DIE EIWEISSKORPER

UND DIE THEORIE DER KOLLOIDALEN
ERSCHEINUNGEN

VON

JACQUES LOEB +

MITGLIED DES ROCKEFELLER INSTITUTS FUR
MEDIZINISCHE FORSCHUNG NEW YORK

MIT 115 ABBILDUNGEN

BERLIN
VERLAG VON JULIUS SPRINGER

1924



DEUTSCH HERAUSGEGEBEN VON
CARLVAN EWEYK-BERLIN

ISBN-13: 978-3-642-90054-9 e-ISBN-13: 978-3-642-91911-4
DOI: 10.1007/978-3-642-91911-4

ALLE RECHTE VORBEHALTEN.



Vorwort zur englischen Ausgabe.

Die Kolloidchemie ist aus der Annahme entstanden, daf3 die letzte
Einheit kolloidaler Losungen nicht das einzelne Molekiil oder Ion ist,
sondern ein Aggregat von Molekiilen oder Ionen; die sogenannte Micelle
NaeGeLrls. DaB solche Aggregate sich mit Sduren, Basen oder Salzen
nach stochiometrischen Regeln verbinden kénnten, hielt man fiir un-
wahrscheinlich, und so kam man zu dem SchluB, daB die Elektrolyte
an der Oberfliche der kolloidalen Teilchen absorbiert werden nach einer
rein empirischen Formel, der Adsorptionsisotherme von FREUNDLICH.

Die Forschungen des Verfassers haben das Ergebnis gezeitigt, daB
dieser letzte Schlull, wenigstens beziiglich der Eiweikérper, auf einem
methodischen Fehler beruht: der Vernachldssigung der Wasserstoff-
ionenkonzentration der EiweiBlosungen, welche hierbei ein Faktor von
grundsitzlicher Bedeutung ist. Wenn man die Wasserstoffionenkon-
zentrationen gehérig bestimmt und in Rechnung setzt, so findet man,
daB EiweiBkorper sich mit Sduren und Basen nach den stochiometri-
schen Gesetzen der klassischen Chemie verbinden und daB die Eiwei83-
chemie sich prinzipiell nicht von der der Krystalloide unterscheidet.

Es wird unmoglich bleiben, das physikalische Verhalten der Kolloide
iiberhaupt und der EiweiBkorper im besonderen zu erkliren, solange
die Chemiker weiter von der Existenz einer besonderen Kolloidchemie
iiberzeugt sind, die anderen Gesetzen folgt als die Chemie der Kry-
stalloide. Diese Sachlage wird in den abschlieBenden Bemerkungen des
interessanten Werkes von BURTON: ,,Die physikalischen Eigenschaften
kolloidaler Losungen (1920) dargelegt:

Wir schlieBen am besten mit den Worten ZsIGMONDYS, eines Vor-
kimpfers auf diesem Gebiete, mit denen seine erste Ubersicht iiber die
junge Lehre von den Kolloiden endigt: ,,Mit diesen Ausfiihrungen soll
natiirlich keine Theorie der Kolloide gegeben werden, denn die Lehre
von den Kolloiden wird eine groBe umfangreiche Wissenschaft werden,
an deren Ausbau sich viele beteiligen miissen; erst wenn ein umfang-
reiches, aus griindlicher physikalisch-chemischer Experimentalunter-
suchung hervorgegangenes Tatsachenmaterial systematisch geordnet
vorliegt, wird die Theorie der Kolloide sich aus dem Stadium verall-
gemeinernder Betrachtung von Spezialfillen zu dem Range einer
exakten Wissenschaft erheben kénnen.‘
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Professor F. G. DONNAN von der Londoner Universitit hat 1910
eine hervorragende Theorie iiber Gleichgewichte veroffentlicht, die sich
einstellen, wenn zwei Elektrolytlésungen durch eine Membran getrennt
sind, die fiir alle beteiligten Ionenarten auBer einer durchgingig ist.
Diese Theorie wurde von PrROCTER und WILsoN mit Erfolg fiir die
Deutung der Elektrolytwirkung auf die Quellung der Gelatine heran-
gezogen. Ich werde in diesem Buch zeigen, daBl die DoNNANsche
Theorie der Membrangleichgewichte nicht nur das Phidnomen der Quel-
lung quantitativ und mathematisch umfaf3t, sondern ganz allgemein
das kolloidale Verhalten der EiweiBlosungen: ndmlich die elektrische
Ladung, den osmotischen Druck, die Viscositit und die Stabilitit von
Suspensionen. Es wire unmoéglich gewesen, die DoNNaNsche Theorie
auf die EiweiBkérper anzuwenden ohne den Nachweis, da die Eiweil-
korper nach stéchiometrischen Regeln echte ionisierende Salze mit
Sduren und Basen bilden. Die Kolloidchemie, die anfangs den Eindruck
einer neuen Wissenschaft mit ganz andersartigen Gesetzen machte,
scheint nunmehr lediglich ein bisher nicht erkannter Gleichgewichts-
zustand der klassischen Chemie gewesen zu sein, mindestens soweit die
EiweiBkorper in Frage kommen. Diese Anschauung tut der Bedeutung
des kolloidalen Zustandes fiir physiologische und technische Probleme
keinen Abbruch, doch stellt sie die theoretische Behandlung des Gegen-
standes auf eine vollig neue Basis.

Irgendeine Theorie, die an die Stelle der DoNNANschen treten
koénnte, miiBte mindestens soviel wie diese leisten. Sie miite auf mathe-
matischer Grundlage eine quantitative und rationelle Erklirung fiir die
Kurven abgeben kénnen, welche den EinfluB der Wasserstoffionenkon-
zentration, der Ionenwertigkeit und der Elektrolytkonzentration auf den
kolloidalen Zustand darstellen. Ferner miiBte sie diese Kurven nicht
nur beziiglich einer einzigen Eigenschaft, sondern fiir alle Eigenschaften
des kolloidalen Zustandes, wie elektrische Ladung, osmotischen Druck,
Viscositit, Quellung und Stabilitit erkliren, da ja all diese Eigenschaften
in dhnlichem Sinne durch Elektrolyte beeinflut werden.

Der Inhalt dieses Buches gliedert sich in zwei Teile. Der erste liefert
den Beweis dafiir, daB die EiweiBreaktionen nach stéchiometrischen
Regeln vor sich gehen. Der zweite entwickelt eine mathematische und
quantitative Theorie des kolloidalen Zustandes, die sich auf der DONNAN -
schen Theorie iiber die Membrangleichgewichte aufbaut.

Die Theorie des kolloidalen Zustandes, wie sie in diesem Buche um-
rissen ist, kann nur als erste Anndherung betrachtet werden. Feinere
Forschungsmethoden wird man noch einfithren miissen, manche Un-
stimmigkeiten von geringerer Wichtigkeit wird man noch klaren miissen,
und viel Material ist noch herbeizuschaffen. Immerhin schien es ratsam,
das Buch zu veroffentlichen, weil die experimentellen Tatsachen sich



Vorwort zur deutschen Ausgabe. VvV

so rasch hdufen, daB es schwierig ist, in die leitenden Gedanken
ohne eine mehr systematische und weniger detaillierte Ubersicht,
als sie die Originalpublikationen bieten, einzudringen. Ebenso erschien
es ratsam, eine Erorterung iiber die Anwendbarkeit der neuen
Theorie auf physiologische und technische Probleme nicht in das Buch
aufzunehmen.

Der Verfasser mochte nicht verfehlen, Mr. M. KunNitz und Mr.
D. WuesT seine Anerkennung fiir die Umsicht und Sorgfalt ihrer
Untersuchungen auszudriicken, welche der experimentelle Teil dieser
Arbeit erforderte.

Der Verfasser dankt ebenfalls Herrn Dr. Joun H. NoTHROP,
Herrn Dr. D. I. Hitcacock und Dr. ANNE LEonNARD LoeB, die das
Manuskript des Buches zum Teil oder ganz gelesen und mir dabei
wertvolle Anregungen gegeben haben; ferner Herrn Dr. J. A. WILSON,
der die Freundlichkeit hatte, den ersten Teil des Kapitels iiber Quel-
lung durchzusehen und dem Verfasser den mathematischen Beweis der
Seite 143 der englischen Ausgabe vorschlug. ‘

Die Korrekturen und den Index hat MiB N. KoBELT in dankens-
werter Weise besorgt.

Mirz 1922.
JACQUES LOEB.

Vorwort zur deutschen Ausgabe.

Seit dem Erscheinen der englischen Ausgabe sind die in derselben
besprochenen Versuche erheblich erweitert worden. Die Grundlagen der
Theorie der kolloidalen Erscheinungen haben dadurch an Sicherheit
und Klarheit gewonnen. Es schien deshalb wiinschenswert, diese neueren
Resultate in der deutschen Bearbeitung des Buches zu beriicksichtigen,
und infolgedessen ist die englische Ausgabe erheblich erweitert und um-
gearbeitet worden.

Das allgemeine Ergebnis ist, daB EiweiBkorper in erster Linie eine
Reihe von Eigenschaften mit den Aminosduren gemeinsam haben, aus
denen sie aufgebaut sind. Dahin gehoren chemische Reaktionen mit
Sduren und Basen, Loslichkeit und wahrscheinlich auch solche Eigen-
schaften wie Kohision, Oberflichenspannung und andere. Da die Amino-
sduren typische Krystalloide sind, so ist die Anschauung berechtigt, dal3
die EiweiBkorper selbst in bezug auf diejenigen Eigenschaften Krystal-
loide sind, welche Aminosiuren und EiweiBkérpern gemeinsam sind.

Das Verhalten der EiweiBkorper unterscheidet sich aber in bestimm-
ter Weise von dem Verhalten der Aminosiuren in bezug auf Membran-



VI Vorwort zur deutschen Ausgabe.

potentiale, osmotischen Druck, Quellung, Stabilitit der Suspensionen
ungeloster EiweiBteilchen und eine besondere Form von Viscositit.
Diese Eigenschaften diirfen wir als die spezifisch kolloidalen Eigen-
schaften der EiweiSkorper bezeichnen. Es wird in diesem Buche der
Nachweis gefithrt, da8 diese kolloidalen Eigenschaften der EiweiB-
korper sich auf einen bestimmten elektrostatischen Gleichgewichts-
zustand zuriickfithren lassen, der entsteht, wenn die groBen Eiweil-
ionen nicht imstande sind, durch Membrane und Gele zu diffundieren,
welche fiir kleine krystalloide Ionen leicht durchgédngig sind. In diesem
Falle muB eine hohere Konzentration der diffundierbaren krystalloiden
Tonen inmerhalb der EiweiBlosung oder innerhalb des EiweiBigels ent-
stehen als auBerhalb. Es wird in diesem Buche gezeigt, daB sich das
kolloidale Verhalten der EiweiBkorper aus diesen merkwiirdigen Gleich-
gewichtsverhdltnissen quantitativ ableiten 14Bt, deren mathematische
Theorie zuerst von DONNAN entwickelt worden ist. Dieser Nachweis
wurde nur dadurch moglich, daB die Wasserstoffionenkonzentration der
EiweiBlosungen und EiweiBgele gemessen wurde, und daf3 auBerdem die
Messung einer neuen GroBe eingefiihrt wurde, nidmlich der Membran-
potentiale, die bisher in der Theorie des kolloidalen Verhaltens der
EiweiBkorper nicht beriicksichtigt worden waren.

Dem Ubersetzer, Herrn Dr. vaN EweYK, sowie Herrn Professor
P. Rona, der die Ubersetzung revidiert hat, spreche ich meinen ver-
bindlichsten Dank aus.

April 1923.
JACQUES LOEB.
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ERSTER TEIL.

Krystalloide und kolloidale
Eigenschaften der Eiweikorper.

Erstes Kapitel
Historische Einleitung.

1. Die angeblichen Unterschiede zwischen der Kolloid- und
Krystalloidchemie.

Die Unterscheidung zwischen den Krystalloiden und Kolloiden wurde
1861 durch GRAHAM eingefithrt. Den Krystalloiden wurde als charak-
teristisch eine Tendenz zur Krystallbildung beim Ausfallen aus wisse-
riger Losung zugeschrieben, wihrend die Kolloide unter den gleichen
Bedingungen gelatindse (oder amorphe) Massen bilden sollten. GRAHAM
fand, daB diese beiden Gruppen noch in zwei anderen Beziehungen sich
voneinander unterscheiden, namlich erstens in ihrer Diffusionsfahigkeit
und zweitens in ihrer Neigung zu einer eigentiimlichen ,,physikalischen
Aggregation“. Die Krystalloide diffundieren mit Leichtigkeit durch
eine Rejhe von Membranen (z. B. Schweinsblase oder Pergament),
welche die Kolloide iiberhaupt nicht oder hochstens sehr langsam
durchdringen konnen. Die zweite Eigentiimlichkeit besteht in der
Tendenz der Kolloide, in geldéstem Zustande Aggregate zu bilden, eine
Eigenschaft, die den Krystalloiden fehlt oder bei ihnen weniger ausge-
sprochen ist. Ein kurzes Zitat aus einer Arbeit GRAHAMS erldutert
diese Bezeichnungen:

,,Zu der letzteren Klasse (ndmlich den schlecht diffundierenden Sub-
stanzen) gehoéren Kieselsdurehydrat, Aluminiumhydrat und andere Me-
talloxyde der Aluminiumreihe, wenn man sie in l6slicher Form vor
sich hat; ferner Stiarke, Dextrin und Gummiarten, Caramel, Tannin,
EiweiB, Gelatine, pflanzliche und tierische Extraktivstoffe. Die geringe
Diffusionsfihigkeit ist nicht die einzige gemeinsame Eigenschaft dieser
letztgenannten Korper. Sie sind durch die gelatinose Beschaffenheit
ihrer Hydrate charakterisiert. Obgleich sie haufig reichlich in Wasser
16slich sind, werden sie doch nur durch eine sehr schwache Kraft in

Loeb, BiweiBkorper. 1
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Losung gehalten. Ihre sauren oder basischen sowie alle {ibrigen ge-
wohnlichen chemischen Eigenschaften sind ganz besonders schwach
ausgesprochen?). Diese eigentiimliche physikalische Struktur und
chemische Indifferenz scheint indessen fiir Substanzen erforderlich
zu sein, die in den Lebensvorgingen der Organismen eine Rolle zu
spielen haben. Die plastischen Substanzen der tierischen Korper ge-
horen zu dieser Klasse. Da die Gelatine offenbar zu dem gleichen Typus
gehort, so mag man die Substanzen dieser Klasse als Kolloide be-
zeichnen und von ihrem eigentiimlichen Aggregatzustand als von dem
kolloidalen Zustand der Materie sprechen. Dem kolloidalen
steht der krystalloide Zustand gegeniiber. Die in der letzteren Form
auftretenden Substanzen sollen als Krystalloide klassifiziert werden.
Der Unterschied zwischen den beiden Zustdnden ist zweifellos in dem
feineren Bau ihrer Molekiile begriindet?).*

Nach GRAHAM bestehen also offenbar zwischen den Kolloiden und
Krystalloiden wenigstens zwei wesentliche Unterschiede: die Ver-
schiedenheit der Diffusionsfihigkeit durch Membranen und die Ver-
schiedenheit der Neigung zur Aggregatbildung in ihren Losungen. Wir
werden in diesem Buch sehen, daf das hauptsédchliche Charakteristikum
des kolloidalen Verhaltens mathematisch aus der Verschiedenheit der
Diffusionsfahigkeit zwischen Kolloiden und Krystalloiden hergeleitet
werden kann; die Neigung gewisser EiweiBBmolekiile zur Aggregat-
bildung ist hingegen von geringerer Bedeutung.

Indessen hat sich in der modernen Kolloidchemie der Gebrauch ein-
gebiirgert, die Neigung der Kolloide zur Aggregatbildung als ihre funda-
mentale Eigenschaft anzusehen, weil namlich die Fallung der Kolloide
der Hauptgegenstand der kolloidchemischen Forschung war und die
Fallung selbstverstdndlich durch die Bildung von Aggregaten be-
dingt ist. Die Kolloidchemiker kennzeichnen den kolloidalen Zu-
stand als den Zustand der Materie, bei welchem die letzten Einheiten
in einer Losung nicht isolierte Molekiile oder Ionen, sondern Molekiil-
aggregate sind, fiir welche NAEGELI den Ausdruck ,,Micelle** (ein kleines
Kriimchen) eingefiihrt hat. So stellt ZsiGMONDY fest, ,,daB die wesent-
lichen und charakteristischen Bestandteile kolloidaler Losungen sehr
kleine ultramikroskopische Teilchen sind, deren Dimensionen zwischen
denen mikroskopisch eben erkennbarer Korper und denen der Molekiile
liegen . .. Diese ultramikroskopischen Teilchen (Ultramikronen) haben
dieselbe Bedeutung fiir die kolloidalen wie die isolierten Molekiile
fiir die krystalloiden Losungen3).*

1) Diese Anschauung ist, wie wir sehen werden, nicht linger haltbar.

2) GrauaMm, T.: Phil. Trans. 1861. S.183—224. Neugedruckt: Chemical and
Physical Researches S. 553. Edinburgh 1876.

3) ZsicmonpY, R.: Kolloidchemie. 2. Aufl. Leipzig 1918.
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Die Vorstellung, daB3 die letzte Einheit der kolloidalen Lésungen
nicht das Molekiil oder Ton der geldsten Substanz, sondern ein Aggregat
ist, veranlaBte die Kolloidchemiker, eine neue Art Chemie einzufiihren,
in welcher andere, der Kolloidchemie eigentiimliche Regeln die
Gesetze der klassischen Chemie ersetzen. Es kam ihnen unwahr-
scheinlich vor, daB die stéchiometrischen Gesetze der klassischen Chemie
fiir kolloidale Losungen zutreffen sollten, bei welchen groBere Mole-
kiillaggregate die kleinsten Einheiten darstellen. Sie argumentierten,
daB nur die Oberfliche solcher Aggregate zum Reagieren mit anderen
Substanzen fahig sein kénnte. Die stdchiometrischen Beziehungen,
welche die klassische Chemie beherrschen, wurden in der Kolloidchemie
demnach durch eine empirische Formel ersetzt, namlich die sogenannte
Adsorptionsformel FREUNDLICHs, von der man annahm, daB sie die
Oberflachenerscheinungen richtig darstellt!). Neuere Forschungen von
LANGMUIR 2) haben erwiesen, dal die Adsorptionsformel FREUNDLICHS
nicht fiir die Reaktionen von Gasen mit Glimmer, Glas und Platin mit
glatter Oberfliche zutrifft; derselbe Autor konnte weiter zeigen, da@3
die hierbei wirkenden Kréfte lediglich die altbekannten chemischen
Haupt- oder Nebenvalenzen sind. Wie die meisten empirischen Regeln
mag die Adsorptionsformel innerhalb eines gewissen Bereiches den
Beobachtungen entsprechen; fiir die samtlichen, im Experiment mog-
lichen Variationen braucht indessen eine solche Regel nicht zu gelten,
und dies fand LANGMUIR auch bei seinen Versuchen. JoHN A. WILSON
und WYNNARETTA H. WiLson®) haben einen héchst wichtigen Beitrag
zur Frage der Anwendbarkeit der Adsorptionsformel auf Probleme der
Kolloidchemie geliefert. Sie gelangten zur Ablehnung dieser Formel
und zogen eine rein chemische Deutung vor. Die Auseinandersetzung
der Ergebnisse geht von den Versuchen von PROCTER und WILSON mit
Gelatine aus. Die in diesemn Buch noch anzufiihrenden Tatsachen sind
in vollem Umfang geeignet, die skeptische Haltung der genannten
Autoren der Adsorptionsformel gegeniiber zu stiitzen. Ferner haben
noch T. B. RoBERTsON?) und E. A. F1sHER®) den Wert der Adsorptions-
formel angezweifelt.

Selbst wenn wir annehmen, daB EiweiBlosungen keine frejen Eiwei3-
ionen oder -molekiile enthalten — eine Annahme, die, wie wir spiter
sehen werden, im Widerspruch mit den Erscheinungen des Membranpoten-

1) FreunpLicH, H.: Capillarchemie. Leipzig 1909.

2) LANGMUIR, L.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 40, S.1361. 1918.

3) WiLson, J. A. u. W. H. WiLson: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 40,
S. 886. 1918.

4) Rosertson, T. B.: The Physical Chemistry of the Proteins. New York,
London, Bombay, Calcutta und Madras 1918.

5) Fisuer, E. A.: Transact. Faraday soc. Bd. 17, 2, S.305. 1923.
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tials und des osmotischen Druckes steht —, so fiihrt dies doch nicht
zu der Vorstellung, wonach chemische Reaktionen nur an der Oberfliche
der Micellen statthaben, aus dem einfachen Grunde, weil feste EiweiBgele
(z. B. Gelatinegel) gut fiir Sauren, Alkalien und Salze, iiberhaupt fiir
Krystalloide, durchgingig sind. Chemische Reaktionen konnen also
nicht lediglich an der Oberflache der EiweiBmicellen vor sich gehen.

