann-Extrakte nehmen.

Die in der vorigen Ubung erwihnte Tatsache, daB Lezithine
verschiedener Herkunft ein verschiedenes Flockungsoptimum
zeigen, dirfte zum Teil darauf zuriickzufithren sein, dafl diese
,,Lezithine‘ Spuren von Eiweill enthalten, und zwar in wechseln-
der Menge und Art. "

V1. Oberflichenspannung.

Die Oberfliche einer Fliissigkeit hat das Bestreben, sich auf
ein Minimum zu kontrahieren. Man schreibt deshalb der Ober-
flache eine Spannung zu. Diese bewirkt, dal die aus einer kapil-
laren Offnung ausflieBende Fliissigkeit in einzelnen Tropfen ab-
flieBt; der Tropfen reilt erst ab, wenn sein Gewicht die Ober-
flaichenspannung iiberwindet. Die Oberflichenspannung bewirkt
ferner, dafl die Fliissigkeit in einer Kapillare aufsteigt, wenn
sie die Wand derselben benetzt. Der Benetzung wire an sich
Geniige getan, wenn eine &ulerst diinne Flissigkeitshaut an
den Wanden der Kapillare emporkréche; da aber dann die Ober-
fliche der Fliissigkeit sehr grofl wiirde, verkleinert sich die Ober-
fliche dadurch, dal das Wasser emporsteigt.

Geloste Stoffe verandern die Oberflichenspannung des Wassers;
es gibt nur wenige Stoffe, die die Oberflaichenspannung des
Wassers merklich erh6hen, aber viele, die sie stark vermindern.
Diese Stoffe nennt man kapillaraktiv oder oberflichenaktiv.
Dazu gehéren vor allem kohlenstoffreiche Verbindungen; sie sind
um so oberflichenaktiver, je linger die C-Kette ist, je geringer
die Zahl der entschieden elektropositiven und besonders der
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elektronegativen Gruppen (OH, COOH) ist. Die oberflichen-
aktiven Stoffe zeichnen sich durch hohe Adsorbierbarkeit und
durch hohe biologische Wirkung (Hemmung der O,-Atmung,
Narkose u. a.) aus.

28. Ubung.
Die Steigh6henmethode.

Eine benetzende Fliissigkeit steigt in eine Kapillare bis zu
20

einer Hoéhe auf, welche bestimmt wird durch die Formel h = D
(h Steighohe, o Oberflichenspannung, r Radius der Kapillare,
D spezifisches Gewicht der Fliissigkeit). Aus der Steighéhe h
kann man daher o berechnen, wenn r und D bekannt sind. Die
Steighshe ist die Niveaudifferenz der duBeren Fliissigkeit und
der Fliissigkeit in der Kapillare. Nicht ohne besondere Vor-
richtungen zu bestimmen ist das Niveau der duBleren Fliissigkeit.
Man kann das auf folgende Weise umgehen. Haben wir zwei
Kapillaren mit den Radien r, und r,, so ist

20 26
hl :ﬁ’ und h2 :E,
also 26/ 1 1
b= =5 )

Die Hohendifferenz h; — h, kann man ohne wesentlichen Fehler
gleichsetzen der Hohendifferenz der beiden Menisken. Arbeitet
man in einer Versuchsreihe immer mit denselben zwei Kapil-
laren von verschiedenem Lumen, so ist also

K (hy — hy)

hl—h2=ﬁ-o oder o = e -D,

wo K eine Konstante ist, deren Bedeutung sich aus der vorigen
. 1 1
Formel ergibt = (r—l — ;;) - 2.

Diese Konstante kann fiir ein Kapillarenpaar dadurch fest-
gestellt werden, dafl man die SteighShendifferenz von Wasser
bestimmt; wollen wir nur immer relative Bestimmungen von ¢,
bezogen auf die des Wassers = 1 (wo auch D =1 ist) machen, so
setzen wir also owager = 1, und daher ist K = (h; — hy)siir wasser -
Die relative Oberflichenspannung einer Flissigkeit ist daher gleich
der Steighthendifferenz in einem Kapillarenpaar, dividiert durch
die Steighéhendifferenz in diesem Kapillarenpaar fiir reines Wasser
der gleichen Temperatur, multipliziert mit dem spezifischen Ge-
wicht der Flissigkeit.
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Man benutzt zwei starkwandige sog. Thermometerkapillaren,
mit eingedtzter Millimeterteilung (Abb.9). Die Teilungsstriche
sollen, zur Vermeidung parallak-
tischer Ablesung, mindestens die
Halfte der Peripherie des Rohres
umfassen. Die &dullere Peripherie
der beiden Rohre ist gleich, damit
man sie bequem aneinandergepre3t
in ein Stativ einklemmen kann.
Der Durchmesser des Lumens ist
zweckmiBig bei der einen 2,5 mm,
bei der anderen 0,35—0,4 mm. Die
Kapillaren werden in Bichromat-
Schwefelsdure gereinigt, wie in
Abb. 9 befestigt und in die Fliis-
sigkeit getaucht. Man iiberzeuge
sich, daBl das Niveau in beiden
Kapillaren frei spielt und ober-
halb des Meniskus im Rohr kein
Fliissigkeitstropfen hingen bleibt, und daf die Niveaueinstellung
bei Bewegungen des Meniskus von oben und von unten her
gleich ist. ‘