Eine Reihe von Autoren, wie BUGARSZKY und LIEBERMANN!),
OsBORNE?), ROBERTSON 3), PAULI%) und andere, hatten angenommen,
daB EiweiBlkorper nach den altbekannten chemischen Regeln reagieren.
Die Richtigkeit dieser Vorstellung konnte aber vor der Einfithrung der
modernen Methoden fiir die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen-
tration in EiweiBlosungen, welche wir FRIEDENTHAL, SORENSEN %),
MicHAELIS®), CLARK?) und ihren Mitarbeitern verdanken, nicht strin-
gent erwiesen werden. Im Besitz dieser Methoden konnte man leicht
die stochiometrischen Beziehungen bei EiweiBverbindungen mit Sduren
und Alkalien zeigen.

So konnte man beweisen, dal Gelatine sich nur dann mit Sduren
verbindet, wenn die Wasserstoffionenkonzentration der Losung einen
bestimmten kritischen Wert iiberschritten hat. Sie muB nidmlich hoher
sein als n/50000 [pu = 4,78)]. Bei einer Wasserstoffionenkonzentration
iiber n/50000 dissoziiert die Phosphorsdure als einbasische Saure. Wenn
sich nun Gelatine stochiometrisch mit Sduren verbinden soll, so sollte
man dreimal soviel einer n/10-Phosphorsdurelésung gebrauchen als
n/10-Salzsdure oder -Salpetersdure, um 1 g Gelatine in einem Volumen
von 100 ccm von einer Wasserstoffionenkonzentration von n/50000 auf
eine andere, etwa n/1000, zu bringen. Die Schwefelsiure, die als starke
Sdure in diesem Bereich zweibasisch ist, miiBite sich genau so verhalten
wie die Salzsdure und man wiirde also n/10-Schwefelsdure oder n/10-Salz-
sdure in der gleichen Menge benétigen, um die erwihnte 1 proz. Gelatine-
l6sung von einer Wasserstoffionenkonzentration von n/50000 auf eine
solche von n/1000 zu bringen. Die Versuche, die auBer bei der Gelatine
noch beim krystallinischen EiereiweiB, beim Casein, Edestin und beim

1) BuGarszKY, S. u. L. LIEBERMANN: Pfliigers Arch. £. d. ges. Physiol. Bd. 72,
S. 51. 1898.

2) OsBoRNE, T. B.: Die Pflanzenproteine. Ergebn. d. Physiol. Bd. 10, S. 47. 1910.

3) RoBeErTSON, T. B.: A. a. O.

4) PauLri, W.: Fortschr. d. naturwiss. Forschung Bd. 4, S.223. 1912. Kolloid-
chemie der EiweiBkérper. Dresden und Leipzig 1920.

5) SORENSEN, S. P. L.: Literatur bei W.M. CLARK: The Determination of
Hydrogen Ions. Baltimore 1920.

6) MicHAELIS, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914.

7) CLARK, W. M.: The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920.

8) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.3, S.85. 1920/21. Science Bd. 52,
S.449. 1920. Journ. de chim. physique Bd. 18, S.283. 1920.
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Serumglobulin angestellt wurden, haben die Richtigkeit dieser und dhn-
licher Gedankenginge erwiesen. So steht es auBer allem Zweifel, da8
die Proteine sich mit Siuren oder Basen den stéchiometrischen
Regeln der allgemeinen Chemie entsprechend verbinden?).

Es ist sehr zu bedauern, daB sich die Forschung mit dem kolloidalen
Verhalten der EiweiBkoérper beschaftigen muBte, bevor die eleganten
Methoden der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration aus-
gearbeitet waren; wir hitten sonst wahrscheinlich niemals etwas von
der Idee gehort, daB die Kolloidchemie, mindestens soweit die Eiweil3-
korper in Frage kommen, anders sei als die Chemie der Krystalloide.
Der methodische Fehler der Nichtberiicksichtigung der Wasserstoff-
ionen in kolloidalen Lésungen und Gelen stand der Ausbildung einer
exakten Theorie des kolloidalen Verhaltens im Wege.

DaB die Messung der Wasserstoffionenkonzentration von fundamen-
taler Wichtigkeit fiir das Verstdndnis des chemischen und physikalischen
Verhaltens der EiweiB3korper ist, liegt in der Tatsache begriindet, daB die
EiweiBkorper amphotere Elektrolyte sind, die je nach der Wasserstoff-
ionenkonzentration mit SAuren sowohl wie mit Basen ionisierende
Salze bilden. Uberschreitet die Wasserstoffionenkonzentration einen
bestimmten kritischen Wert (der bei den einzelnen Proteinen ver-
schieden groB ist), so verhilt sich das Protein, als wenn es eine Base
wie Ammoniak wire, und ist dann imstande, mit Sduren Salze zu bilden.
Liegt aber die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung unterhalb
dieses kritischen Wertes, so reagiert das Protein genau so, als ob man
eine Fettsdure, z. B. Essigsdure, vor sich hitte; es kann nunmehr
Salze mit basischen Komplexen bilden. Bei dem kritischen Wert der
Wasserstoffionenkonzentration kann sich das Protein praktisch weder
mit einem sauren, noch mit einem basischen Rest, auch nicht mit "
einem neutralen Salz verbinden?). Diesen Wert der Wasserstoffionen-
konzentration nennt man den isoelektrischen Punkt des Proteins. Der
Bruchteil des urspriinglich isoelektrischen EiweiBles in unseren 100 ccm
1proz. Losung, der sich mit einer Sdure oder mit einer Base ver-
binden kann, steht gleichfalls in genau bestimmbarer funktionaler
Abhéngigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration.

2. Der isoelektrische Punkt der EiweiBkorper.

Der Begriff des isoelektrischen Punktes bei Eiweilkorpern war
schon bekannt, bevor man noch wuBte, was dieser Begriff chemisch
bedeutet. Er erregte die Aufmerksamkeit der Forscher, weil er

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.3, S.85, 547. 1920/21. HITCHCOCK,
D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.597, 733. 1921/22; Bd. 5, S. 35. 1922/23.

2) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.1, S.39 u. 237. 1918/19. Science
Bd. 52, S.449. 1920. Journ. de chim. physique Bd. 18, S.283. 1920.
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mit der Fillung der Kolloide in Zusammenhang steht, einer Erscheinung,
die im Brennpunkt des Interesses zahlreicher Untersucher stand.
W. B. HarpY?) verdanken wir die Aufstellung dieses Begriffes, den wir
als den Ausgangspunkt der physikalischen Chemie der EiweiBkoérper
ansehen diirfen. 1899 fand HarDY, daB EiereiweiB mit 8—9 Teilen
destillierten Wassers nach dem Filtrieren und Aufkochen im elektrischen
Feld bei saurer Reaktion in anderer Richtung wanderte als bei alka-
lischer. Die Teilchen wanderten bei alkalischer Reaktion von der
Kathode nach der Anode und bei saurer Reaktion im umgekehrten
Sinn; war die Fliissigkeit neutral, so bewegten sich die Teilchen in dem
elektrischen Feld so wenig, daB} die Bewegung schwer nachweisbar blieb.

,,Jch habe gezeigt, daB das durch Hitze verdnderte Proteid in be-
merkenswerter Weise in seiner Wanderungsrichtung (im elektrischen
Feld) durch saure oder alkalische Reaktion der Fliissigkeit, die es ent-
hilt, bestimmt ist. Eine unmefBbar kleine Menge von freiem Alkali
veranlaBt die Proteidteilchen, sich gegen den Strom zu bewegen, wihrend
in Gegenwart einer ebenso kleinen Menge freier Sdure die Teilchen in
der Stromrichtung wandern. In einem Fall sind also die Teilchen
elektronegativ, im anderen elektropositiv. Da man nun bei einem
negativ geladenen Hydrosol durch Zusatz freier Siure die negative
Ladung der Teilchen vermindern und sie schlieBlich sogar positiv machen
kann, so muB} offenbar ein bestimmter Punkt vorhanden sein, bei wel-
chem die Teilchen und die sie umgebende Fliissigkeit isoelektrisch sind.

Der isoelektrische Punkt ist erwiesenermaflen von groBer Wichtig-
keit. Je mehr man sich ihm nahert, um so geringer wird die Stabilitit
eines Hydrosols; hat man ihn erreicht, so verschwindet sie, und es tritt
Koagulation oder Féllung auf, je nachdem ob das Proteid in hoher
oder geringer Konzentration vorlag und je nach der Geschwindigkeit,
mit welcher man den isoelektrischen Punkt erreicht. Schlieflich spielen
mechanische Bedingungen hierbei noch eine Rolle.

1903 hat HARDY in einer vorlaufigen Mitteilung?) iiber seine Ver-
suche mit Globulinen den EinfluB der H- und OH-Ionen auf die Wan-
derungsrichtung der Proteinteilchen im elektrischen Feld zu erkliren
versucht. Diese Erklarung sollte noch von groBer Bedeutung fiir die
Entwicklung der Kolloidchemie werden, denn sie legte den Gedanken
nahe, daB die H-und OH-Ionen ihren EinfluB auf die elektrische
Ladung der Proteinteilchen durch vorzugsweise Adsorption ausiibten.

,,Die Eigenschaften der in Losung befindlichen Globuline recht-
fertigen augenscheinlich folgende Ansicht: Das Gesetz der kon-
stanten und multiplen Proportionen hat fir sie keine
Geltung. Deshalb kommen fiir die Charakterisierung ihres

1) Harpy, W. B.: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 66, S.110. 1900.
2) Harpy, W. B.: Journ. of physiol, Bd.29, S.29. 1903.
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Zustandes chemische Krifte nur in zweiter Linie in Frage.
Einen Globulinniederschlag darf man sich nicht als aus molekularen
Aggregaten bestehend vorstellen. Er setzt sich vielmehr aus Gelteilchen
zusammen. Ich habe an anderer Stelle gezeigt, daB die Vorginge der
Gelbildung und der Ausflockung nicht streng voneinander zu trennen
sind, sondern flieBende Uberginge zeigen. Wenn solche Gelpartikel-
chen in einer ionenhaltigen Fliissigkeit suspendiert sind, so werden
sie von diesen Ionen durchdrungen. Machen wir die Annahme zum
Ausgangspunkt unserer Betrachtungen, daB, je héher die spezifische
Geschwindigkeit eines Ions ist, es um so rascher von dem Kolloidteilchen
eingefangen wird. Nun sind aber die H- und OH - Ionen die schnellsten,
und daher werden Kolloidteilchen in einer Sdure mehr H-Ionen als
andere in sich aufnehmen und dadurch eine positive Ladung bekommen;;
im alkalischen Medium wird dasselbe fiir die OH - Ionen gelten, wodurch
die Ladung negativ wird. Solche Ladungen wiirden die Oberfldchen-
energie der Teilchen vermindern und somit die durchschnittliche Grofie
zu andern trachten.”

PeRRIN?) iibernahm die Vorstellung, daB die H- und OH -Ionen
ihre elektrische Ladung den Kolloidteilchen wegen ihrer relativ groBen
Wanderungsgeschwindigkeit erteilen. Diese veranlaBt ihre reichliche
Adsorption an den Kolloidteilchen. Die Hypothese einer vorzugsweisen
Adsorption der H- und OH-Ionen durch kolloidale Teilchen hat seit-
dem eine groBe Rolle in der Kolloidchemie gespielt.

Im Jahre 1904 hat der Verfasser dieses Buches an Stelle der an-
gefiihrten Theorie eine auf rein chemischen Prinzipien beruhende An-
sicht iiber die Bedeutung des isoelektrischen Punktes und iiber das
Wesen der Sauren- und Alkalienwirkung auf die Wanderungsrichtung
der kolloidalen Teilchen zur Diskussion gestellt?).

,,Der Verfasser ist demnach der Ansicht, daB diese Erscheinungen
von einer anderen Seite her betrachtet werden kénnen, wobei sie mit
der Vorstellung in Einklang kommen, da8 die elektrische Ladung der
Kolloide durch elektrolytische Dissoziation entsteht. Bekanntlich
reagieren die Proteide amphoter. Wenn sie nur wenig dissoziieren,
geben sie sowohl H- als auch OH-Ionen an die Losung ab. Geben
die Teilchen mehr H-TIonen als OH-Ionen an die Losung, so behalten
sie eine negative Ladung; iibersteigt die Abgabe der OH-Ionen die
der H-Ionen, so resultiert positive Ladung des Kolloidteilchens. Fiigt
man in hinreichender Menge Siure zu der Losung, so wird das Kolloid-
teilchen OH-Ionen im UberschuB abgeben und somit positive Ladung
annehmen. Das Gegenteil tritt ein, wenn man die Lésung alkalisch macht.

1) PERRIN, J.: Journ. de chim. physique Bd.2, S.601. 1904; Bd.3, S.50.
1905. Notice sur les titres et traveaux scientifiques de M. JEAN PERRIN. Paris 1918.
2) Lo, J.: Univ. of California publ. in physiology Bd.1, S.149. 1904.
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DieseVorstellung steht mit dem Befund HARDYs, daB Neutralsalze dasVor-
zeichen der elektrischen Ladung der Globuline nicht dndern, in Einklang.

In seiner beriihmten Arbeit ,,Colloidal Solution®, die er im Jahre 1905
veroffentlicht hat, verldaBt HARDY?) seinen physikalischen Standpunkt
vom Jahre 1903 und gelangt zur vorbehaltlosen Annahme chemischer
Vorstellungen.

,»50 ist Globulin also eine amphotere Substanz. Seine Siurewirkung
ist viel starker als seine basische Wirkung. Es ist als Sdure stark genug,
um mit so schwachen Basen wie Anilin, Glykokoll, Harnstoff mit Leich-
tigkeit Salze zu bilden. Als Base bildet es mit schwachen Siuren, wie
Essigsdure und Borsiure, Salze, die bei Gegenwart von Wasser sehr un-
stabil sind.

Obgleich man die Kolloidteilchen ihrem Wesen nach als Ionen
ansprechen kann, unterscheiden sie sich doch in der Hinsicht durchaus
von den gewohnten Ionen, daB ihre GroBe von ganz anderer Ord-
nung als die der Molekiile des Lésungsmittels ist, daB ferner ihre elek-
trische Ladung nicht ein definiertes Multiplum einer festen Einheit ist
und daBl man ihnen auch nicht eine bestimmte Valenz zuerkennen kann.
SchlieBlich gehoren ihre elektrischen Eigenschaften zu den Erschei-
nungen der Elektroendosmose. Solch massigen Ionen méchte ich den
Namen ,,Pseudoionen geben, und ich schlage vor, Globulinlésungen
vom Standpunkt einer ,,Pseudoionenhypothese” aus zu behandeln?).*

Weiter haben 1910 Woop und HarDY?) die Ansicht vertreten, daB
die EiweiBkorper ,,mit Siuren und mit Alkalien unter Salzbildung
reagieren. Diese Reaktionen sind aber nicht prazise; eine unbestimmte
Zahl von Salzen entstehen, die der Formel (B), B HA entsprechen, wobei
der Wert von # von der Temperatur und der Konzentration sowie von
der Trédgheit abhédngt, die durch das Potential der inneren Oberfliche
der kolloidalen Lésung bedingt ist.*

Die Ansicht HArDYs enthilt drei verschiedene Gedanken. Der
erste bringt zum Ausdruck, daB die Proteine mit Siuren und Basen
Salze bilden konnen, eine Ansicht, die zweifellos richtig ist; der zweite,
daB die Reaktionen zwischen Proteinen und Siuren oder Basen nicht
nach den stéchiometrischen Regeln vor sich gehen; dies erscheint
nicht langer haltbar; drittens, daB die letzten Einheiten bei ge-
losten EiweiBkorpern nicht isolierte Molekiile sind, sondern groBere
Aggregate, die durch ihre elektrische Ladung suspendiert erhalten

1) Harpy, W. B.: Journ. of physiol. Bd.33, S.251. 1905/06. Siehe auch
W. B. HarDY: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 79, S.413. 1907.

2) Harpy, W. B.: Journ. of physiol. Bd. 33, S.256—257. 1905/06.

3) Woop, T. B. und W. B. Harpy: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 81,
S. 38. 1909.
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werden. Auf die Ero6rterung dieses letzten Punktes kommen wir im
nichsten Abschnitt zuriick.

Nachdem die Methoden zur Messung der Wasserstoffionenkonzen-
tration von H. FRIEDENTHAL und von SORENSEN ausgebildet waren,
wurde es moglich, den isoelektrischen Punkt der genuinen EiweiBkorper
zu bestimmen. Dies geschah in grotem MaBstabe im Jahre 1910 von
MicHAELIS und seinen Mitarbeitern. MICHAELIS benutzte die gleiche
Methode der Wanderung von Kolloidteilchen im elektrischen Feld,
die HARDY bei seinen Versuchen iiber denaturiertes Protein angewandt
hatte.

Nach MICHAELIS ist der isoelektrische Punkt diejenige Wasserstoff-
ionenkonzentration, bei welcher die Teilchen weder zur Anode noch
zur Kathode wandern. Die folgende Tabelle enthalt die den isoelek-
trischen Punkt charakterisierenden Wasserstoffionenkonzentrationen
verschiedener Eiweilkorper. Die Bestimmungen stammen von Mi-
CHAELISY):

Genuines Serumalbumin . . . . . . . . 2-10"% normal
Genuines Serumglobulin . . . . . . . . 41078 .
Oxyhamoglobin . . . . . . . . . . .. 1,8-1077
Gelatine . . . . . . . . . . . .. .. 2-107°% i,
Caseil . . . . v . v ov i 2:107°

Nach SORENSEN liegt der isoelektrische Punkt des krystallinischen Eier-
eiweiBes nahe bei dem des Serumalbumins [ndmlich bei pu= 4,82)].
In Zukunft werden wir in diesem Buch die Wasserstoffionenkonzentra-
tion immer durch das von SORENSEN eingefiihrte logarithmische Symbol
pu angeben; die Konzentration 2- 1075 normal = 10~*? normal wird
also geschrieben pu = 4,7; das Minuszeichen 148t man fort.

Wenn wir annehmen, daf die letzten Einheiten einer EiweiBlésung
in der Regel isolierte Eiweimolekiile oder Ionen sind, die stéchiome-
trisch mit Sauren und Basen reagieren, dabei hochgradig dissoziations-
fahige Metallproteinate oder Proteinsdurerestsalze bilden, koénnen wir
den isoelektrischen Punkt als diejenige Wasserstoffionenkonzentration
definieren, bei welcher sich das Eiweill praktisch in einem nichtioni-
sationsfahigen (oder nichtionisiertem) Zustand befindet, somit also nach-
weisbar weder Metallproteinate noch Proteinsdureverbindungen bilden
kann. Wir werden noch sehen, daB diese theoretische Uberlegung zu
einer einfachen praktischen Methode zur Darstellung von EiweiBkérpern
fiihrt, die véllig oder praktisch frei von ionisationsfahigen Verunrei-
nigungen sind.

1) MicHAELs, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration. S. 54ff. Berlin 1914.
2) SORENSEN, S. P. L.: Studies of proteins. Cpt. rend. trav. Lab. Carlsberg

Bd. 12. Kopenhagen 1915/17.
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3. Kolloidale Suspensionen und krystalloide Lésungen.

GraHaM hat den Unterschied zwischen kolloidalen und krystalloiden
Substanzen eingefiihrt. Man fand aber spiter, dafl ein und dieselbe
Substanz, etwa NaCl, in Losung sich entweder als Krystalloid oder als
Kolloid verhalten kann. Dann wurde vorgeschlagen, nicht mehr zwischen
kolloidalen und krystalloiden Substanzen, sondern zwischen dem kol-
loidalen und krystalloiden Zustand der Materie zu unterscheiden. Die
Griinde hierfiir sind in dem folgenden Zitat aus BURTON zusammen-
gestellt:

,,Nach den Ergebnissen neuerer Arbeiten ist es nicht mehr richtig,
kolloidale Substanzen als eine besondere Klasse von Kérpern zu unter-
scheiden. KRAFFT hat gefunden, dafl die Alkalisalze der hoheren Fett-
sduren, die Stearate, Palmitate, Oleate in alkoholischer Losung Krystal-
loide mit normalem Molekulargewicht sind, wihrend sie mit Wasser
echte kolloidale Losungen ergeben. Das Gegenteil gilt fiir das Chlor-
natrium; PaAL fand, daB3 dieses sich in Benzol kolloidal 16st, wihrend
in Wasser selbstverstindlich eine krystalloide Losung resultiert
(KarczaG). Spiter hat dann von WEIMARN kolloidale Losungen aus
iiber zweihundert chemischen Korpern (Salze, Elemente usw.) her-
stellen konnen und damit gezeigt, daBl bei richtigem Vorgehen fast
jede Substanz, die in festem Zustand vorkommt, entweder als Kolloid
oder als Krystalloid in Losung gebracht werden kann. Weiter fanden
viele andere Forscher, daB es in manchen Fillen nur von der Kon-
zentration der reagierenden Komponenten abhingt, ob man eine kry-
stalloide oder kolloidale Losung bekommt.

Infolgedessen sprechen wir besser vom kolloidalen Zustande der
Materie als von kolloidalen Kérpern, wobei das wesentliche Kenn-
zeichen des kolloidalen Zustandes der ist, da die Substanz sich als
Suspension fester (oder manchmal wahrscheinlich fliissiger) Massen-
teilchen von nicht streng definierter, aber sehr geringer Gré8e in irgend-
einem fliissigen Medium befindet, wie z. B. Wasser, Alkohol, Benzol,
Glycerin usw. Je nach dem fliissigen Medium nennt man die Losungen
oder Suspensionen nach dem Vorgang von GRaHAM Hydrosole, Alkosole,
Benzosole, Glycerosole usw. 1)

Der Hauptunterschied zwischen Kolloiden und Krystalloiden, oder
besser zwischen dem kolloidalen und krystalloiden Zustand, besteht
in der Natur der Krifte, welche die beiden Arten von Teilchen in wisse-
riger oder irgendeiner anderen Losung halten. Bei den Krystalloiden
sind die Krafte, die die Stabilitit der Losung bestimmen nach LANGMUIR
oder HARKINS chemische Krifte: Die Molekiile des gelosten Stoffes

1) Burron, E. F.: The Physical Properties of Colloidal Solutions. 2. Ausgabe,
S. 8—9. London, New York, Bombay, Calcutta und Madras 1921.
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und die des Losungsmittels ziehen einander auf Grund der chemischen
Affinitit an — dies sind die Krifte der sogenannten Nebenvalenzen.
Ganz allgemein wollen wir feststellen, daB die Losung stabil ist, solange
die Attraktionskrifte zwischen den Molekiilen des Losungsmittels und
des geldsten Stoffes hinreichend groB sind. Werden diese Krifte zu
klein, so konnen sich Molekiilaggregate bilden, aber diese Aggregate
brauchen nicht auszufallen, wenn nur eine Potentialdifferenz zwischen
jedem Teilchen und dem Losungsmittel besteht. In diesem Fall haben
wir nicht mehr eine echte, sondern eine kolloidale Losung, d. h. eine
Suspension. Die Krifte, die die Stabilitét kolloidaler Losungen, d. h. Sus-
pensionen kleiner, fester Teilchen oder Emulsionen kleiner Olteilchen
im wisserigen Medium, gewahrleisten, sind die Krifte der elektro-
statischen AbstoBung, die auf der Existenz einer elektrischen Doppel-
schicht an der Grenzfliche zwischen jedem Teilchen und dem Wasser
beruhen. Wenn die Potentialdifferenz der elektrischen Doppelschicht
zwischen dem  Losungsmittel und dem Kolloidteilchen von einem ge-
wissen Betrag ist, so werden die zwischen ihnen bestehenden elektro-
statischen AbstoBungskréfte anderen Kraften, die die Teilchen einander
zu ndhern streben, einen gewissen Widerstand entgegenstellen. So
kommt es, daB das Zusammenballen kleinerer Teilchen zu gréferen
verhindert wird, bei welch letzteren der EinfluB der Gravitation auf
ihre Senkungsgeschwindigkeit sich stirker bemerkbar machen muf.
Als erster hat JEvoNns?) darauf hingewiesen, dafl die AbstoBung zwischen
den gleichnamig elektrisch geladenen Teilchen die Kraft sein kénnte,
die die kleinen suspendierten Teilchen am Ausflocken hindert. Aber
es ist das Verdienst von HARDY, diese Vorstellung dadurch bewiesen
zu haben, daB er zeigte, dal Suspensionen kleiner Teilchen denatu-
rierten (gekochten) Eiereiweifles im isoelektrischen Punkt, in welchem
ihre Ladung null ist, nicht mehr stabil sind. Wird die Ladung ver-
nichtet oder hinreichend vermindert, so ,bewirkt die Adhdsion oder,
nach GRAHAM die Idioattraktion, daB die Kolloidteilchen sich nicht
wieder trennen, wenn sie kollidiert sind?).“ Selbstverstdndlich kénnen
die Teilchen suspendiert bleiben, wenn die Kohasionskrafte zwischen den
Molekiilen der Teilchen zu klein sind, selbst wenn sie gar keine Ladung
mehr haben sollten. NorRTHROP und DE KRUIF haben gezeigt, dall Bak-
teriensuspensionen sich unter gewissen Bedingungen so verhalten3).

Nun kann man aber im allgemeinen suspendierte Teilchen mit Hilfe
von Salzen ausflocken, selbst wenn die Teilchen urspriinglich eine

1) Jevons: Transact. of the Manc. phil. soc. 1870, S.78.

2) Woop, T .B. u. W. B. HarpY: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 81,
S. 41. 1909.

3) NortHROP, J. H. u. P. H. pE KruUIF: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 639.
1921/22.
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starke Ladung besafen. Hierbei nimmt HARDY mit Recht an, daB
der Zusatz des Salzes die Potentialdifferenz zwischen dem Kolloid-
teilchen und dem Losungsmittel vermindert, und diese Annahme wurde
durch Messungen der Ladung, die von vielen Autoren vorgenommen
wurden, erhirtet?).

ScHuLzE?) und spater LINDER und Picton3) fanden bei ihren
Studien iiber die Koagulation von Schwefelarsen durch Salze, daB die
koagulierende Kraft von der Valenz des Metallrestes abhingig war
und mit zunehmender Valenz dieses Restes stark anstieg. HARDY
zeigte dann, dafBl ganz generell Flockung (Koagulation, Agglutination)
der suspendierten Teilchen durch dasjenige Ion des Salzes bedingt ist,
dessen Ladung der der suspendierten Teilchen entgegengesetzt ist.

Eine weitere, ebenso frappierende Tatsache wurde durch diese
Untersuchungen gefunden, namlich daB die Konzentration des fiir die
Fillung solcher Suspensionen notwendigen Salzes immer nur niedrig
zu sein braucht, besonders wenn es sich um mehrwertige Ionen handelt,
deren Ladung der der Kolloidteilchen entgegengesetzt ist.

Nun erhebt sich die Frage, welche der beiden verschiedenen Krifte,
elektrostatische AbstoBung oder sekundire Valenzen, fiir wisserige
Losungen genuinen EiweiBles in Betracht kommen. Man kann diese
Frage entscheiden, wenn man sich an das folgende Kriterium hilt.
Sind die Krifte, die ein Protein in Losung halten, die Attraktionskrifte
zwischen den Molekiilen des geldsten Stoffes und des Ldsungsmittels
(d. h. die Krafte der sekundaren Valenzen nach LANGMUIR), so braucht
man zur Fallung Salze in hoher Konzentration, und das Vorzeichen der
elektrischen Ladung des fillenden Ions braucht mit dem Sinn der Ladung
des Proteinteilchens nichts zu tun zu haben. Wenn aber, irgendwie,
die Krifte der sekundaren Valenzen zwischen den Molekiilen des ge-
Iésten Stoffes und des Losungsmittels klein sind, so konnten ja die
Teilchen wegen des Auftretens elektrischer Doppelschichten um jedes
Teilchen herum immer noch suspendiert bleiben. Trifft dies zu, so
miissen Salze schon in geringer Konzentration das Protein féllen;
das wirksame Ion des Salzes muB dann die entgegengesetzte Ladung
tragen wie die Proteinteilchen. So findet man nun, daB gewisse Pro-
teine, z. B. denaturiertes Eiereiweil, durch die elektrische Doppel-
schicht, andere, wie z.B. genuines krystallinisches Eiereiweil oder
Gelatine durch die gleichen Krifte, die die Stabilitit krystalloider

1) Vgl. hieriiber E. F. BurtoN: The Physical Properties of Colloidal Solutions.
2. Ausgabe. London, New York, Bombay, Calcutta und Madras 1921.

2) Scuurze, H.: Journ. {. prakt. Chemie Bd. 25, S.431. 1882; Bd.27, S. 320.
1883; Bd. 32, S.390. 1884.

3) LINDER, S. E. und H. Picton: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 61,
57, 78 u. 87.
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Losungen bedingen, in Losung gehalten werden. DaB krystallinisches
EiereiweiB oder Gelatine zur Fallung Salze in hoher Konzentration er-
fordern, brachte einige Autoren zu der Auffassung, daB diese EiweiB-
korper Emulsionen statt Suspensionen bilden. So wurde die Unter-
scheidung zwischen zwei Typen kolloidaler Losungen gebrauchlich, den
Suspensoiden, z. B. Ton oder Graphit, die fiir ihre Fillung Salze in
niederen Konzentrationen erfordern, und den Emulsoiden, bei denen Salze
in hoher Konzentration zur Ausflockung nétig sind. Man nannte die
Emulsoide auch hydrophile oder lyophile Kolloide und die Suspensoide
dementsprechend hydrophob oder lyophob. Man hielt die genuinen
Proteine fiir Emulsoide oder hydrophile Kolloide. Jedoch zeigte Powisl),
daB eine echte Emulsion von Ol in Wasser ebenso wie eine Suspension
fester Teilchen durch Salze in niedriger Konzentration geflockt wird.
Die sogenannten Emulsoide oder die hydrophilen Kolloide verhalten
sich beziiglich ihrer Loslichkeit wie Krystalloide, aber nicht wie Emul-
sionen.

Proteine bestehen aus peptidartig gekuppelten Aminosiuren. Jede
Aminosédure ist ein Krystalloid und es ist a priori keineswegs ver-
standlich, warum die Kriafte, die die Aminosiuren in Losung bringen,
durchaus verlorengehen miiBten, wenn diese Substanzen untereinander
zu Polypeptiden verbunden sind. Nun sind indessen die Aminosduren
verschieden leicht 16slich; Glycin oder Alanin z. B. 16sen sich reichlich
in Wasser, andere, wie Tyrosin, nur spirlich. Es miissen demnach
Unterschiede in der Loslichkeit der EiweiBkérper vorhanden sein, je
nachdem aus welchen Aminosduren sie aufgebaut sind und vielleicht
auch je nach der Art, wie sie untereinander verbunden sind. Uberwiegen
unlosliche Aminosduren oder unlosliche Gruppen unter den Bau-
steinen eines Eiweifles, so mag die Attraktion zwischen Wasser und
dem EiweiBkorper so gering werden, dafl das EiweiBteilchen nur durch
eine elektrische Doppelschicht in Loésung gehalten werden kann. Es
wire indessen falsch, hieraus zu folgern, daB dies fiir die Losungen
aller Proteine gilt.

Diese Vorstellung, daB die genuinen EiweiBkorper ebenso wie
Krystalloide in Losung gehen kénnen, hat sich mit zwei Einwanden
auseinanderzusetzen, die in Wirklichkeit aber nichts besagen. Der erste
Einwand geht von der Tatsache aus, da8 viele genuine Proteine, z. B. Ge-
latine, im isoelektrischen Punkt nur spirlich léslich sind. Da im iso-
elektrischen Punkt die Teilchen im elektrischen Feld nicht wandern,
so deutete man die schlechte Loslichkeit der isoelektrischen Gelatine
durch die Annahme elektrischer Doppelschichten. Wie wir spater noch
ausfiihrlich sehen werden, bedeutet diese Beobachtung nur, da8 nicht-

1) Powis, F.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 89, S.91, 179, 186. 1914/15.
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ionisiertes EiweiBl schlechter 1slich als ionisiertes istl). MICHAELIS hat
hervorgehoben, daB3 die krystalloiden Aminoséuren ebenfalls im iso-
elektrischen Punkt ein Minimum ihrer Loslichkeit aufweisen ?). Der
zweite Einwand erhob sich auf Grund der Beobachtung, daB eine Ge-
latinelésung zu einem Gel erstarren kann. Dies schien im Widerspruch
zu der Annahme zu stehen, daB die Gelatine durch die Affinitit zwi-
schen bestimmten Gruppen ihrer Molekiile und dem Wasser in Losung
gehalten wird. Folgende Andeutung mag diese Schwierigkeit beheben.
In dem groBen EiweiBmolekiil gibt es gewisse Gruppen (z. B. —COOH
und —NH,) mit groBer Affinitdt zum Wasser (die wir als ,,wésserige*’
Gruppen bezeichnen wollen) und andere mit schwacher Affinitdt zum
Wasser und starker Affinitdt zu ihresgleichen (sie sollen als ,,6lige"
Gruppen hervorgehoben werden). Die ,,6ligen* Gruppen kénnen nicht
die Krifte der ,,wisserigen* Amino- oder Carboxylgruppen iiberwinden,
die das EiweiBmolekiil in wisserige Losung zu bringen streben. Sie
konnen aber Bildung einer Kette oder eines Netzwerkes zwischen be-
nachbarten Eiweimolekiilen oder -ionen veranlassen, jedesmal wenn
namlich diese ,,6ligen” Gruppen zweier Molekiile einander beriihren.
Das ist wahrscheinlich die Art, wie sich das feste Wasser-Gelatinegel
bildet. Die Geleebildung bei der Gelatine scheint sich von dem Aus-
fallen anderer Eiweikorper in dem Punkt zu unterscheiden, daB bei die-
sen sogar die ,,wisserigen‘‘ Gruppen oder Atome des Molekiils ihre Affini-
tit zum Wasser verlieren, wihrend bei dem Gelieren die Molekiile zwar
mittels gewisser Oliger Gruppen aneinander hingen, die Affinitdt der
,,wisserigen Gruppen zum Wasser aber unverindert bleibt. Bei einer
solchen Gelbildung bleibt die durchschnittliche Entfernung der Mole-
kiile voneinander die gleiche, wie sie vorher in der Lésung war; ebenso
sind die Adhisionskrifte zwischen dem Wasser und den ,,Wasserigen*
Gruppen der Gelatinemolekiile ungeidndert, gedndert hat sich nur die
gegenseitige Orientierung der Molekiilindividuen, die jetzt einander
mit ihren ,,6ligen Gruppen beriihren.

Es scheint kein Grund fiir die Annahme zu bleiben, daf die Krifte,
die die Molekiile gewisser genuiner Proteine, wie krystallinisches Eier-
eiweil oder Gelatine, in Lésung zu bringen trachten, sich von denen
unterscheiden, die das gleiche bei den Krystalloiden bewirken.

4. Die HOFMEISTERschen Ionenreihen.

Die Auffassung aller Losungen genuiner Proteine als zweiphasische
Systeme, deren Einzelteilchen durch die Krifte elektrischer Doppel-

1) LoEs, J.: Arch. néerland. de physiol. de ’homme et des anim. Bd. 7, S. 510.
1922. — CorN, E. J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.697. 1921/22; Comn, E. J.
und J.L. HEnpry: Bd. 5, S.521. 1922/23.

2) MicHAELIS, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration. S. 41—44. Berlin 1914.
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schichten in Losung gehalten wiirden, ist untrennbar von der Vor-
stellung einer vorzugsweisen Ionenadsorption seitens dieser Teilchen.
Diese letztere Vorstellung schien durch gewisse Experimente gestiitzt,
durch welche gezeigt werden sollte, da3 verschiedene Ionen mit gleich-
namiger Ladung und Valenzstufe die physikalischen Eigenschaften der
EiweiBkorper in vollig verschiedener Weise beeinflufiten. Solche Ver-
suche wurden von HOFMEISTER als erstem angestellt!). Er und seine
Anhinger fanden, daf die relative Wirkung der Anionen auf die Fallung,
Quellung und auf andere Eigenschaften der Eiweile sehr gut definiert
zu sein schienen und daf man diese Anionen offenbar in bestimmten
Reihen nach ihrer relativen Wirksamkeit anordnen kénnte. Dabei ist
die Reihe unabhingig von der Natur des Kations. Ahnliche, aber
nicht so gut definierte Reihen fand man auch fiir die Kationen.

Nach einer ausgezeichneten Zusammenstellung der Literatur iiber
diesen Gegenstand von HOBER?) sehen die Reihen wie folgt aus.

Bei ,,neutraler’* Reaktion beeinflussen die Anionen der Salze Quel-
lung, osmotischen Druck oder Viscositdt, nach der GroBe der Wirk-
samkeit geordnet, folgendermafen:

SO,, Tartrat, Citrat < Acetat <Cl <Br, NO; <I <CNS.

Die quellende Wirkung ist beim CNS maximal und beim SO, minimal.
Oberhalb einer bestimmten Konzentration bewirken die Sulfate, Tar-
trate und Citrate bei einem Gelatinegel Schrumpfung, auch Acetat soll
dann gleichsinnig, aber schwicher wirken; von den anderen Anionen
glaubte man, dal sie bei der gleichen Konzentration vermehrte Quel-
lung des Gels bewirkten.

Was die Wirkung der Kationen anbetrifft, so ist nach HOBER ihre
verschieden groBe Wirkung weniger ausgesprochen. Man kénnte mog-
licherweise die Reihe Li < Na <K, NH, vorschlagen; dann kommen
weiter die alkalischen Erden mit Mg in einer Mittelstellung.

Die Wirkung auf den osmotischen Druck geht aus den von HOBER
zitierten Versuchen LiLLIEs hervor, nach welchen die Anionen den
osmotischen Druck neutraler EiereiweiBlésungen in dieser Reihenfolge
herabsetzt:

SO4> C1>Br>1> NOz> CNS.

Bei der Aufstellung dieser HoFMEISTERschen Reihen ist ein folgen-
schwerer Irrtum unterlaufen: Es wurde ndmlich versiumt, die
Wasserstoffionenkonzentration der EiweiBlosungen und -gele zu messen,

1) HOFMEISTER, F.: Arch. {. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 24, S.247. 1888;
Bd. 25, S.1. 1888/89; Bd.27, S.395. 1890; Bd.28, S.210. 1891.

2) HOBER, R.: Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 2. Aufl.
S.267. Leipzig und Berlin 1922. '
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und die Wirkung verschiedener Ionen auf EiweiBlosungen oder -gele
vom gleichen pu zu vergleichen. So kam es, dal man die Folgen ver-
schiedener Wasserstoffionenkonzentrationen irrtiimlich auf die chemische
Natur der Anionen bezog. Wenn man die Wasserstoffionenkonzentration
mit der Wasserstoffelektrode gehorig bestimmt und in Rechnung setzt,
so stellt sich heraus, dal gewisse Eigenschaften der EiweiBkorper nur
durch die Valenz des Ions und nicht durch seine chemische Natur ge-
indert werden, und daB weiter in solchen Fillen nur das Ion wirkt,
dessen Ladung der des EiweiBions entgegengesetzt ist.

Dies gilt fiir die spezifisch kolloidalen Eigenschaften der EiweiB3-
korper, namlich fiir den osmotischen Druck, die Quellung und fiir eine
bestimmte Art Viscositit. So werden wir weiter sehen, daB NaCl,
NaBr, Nal, NaNO,, Na-Acetat, Na-Propionat, Na-Lactat den os-
motischen Druck und die Viscositit von Gelatinechloridlésungen und
die Quellung von Gelatinechloridgelen bei einem bestimmten pu quanti-
tativ gleich beeinflussen und daB die HorMEISTERschen Ionenreihen
Fiktionen darstellen. Weiter werden wir zeigen, daBl die Wirkung von
LiCl, KCl, CaCl,, LaCl; auf diese Eigenschaften des Gelatinechlorids
bei gleicher Chlorionenkonzentration und gleichem $u identisch ist
und daB die HorMEIsSTERschen Kationenreihen auch in diesen Fillen
fiktiv sind. In gleicher Weise werden wir zeigen, daB alle zweiwertigen
Anionen eine viel stirkere Wirkung auf die drei erwidhnten Eigen-
schaften des Proteinchlorids enthalten als die einwertigen Anionen,
und daB weiterhin diese zweiwertigen Anionen gleichartig wirken,
ohne Riicksicht auf ihre chemische Natur. Dies beweist, da nur die
Valenz aber nicht die chemische Natur eines Ions solche Eigenschaften
der EiweiBkorper, wie osmotischen Druck, Quellung und einen be-
stimmten Typus der Viscositit, beeinflult. Diese Tatsache ist von funda-
mentaler Bedeutung, denn sie stellt definitiv die Ursache des kolloidalen
Verhaltens der Eiweikorper auf sicheren Boden. Wir kennen nur eine
Gruppe von Eigenschaften, die nur von der Valenz, aber nicht von der
chemischen Natur eines Ions abhéingen, dies sind die von den Membran-
gleichgewichten abhingigen Eigenschaften, auf welche wir spéter noch
zuriickkommen. DaB die chemische Natur der Ionen ohne EinfluB auf
die drei erwdhnten Eigenschaften der EiweiBkorper ist und daB die
HorMmEIsTERschen Reihen auf einem methodischen Fehler beruhen,
bedeutet eine Schwierigkeit fiir die Adsorptionshypothese. Wir kommen
darauf am Schluf des achten Kapitels zuriick.