So gab z. B. bei 18° Wasser eine Hohendifferenz
von 36,5 mm geséittigte Lésung von (Girungs-)Amyl-
alkohol 13,4 mm; also, da D =1 gesetzt werden

kann, ist die relative Oberflachenspannung der Lo-

sung = ii:: = 0,367.

)

l i
%)

Abb. 9. Doppelkapillaren.

29. Ubung.

Bestimmung der relativen Oberfliichenspannung
mit der Tropfenmethode (Stalagmometer nach
J. TraUBE).

Das Stalagmometer in der Originalform nach
J. TRAUBE besteht aus einem Glasrohr neben-
stehender Form. Oberhalb und unterhalb der bir- momem, “flag
nenférmigen Erweiterung trigt es eine Anfangs- | " g R e,
und SchluBmarke. Die AusfluBoffnung ist eine
breite, horizontal geschliffene Fliche, welche von einer feinen
Kapillare durchbohrt ist.

1. Eichung des Stalagmometers. Das Stalagmometer wird

lotrecht an einem Stativ befestigt, ein Gefd zum Auffangen der
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abtropfenden Fliissigkeit daruntergestellt. Man saugt in das Rohr
Wasser bis iiber die obere Marke und 148t es abtropfen. Von
dem Augenblick, wo der Wasserstand die obere Marke erreicht
hat, beginnt man die Tropfen zu zéhlen, bis die untere Marke er-
reicht ist. Die geeignetsten Stalagmometer sind solche zu etwa
80 Tropfen. Man wiederhole die Zéhlung mindestens dreimal;
die Unterschiede der einzelnen Zahlung diirfen 1 Tropfen nicht
iiberschreiten.

Bei Stalagmometern mit kleiner Tropfenzahl (z. B. 18 Tropfen)
ist zur Abmessung von Bruchteilen eines Tropfens oberhalb der
beiden Marken eine Graduierung angebracht. In einem Vor-
versuch bestimmt man zunichst, wieviel Striche einem Tropfen
der zu untersuchenden Fliissigkeit entsprechen. Da im Versuch
das Passieren der Wassersdule durch die Hauptmarke nicht ge-
rade mit dem Abfallen eines Tropfens zusammenzufallen braucht,
beginnt man genau mit dem Abfallen eines Tropfens zu zdhlen
und beobachtet dabei den Stand des Meniskus. Das macht
man sowohl beim Passieren der oberen als auch der unteren Haupt-
marke. Fiir den Anfang der Zéhlung muBl man oberhalb der Haupt-
marke liegende Tropfenbruchteile abziehen, unterhalb derselben
liegende addieren. Fiir den Schlul3, fiir das Passieren der unteren
Marke, muBl man oberhalb liegende Bruchteile addieren, unter-
halb liegende subtrahieren. Z.B. (vorher wurde z. B. gefunden,
daB jeder Strich 0,1 Tropfen entspricht)

gezdhlt 19 Tropfen. Oben: 3 Striche oberhalb
unten: 4 '

Resultat: 19 — 0,3 + 0,4 = 19,1 Tropfen.

2. Um die zu untersuchende Lésung zu messen, sauge man
sie (wie bei der Steighdhenmethode) zunédchst einige Male durch
die Kapillare (aber nicht direkt mit dem Munde, sondern mittels
Saugpumpe oder, falls mit dem Munde, vermittels eines Gummi-
schlauches), dann miBt man die Tropfenzahl wie beim Wasser.
Ist Zy, die AusfluBzahl fiir Wasser, Z die der unbekannten Loésung,
D das spezifische Gewicht der letzteren, so ist die relative Ober-
flaichenspannung o

Zur Veranschaulichung der TrauBEschen Reihen, d.h. der
rapide zunehmenden Oberflachenaktivitét mit wachsender Kohlen-
stoffkette in homologen Reihen, bestimme man die relative Ober-
flachenspannung bei folgenden Losungen:
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relative Ober-
flichen-

A. a) 1 molare Lésung von Methylalkohol spannung
(3,2 Gewichtsproz. = 3,9 Volumproz.) 0,92
b) 1 mol. Loésung von Athylalkohol
(4,6 Gewichtsproz. = 5,75 Volumproz.) 0,76
B. a) 0,125 mol. Athylalkohol
(0,57 Gewichtsproz. = 0,71 Volumproz.) 0,95
b) 0,125 mol. (Iso-)Amylalkohol
(1,1 Gewichtsproz. = 1,36 Volumproz.) 0,54
C. gesattigte Losung von Heptyl- oder Oktylalkohol
(enthélt analytisch kaum nachweisbare Mengen
des Alkohols) . . . . . . . . . . .. .oum 0,5

Man sieht aus dem Versuch A, dafBl bei gleichem molaren
Gehalt der hohere Alkohol der aktivere ist. Dasselbe sieht man
aus B; man erkennt hier, dal Amylalkohol nicht nur auf molare,
sondern absolute Konzentration bezogen, viel aktiver ist als
Athyl- oder Methylalkohol, und aus C sieht man, da die sonst
eigentlich nur noch durch den Geruch nachweisbaren Spuren
Oktylalkohol selbst den Amylalkohol noch weit an Oberflichen-
aktivitat iibertreffen.

Man stelle eine geséttigte Losung von Dezylalkohol her.
Man schiittele nicht zu heftig, sonst erhdlt man eine opales-
zierende, kolloidale Losung. Die echte Losung, nach dem Fil-
trieren ganz klar, zeigt keine wesentliche Oberflichenaktivitit:
Die Loslichkeit hat mit der Verldingerung der Kohlenstoffkette
stirker abgenommen, als die Oberflichenaktivitit zugenommen
hat. Nach heftigem Schiitteln erhdlt man beim Filtrieren eine
opaleszierende kolloide Losung, welche deutlich oberflichen-
aktiv ist. Auf diese Erscheinung sei ganz besonders aufmerksam
gemacht.

30. Ubung.

Die steigende biologische Wirkung oberflichenaktiver Stoffe
in homologen Reihen.

In dieser Ubung soll diejenige Grenzkonzentration verschiede-
ner einwertiger Alkohole ermittelt werden, welche bei Zimmer-
temperatur Bacterium coli in etwa 15 Minuten abtétet. In eine
Reihe von Reagenzglisern fiille man ein:

Methylalkohol- . . . . cem: 96 64 43 28
Wasser . . .. .. . cem: 04 36 57 172.
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ferner in eine 2. Reihe

Athylalkohol .. .. . cecm: 15 50 33 22

Wasser . . . . ... cem: 25 50 76 78
ferner

Propylalkohol . . . . cem: 36 24 16 1,1 0,7

Wasser . . . . ... cem: 64 76 84 89 93
ferner

gesittigte wisserige

Amylalkohollésung cem: 10,0 6,7 44 3,0

(d. h. etwa 2,8proz.)

Wasser . . . . . . cem: 0 33 56 70

ferner
gesittigte wisserige
Lésung von Heptyl- ccm: 10,0 6,7 44 3,0
alkohol
Wasser . . . . .. . cem: O 33 56 17,0

In jedes dieser Rohrchen verreibt man 2 Platingsen einer
auf Agar gewachsenen Kultur von Bacterium coli. Die Bak-
terien werden mit der Platindse zunéchst an der trockenen Wand
des Reagenzglases verrieben und dann in die Flissigkeit hinein-
gespiilt. Bei jedem Roéhrchen wird der Zeitpunkt des Einimpfens
notiert. 15 Minuten nach der Einimpfung wird aus jedem Rohr-
chen eine Platindse entnommen und auf eine Agarplatte geimpft.
Man kann eine Platte fiir etwa 8 Impfungen benutzen, indem
man sie in Felder einteilt. Nach der Impfung werden die Platten
zunéchst 1 Stunde unverschlossen, die geimpfte Seite nach unten,
in den Brutschrank gestellt, um die Spuren aufgebrachten Al-
kohols zum Verdunsten zu bringen. Dann wird die Platte mit
dem Deckel verschlossen. Nach 24stiindigem Wachsen im Brut-
schrank bei 37° wird beobachtet, welche Impfungen angegangen
und welche steril geblieben sind. Das Resultat pflegt zu sein:
die niederste eben noch abtotende Konzentration ist

fiir Methylalkohol 64 Volumproz.
), Athylalkohol 50 '
,» Propylalkohol 20 »
,, Amylalkohol 2,8 ) (d. h. die gesittigte Losung).