Bisher haben wir nur von dem Einflu$} der Ionen auf solche spezifisch
kolloidale Eigenschaften der Proteine, wie den osmotischen Druck, die
Quellung und die Viscositit, gesprochen. Wir kénnen hinzufiigen, da8 die
krystalloiden Eigenschaften, wie z. B. die Loslichkeit und die Kohision,
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht allein von der Valenz, sondern
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auch von der sonstigen chemischen Natur des Ions beeinfluBt werden.
Wenn sich das bestitigen sollte, so kénnte man ,,HOFMEISTERsche
Reihen® wahrscheinlich fiir solche krystalloiden Eigenschaften aufstellen.

5. Die Aggregationshypothese.

Fiir die Entwicklung einer Theorie der Kolloide war es vielleicht
nachteilig, daB sich die Forscher zuerst ganz besonders um das
Phanomen der Féllung bemiihten. Féllung kommt durch Aggre-
gation der Teilchen zustande und laBt so die Bedeutung der Aggre-
gatbildung {iberdeutlich hervortreten. Dadurch kam man (wie wir ge-
sehen haben) zu der irrtiimlichen Vorstellung, dall die EiweiBkorper
sich nicht stéchiometrisch mit anderen Verbindungen umsetzen, da
man von den Aggregaten annahm, dafl sie nur an ihrer Oberfliche
reagieren — eine Annahme, die, wie schon auseinandergesetzt, fiir die
EiweiBkorper nicht zu Recht besteht, da Eiweifigele ohne weiteres fiir
Krystalloide durchgingig sind. Diese Annahme erweckte weiterhin
eine andere fiir die Entwicklung ebenso hinderliche Vorstellung, da@3
die Bildung von Aggregaten alle die Phdnomene des kolloidalen Zu-
standes erkliren konnte. Es schien also ganz natiirlich, die bedeutsame
Entdeckung von R. S. LiLLIE?), daB Neutralsalze den osmotischen
Druck von Gelatinelgsungen erniedrigen, durch die fillende Wirkung
der Salze zu deuten, als ob durch den Zusatz des Salzes ein Zusammen-
treten der Gelatinemolekiile oder -ionen zu gréBeren Aggregaten ver-
anlaBt wiirde?). So wiirde dann die Zahl der in Losung befindlichen
Teilchen verringert. Man fand nun, daBl die Viscositdt von Eiweil3-
losungen und die Quellbarkeit fester Proteine gleichfalls durch Salze
verringert wird. Wir werden weiter unten sehen, dafl im Widerspruch
hierzu die Viscositit einer Gelatinelésung zunimmt, wenn die isolierten
Proteinmolekiile oder -ionen Aggregate bilden3). Somit sollte also,
wenn durch Salzzusatz der osmotische Druck einer EiweiBlosung ab-
nimmt, weil durch Aggregatbildung die Teilchenzahl sich verringert,
die Viscositit einer solchen Losung eigentlich zunehmen. In Wirk-
lichkeit findet das Umgekehrte statt, die Viscositit nimmt nach Salz-
zusatz ab.

Die Aggregationstheorie hat noch eine zweite Schwierigkeit. Wenn
man Gelatine aussalzen will, so braucht man Salze in hoher Konzen-
tration. Die wirksamen Ionen haben nichts mit der Ladung des Ei-
weiBes zu tun. Betrachten wir aber die Wirkung von Salzen auf den
osmotischen Druck der Gelatineldsungen, so finden wir, wie wir noch

Ly LiLuig, R. S.: Amer. Journ. of physiol. Bd.20, S. 127. 1907/08.
2) ZsicMONDY, R.: Kolloidchemie. 2. Aufl. Leipzig 1918.
3) Lo, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.97. 1921-—22.
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ausfiihrlicher sehen werden, daB diese Wirkung der Salze ausschliefllich
durch das Ion bedingt ist, dessen Ladung ein anderes Vorzeichen hat
als die des EiweiBes; und schlieB8lich geniigen schon niedrige SalzkonZen-
trationen, um den osmotischen Druck von Eiweildsungen zum Ver-
schwinden zu bringen. Die Dispersions- oder Aggregationshypothese
entzieht sich der quantitativen experimentellen Priifung. Niemals ist
es bisher in der Geschichte der Wissenschaft vorgekommen, da8 man
sich bei der Erklirung komplizierter Erscheinungen mit lediglich
qualitativen und unmathematischen Spekulationen begniigt hat.

6. PAULIs Hydratationstheorie.

Als LAQUEUR und SACKUR?) sich mit dem EinfluB beschiftigten,
den der Zusatz verschiedener Mengen von Natronlauge zu der gleichen
Menge von Casein hat, nahmen sie mit Recht an, daB die beiden Sub-
stanzen sich zu Natriumcaseinat verbinden. Das Natriumcaseinat
hat eine hohe Viscositit, die in einer besonderen Weise von der Menge
der verwendeten Natronlauge abhiangt. Bei Zusatz von wenig Natron-
lauge nahm die Viscositdt anfangs gleichsinnig mit der Menge der Lauge
zu, sie erreichte bei einem bestimmten Laugenzusatz ein Maximum
und nahm bei weiterem Zusatz von Natronlauge wieder ab. Hierin
ist wieder eine fundamentale Tatsache zu erblicken, die in der Folge-
zeit auch fiir den EinfluB von Sauren und Basen auBer auf die Viscositit
noch fiir andere Eigenschaften der EiweiBkorper bestitigt worden ist
und die nicht nur allein fiir Casein, sondern offenbar fiir alle Pro-
teine gilt.

LAQUEUR und SACKUR deuteten ihre Resultate unter Zuhilfenahme
der Versuche von REYHER?) iiber die Viscositdt der Fettsaurelésungen.
Die Viscositat der Losungen fettsaurer Salze ist ndmlich, wie REYHER
gefunden hatte, groBer als die der Losungen ihrer Siuren. Und da die
fettsauren Salze in weit hoherem MaBe der elektrolytischen Dissoziation
unterworfen sind, so kam man zu der Annahme, da die Vermehrung
der Viscositat hauptsiachlich durch die Ionisation bestimmt ist. Das
gleiche haben LAQUEUR und SACKUR fiir das Verhalten der Casein-
l16sungen angenommen. Sie bezogen die hohe Viscositét auf das Caseinion
und stiitzen ihre Vorstellung durch den Hinweis darauf, daB Zugabe
kleiner Mengen von Natronlauge zu der Caseinlésung zuerst die Vis-
cositdt vermehrt, bis bei einer bestimmten Menge von Lauge ein Maxi-
mum erreicht ist, und daB bei weiterem Laugenzusatz die Viscositit
wieder Kleiner wird. Die Viscositit konnte man gleichfalls vermindern,

1) LAQUEUR, E. u. O. SACKUR: Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. Bd. 3, S. 193.
1903.
2) REYHER, R.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 2, S.744. 1888.
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wenn man der Natriumcaseinatlosung Neutralsalz zusetzte. Nach der
Meinung von LAQUEUR und SACKUR beruht dieses Absinken der Vis-
cositit auf einer Verminderung des elektrolytischen Dissoziations-
grades des Natriumcaseinats infolge der Massenwirkung des Natrium-
ions des NaOH oder NaCl.

Diese Vorstellung von der in erster Linie von den Proteinionen ab-
hingigen Viscositit der EiweiBlosungen wurde von W. PauLi?) iiber-
nommen und mit der Zusatzhypothese versehen, daB} jedes Proteinion
hydriert, d. h. von einem betrdchtlichen Wassermantel umgeben sein
sollte. PAULI arbeitete mit Blutalbumin, das er durch wochenlang
fortgesetzte Dialyse von Salzen befreit hatte. Beim Zusatz von
Sdure zum wasserlgslichen Albumin stieg die Viscositdt anfangs
von 1,0623 beim reinen Albumin bis auf 1,2937, wobei die Konzen-
tration der zugesetzten Salzsdure 0,017 normal war. Vermehrte
man die Salzsdurekonzentration auf 0,05 normal, so sank die Vis-
cositit auf 1,1667. Die folgenden Zahlen PAuLls erliutern dieses
Verhalten:

Normalitiatd.Salzsidure: 0,0 0,005 0,01 0,0120,017 0,02 0,03 0,04 0,05
Viscositit: 1,0623 1,2555 1,233 1,274 1,2937 1,2770 1,224 1,1822 1,1667.

PAuLl nahm an, daB die Proteinionen von einer Wasserhiille um-
geben sind; die nichtionisierten Molekiile hielt er fiir nicht hydratisiert.
Durch Zusatz von wenig Salzsdure zu einer Losung von isoelektrischem
Eiweifl wiirden sich die nicht ionisierten Albuminmolekiile in das hoch-
gradig ionisierte Albuminchlorid verwandeln, das nach der Annahme
von PAULI auch ebenso hochgradig hydratisiert wére. Die Menge des
entstehenden Albuminchlorids und damit auch die Menge der hydrati-
sierten Albuminionen miiite mit steigendem Siurezusatz zunehmen.
So wiirde also die Viscositdt anfangs entsprechend der verwendeten
Sduremenge zunehmen bis zu einem gewissen Punkt, von welchem
an wegen der steigenden Saurekonzentration dem .Massenwirkungs-
gesetz entsprechend das Siureanion die Dissoziation des Albumin-
chlorids zuriickdrangen und entsprechend die Menge der hydratisierten
Albuminionen vermindern wiirde.

Wenn wir diese Vorstellungen gebrauchen wollen, um den Einflul
der Ionenvalenz auf die physikalischen Eigenschaften der Proteine
zu erkldren, sind wir gleichzeitig gezwungen anzunehmen, daB der
elektrolytische Dissoziationsgrad der Gelatinesalze mit zweiwertigen
Ionen niedriger als derjenigen mit einwertigen Ionen ist. Denn die
Viscositit von Gelatinechloridlosungen z. B. ist betrachtlich hoher
als die von Gelatinesulfatlosungen bei gleicher Wasserstoffionenkonzen-

1) Pauri, W.: Fortschr. d. naturwiss. Forsch. Bd.4, S.223. 1922. Kolloid-
chemie der EiweiBkorper. Dresden und Leipzig 1920.

PAJ
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tration und gleichem Gehalt an urspriinglich isoelektrischer Gelatine.
Wir miilten daraus den SchluB3 ziehen, daB3 beim Gelatinesulfat der
elektrolytische Dissoziationsgrad erheblich kleiner ist als beim Gelatine-
chlorid.

Der Verfasser hat diese Konsequenz der Theorie so gepriift, daB
die elektrischen Leitfihigkeiten von Losungen verschiedener Gelatine-
salze bei verschiedenem py bestimmt wurden, wobei sich herausstellte,
daBl der von PauLis Theorie geforderte Parallelismus zwischen der
Konzentration der Proteinionen und dem physikalischen Verhalten
der Proteine nicht besteht (vgl. neuntes Kapitel). LoreNnz!), BOorN?)
und andere Autoren sind in letzter Zeit zu dem Schlufl gekommen,
daB bei vielatomigen Ionen die Vorstellung der Hydratation nicht halt-
bar ist3).

Die Zunahme der Viscositdt von Losungen bestimmter isoelektrischer
Proteine, z. B. Gelatine, durch Zusatz von Sdure oder Alkali kommt
durch die Ionisation des Proteins zustande, aber die Beziehung ist in
diesem Fall nicht eine unmittelbare, wie LAQUEURund SACKUR annahmen,
sondern eine indirekte, und zwar wird sie hergestellt durch die Rolle,
welche die Proteinionen bei der Ausbildung eines DoNNANschen Gleich-
gewichtes spielen. Die Vorstellungen von REYHER und PAULI kénnten
indessen fiir einen zweiten Typus der Viscositit gelten, den man bei
Krystalloiden, z. B. bei den Aminosduren, findet.

7. Zusammenfassung.

Wenn wir jetzt die Geschichte dieses Wissensgebietes kurz zusammen-
fassen, so bemerken wir, daBl in der einschligigen Literatur die An-
schauung vorherrschend war, daf3 die Proteine bei ihren Verbindungen
den Adsorptionsgesetzen und nicht den stéchiometrischen Regeln folgen.
Da die Proteine amphotere Elektrolyte sind, demnach ihre Salze sich
weitgehend hydrolytisch spalten, so muBl man unbedingt die Wasser-
stoffionenkonzentration der untersuchten EiweiBlosungen mittels der
Wasserstoffelektrode messen; erst dann kann man zu einem SchluB3
iber die Natur der Eiweilverbindungen gelangen. Befolgt man diese
Vorschrift, so sieht man, daB die Proteine sich mit Sduren und Basen
stochiometrisch verbinden. Es liegt kein Grund vor anzunehmen,

1) LoreNz, R.: Zeitschr. f. Elektrochem. Bd. 26, S.424. 1920.

2) BorN, M.: Zeitschr. f. Elektrochem. Bd. 26, S.401. 1920.

3) Der Ausdruck ,,Hydratation* wird in der Kolloidchemie hiufig in einem
unbestimmten Sinne gebraucht, um solche Erscheinungen, wie etwa die Quellung
von EiweiBkorpern, die ein rein osmotisches Phinomen ist, zu bezeichnen. Es
liegt auf der Hand, daB es nur MiBverstindnisse gibt, wenn man ,,Hydratation‘
an Stelle von ,,osmotischem Druck‘ setzt. In diesem Buch wird der Ausdruck
,,Hydratation“ nur in dem Sinne von KoHLRAUscH und PauLl angewendet.
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daB ein Unterschied zwischen der Chemie der Proteine und der der
Krystalloide besteht.

Weiter hatte man angenommen, dal wisserige Losungen genuiner
Proteine immer zweiphasische Systeme darstellen, deren Proteinteilchen
in Lésung gehalten wiirden durch die Wirkung einer elektrischen Doppel-
schicht, die man sich durch eine angeblich vorzugsweise Adsorption
von Ionen seitens der Teilchen zustande gekommen dachte. Wir werden
zeigen, da3 gewisse Proteine durch dieselben Krifte in Losung gehalten
werden, welche auch die Loslichkeit von krystalloiden Substanzen be-
stimmen, wie z. B. die der Aminosiuren, aus denen die Proteine be-
stehen.

SchlieBlich stiitzte der Glaube an die HoFMEISTERschen Ionen-
reihen die Adsorptionstheorie; man kann jetzt zeigen, daB diese
Reihen fiir die Erscheinungen der Quellung, des osmotischen Druckes
und der Viscositit bedeutungslos sind und daB sie ihre Aufstellung
lediglich einem methodischen Fehler zu verdanken haben, ndamlich der
Unterlassung der pu-Messung. Es ist demnach klar, daB die sogenannte
Kolloidchemie der EiweiBlkorper eine Sammlung von Irrtiimern
darstellt, die sich auf unzulidngliche und veraltete experimentelle
Methoden stiitzen.

Es fragt sich nun: Zeigen die EiweiBBkorper in ihrem Verhalten Eigen-
timlichkeiten, die den Krystalloiden fremd sind? Hierauf mufl man
antworten, daf} es solche Eigentiimlichkeiten wirklich gibt. Sie bestehen
in dem EinfluB der Elektrolyte auf den osmotischen Druck der Eiweil3-
I6sungen, auf die Viscositit der Losungen bestimmter, aber nicht
aller Proteine und auf die Quellung der Gele. Diese Eigenheiten gehen
aus folgender Zusammenstellung hervor:

1. Allméhlicher Zusatz Kkleiner Sdure- oder Alkalimengen zu ur-
spriinglich isoelektrischem Eiweifl vermehrt den osmotischen Druck
und die Viscositdt bei EiweiBlésungen und die Quellung bei Eiweil-
gelen bis zu einer bestimmten Grenze; dann ist weiterer Zusatz von
Sédure oder Base von einer Verminderung dieser drei Eigenschaften
gefolgt.

2. Neutralsalze vermindern nur diese drei Eigenschaften.

3. Diese vermindernde Wirkung der Elektrolyte wichst mit der
Valenz desjenigen Ions, das die entgegengesetzte Ladung trigt wie
das Proteinion.

4. Nur die Valenz, aber nicht die chemische Natur des krystalloiden
Tons beeinfluBt die obenerwidhnten Eigenschaften der EiweiBBkérper
(ausgenommen, wenn der Elektrolyt sekundare Wirkungen entfaltet,
die diese Eigenschaften indirekt beeinflussen).

Der Verfasser hat Messungen einer neuen Eigenschaft in Angriff
genommen, die in der kolloidchemischen Literatur {ibersehen worden
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ist, ndmlich die Membranpotentiale der EiweiBlosungen, d. h. die
Potentialdifferenz bei osmotischem Gleichgewicht zwischen Protein-
salzlosungen, die in einem Kollodiumsidckchen sich befanden, und
der wisserigen, eiweiBfreien AuBenfliissigkeit. Diese Messungen fiihrten
zu der Erkenntnis, daB die Membranpotentiale durch Elektrolyte
in dhnlicher Weise wie der osmotische Druck, die Viscositit und die
Quellung beeinfluBt werden. Da die Membranpotentiale mathematisch
und quantitativ aus der DoNNANschen Theorie der Membrangleich-
gewichte hergeleitet werden konnen, so trat es in den Bereich der Mog-
lichkeit, daB wvielleicht diese Membrangleichgewichte den Schliissel
fir die dhnliche Wirkung der Elektrolyte auf die anderen drei Eigen-
schaften bilden kénnten. Diese Vermutung erwies sich als richtig.

8. Das DONNANsche Membrangleichgewicht.

Wenn die Losungen zweier Elektrolyte durch eine Membran getrennt
sind und wenn einer dieser Elektrolyte ein Ion enthilt, das im Gegen-
satz zu den anderen Ionen nicht durch die Membran diffundieren kann,
so wird, wie DONNAN?) gezeigt hat, die Verteilung der diffusiblen Ionen
auf beiden Seiten der Membran eine ungleiche sein. Multipliziert man
die Konzentrationen der entgegengesetzt geladenen diffusiblen Ionen
fiir jede Seite der Membran, so sind bei eingetretenem Gleichgewicht
diese Produkte gleich. Diese ungleiche Konzentration der krystalloiden
Ionen muB das Auftreten von Potentialdifferenzen und osmotischen
Kriften veranlassen, und wir beabsichtigen zu zeigen, daB diese Krifte
die Erklirung fiir das kolloidale Verhalten der EiweiBkorper bedeuten.
Es ist wohl am besten, DoNNANs Theorie mit seinen eigenen Worten zu
zitieren:

,, Wir betrachten zuerst ein Salz NaR und cetzen voraus, daB
die Membran (im folgenden immer durch eine vertikale Linie ange-
deutet) fiir das Anion R (und das undissoziierte Salz NaR) undurch-
lissig, fiir alle anderen hier in Betracht kommenden Ionen und Salze
durchldssig ist . . .

Denken wir uns, daB3 wir zuerst an der einen Seite der Membran eine
Lésung von NaR haben, an der anderen Seite eine Losung von NaCl:

+ +
Na Na
R al
(1) (2)

1) DonNNaN, F. G.: Zeitschr. f. Elektrochem. Bd.17, S.572. 1911.
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Das NaCl wird dann von (2) nach (1) diffundieren. SchlieBlich
bekommen wir einen Gleichgewichtszustand:

+ +
Na Na
R

cl al
(1) (2)

Bei diesem Gleichgewichte ist die fiir die isotherme umkehrbare

+
Uberfithrung eines Mols Na von (2) nach (1) notige Arbeit ebenso
groB wie die durch die entsprechende isotherme, umkehrbare Uber-

filhrung eines Mols Cl gewinnbare Arbeit. Mit anderen Worten, wir
betrachten die folgende unendlich kleine isotherme und umkehrbare
Anderung des Systems:

anolI\?a (2) = (1)
dnMolCl (2) > (1)

Die hierdurch gewinnbare Arbeit (Abnahme der freien Energie) ist
Null, deshalb:

dn-RTlog [I\iaL -+ dn-RTlog{é_l]2 =0
|Nal, lal,
oder . B . )
[NaL : [Cl]z = [Na]l : [Cl]l ) (1)

wobei die eckigen Klammern die molaren Konzentrationen bedeuten
sollen.*

Nach J. A. Wirson1) kann man auch durch ,elektrostatische*
Uberlegungen zu dieser Gleichung gelangen. Es ist nicht nétig, fiir die
Herleitung der Gleichung die Thermodynamik heranzuziehen. Man
kann sich . ihre Richtigkeit leicht vor Augen fithren. Die entgegen-
gesetzt geladenen Ionen miissen bei der Diffusion von der einen Seite
der Membran zur anderen paarweise wandern, denn sonst wiirden
michtige elektrostatische Krifte auftreten, welche die freie Diffusion
hindern wiirden. Deshalb kénnte ein Natriumion oder ein Chlorion
die Membran nicht allein fiir sich passieren. Nun ist aber die Membran

+ —
leicht durchgingig sowohl fiir Na-Ionen wie Cl-Tonen; wenn nur zwei
entgegengesetzt geladene Ionen die Membran gleichzeitig beriihren,
so hindert sie nichts am Ubertritt in die Lésung auf der anderen Mem-

1) WiLsoN, J. A.: The Chemistry of Leather Manufacture. New York 1923.
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branseite. Der Umfang dieses Ioneniiberganges von der einen Losung
zur anderen hingt demnach von der Frequenz ab, mit welcher die
Tonen die Membran paarweise beriihren, und hierfiir ist das Produkt
ihrer Konzentrationen maligebend. Bei Gleichgewicht gehen gleich viel
Na’ und Cl’ von der Lésung (2) nach der Losung (1) wie umgekehrt,
und daraus ergibt sich, daB das Produkt der Konzentrationen beider
Ionen den gleichen Wert in Lésung (1) und (2) haben muB.

Es ist nun interessant zu sehen, wie sich das System verhilt, wenn
man die Bedingungen durch Zusatz eines anderen Salzes, wie etwa
KBr, kompliziert. Die gleiche Uberlegung wird dann ergeben, daB
sich das Gleichgewicht nur dann einstellen kann, wenn das Produkt

+1 (.- .
[K] [Br] auf beiden Seiten den gleichen Wert hat; das gleiche gilt
+

- + -
dann auch fiir die Produkte [K}[ 1] und [Na]~{Br]. Und wirklich
stellt sich, wenn man auch noch soviel verschiedene Arten von Salzen,
die in zwei einwertige Ionen zerfallen, zusetzt, das Gleichgewicht stets
so ein, daB fiir jede mogliche paarweise Gruppierung der diffusiblen
und entgegengesetzt geladenen Ionen das Produkt ihrer Konzentrationen
in beiden Losungen das gleiche ist.”

So kann man auch durch thermodynamische wie auch durch
elektrostatische Uberlegungen zeigen, daB das Gleichgewicht erreicht
ist, wenn das Produkt aus den Konzentrationen eines Paares diffusibler
Kationen und Anionen auf der einen Seite der Membran gleich ist dem
Produkt aus den Konzentrationen des gleichen Paares diffusibler
Anionen und Kationen auf der anderen Seite. Auf der Seite, wo sich
die nichtdiffusiblen (Protein) Anionen befinden, setzt sich die Kon-
zentration der Na-Kationen in folgender Weise zusammen: 1. aus den
Kationen, die dem nichtdiffusiblen Anion entsprechen, und 2. aus den
Na-Kationen, die dem Cl” entsprechen. Auf der anderen Seite der Mem-
bran ist die Konzentration der Na-Ionen gleich der Na'-Menge, die mit
Cl’ verbunden ist, d.h. gleich der Konzentration des Cl’. Es ergibt sich
somit, dal die DoNNANsche Gleichung (1) nur erfiillt sein kann, wenn:

+ + - -
.[Na]1>[NaL und [Cl]l< [C]L .

Diese Ungleichheit der Konzentration der diffusiblen Ionen auf
beiden Seiten der Membran ist, wie wir sehen werden, der Grund fiir
den EinfluBl der Elektrolyte auf alle diese Eigenschaften, die die Kolloid-
chemie vergeblich auf Grund der Dispersions- und Hydratationshypo-
thesen zu erklaren versucht hat. Der Leser erkennt, daB die wesent-
liche Vorbedingung fiir das DonNNansche Gleichgewicht zwei durch
eine Membran getrennte Losungen sind, von welchen die eine eine
Tonenart enthilt, die im Gegensatz zu allen anderen Ionen nicht durch
die Membran diffundieren kann,
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Dieser Konzentrationsunterschied der diffusiblen Ionen auf beiden
Seiten der Membran muB Potentialdifferenzen zwischen den beiden
Seiten hervorrufen, und nach DoNNAN muf} diese Differenz auf Grund
der bekannten NERNSTschen Formel sein:

al
7y — Ty = ———1log l ]l

Y [cll,

oder, da bei Zimmertemperatur R 7 : F = 58 Millivolt ist, so mul

die Potentialdifferenz auf beiden Seiten der Membran in Millivolt

betragen: .
[Nal,

RT [NfaL _RT

log

510011
N, al,

Der Verfasser hat diese Konsequenz der DonNaNschen Theorie an
Proteinsalzlosungen gepriift, die mittels einer Kollodiummembran von
Wasser getrennt waren, und er konnte die Theorie in vollem Umfange
bestétigen. Durch diese Bestimmungen des Membranpotentials wurde die
Richtigkeit der DoNNaNschen Theorie unzweifelhaft sichergestellt.

Es wird nun ersichtlich, warum der Beweis fiir den stéchiometrischen
Charakter der Reaktionen zwischen Proteinen und Siuren oder Al-
kalien von fundamentaler Bedeutung ist. DonNans Theorie basiert
auf dem Vorhandensein einer nichtdiffusiblen Ionenart; diese Be-
dingung ist dadurch gegeben, daB die Proteine mit Sduren und Alkalien
ionisierende Salze bilden und daB das Proteinion dabei Dialysiermem-
branen nicht durchdringen kann.

Das nichtdiffusible Ion braucht notabene nicht unbedingt ein Kolloid-
ion zu sein; fiir das Zustandekommen eines DoNNANschen Gleichge-
wichtes ist lediglich eine Membran notwendig, die die eine Ionenart am
Diffundieren hindert. Ob dieses Ion krystalloid oder kolloid ist, ist ohne
Belang. Hitten wir eine Membran, die fiir SO,-Ionen nicht, wohl aber
fir Na- und Cl-Ionen durchgingig ist, so wiirden Losungen von NaCl
und Na,SO,, durch eine solche Membran voneinander getrennt, sich
auf ein Donnan-Gleichgewicht einstellen. Dann wiirde die Na,SO,-
Losung sich wahrscheinlich in bezug auf bestimmte Einzelheiten des
kolloidalen Verhaltens, wie z. B. den osmotischen Druck und die Poten-
tialdifferenz gegen Wasser, dhnlich verhalten wie eine Losung von
Natriumproteinat.

DaB die diffusiblen Ionen zweier Salzlgsungen in der Tat auf beiden
Seiten einer Membran, die fiir eine Art der Ionen nicht durchgingig
ist, verschieden konzentriert sind, ist von DoNNAN und seinen Mit-
arbeitern nachgewiesen worden. So untersuchten DONNAN und ALL-
MAND ,,die Verteilung von KCl in zwei Raumen, die durch eine Ferro-

n, — 7, = 58log
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cyankupfermembran getrennt waren. Der eine Raum enthielt Ferro-
cyankali [die Membran ist fiir das Ion Fe(CN);” impermeabel]. Die
hohere Konzentration des KCl in der Abteilung ohne Ferrocyankali
und die Beziehung dieser ungleichen Verteilung zu der Chlorid- und
Ferrocyanidkonzentration wurden experimentell festgestellt. Die er-
zielten Resultate stimmten im allgemeinen mit DoNNANs Auffassung
von den Membrangleichgewichten iiberein; bei genauerem Eingehen
auf die festgestellte Ionenverteilung und auf die Messungen der elektro-
motorischen Kraft ergab sich indessen, daB offenbar jedenfalls bei Ferro-
cyankupfermembranen und Ferrocyankalilssungen die Erscheinungen
nicht so einfach sind wie die Uberlegungen, welche der Theorie zu-
grunde liegen?).” Spiter haben DoNNAN und GARNER?) die Gleich-
gewichtszustdnde bei Na- und K-Ferrocyanid- und Na- und Ca-Ferro-
cyanidlésungen unter Verwendung einer Ferrocyankupfermembran
untersucht, und die Ergebnisse stimmten im allgemeinen mit der
DonnaNschen Theorie {iberein. Sie untersuchten ferner das Verhalten
einer flissigen Membran, ndmlich Amylalkohol, zwischen den Elek-
trolyten KCl und LiCl

,,Soweit die Experimente vorlaufig durchgefithrt wurden, ergab sich
beziiglich der Konzentration der Li-und Cl'-Ionen und des undissoziierten
Anteils des Elektrolyten Ubereinstimmung mit DoNNANs Theorie.

Wir werden sehen, daB die DonnNaNsche Theorie die Erklarung
fir den Einfluf der Elektrolyte auf die physikalischen Eigenschaften
der Eiweikorper enthédlt. DONNAN selbst hat die Tragweite seiner
Theorie fiir die Kolloidchemie und fiir die Physiologie vorausgesehen:

,,Diese Arbeit enthilt einen Versuch, Ionengleichgewichte zu be-
schreiben, wie sie eintreten miissen, wenn bestimmte Ionen (oder ihre
entsprechenden nichtdissoziierten Salze) nicht durch eine Membran
diffundieren kénnen. Solche Gleichgewichte sind von groBer Bedeutung
fiir die Theorie der Dialyse und der Kolloide sowohl wie fiir die Mechanis-
men der Zellen und fiir die allgemeine Physiologie.

Soweit der Verfasser dariiber unterrichtet ist, haben PRocTER und
J. A. WiLsonN bisher als einzige den Versuch gemacht, die DoNNaNschen
Vorstellungen auf kolloidchemische Probleme anzuwenden.

PrOCTER?) brachte im Jahre 1914 eine weittragende Theorie iiber
die Quellung in Vorschlag, die auf der Lehre von den DoNNANschen

1) DonNaN, F.G. u. A.J. ALLMAND: Journ. of the Chem. Soc. (London)
Bd. 105, S.1963. 1914.

2) DoNNAN, F. G. u. W. E. GARNER: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 115,
S.1313. 1919.

3) ProcTER, H. R.: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 105, S. 313. 1904
— PRrOCTER, H. R. u. J. A. WiLsoN: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 109,
S.307. 1916.
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Membrangleichgewichten aufgebaut ist. Nach dieser Theorie ist die
Kraft, welche den Eintritt von Wasser in das Gel verursacht und so
die Quellung bedingt, der osmotische Druck der krystalloiden Ionen,
die sich innerhalb des Gels in groBerer Konzentration als auBerhalb
desselben vorfinden, wobei dieser UberschuB3 durch ein Donnan-Gleich-
gewicht bedingt ist. Die Gegenkréfte, die die Quellung am Uberschreiten
einer gewissen Grenze hindert, sind die Kohéasionskréfte zwischen den
Kolloidteilchen. Die spdtere Ausarbeitung wurde von PROCTER und
WiLsoN gemeinsam durchgefiihrt.

Nach ProcTER kann das Gelatineion, das in dem Gelatinechlorid-
gallert enthalten ist, nicht diffundieren und daher auch keinen osmo-
tischen Druck ausiiben. Die Chloranionen werden in dem Gel durch die
elektrostatische Attraktion zwischen ihnen und den Gelatinekationen
zuriickgehalten, tiben aber einen osmotischen Druck aus. Diese
verschiedene Diffusibilitdt der beiden entgegengesetzt geladenen Ionen
des Gelatinechlorids bewirkt es, daB sich ein Donnan-Gleichgewicht
ausbildet.

ProcTER brachte festes Gelatinechlorid in eine wisserige Salzsdure-
lésung und stellte, nachdem ein Gleichgewichtszustand eingetreten
war, mittels Titration die Verteilung der freien Salzsiure innerhalb und
auBerhalb des Gels fest. Das Gel enthilt dann in seinem Innern freie
Salzsdure und Gelatinechlorid; in der AuBenfliissigkeit ist nur Salzsiure
enthalten. Die relative Konzentration der freien Salzsidure innen und
auBen nach eingestelltem Gleichgewicht ist durch die Gleichung fiir
das DonnaNnsche Gleichgewicht bestimmt:

2=y +2), (1)

wobei x die Konzentration der H- und der Cl-Ionen in der AuBen-
fliissigkeit, y die Konzentration der H'- und Cl-Ionen der freien Salz-
sdure innerhalb des Gels und z die Konzentration der Chlorionen bedeutet
welche mit Gelatinekationen verbunden sind. x und y kann man ex-
perimentell bestimmen und dann z mittels dieser Gleichung ausrechnen.
Mit anderen Worten: Die Verteilung der H'- und Cl’-Ionen auf beiden
Seiten einer Membran ist derart, daB das Produkt aus den Konzentra-
tionen der beiden entgegengesetzt geladenen Ionen in beiden Phasen
gleich ist.

,,Das Gelatinesalz ist wie andere Salze hochgradig elektrolytisch
dissoziiert in Anionen und kolloidale Kationen. Diese letzteren sind
entweder wegen eingetretener Polymerisation oder aus anderen Ur-
sachen, die dem kolloidalen Zustand eigentiimlich sind, nicht imstande
zu diffundieren und iiben daher auch keinen mefbaren osmotischen Druck
aus. Die Anionen hingegen, die in dem Gel durch elektrochemische
Attraktionen seitens des Kolloidions zuriickgehalten werden, iiben sehr
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wohl den ihnen zukommenden osmotischen Druck aus und bringen die
Masse unter Aufnahme der sie umgebenden Losung zur Quellung. Von der
mit der Losung aufgenommenen Sdure wird durch die Anionenwirkung
weiterhin ein Quantum — Anion und H-Ion — verdringt, wobei das
sich einstellende Gleichgewicht derart ist, daBl das Gel armer an H'-Ionen
und reicher an Anionen als die duBere Saurelosung ist. Der Unter-
schied zwischen der Konzentration des Anions und des H™-Ions im Gel
ist natiirlich gleich der Konzentration der Gelatineionen, und er wird
durch die positiven Gelatineionen elektrisch ausgeglichen. Dabei ist’
die H'-Ionenkonzentration im Gel entsprechend der Menge der verdring-
ten Saure Kleiner als die in der AuBenflissigkeit?).*

PRrROCTER und WiLsoN konnten eine Beziehung zwischen dem Volu-
men des Gels und den beobachteten Werten von x und y feststellen
und damit die Wirkung verschiedener Salzsdurekonzentrationen auf
die Quellung der Gelatine errechnen. So konnten sie zeigen, warum
wenig Saure die Quellung bis zu einem Maximum vermehrt und warum
weiterer Siurezusatz dann die Quellung wieder vermindert. Sie konnten
weiter zeigen, warum Neutralsalze die Quellung verkleinern.

Interessant ist, weshalb diese Theorie der Quellung nicht oder nur
selten in der kolloidchemischen Literatur erwdhnt wird. Erstens einmal
muf3 man, wenn man die DoNNANsche Theorie auf das Verhalten der
EiweiBkorper anwenden will, den Beweis dafiir in Hinden haben, da8
EiweiBkorper mit Sauren und Basen echte Salze bilden und daB diese
Salze in ein Proteinion und in ein krystalloides Kation oder Anion elek-
trolytisch dissoziiert sind. Diese letztere Annahme steht aber in Wider-
spruch zu der von den Kolloidchemikern angenommenen Adsorptions-
hypothese. Und weiter bedeutet die Anwendung der DoNNANschen
Theorie auf die Proteine implicite, daB} nur die Valenz und das Vor-
zeichen der elektrischen Ladung die EiweiBkorper beeinflussen kann,
wahrend die Natur des Ions bedeutungslos ist, und dies war nun wieder
nicht in Einklang mit dem Glauben an die HormEisTERschen Ionen-
reihen zu bringen. Aber selbst Autoren wie ROBERTSON, der ein Vor-
kampfer der rein chemischen Erklarung fiir das Verhalten der Proteine
gewesen ist, hat die Theorie PROCTERs iiber die Quellung nicht annehmen
wollen.

»Zwischen dem Gelatinegel und der AuBlenfliissigkeit sollte eine
mefbare Potentialdifferenz bestehen. EHRENBERG hat danach gesucht,
konnte aber keine mefbare Potentialdifferenz zwischen dem Inneren
eines Gels und der AuBlenfliissigkeit finden 2).*

1) PROCTER, H. R. u. J. A. WiLsoN: Journ, of the chem. soc. (London) Bd. 109,
S.309—310. 1916.

2) RoBerTsoN, T.B.: The Physical Chemistry of Proteins. S. 297. New York,
London, Calcutta, Bombay, Madras 1918.
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Die Versuche des Verfassers, welche die Existenz dieses Potentials
erwiesen haben, fiillen diese Liicke jetzt aus. Der Verfasser konnte
nicht nur die PRocTERsche Theorie der Quellung stiitzen, sondern auch
weiterhin noch zeigen, daB die Potentialdifferenzen zwischen beiden
Seiten einer Membran, die eine Protein-Salzlésung von reinem Wasser
trennt, gerade soviel betrdgt, wie DoNNANs Theorie verlangt?).

Bringen wir eine Losung einer Gelatine-Saureverbindung mit ein-
wertigem Anion, z. B. Gelatine-Chlorid (oder Gelatine-Phosphat) in
ein Kollodiumsickchen und tauchen dieses in reines Wasser, so ist,
nachdem sich das osmotische Gleichgewicht eingestellt hat, die Wasser-
stoffionenkonzentration sowohl wie die Konzentration der Anionen
auf beiden Seiten der Membran verschieden. Der Verfasser konnte
zeigen, daf die aus dem Konzentrationsunterschied der Ionen nach der
NErnsTschen Formel berechnete Potentialdifferenz mit der wirklich
beobachteten iibereinstimmt und da8 es fiir die Berechnung der Poten-
tialdifferenz keinen Unterschied macht, ob man die Ergebnisse der
Bestimmung der H-Ionen oder der Chlorionen auf beiden Seiten der
Membran zugrunde legt. Diese letztere Tatsache erscheint als ein
zwingender Beweis fiir die Richtigkeit der DoNNANschen Theorie iiber die
Membrangleichgewichte und weiter als ein Beweis fiir die Richtigkeit
der rein chemischen Auffassung der Proteinverbindungen mit Sduren
und Basen. Denn die EiweiBkorper koénnen den Anforderungen der
Donnanschen Theorie doch nur dann geniigen, wenn sie mit Sduren
und Basen echte ionisierende Salze bilden.

Man konnte indessen noch einen Schritt weitergehen. Diese Mem-
branpotentiale zeigten nidmlich die fiir Kolloide typischen Charak-
teristika, die bei der Viscositat, der Quellung und dem osmotischen
Druck auffallen: Die Potentialdifferenz zwischen beiden Seiten der
Membran wird durch Neutralsalze erniedrigt, sie steigt, wenn man wenig
Sdure zu isoelektrischem Protein bringt, und sinkt wieder, wenn der
Sdurezuwachs ein gewisses Mal} iibersteigt; in beiden Fillen kommt
die vermindernde Wirkung d em Ion zu, dessen Ladung der des Protein-
ions entgegengesetzt ist, und schlieBlich nimmt dieser vermindernde
EinfluB mit der Valenz des wirksamen Ions rasch zu. Die anderen
Eigenschaften der Ionen, auBler Vorzeichen und Valenz, sind ohne Ein-
fluB. Hierbei bestand nicht der leiseste Zweifel, daB diese Wirkungen
ausschlieBlich aus dem Donnan-Gleichgewicht resultieren, denn sie
konnten durch mathematische Betrachtungen mittels der Gleichgewichts-
formel vorausgesagt werden.

Bekanntlich vermehrt wenig Sdure den osmotischen Druck einer
EiweiBlosung, ein gewisser UberschuB vermindert ihn dann wieder.

1) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.667. 1920/21.
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Diese Erscheinung erklarte man allgemein als eine Beeinflussung des
Dispersionsgrades des geldsten Proteins seitens der Saure. Das DONNAN-
sche Gleichgewicht bewirkt, daB die diffusiblen Ionen auf beiden Seiten
der Membran ungleich verteilt sind, und zwar ist die gesamte molare
Konzentration dieser Ionen auf der Seite der EiweiBlosung héher. Dieser
Unterschied der Konzentration ist, wie der Verfasser zeigen konnte,
die Ursache fiir den besonderen EinfluB der Sauren auf den osmotischen
Druck von Eiweiflosungen. Korrigiert man nun den beobachteten
Druck einer solchen osmotischen EiweiBlosung, indem man den Betrag,
der sich nach der DoNNANschen Gleichung aus der ungleichen Verteilung
der krystalloiden Ionen auf den beiden Membranseiten ergibt, von
dem gemessenen Wert subtrahiert, so sieht man, daB fiir die Dis-
persionstheorie praktisch iiberhaupt nichts zu erkldren iibrig bleibt.
Die Sauren- und Basenwirkung auf den osmotischen Druck der Eiweil3-
losungen kommt demnach nicht auf dem Umweg iiber eine Anderung der
Dispersitiat oder der Hydratation oder irgendeiner anderen sogenannten
kolloidalen Eigenschaft des Proteins zustande, sondern sie folgt aus dem
KonzentrationsiiberschuB krystalloider Ionen innerhalb der EiweiBlésung
iber der Ionenkonzentration auBlen. Alle Elektrolytwirkungen auf den
osmotischen Druck von EiweiBlosungen konnen auf dieser Grundlage
mittels der DoNNANschen Gleichung mathematisch hergeleitet werden,
und die Beobachtungen stimmen innerhalb der Fehlergrenzen quanti-
tativ mit den errechneten Werten iiberein. Mit der Erklirung der
Elektrolytwirkung auf den osmotischen Druck von EiweiBlosungen
durch das DoNNANsche Gleichgewicht wird gleichzeitig auch die Tat-
sache verstindlich, daB ausschlieBlich die Valenz des Ions diese
Eigenschaft beeinfluBt, denn die DoNNANsche Gleichung beschiftigt
sich nur mit der Valenz des Ions, das mit dem Protein verbunden ist.