Heptylalkohol tétet unter diesen Bedingungen nicht mehr ab,
trotz seiner hohen Kapillaraktivitit, da er nicht mehr geniigend
Ioslich ist.

Geht man in der homologen Reihe noch hoher, zum Dezyl-
alkohol, so ist die Kapillaraktivitit auch nicht mehr stalagmo-
metrisch nachzuweisen, weil die Loslichkeit zu gering geworden
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ist (siehe vorige Ubung). Kin viel empfindlicheres biologisches
Objekt als Bakterien, ja sogar als das Stalagmometer, sind z. B.
Paramézien. Diese findet man stets in Wasser, welches einige
Tage mit Heu gestanden hat. Bringt man zu einem paramézien-
haltigen Wassertropfen einen Tropfen gesittigte Dezylalkohol-
lésung, so werden die Paramézien augenblicklich unter starkster
Entstellung ihrer Struktur getétet.

31. Ubung.
Relative quantitative Analyse eines kapillaraktiven Stoffes.

Gegeben sei eine beliebige, nicht geséttigte Losung von Tri-
butyrin (Tributtersiureglyzerinester). Es soll die relative Kon-
zentration derselben be-
stimmt werden, indem die
Sattigungskonzentration bei
gleicher Temperatur =1 ge-
setzt wird.

Einige Tropfen Tributy-
rin werden mit 100 ccm dest.
Wassers!) in einer verschlos-
senen Flasche 10 Minuten
geschiittelt und dann fil-
triert. Die erste und letzte
Portion des Filtrats wird ge-
trennt aufgefangen und ver-
worfen. Von dieser Lisung
stellt man folgende Verdiin- Abb. 11,
nungen her:

Tropfpipette.

Nr. 1 2 3 4 5 6 7

gesittigte Tributyrinlésung 10ecem 8 6 4 2 1 0
dest. Wasser 0O, 2 4 6 8 9 10

Von jeder dieser Losungen bestimmt man die Tropfenzahl.
Es ist aber nicht unbedingt erforderlich, hierzu das langsam
tropfende TrAUBEsche Stalagmometer zu nehmen, sondern man
kann sich einer etwas schneller tropfenden Tropfpipette?) be-
dienen (Abb. 11). Sie hat einen Fassungsraum von etwa 3 ccm
und endet in eine nach unten sich leicht verjiingende Spitze mit

1) Es empfiehlt sich, statt dest. Wassers gleich die in der nichsten
Ubung beschriebene Phosphatmischung zu nehmen, um die folgende
Ubung gleich vorzubereiten.

2) Rona, P. und MicuaEL1s, L.: Biochem. Zeitschr. 31, 345. 1911.
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nicht zu schwacher Glaswandung. Zur gelegentlichen Reinigung
benutzt man Schwefelsiure-Bichromatgemisch. Der sich bildende
Tropfen kriecht von der Spitze der Wand etwas in die Héhe, be-
vor er abreit. Dies soll ganz gleichméafig nach allen Seiten er-
folgen. Kriecht der Tropfen etwas einseitig in die Héhe, so kann
man das meist dadurch korrigieren, dafl man die trockene Spitze
zwischen dem trockenen Daumen und Zeigefinger unter Druck
hin und her rollt. Am besten eignen sich Tropfpipetten mit
80—90 Tropfen bei reinem Wasser. In der Sekunde soll etwa
1—11/, Tropfen ausfliefen. Da bei dieser Tropfgeschwindigkeit
jeder Tropfen infolge seiner kinetischen Energie etwas zu frith
abreiBt, ist die Oberflichenspannung nicht wie bei einem rich-
tigen Stalagmometer der Tropfenzahl genau umgekehrt propor-

tional. Z.B. war fir

Mofr\\l eine (nicht gesittigte)
E1.7:7 \\ Losung von Heptyl-
N720 P~ alkohol die Tropfenzahl,
& o \ﬁ\ relativ zu der des Was-
§‘ ‘\\ sers, mit einem TRAUBE-

700 \N schen Stalagmometer ge-

g0 90 a0 70_g0 a0 40 W 20 W o messen = ?‘; g = 1,32;

% Tributyrin~ Satigung

Abb. 12. Eichkurve fiir Tributyrin. mit der schnell tropfen-

den Pipette gemessen

a2 = 1,41. Trotzdem entspricht natiirlich jeder Tropfen