Dall bei EiweiBlosungen die Viscositit und bei Eiweiigelen die
Quellung durch Elektrolyte in &hnlicher Weise beeinfluft werden,
liegt darin begriindet, daB diese Eigenschaften in letzter Linie Funk-
tionen des osmotischen Druckes sind. PROCTER und WILSON zeigten,
daB die Quellung eines Gels unter der Einwirkung einer Siure durch
das Anwachsen des osmotischen Druckes im Innern des Gels zustande
kommt. Der Verfasser hat gezeigt, dal iberall da, wo die Viscositit
von EiweiBlésungen durch Elektrolyte dhnlich wie der osmotische Druck
gedndert wird, wir es mit der Elektrolytwirkung auf die Quellung
fester Proteinaggregate zu tun haben und daB diese Quellung durch den
osmotischen Druck innerhalb der Aggregate bedingt ist!). Solch eine
Quellung der Aggregate muB nach der EiNsTEINschen Theorie der

1) Loks, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.827. 1920/21; Bd.4, S.73, 97.
1921/22.
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Viscositat eine Vermehrung derselben zur Folge haben. Es zeigt sich
somit, daB zwei Gesetze der klassischen Chemie hinreichen, um das
kolloidale Verhalten der EiweiBkoérper quantitativ und mathematisch
zu erkldren. Diese beiden Gesetze sind das Gesetz der konstanten
und multiplen Proportionen und die DonnNaNnsche Theorie iiber die
Membrangleichgewichte. Der Zweck dieses Buches ist der Beweis dieser
Behauptung.

Zweites Kapitel.

Die qualitative Priifung der Richtigkeit
der chemischen Betrachtungsweise.

Darstellung von Proteinen, die ionisierende
Verunreinigungen nicht mehr enthalten.

Fiir den Chemiker handelt es sich zunichst darum, eine Methode
zu finden, die eine endgiiltige Entscheidung gestattet, ob eins oder
beide Ionen eines Elektrolyten mit einem Protein in Verbindung treten.
Dies konnen die alten Methoden nicht leisten. Die Anhinger der Ad-
sorptionstheorie nehmen eine Adsorption beider Ionen seitens des
Kolloids an, und PAuL1 glaubt, daB beide Ionen eines Salzes von den
nichtionisierten Proteinmolekiilen adsorbiert werden?).

Bringt man einen Gelatineblock in eine Salzlosung, so dringt die
Losung in die Zwischenrdume zwischen den Gelatinemolekiilen ein.
Wenn man nun dieses Gelatinestiick schmelzt, findet man natiirlich
beide Ionen des Salzes darin, aber es bleibt ganz ungewil, ob das
gefundene Salz lediglich das vorher in den Molekiilzwischenrdumen des
Gels vorhanden gewesene ist oder ob es mit der Gelatine verbunden
war. Diese Schwierigkeit kann man umgehen, wenn man die feste Ge-
latine sehr fein pulverisiert und Kérnchen von ungefahr gleicher GréBe
verwendet. Setzt man eine derart gepulverte Gelatine einige Zeit hin-
durch der Wirkung einer Salzlésung aus und wischt das Pulver
hinterher, so kénnen wir mit Sicherheit feststellen, ob eines oder beide
Ionen mit der Gelatine verbunden sind. Hat man eine kleine Menge
dieser pulverisierten Gelatine eine Stunde lang in der Salzlésung
gelassen, so bringt man sie auf ein Filter und wéscht unter Um-
rithren 6mal oder ofter mit je 25 ccm eiskalten destillierten Wassers.
Das Wasser muB3 kalt sein, sonst kleben die Kornchen aneinander,
und die Arbeit ist vergeblich. Man kann so die zwischen den Gelatine-
kérnchen befindliche Salzlosung entfernen, ohne die Ionen, die mit
der Gelatine in Verbindung getreten sind, fortzuschaffen, wenigstens

1) PauLi, W.: Fortschr. d. naturwiss. Forschung Bd. 4, S.223. 1912.
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nicht durch das 6 malige Waschen. Mittels dieser Waschmethode kann
man sicher entscheiden, ob beide oder nur eines der beiden ent-
gegengesetzt geladenen Ionen eines Salzes eine Verbindung mit der
Gelatine eingeht.

Derartige Experimente haben nun ergeben, daBl bei einer bestimmten
Wasserstoffionenkonzentration entweder nur das Kation oder nur
das Anion oder keins von beiden sich mit der Gelatine verbindet, und
daB es einzig und allein von der Wasserstoffionenkonzentration der
Lésung abhingt, welche dieser drei Moglichkeiten statthat?).

Die Proteine sind amphotere Elektrolyte und kommen je nach
ihrer Wasserstoffionenkonzentration vor a) als nichtionisiertes oder
isoelektrisches Protein, b) als Metallproteinat (z. B. Na- oder Ca-Pro-
teinat), c) als Proteinsduresalz (z. B. Protein-Chlorid, -Sulfat usw.).
Das Verhalten der Gelatine soll dies erlautern. Bei einer bestimmten
Wasserstoffionenkonzentration, namlich bei der des isoelektrischen
Punktes, der bei der Gelatine bei 10™%7 normal (oder in der Sprache
SORENSENS bei pu = 4,7) liegt, kann die Gelatine sich praktisch weder
mit dem Anion noch mit dem Kation eines Elektrolyten verbinden.
Bei einem pu > 4,7 ist nur Verbindung mit Kationen mdglich, wobei
Metallgelatinat, z. B. Natriumgelatinat, entsteht. Bei einem pu < 4,7
verbindet die Gelatine sich nur mit Anionen und bildet etwa Gelatine-
chlorid usw. DaB dem so ist, geht aus folgendem Versuch hervor:
Gelatine des Handels wurde fein gepulvert und gesiebt (das Pulver
passierte das Sieb Nr. 60, ging aber durch Sieb 80 nicht mehr hindurch).
Das Praparat, das urspriinglich ein pu von 7,0 hatte, wurde in Por-
tionen zu 1 g abgeteilt; jede dieser Portionen wurde auf eine be-
stimmte Wasserstoffionenkonzentration gebracht, indem sie eine Stunde
lang bei 15° in je 100 ccm verschieden starker Salpetersdurel¢sungen
eingetragen wurden, deren Konzentrationen zwischen m/8 192 und m/8
abgestuft waren. Die Wasserstoffionenkonzentration innerhalb eines Ge-
latinekdrnchens ist wegen des Donnan-Gleichgewichtes niedriger als die
der AuBenfliissigkeit. Dann wurden die Gelatineportionen jede fiir sich
auf Filter gebracht und, nachdem die Saure abgetropft war, 1- oder 2mal
mit 25 ccm Wasser gewaschen, dessen Temperatur 5° nicht tiberstieg;
so wurde der grofite Teil der Sdure zwischen den Koérnchen der gepulver-
ten Gelatine entfernt. Jede dieser Gelatineportionen von urspriinglich
1 g, die jetzt jede ein besonderes px hatten, wurde nun 1 Stunde hin-
durch in Becherglisern belassen, in welchem sich Silbernitratlosung
der gleichen Konzentration, z. B. m/64 bei 15°, befand. Dann wurden
die Portionen wieder filtriert und unter Umrithren 6- oder 8mal mit

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 1, S. 39, 237. 1918/19; Science Bd. 52,
S.449. 1920; Journ. de chim. physique Bd. 18, S.283. 1920.
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25 ccm eiskaltem Wasser gewaschen, um bestimmt alles Silbernitrat,
das in den Zwischenriumen haften konnte, zu entfernen. So sollte
sicher festgestellt werden, bei welchen Portionen Silber mit der Ge-
latine verbunden ist. Denn das Silber, das nicht mit der Gelatine
verbunden ist, kann durch das Waschen entfernt werden, das ver-
bundene aber nicht oder wenigstens nur sehr langsam (dadurch, daB
durch die Behandlung mit dem Waschwasser das pu der Gelatine schlieB3-
lich gedndert wird). Nachdem durch das Waschen mit kaltem Wasser
das nicht mit Gelatine verbundene Silbernitrat entfernt war, wurden
die Portionen auf 40° erhitzt und geschmolzen, das Volumen durch

&

Abb. 1. Kationen (Ag’) verbinden sich mit EiweiBkérpern nur auf der alka-
lischen Seite des isoelektrischen Punktes.

Zusatz von destilliertem Wasser auf je 100 ccm gebracht, in einer
Probe jeder Losung das pu elektrometrisch bestimmt, der Rest der
Losungen in Reagensgldser gefiillt und dem Licht ausgesetzt (alle
Arbeiten waren bisher im Dunkelzimmer ausgefiihrt worden mit Aus-
nahme der pr Bestimmung, fiir die aber nur ein Teil der Gelatinelosung
gebraucht wurde). Alle Gelatineldsungen mit einem pu > 4,7,
also die Glaser mit pu 4,8 und hoher, wurden 20 Minuten, nachdem die
Reihe ins Licht gebracht war, triibe, spiter braun oder schwarz. Die
anderen Losungen mit einem pu << als 4,7, d. h. von 4,6 an und darunter,
blieben durchsichtig, auch wenn sie monate- oder jahrelang im Licht
standen (Abb. 1). Lésungen mit einem pu = 4,7 werden triibe, bleiben aber
weil}, gleichgiiltig wie lange das Licht auf sie einwirkt. Bei diesem g,
dem isoelektrischen Punkt der Gelatine, ist das Silber nicht mit der
Gelatine verbunden; die Triibung ist durch die Gelatine selbst bedingt,
die im isoelektrischen Punkt nur schlecht 16slich ist. Das Kation Silber
ist also nur bei einem #m > 4,7 mit Gelatine chemisch verbunden.
Bei pu = 4,7 kann Silberion sich mit Gelatine nicht verbinden. Das
geschilderte Ergebnis wurde durch volumetrische Analysen bestitigt.

Loeb, EiweiBkorper. 3
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In derselben Weise kann man die Untersuchung fiir jedes bequem
nachweisbare Kation durchfithren. Behandelt man also die Gelatine-
pulver von verschiedenem px mit NiCl, und wischt das mit der Gelatine
nicht verbundene NiCl, mit kaltem Wasser wieder aus, so kann man die
Anwesenheit des Nickels in allen Gelatinelosungen mit pu > 4,7
mittels Dimethylglyoxim nachweisen. Die Gelatineldsungen mit pu = 4,8
werden durch Zusatz von Dimethylglyoxim rot, alle anderen bleiben
farblos. Wenn das Kation Kupfer ist und die Gelatine mit Kupfer-
acetat behandelt wird, so sind die Rohrchen hinterher mit pu= 4,8
blau und triibe, die mit pu << 4,7 farblos und klar. Sehr eindrucks-

e e T (—
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Abb. 2. Anionen [Fe(CN){”] verbinden sich mit EiweiBkoérpern nur auf der
sauren Seite des isoelektrischen Punktes.

voll sind die Ergebnisse mit basischen Farbstoffen, wie basischem
Fuchsin oder Neutralrot; nach hinreichend lange fortgesetzter Be-
handlung mit kaltem Wasser bleiben nur die Gelatineproben rot, deren
pn 4,7 iibersteigt. Die anderen sind farblos. Auf der sauren Seite des
isoelektrischen Punktes, d. h. bei pu << 4,7, ist die Gelatine mit dem
Anion der angewendeten Salze verbunden. Dies kann man mittels
der gleichen Methode nachweisen: Man bringt die Proben der pulveri-
sierten Gelatine auf verschiedenes px und behandelt sie dann eine Stunde
lang mit einer verdiinnten Losung eines Salzes, dessen Anion charak-
teristisch reagiert, z. B. mit m/128 K,Fe(CN);. Wenn man dann die
Gelatine durch 6maliges oder Ofteres Waschen mit kaltem Wasser
von dem nicht chemisch gebundenen Ferrocyanion befreit, dann auf
100 ccm  auffiillt und die Proben in Reagensgliser bringt, so
findet man, daB nach mehrtdgigem Stehen die Gelatineproben, deren
pu < 4,7 ist, blau werden (durch Bildung von Ferrisalzen), die an-
deren Gelatinelosungen vom pu=4,7 bleiben farblos (Abb. 2).
Daraus geht hervor, da Gelatine mit dem Anion Fe(CN);” nur dann
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eine Verbindung eingeht, wenn das pu << 4,7 ist. Dasselbe kann man
zeigen, wenn man Gelatine mit Rhodannatrium behandelt und dann
durch Zusatz von Ferrisalzen feststellt, wo das Anion CNS' mit der
Gelatine verbunden war. Dies geschieht nur, wenn das pu < 4,7 ist.
Saure Farbstoffe, wie Saurefuchsin, verbinden sich mit Gelatine nur
bei einem pu <4,7'). So kann man sich also davon iiberzeugen,
da8 Gelatine bei einem ¢u > 4,7 sich nur mit Kationen, bei einem
pu <4,7 sich nur mit Anionen verbinden kann, und daB bei pu =4,7,
dem isoelektrischen Punkt, sie sich weder mit dem Kation noch mit
dem Anion verbindet. Die Vorstellung, daB beide Ionen zugleich von
der Gelatine adsorbiert werden oder sich mit ihr verbinden, kann nicht
linger aufrechterhalten werden, sonst hitte man ja beide Ionen des
Salzes beiderseits vom isoelektrischen Punkt finden miissen. Es ergibt
sich ferner, daB eine Proteinlésung durch die Angabe der Proteinkonzen-
tration nicht eindeutig definiert ist, sondern daB dazu noch die Kennt-
nis der Wasserstoffionenkonzentration gehért, denn jedes Protein
kommt in drei verschiedenen — vielleicht isomeren — Formen vor, je
nach der Wasserstoffionenkonzentration der Losung.

Kehren wir nunmehr zu unserem erstenVersuch zuriick, in welchem
wir Proben der gepulverten Gelatine auf verschiedenes pu gebracht,
dann eine Stunde lang mit gleichkonzentrierten Silbernitratlésungen,
z. B. m/64 AgNOj;Lo6sung, behandelt und schlieBlich gewaschen
hatten. Hierbei zeigte sich durch Lichteinwirkung, da8 nur auf der
alkalischen Seite vom isoelektrischen Punkt sich Silbergelatinat findet,
denn nur die Rohrchen dieser Seite wurden schwarz. Wenn wir nun
zu den Losungen mit einem pu = 4,6 Alkali setzen und so ihr pg
auf pu = 4,8 bringen, so werden diese Glischen ebenfalls nicht im
Licht schwarz werden. Die Gelatineproben mit einem pu unter 4,6
enthalten also bestimmt keine nachweisbaren Silbermengen?). Es wire
ja denkbar, da8 die Gelatineproben mit einem ¢$u unter 4,6 das

1) Bei diesen Versuchen kommt es manchmal vor, daB einige Gelatinekérnchen
die Farbe im isoelektrischen Punkt oder auf der alkalischen Seite des isoelek-
trischen Punktes nicht abgeben, wahrscheinlich ist dies durch Versuchsfehler
bedingt. Beim Schmelzen der Gelatine kénnen die Loésungen dann eine schwache
Rotfirbung zeigen. Der Farbunterschied zwischen der Gelatine auf der alkalischen
und auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes ist indessen hinreichend
deutlich, selbst wenn dieser unbedeutende Versuchsfehler unterlaufen ist.

2) Diese dogmatische Darstellung unserer Ergebnisse ist nur angenidhert
richtig. Eine Spur Anion sollte sich wenigstens theoretisch auch auf der alkalischen
Seite des isoelektrischen Punktes mit der Gelatine verbinden und ebenso eine Spur
Kation auf der sauren Seite, zumindest in der unmittelbaren Umgebung des iso-
elektrischen Punktes. In Wirklichkeit kann indessen ein solches Verhalten nicht
gefunden werden, obgleich es nach der Theorie der amphoteren Elektrolyte eigent-
lich so sein sollte.

3*
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Silber in nicht ionisiertem Zustand enthalten kénnten. Wire diese
Vorstellung richtig, so hatte das Silber sich durch Schwarzung nach
dem Zusatz von Alkali, der das px iiber 4,7 brachte, verraten miissen.
Wenn wir nun gepulverte Gelatine von #u > 4,7 nach der Be-
handlung mit m/64 Silbernitratlésung und nachfolgender Waschung
bis zu einem pu = 4,7 ansduern, so kann man das zuerst mit Gelatine
verbundene Silber nunmehr durch Waschen mit kaltem Wasser ent-
fernen. Ein solches Gelatinepraparat wird dann auch im Licht
nicht schwarz werden, wenn nur das Auswaschen griindlich genug
vorgenommen wurde. Unsere Ergebnisse kénnen wir symbolisch in
folgender Weise darstellen, wobei wir diejenigen Teile des Gelatine-
molekiils, welche mit anderen Elektrolyten nicht reagieren konnen,
in Klammern einschlieBen und die Teile des Molekiils, die imstande sind,
mit anderen Elektrolyten zu reagieren, auflerhalb der Klammer lasssen.
Die isoelektrische Gelatine ist ganz von den Klammern eingeschlos-
sen, denn im isoelektrischen Punkt kann die Gelatine sich weder mit

Anjonen noch mit Kationen verbinden:

w3,

COOH

Auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes kénnen praktisch
nur die COOH-Gruppen des Molekiils mit anderen Verbindungen reagie-
ren, und wir stellen demnach das Proteinmolekiil in diesem Zustande

folgendermaBen dar:
[R NH,|

“COoOH

Solche Proteine verhalten sich wie einfache (wahrscheinlich mehrbasische)
Fettsauren, wobei der Rest des Molekiils an der Reaktion nicht teil hat.
In Gegenwart eines Hydroxyds, etwa von NaOH, bildet sich Natrium-
proteinat nach folgender Gleichung:

R NH,| N [R <NHQ
“COOH -+ NaOH COONa + H,0

und das Natriumproteinat ist dann elektrolytisch dissoziiert in ein
Proteinanion und ein Na-Kation:

[R<NH1| _ [R<I\£{EJ A
COONa CO0

Bei Gegenwart anderer Elektrolyte kénnen diese natiirlich ihr Kation

gegen das Natrium des Proteinsalzes austauschen. Unser Symbol

beriicksichtigt nur eine COOH-Gruppe, sicher aber verbinden sich

regelmédBig mehr als eine COOH-Gruppe eines EiweiBmolekiils mit

Alkali [BUGARSZKY und LIEBERMANN, SACKUR, ROBERTSON, SORENSEN,
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Pauri, NorTHROPY)]. Auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes
sind es ausschlieBlich die NH,-Gruppen des Molekiils, die mit anderen
Komplexen in Reaktion treten konnen, und wir symbolisieren demnach
das Proteinmolekiil unter dieser Bedingung folgendermafBen:

NH,

“COOH]
In dieser Form verhilt sich das Protein wie NH,, das nach WERNER?)
eine Siure, z. B. HCl, addieren kann. Das H'-Ion der Siure legt sich
dabei unmittelbar an das N an, das Cl bleibt auBerhalb des aus vier
H-Atomen bestehenden Ringes:

H

HNHCI
H

G. N. Lewis3), W. KosseL4) und LANGMUIR®) haben nachgewiesen,
daB diese Vorstellung WERNERs in vélliger Ubereinstimmung mit der
Auffassung molekularer Verbindungen vom Standpunkt der Elektronen-
lehre steht, und wir werden in diesem Buch noch einen direkten Beweis
dafiir bringen, daB diese Vorstellung auch fiir die Proteine gilt. Auf
der sauren Seite des isoelektrischen Punktes kann also das Protein-
teilchen Sdure an seine NH,-Gruppen addieren:

NH, NH,HCI
R(..C HCl = |RC 2
[ Scoon] ™ " NCOOH]
Diese Verbindung ist elektrolytisch dissoziiert in ein Proteinkation und
ein Anion: +
NH,Cl NH =
RC * = |RC 32 _+a
[ “COOH] “COOH]

Unser Symbol beriicksichtigt nur eine NHy-Gruppe. Bestimmt sind
aber eine Reihe von NH,- oder NH-Gruppen fihig, Siuremolekiile zu
addieren.

Durch diese Versuche ist gleichzeitig eine betrichtliche Verein-
fachung der allgemeinen Chemie der Eiweikérper erreicht. Wir
brauchen nur zu beachten, daB ein Eiweil auf der alkalischen Seite
seines isoelektrischen Punktes sich ebenso oder im wesentlichen wie
eine Fettsaure verhilt, wobei nur die COOH-Gruppen in chemisch
aktivem Zustande vorliegen; auf der sauren Seite seines isoelektrischen

1) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.715. 1920/21.
2) WERNER, A.: Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der anorganischen
Chemie. 3. Aufl. Braunschweig 1913.
© 3) LEwis, G.N.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 38, S.762. 1916.
4) KosseEL, W.: Ann. d. Physik Bd. 49, S.229. 1916.
5) LANGMUIR, I.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 41, S. 868. 1919.
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Punktes kénnen wir ebenfalls das groBe EiweiBBmolekiil vernachlissigen
und der Annahme folgen, daB das Protein nur aus einer Reihe von
NH,-Gruppen besteht, deren jede das Wasserstoffion einer Siure
addieren kann.

Esistmoglich, aber nicht bewiesen, daf die Verschiedenheit zwischen
dem Verhalten eines Proteins auf den beiden Seiten seines isoelektrischen
Punktes mit einer intramolekularen Umlagerung einhergeht und daB
das Proteinanion eines Metallproteinats als ein Isomeres des Protein-
kations eines Proteinsduresalzes aufgefaBt werden kann. Solch eine
Moglichkeit wird durch das Verhalten gewisser Indicatoren nahegelegt,
deren elektrolytische Dissoziation mit intramolekularen Verinderungen
einhergeht.

Mischen wir ein Metallgelatinat, etwa Natriumgelatinat, mit einem
anderen Salz, z. B. MgSO,, so kann das Natrium des Metallgelatinats
durch das Mg des MgSO, ersetzt werden, und es bildet sich dann
Magnesiumgelatinat. Das SO,Ion hat dabei mit den Eigenschaften
des Natriumgelatinats nichts zu tun, denn es kann sich (praktisch)
unter den gewdhlten Versuchsbedingungen nicht mit der Gelatine
verbinden. Andererseits ist es bei Mischung von Gelatinechlorid mit
MgSO, nur das SOj-Ion, das die Eigenschaften des Gelatinesalzes
beeinflut, denn das SO, kann das Chlor des Gelatinechlorids unter
Bildung von Gelatinesulfat ersetzen. Das Magnesium kann hierbei
(praktisch) nicht in Verbindung mit dem Gelatinechlorid treten und
somit auch dessen Eigenschaften nicht beeinflussen.

Andern wir das pu eines Gelatinesalzes, z. B. Gelatinechlorid, durch
Zusatz einer Base, wie Natronlauge, so hort das Gelatinechlorid auf zu
existieren, sobald man die Losung auf ein pu von 4,7 bringt. Hierbei
gibt die Gelatine das Chlor ab und geht selbst in die chemisch inaktive
isoelektrische, d. h. nichtionisierende Gelatine iiber. Das Cl’ verbindet
sich mit dem Na' zu NaCl. Die isoelektrische Gelatine kann sich prak-
tisch weder mit Anionen noch mit Kationen verbinden. Setzen wir
mehr Natronlauge zu, so geht das pg iiber 4,7 hinaus, und es bildet
sich Natriumgelatinat. Unter keiner Bedingung ist das Nebeneinander-
bestehen von Metallgelatinat (z. B. Natriumgelatinat) und von Ge-
latinesduresalz (z. B. Gelatinechlorid) mdglich (ausgenommen in Spuren,
die bei der Gelatine unterhalb der Grenzen der Nachweisbarkeit liegen).
Liegt Natriumgelatinat vor und fiigen wir etwa Salzsdure hinzu, so gibt
das Natriumgelatinat sein Natrium ab und wird isoelektrisch, sobald
pu =4,7 ist. Diese isoelektrische Gelatine ist chemisch inert und kann
sich praktisch weder mit dem Anion noch mit dem Kation verbinden.
Bei weiterem Zusatz von Salzsdure bildet sich dann Gelatinechlorid.

Nach diesen Versuchen verhalten sich also die Proteine wie ampho-
tere Elektrolyte. Sie bilden definierte Salze mit Siuren oder Basen,
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konnen sich aber praktisch nicht gleichzeitig mit Kation und Anion
eines Neutralsalzes verbinden. Die Vorstellung, da zwischen den nicht-
ionisierten Proteinmolekiilen und den Molekiilen eines Neutralsalzes
Adsorptionsverbindungen bestehen kénnten, steht nicht im Einklang
mit diesen Experimenten.

Im Jahre 1918 hat der Verfasser?) eine einfache Methode zur Dar-
stellung aschefreier Eiweikdrper veréffentlicht. Diese Methode griindet
sich darauf, da EiweiSkérper im isoelektrischen Punkt oder vielleicht
richtiger von ionisierenden Verunreinigungen freie EiweiBkorper sich
weder mit Anionen noch mit Kationen verbinden konnen. Wollen
wir also Gelatine oder Casein von ionisierenden Verunreinigungen
befreien, so miissen wir sie pulvern, isoelektrisch machen und waschen.
Diese Methode ist fiir die Technik, soweit sie EiweiBk6rper benétigt,
genau so wichtig wie fiir wissenschaftliches Arbeiten. Bei den Arbeiten
des Verfassers war das isoelektrische Eiweil stets der Ausgangspunkt
der Untersuchungen. Das Vorgehen bei der Herstellung isoelektrischen
Proteins ist einfach. Man braucht nur das pu der gegebenen Eiweil-
16sung elektrometrisch zu bestimmen und dann ganz allmihlich so viel
Siure oder Base zuzusetzen, bis man den isoelektrischen Punkt er-
reicht hat. _

Zur Prédparation groBerer Mengen von angendhert isoelektrischer
Gelatine wandten wir folgende Methode an: 50 g der pulverisierten
Gelatine des Handels (COOPER), deren pu etwa zwischen 6,0 und 7,0 lag,
wurden in 31 einer m/128-Essigsdure von 10° eingetragen und hiufig
umgerithrt. Nach halbstiindigem Stehen wurde die iiberstehende
Fliissigkeit abdekantiert und frische m/128-Essigsdure von 10° bis
zum urspriinglichen Volumen zugesetzt. Dann wurde wieder geriihrt,
30 Minuten stehen gelassen, wieder dekantiert und die abgegossene
Sauremenge durch ein gleiches Volumen destillierten Wassers von §°
ersetzt. Nach gutem Umrithren wurde die Gelatine abgenutscht und
auf der Nutsche 5mal mit je 11 Wasser von 5° gewaschen. Dann
wurde die Gelatine in ein groBes Becherglas gebracht und in diesem
auf dem Wasserbad auf etwa 50° erhitzt, wobei die Gelatine schmolz.
Der Gelatinegehalt wurde derart bestimmt, daB der Trockengehalt
durch 24stiindiges Erhitzen im elektrischen Ofen von 10 ccm der ge-
schmolzenen Gelatine auf 90—100° festgestellt wurde. 100 ccm einer
derart hergestellten 1proz. Gelatinel6sung hatte nur noch einen Aschen-
gehalt von 1 mg — offenbar Cay(PO,),, d.h. dieses Salz war in der
Losung in einer Konzentration von m/30 000 enthalten. Salze in solcher
Verdiinnung haben, wie wir in diesem Buche zeigen werden, keinen
EinfluB auf die physikalischen Eigenschaften der EiweiBkorper wie

1) LoeB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.1, S.237. 1918/19.



40 Priifung der Richtigkeit der chemischen Betrachtungsweise.

den osmotischen Druck, die Viscositit, das Membranpotential, die
Quellung oder die Fillbarkeit. Dr.D.I. HircHCOCK hat eine beliebig
herausgegriffene Probe einer derartigen Gelatine untersucht. Die Vor-
ratslgsung enthielt 12,699, Gelatine. Er fand

Probe 1: Probe 2:
Volumen der Lésung . . . . . . . . . . . . . 20,0 ccm 10 ccm
Gewicht der trockenen Gelatine . . . . . . . . 2,535 g 1,269 g
Gewicht der Asche . . . . . . . . . . ... 0,0024 g 0,0012 g
Die Reaktionen auf Fe™, Ca”, PO,”” fielen positiv aus, die fiir C1’ und SO,” waren

negativ.

Wenn man das Waschen etwas langer fortsetzt, wie Fraulein FIELD?)
es getan hat, so konnen die letzten Spuren von Asche aus dem Ge-
latinepulver entfernt werden. Wenn wir Gelatinepulver isoelektrisch
machen und dann mit Wasser von dem pxu des isoelektrischen Punktes
waschen, bekommen wir rasch die Gelatine vollig aschefrei. Sollte
das Protein beim isoelektrischen Punkt 16slich sein (wie etwa krystalli-
siertes Eieralbumin), so braucht man nur bei dem px des isoelektrischen
Punktes zu dialysieren, um das Protein von ionisierenden Verunreini-
gungen zu befreien?).

DaB die Herstellung isoelektrischen Proteins in der geschilderten
Weise gelingt, ist eine weitere Stiitze unserer Behauptung, nach welcher
isoelektrisches Eiwei sich weder mit Anionen noch mit Kationen ver-
binden kann.

In diesem Zusammenhang mag eine interessante Tatsache angefiihrt
werden, die mit unseren Ergebnissen in Einklang steht. Bekanntlich
geht die Pepsinverdauung fiir gewd6hnlich in einem sauren Medium
vor sich. Der Zusammenhang zwischen der sauren Reaktion und der
Pepsinverdauung ist nach den. Ergebnissen von NORTHROP3) verstind-
licher geworden. Dieser Autor fand, daB die Wasserstoffionenkonzen-
tration, bei welcher das Pepsin gerade anfiangt, auf ein Eiweil zu wirken,
verschieden ist je nach der Lage des isoelektrischen Punktes des betref-
fenden EiweiBes und daB die Pepsinwirkung stets nur auf der sauren
Seite des isoelektrischen Punktes vor sich geht. Es scheint aus den
Versuchen von PEKELHARING und RINGERY) hervorzugehen, daB das
Pepsin ein Anion wie Cl’ ist, das sich nur mit einem positiven Proteinion
verbinden kann. Diese Verbindung zwischen Pepsin und positivem

1) FieLp A. M.: Journ. of the Americ. med. soc. Bd.43, S.667. 1921.

?) C.R.SwmitH (Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 43, S.1350. 1921), der
ebenfalls eine Methode zur Darstellung aschefreier Gelatine beschreibt, ist an-
scheinend sowohl die Arbeit von Friulein F1ELD wie die angefiihrte Verdffentlichung
des Verfassers entgangen.

'3) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.211. 1920/21.

4) PEKELHARING, C.A. u. W. E. RINGER: Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 75,
S. 282. 1911.
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Proteinion scheint fiir das Zerfallen (oder die Verdauung) des Protein-
ions unerldBlich zu sein.

Fiir das Trypsin, das im allgemeinen ja im alkalischen Medium
wirkt, liegen die Dinge dhnlich. Nach NorTHROP hingt die Wasser-
stoffionenkonzentration, bei welcher Trypsin gerade auf einen EiweiB-
korper zu wirken anfingt, von dem isoelektrischen Punkt dieses Ei-
weiBkorpers ab, und die Trypsinverdauung geht immer nur auf der
alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes vor sich?).

Die qualitativen Farbenproben, die in diesem Kapitel beschrieben
sind, wurden bisher nur mit Gelatine ausgefiihrt. Es ist gut moglich,
daB bei anderen Proteinen die Differenzen der Fiarbung nicht so scharf
sind wie bei dem Gelatinepulver. Der isoelektrische Punkt eines
amphoteren Elektrolyten bedeutet ja auch nur, daB die lonisation
desselben hier ein Minimum hat, sie braucht aber nicht Null zu sein.

Drittes Kapitel.

Die Methoden
zur Bestimmung des isoelektrischen
Punktes von Eiweillosungen.

Es ist nach den Ergebnissen des vorhergehenden Kapitels selbstver-
standlich, daB man unter allen Umstdnden bei Arbeiten mit ampho-
teren Elektrolyten den isoelektrischen Punkt der Substanzen fest-
stellen muB, denn im isoelektrischen Punkt konnen ionisierende Ver-
unreinigungen am leichtesten entfernt werden. Es unterliegt keinem
Zweifel, daB3 viele Substanzen, die kolloidales Verhalten zeigen, ampho-
tere Elektrolyte sind.

HaArRDY und MICHAELIS bestimmten den isoelektrischen Punkt
durch Beobachtung der Wanderung der Teilchen im elektrischen Feld.
Es gibt noch andere Methoden hierfiir, von denen einige mit-
unter bequemer als das urspriingliche Vorgehen HARDYs sind. Diese
Methoden griinden sich auf die Tatsache, daB im isoelektrischen Punkt
osmotischer Druck, Viscositit, die zur Fillung nétige Alkoholmenge
[FENNS 2) sogenannte Alkoholzahl], Leitfahigkeit, Quellung und Potential-
differenz Minimumwerte haben. Stellt man die Werte dieser Eigenschaften
in einer Kurve als Ordinaten dar, wobei das pu als Abscisse abgetragen
wird, so zeigen die Kurven in der Gegend des isoelektrischen Punktes
eine scharfe Senkung. Wenn man also durch allmadhlichen Zusatz

1) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd.5, Nr.2. 1922/23.
2) Fenn, W. O.: Journ. of biol. chem. Bd. 33, S. 279, 439; Bd. 34, S. 141, 415.
1918.
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von Sdure oder Alkali ein Protein nach und nach auf verschiedene
Wasserstoffionenkonzentrationen bringt und dabei irgendeine der an-
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gefithrten Eigenschaften fort-
laufend bestimmt, so kann
man die ungefiahre Lage des
isoelektrischenPunktesinter-
polieren: Er liegt da, wo die
untersuchte Eigenschaft
einen Minimumwert hat.
Bei Proteinen ist es nach
den Erfahrungen des Autors
am bequemsten, hierfiir die
Bestimmung des osmotischen
Drucks zu verwenden. Der
folgende schonlénger zuriick-
liegende Versuch mag dies
erlautern?). Fein gepulverte
CoopERsche Gelatine mit
einem pu von etwas iiber
7,0, die zum Teil aus Cal-
ciumgelatinat bestand,wurde
in Portionen zu je 1 g abge-
teilt und jede Portion bei 15°
!/,Stundelangin Bechergliser
mit 100ccm HBr-Losung ge-
bracht, deren Konzentration
zwischen m/8 und m/8192
variiert war. Als Kontrolle
diente 1 g der gleichen Ge-
latine, die unter gleichen Be-
dingungen in 100 ccm destil-
lierten Wassers eingebracht
war. Die Gelatine wurde
dann durch Filtration und
6—8 maliges Waschen unter
Umrithren mit je 25 ccm
nicht iiber §° warmen Was-
sers von dem UberschuB der
Saure und den Salzen be-
freit. Das Wasser muB3 kalt

tinehabenimisoelektrischen PunkteeinMinimum. Sein, sonst kleben die Korn-

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.1, S.363. 1918/19.
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chen zusammen, und das Waschen verfehlt seinen Zweck. Nach
dem Abtropfen der Fliissigkeit wurde das Volumen (d. h. die relative
Quellung der Gelatine) bestimmt; dann wurde die Gelatine durch
Erhitzen auf 45° geschmolzen und jede Portion auf 100 ccm
aufgefiillt. Nunmehr wurde nach Methoden, die in einem spiteren
Kapitel beschrieben werden, die Leitfahigkeit, der osmotische Druck
und die Viscositat bestimmt, das pu wurde entweder colorimetrisch
(bei Gelatine, aber nicht bei anderen Eiweik6rpern, sind die so erlangten
Werte hinreichend genau) oder besser mittels der Wasserstoffelektrode
gemessen. Bei dem in der Abb. 3 dargestellten Experiment geschah die
pu-Messung colorimetrisch. Ein Blick auf die Kurven 148t erkennen,
daB die Ordinaten der Kurven, welche die Werte des osmotischen
Druckes, der Leitfihigkeit, der Quellung usw. darstellen, scharf bei
pu = 4,7, d.h. dem isoelektrischen Punkt der Gelatine, absinken. Man
kann also auf diese Weise die ungefahre Lage des isoelektrischen Punktes
aus Messungen des osmotischen Druckes, der Leitfahigkeit usw. er-
kennen.

Die unterste Kurve der Abb. 3 gibt die Ergebnisse der Bromtitration
wieder. Als Gelatinebromid kann die Gelatine nur auf der sauren
Seite des isoelektrischen Punktes vorkommen; bei pu > 4,7 diirfte
kein Brom gefunden werden. Die Kurve zeigt, daBl bei pu= 4,7
kein Brom vorhanden war; auf der sauren Seite des isoelektrischen
Punktes war die Brommenge um so groBer, je niedriger das pu.
Auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes war die Gelatine
immer noch als Ca-Gelatinat vorhanden. Bei diesem Versuch war die
Gelatinemenge dadurch, daB beim Waschen etwas in Losung gegangen
war, je auf 0,8 g oder vielleicht noch etwas weniger abgesunken.

Wir werden spiter sehen, dal beim Eintragen gepulverter Gelatine
in verdiinnte S#ure, z. B. n/100 oder n/1000 HBr, die Saurekonzen-
tration in den Gelatinekérnchen wegen des DoNNANschen Gleichge-
wichtes betrachtlich geringer ist als in der AuBenfliissigkeit.

Alle Eigenschaften der Proteine, die mit zunehmender Ionisation
zahlenm#Big wachsen, miissen im isoelektrischen Punkt ein Minimum
haben, denn hier ist der Dissoziationsgrad ein Minimum. Dies gilt auch
fiir die Aminosduren, die reine Krystalloide sind. Wahrend nun das
kolloidale Verhalten der Proteine mit ihrer Ionisation zusammenhangt,
bedingt die Ionisation an sich nicht notwendig das kolloidale Ver-
halten der Proteine. Dies trifft nur unter besonderen Bedingungen zu,
niamlich wenn das Proteinion am Diffundieren gehindert wird, wiahrend
kleine Ionen, wie H oder Cl’, wohl diffundieren kénnen. Kolloidale Eigen-
schaften der Proteine, wie Quellung oder osmotischer Druck, lassen
ebenfalls im isoelektrischen Punkt ein Minimum ihrer Werte erkennen,
weil namlich der Ionisationsgrad der Proteine im isoelektrischen Punkt
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ein Minimum ist. Es wiirde aber falsch sein anzunehmen, daBl nur
die kolloidalen Eigenschaften der Proteine im isoelektrischen Punkt
ein Minimum haben.

Viertes Kapitel.

Quantitative Priifung der Richtigkeit der
chemischen Betrachtungsweise.

1. Verbindungen zwischen isoelektrischem Protein
und Sdure.

Die qualitativen Versuche, die im zweiten Kapitel geschildert wurden,
gestatten keine Entscheidung dariiber, ob die Ionen mit den Proteinen
sich nach stéchiometrischen Regeln (d.h. mittels der primaren Valenzen,
die aus der Chemie bekannt sind) oder nach den empirischen Adsorp-
tionsregeln verbinden, wie dies die Kolloidchemie annimmt. Die Ent-
scheidung kann herbeigefiihrt werden einmal durch eine Untersuchung
iiber das Wesen der Verbindung zwischen Sduren und isoelektrischem
Eiweil und zweitens durch Titrationskurven?). Wir wollen uns zuerst
mit den Proteinsauresalzen beschéftigen.

Unsere Losungen enthalten gewohnlich 1 g isoelektrisches Eiwei3
auf 100 ccm, und wir wollen solche Losungen 1proz. EiweiBlosungen
nennen. Eine 1proz. Losung von Albuminsulfat oder eine 1proz. Lésung
von Gelatinechlorid bedeutet also, daB 100 ccm der Losung 1 g des
urspriinglich isoelektrischen Proteins enthalten. Die Konzentration
der Vorratslosungen von isoelektrischer Gelatine, Albumin oder Casein
wurde durch Wagung des Trockenriickstandes bestimmt.

Bringt man verschiedene Mengen einer n/{o-Saure, z.B. HClI, zu
stets derselben Proteinmenge, z. B. 1 g isoelektrischer Gelatine oder
krystallisierten EiereiweiBes, und fillt dann das Volumen stets auf
100 ccm auf, so stellt sich heraus, daB3 die sich einstellende Wasserstoff-
ionenkonzentration der Losungen anders ist, als wenn man die gleiche
Menge Siure mit der gleichen Menge reinen Wassers vermischt. Dies
kommt dadurch zustande, daB ein Teil der Siaure sich mit dem Protein
verbindet, wie urspriinglich von BUGARSzZKY und LIEBERMANN 2) an-
genommen wurde. Nach den WERNERschen?) Vorstellungen muf3 HCI
sich mit den NH,-Gruppen des Proteinmolekiils ebenso wie mit NH,

1) Loes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.1, S.559. 1918/19; Bd.3, S.85.
1920/21.
2) BUGARszKY, S. u. L. L1IEBERMANN: Pfliigers Arch. {. d. ges. Physiol. Bd. 72,
S. 51. 1898.
3) WERNER, A.: Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der anorganischen
Chemie. 3. Aufl. Braunschweig 1913.
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verbinden und ein Salz von dem Typus RNH4CI bilden. Dies ergibt sich
auch aus den neuen Theorien von G.N.LeEwis?), KosseL?) und LANG-
MUIR®). Man kann daher annehmen, daB Gelatinechlorid folgender-
maBen dissoziieren wird:

+ -
Gelatine NH,Cl = Gelatine NH, + Cl .

Danach muB8 in einer wisserigen HCl-Losung die Konzentration der freien
Chlorionen unverandert bleiben, wenn man isoelektrische Gelatine in ge-
ringer Menge zufiigt, wobei allerdings vorausgesetzt wird, daB die elektro-
lytische Dissoziation des entstehenden Salzes vollstindig ist. DaB dies
zutrifft, geht aus dem Vergleich des p¢ in Salzsdureldsungen mit und
ohne Gelatine hervor (Tabelle1). Das py und das pc, wurden elektrome-
trisch bestimmt, und zwar das py mit der Wasserstoff- und das p¢ mit der
Kalomelelektrode. Die Resultate sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.
Die 1. Spalte gibt an, wieviel ccm n/10-HCl in 100 ccm enthalten waren.
Die 2. Spalte enthilt das dazugehérige py und die 3. das entsprechende
pa rein wiasseriger Losungen. Dabei stimmt erwartungsgemiB py und
P innerhalb der Fehlergrenze iiberein. Die 4. und 5. Spalte enthilt
pu und p¢, wenn die gleiche Menge Saure in 100 ccm einer 1 proz.
Losung urspriinglich isoelektrischer Gelatine enthalten ist. Ein Ver-
gleich der Spalte 3 mit der Spalte 5 lehrt, daB das p¢ dasselbe bleibt,
gleichgiiltig, ob die urspriinglich isoelektrische Gelatine in der Losung
vorhanden ist oder nicht, wahrend aus der 2. und 4. Spalte hervorgeht,
daB das py in den keine Gelatine enthaltenden Losungen kleiner ist.

Tabelle 1.
Zahl der in 100 ccm Losung Losungen ohne Gelatine Lasun%eﬁaﬂg; 1ing 1i(s}ge§:]§ntrischer
enthaltenen ccm n/10-HCl Pu pa pu pa
2 2,72 2,72 4,2 2,68
3 2,52 2,54 4,0 2,53
4 2,41 2,39
5 2,31 2,29 3,60 2,33
6 2,24 2,26 3,41 2,25
7 2,16 2,18 3,23 2,18
8 2,11 2,12 3,07 2,11
10 2,01 2,01 2,78 2,025
15 1,85 1,85 2,30 1,845
20 1,72 1,76 2,06 1,76
30 1,55 1,59 1,78 1,60
40 1,43 1,47 1,61 1,47

1) Lewis, G. N.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 38, S.762. 1916.

2) KosseL, W.: Ann. d. Physik Bd. 49, S.229. 1916.

3) LANGMUIR, I.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd.41, S.868. 1919;
Bd. 42, S.274. 1920.
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Hieraus ergibt sich, daB HCl mit der Gelatine den WERNER-
schen Vorstellungen entsprechend eine Verbindung eingeht, indem
ein Teil der aus dem HCl stammenden H'-Ionen sich an der Bildung

¥
eines komplexen Gelatinekations vom Typus Gelatine-NHj beteiligt,
wihrend die Cl-Ionen von der Anwesenheit des Proteins nicht beein-
fluBt werden. Zusatz von HCl zu isoelektrischer Gelatine ist demnach
von #dhnlicher Wirkung wie Zusatz freier HCl zu einer NH,-Losung:
Im ersten Fall erhalten wir Gelatinechlorid und im zweiten Ammonium-
chlorid. Indessen besteht doch der Unterschied, daB3 das Gelatinechlorid
betrachtlich hydrolytisch gespalten ist, wahrend dies beim Ammonium-
chlorid nur in geringem MaBe der Fall ist. Diese Hydrolyse ist von
Wichtigkeit, denn sie zwingt zu der Annahme, daB immer ein bestimmter
Gleichgewichtszustand zwischen freier Siure, dem dissoziierten Salz
Gelatinechlorid und der nicht ionisierten isoelektrischen Gelatine be-
stehen muB.

Wenn man gleiche Sduremengen zu gleichen Mengen isoelektrischer
Gelatine, z. B. 1 g, bringt und dann das Volumen mit Wasser auf
100 ccm auffiillt, so ist das pu der Losungen immer das gleiche. Somit
koénnen wir feststellen, wieviel Cl mit dem Protein verbunden ist, wenn
wir das py der Gelatinechloridlgsung und die Gelatinekonzentration
der Losung kennen. Je niedriger das py ist, um so mehr Chlorionen
treten in Verbindung mit dem EiweiB, bis schlieBlich bei hinreichendem
Zusatz von Siure das gesamte Protein in Proteinchlorid iibergegangen ist.

Ahnliche Versuche mit dhnlichen Ergebnissen hat HitcHcock iiber
Verbindungen von HCl mit anderen EiweiBkoérpern, namlich krystalli-
nischem Ejereiwei3, Edestin, Casein und Serumglobulin!), angestellt.

Bringt man Alkali zu isoelektrischer Gelatine, so bildet sich zwi-
schen Metallproteinat, nichtionisiertem EiweiBl und freiem Alkali ein
Gleichgewicht aus (bei pu > 4,7). SORENSEN gelangte zu #hnlichen
Ergebnissen?).

Derartige Versuche zeigen, daB sich Sduren mit Proteinen &hnlich
wie mit krystalloiden Basen, z. B. mit NH; oder Aminosiuren, ver-
binden. MANABE und MATULAS3) sowohl wie PAULI%) waren schon
vorher durch Messungen des Chlorpotentials von Losungen von Serum-
albumin, denen HCI zugefiigt war, zu dem SchluB gefithrt worden, dafl
Albuminchlorid in freie Chlorionen und Albuminkationen elektrolytisch
dissoziiert ist.

1) HircHcock, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S.383. 1922/23.

2) SORENSEN, S. P. L.: Studies on proteins. Cpt. rend. trav. Lab. Carlsberg
Bd. 12. Kopenhagen 1915/17.

3) ManaBE, K. u. J. Matura: Biochem. Zeitschr. Bd. 52, S. 369. 1913.

4) Pauri, W.: Kolloidchemie der EiweiBkorper. Leipzig 1921.
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2. Die Sauretitrationskurven fiir genuine Proteine.

Man kann durch Titrationsversuche zeigen, daBl Sauren und Basen
mit Proteinen in derselben Weise in Reaktion treten, wie bei der Ver-
bindung mit krystallinischen Substanzen und daf dies in beiden Fillen
mittels der primiren Valenzen vor sich geht. Bekanntlich dissoziiert
eine schwache zwei- oder dreibasische Saure derart, daB eins der Wasser-
stoffionen leichter abgespalten wird als beide oder alle drei, und es hingt
von der Wasserstoffionenkonzentration der Losung ab, ob eins, oder
zwei, oder drei H'-Ionen einer dreibasischen Siure abgespalten werden.
So gibt HyPO, bei pu < 4,6 nur ein H-Ion ab. Oxalsiure, als stirkere
Saure, verhdlt sich bei pu << 3,01) wie eine einbasische Sdure und
wird einer zweibasischen Sdure um so #hnlicher, je mehr das py
iber 3,0 ansteigt. Bei einer starken zweibasischen Sdure wie H,SO,
werden beide H-Ionen mit so geringen elektrostatischen Kraften fest-
gehalten, daf3 selbst bei py = 3,0 oder noch betrdchtlich darunter
beide Ionen abdissoziiert werden. Sind die Krifte, welche Reaktionen
zwischen diesen Siuren und EiweiBkorpern bedingen, die gleichen,
mit denen wir in der Chemie zu rechnen gewohnt sind, so miifite man
3mal soviel ccm einer n/10-H;PO,-Lésung brauchen, um 100 ccm
einer 1proz. Losung isoelektrischer Gelatine auf ein bestimmtes py
unterhalb 4,6, also z. B. 3,0, zu bringen, als man bei HNO; oder HCl
notig hitte; dagegen miilten die zu diesem Zweck erforderlichen Mengen
n/10-H,SO, und n/10-HCl die gleichen sein. Man miifite doppelt
soviel n/10-Oxalsdure wie Salzsdure brauchen, um isoelektrische Gela-
tine auf ein py von 3,0 oder darunter zu bringen. Man kann diese Uber-
legungen experimentell bestitigen2). Man braucht dazu sehr sorgfiltig,
soweit als moglich von ionisierenden Verunreinigungen befreite iso-
elektrische Proteine.

Nach dem Verfahren von SORENSEN®) wurde krystallinisches Eier-
eiweiB hergestellt und 3mal umkrystallisiert. Der einzige Unterschied
bei unserem Vorgehen bestand gegeniiber SORENSEN darin, dafl bei der
Dialyse nicht das Dialysenwasser unter negativen Druck gesetzt wurde,
sondern daB das Eiereiwei dadurch unter Druck gesetzt wurde,
dafB ein langes Glasrohr auf die Dialysierhiilse aufgesetzt und so weit
mit Wasser gefiillt wurde, daB wihrend der Dialyse ein Druck von

1) HILDEBRAND, J. H.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 35, S. 847. 1913;
vgl. L. MicHAELIS: Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. W. M. CLARK:
The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920.

2) Die angefithrten Versuche hat J. LoeB: Journ. of gen. physiol. Bd. 3,
S. 85. 1920/21, ausgefiihrt.

3) SGRENSEN, S. P. L.: Studies on proteins. Cpt. rend. trav. Lab. Carlsberg
Bd. 12. Kopenhagen 1915/17.



48 Quantitative Priifung der Richtigkeit der chemischen Betrachtungsweise.

150 cm Wasser bestand. Diese Vorrichtung muBlte angebracht werden,
um eine zu groBe Zunahme des Volumens zu verhindern. Die gleiche
EiweiBstammlgsung wurde zu allen Versuchen benutzt und hierzu
bis zu einem Gehalt von 19, Eiweil verdiinnt. Der Gehalt an Ammon-
: sulfat betrug zwischen

20 ] m/1000 und m/2000. Die
Stammlésung hatte ein py

E:’; \ V1 [\ von 5,20. Durch Zusatz von
§,.0\ N ca. 1 ccm n/10-HCl auf je
% 5 \ 100 ccm der 1proz. Losung

\ wurde der isoelektrische

Punkt des Eiereiweilles er-

/7
3 R
/
0
5

Zahl der ccm Q7N Sdure,

<

“’)

S S

N = reicht, der nach SORENSEN
37 P ‘%, = bei pu = 4,8 liegt.

A§7o \\2’ \ = \}} Diese 1proz. Lésungen
NI \ \"Zgb \\ wurden nun mit verschie-
KK = \‘ X denen Siure- oder Alkali-
7 & \ mengen angesetzt und
56 =4 dann das py der resul-
N & . c 1

§ 7 IN | N tierenden Albuminlésung
S N elektrometrisch bestimmt.
= .

.s‘: NUNAN Abb. 4 enthalt die aus
Y, NN\ solchen Messungen sich

ergebenden Titrationskur-
ven; das py ist die Ab-
szisse, und als Ordinate ist
die Zahl der ccm der n/10-

0
PH 20 22 2% 26 28 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48

Abb. 4. Die Ordinaten geben an, wieviel ccm
n/10-HCI, H,SO,, Oxal- und Phosphorsiure

notig waren, um das py der Albuminlésung
auf den von der Abszisse angezeigten Wert zu
bringen. Die Volumina der Lésungen wurden
mit H,O auf je 100 ccm aufgefiillt. Bei gleichem
pu verhalten sich die Ordinaten {iir Salz-,

Saure abgetragen, welche
die 1proz. Losungen des
vorher isoelektrischen kry-
stallinischen Eiereiweilles

Schwefel- und Phosphorsaure etwa wie 1:1:3. auf das jeweils von der

Abszisse angegebene Py
bringt. Bei der untersten
Kurve sehen wir, daB3 auf
ibr die Punkte flir n/10-HCl und n/10-H,SO, liegen; es handelt
sich hierbei um starke Sduren, d. h. H,SO, verbindet sich mit
dem EiereiweiB in 4&quivalenten Proportionen. Die Kurve der
Phosphorsdure ist am hochsten, und bei einem Vergleich dieser Kurve
mit der der Salzsdure oder Schwefelsdure erkennen wir, dall bei jedem
py die Ordinaten der Phosphorsdurekurve nur um so viel von dem drei-
fachen Betrage der zugehérigen Salzsiurekurve abweichen, wie die
Genauigkeit unserer Versuche betragt. Dies bedeutet, daB die Phos-

Das Verhaltnis ist bei py > 3,0

Oxalsaure
etwas kleiner als 1: 2.
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phorsdure mit dem Eiweil (innerhalb des py-Bereiches unserer Ver-
suche) sich nach molekularen Proportionen verbindet; das Anion des
Albuminphosphates ist das einwertige H,POj. :

Bei der Oxalsaure sind die Werte bei einem py unter 3,2 beinahe,
aber nicht ganz, doppelt so gro wie bei HCl. Daraus geht hervor,
daB bei diesen py-Werten

die Oxalsdure zum groBeren
Teil nach molekularen und 7 *‘l“\
nur zu einem kleinen Teil 7 \
sich nach Z4quivalenten 7/ =)
Proportionen mit dem Ei- 7 B
weill verbindet. Z \
Die gleichen Verbin- B
dungsverhaltnisse, die wir 3
fiir die vier genannten §, \
Sauren mit krystallini- <, B
schem EiereiweiB gefunden S ;| §) \&
haben, wiirden sich erge- § 5_;%\ - \\%
ben, wenn man innerhalb 74 o/é; %
des selben py-Bereiches an 6 ——j%;N //:.9\47/ =
Stelle des Eiweiles die 5 = ‘é',é. o s
krystalloide Base NH; ver- ¥ =) ">; SZ
wendete. 3 =2 N
Aus den cben disku-  ? > > e
tierten Kurven kann man 7 |"”?€/ . ‘y[’ >~

. T a —
leicht berechnen, wieviel p#78 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 4% 46 48

von der zugesetzten Abb. 5. Aus der pu-Kurve und der Titrations-
Sdure sich mit 1 g des kurve kann man bestimmen, wieviel von der
urspriinglich isoelektri- Zzugesetzten Sdure mit dem Albumin ver-

schen krystallinischen Eier- bunden ist.

eiweiBles in der 1proz. L&-

sung bei den verschiedenen pn-Werten verbunden hat. Wir wollen an-
nehmen, daB wir Salzsdure zugesetzt hitten. Sind nun, etwa bei einem
pu = 3,0, in 100 ccm der 1 proz. Losung des urspriinglich isoelektrischen
Albumins (vgl. Abb. 4) 6 ccm n/10-Salzsidure enthalten, so heift das,
daB ein Teil der Saure mit dem Albumin verbunden und ein anderer Teil
frei ist. Wieviel davon frei ist, wissen wir aus dem pu-Wert der Albumin-
chloridlssung. Esist 1 ccm, denn das py in unserem Beispiel betrdgt 3,0.
Die iibrigen §ccm HCI sind also mit dem 1 g des urspriinglich isoelek-
trischen EiweiBes in 100 ccm Losung verbunden (Abb.5). Die eine
Kurve ist so gewonnen, daB die py-Werte die Abszissen bilden und die
Ordinaten die Zahl der ccm n/10-Salzsdure in 100 ccm einer wésserigen
eiweiBfreien Losung darstellen. Das py; dieser wisserigen Ldsungen

Loeb, EiweiBkorper. 4
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wurde ebenfalls elektrometrisch gemessen. Subtrahiert man die Ordi-
naten dieser letzteren Kurve von den Ordinaten der Titrationskurve
der Abb. 4, bei welcher es sich um 1proz., urspriinglich isoelektrisches
Albuminchlorid handelte, so ergibt sich eine Kurve, deren Ordinate
angibt, wieviel ccm der n/10-Salzsdure tatsichlich mit 1 g urspriing-
lich isoelektrischen Albumins in einem Gesamtvolumen von 100 ccm
verbunden sind (die mittlere Kurve der Abb. 5).

In der Abb. 6 sind der-

z artige Kurven abgebildet,
2z \ deren Ordinaten angeben,
Z \ wieviel ccm einer n/10-HCL,
I -H,S0,, -H,C,0, wund
% \ -H3PO, mit 1 g urspriing-
” \ lich isoelektrischen Ejer-
% eiweiles bei verschiedenem
75 pu verbunden sind. Es
7 \’ \ wird wieder offenbar, daB
21 \ die Verbindungskurven fiir
‘~§7z \ HCl und H,SO, praktisch
S \ € zusammenfallen, wie dies
K70 2 \& die rein chemische Theorie
Sy A\ . :
q AR e verlangt; daB ferner die

é &2 R\ Oxalsdurekurve héher ist
! R T‘—;, und noch héher die Phos-

s 12 NEA phorsaurekurve. Es ist

‘5’ INEN aber noch viel wichtiger,
s A NEN daB bei gleichem pn die
2 \:\ N\ Ordinaten der Kurve fiir
7 Phosphorsdure stets unge-

0 fahr 3mal so hoch sind als

H 18 20 22 2% 26 28 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48 .
p 4 4 16 8 40 42 die der Salz- oder Schwefel-

Abb. 6. Die Sauremengen, die in 100 ccm Ge-  gyyrekurven.

samtvolumen mit 1 g urspringlich isoelektri- .
schem Eiereiweil verbunden sind. Der stochio- Die Zahlen der Tabelle 2

metrische Charakter der Albumin-Siurever- 8€ben an, wieviel ccm von
bindungen geht daraus hervor, daB die gleiche jeder Sdure sich mit dem
Albuminmenge sich mit der 3fachen Menge einen Gramm ursprﬁnglich

n/10-H;PO, wie mit n/10-HCl oder H,SO, ver- isoelektrischem Eiereiweil
bindet; bei der Oxalsiure ist es bei pg<<3,0 . .
in einem Gesamtvolumen

die doppelte Menge.
, von 100 ccm verbunden
haben. Die Werte fiir HCl und H,SO, sind identisch; die fiir HyPO, sind
innerhalb der Fehlergrenzen stets 3mal so grol wie die erst angefiihr-

ten Zahlen fir HCl. So sind bei pu =4,0 1,7 ccm n/10-Salzsiure
oder Schwefelsdaure mit dem 1 g Albumin verbunden und 5,3 ccm
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der n/10-Phosphorsdure; bei pu=3,4 sind die entsprechenden Zahlen
fir n/10-Schwefel- oder Salzsiure 3,5 ccm und fiir n/10-Phosphorsiure
10,6 ccm.

Tabelle 2.
Zahl der ccm der n/10-Sauren, welche in einem Gesamt-
volumen' von 100 ccm mit 1 g urspriinglich isoelek-
trischen krystallisierten Eiereiweies verbunden sind.

Pu HCl H,SO, Oxalsiure H,PO,
4,2 1,15 1,15 1,8 3,8
4,0 1,7 1,7 2,6 5.3
3,8 2,3 2,3 3,7 6,8
3,6 2,9 2,9 5,0 8,6
3,4 3,5 3,5 6,3 10,6
3,2 4,2 4,3 8,0 13,1
3,0 5,0 5.1 9,5 16,1
2,8 58 5,9 11,1 19,3
2,6 6,7 6,5 13,3 22,9
2,4 7,6 7,0 16,0

Bei der Oxalsdure finden wir, dal bei einem pu unter 3,6 die Volu-
mina der n/10-Oxalsdure, die mit 1 g Albumin verbunden sind, nicht
ganz doppelt so groB wie bei der Salzsdure sind, und daBl das Defizit
um so ausgesprochener ist, je mehr das py anwichst. Bei pu = 3,2
gehen so gut wie doppelt soviel ccm Oxalsiure im Vergleich zur
Salzsdure mit 1 g urspriinglich isoelektrischen EiweiBes in Verbindung.
Bei pu = 2,6 haben wir 6,7 ccm n/10-HCl und 13,3 ccm n/10-Oxal-
sdure mit 1 g Eiweil verbunden. Bei pu = 3,0 sind die entsprechenden
Zahlen 5,0 ccm fir HCl und 9,5 ccm fiir Oxalsiure. Diese Zahlen
konnte man auf Grund der Titrationsversuche von HILDEBRAND mit
anorganischen Basen erwarten.

Diese quantitativen Resultate beweisen, daBl, wenn man Siure zu
einer gegebenen Masse von urspriinglich isoelektrischem, krystallisiertem
Eiereiwei zufiigt, bei derselben Wasserstoffionenkonzentration der
Losung gleiche Mengen Wasserstoffionen mit Eiweil in Verbindung
treten, gleichviel ob man eine starke Sdure oder eine schwache Saure
zusetzt. Diese Tatsache ist der Ausdruck dafiir, daB EiweiBkorper sich
mit den Wasserstoffionen von Sauren stochiometrisch verbinden. Die
einfachste Annahme ist, daB die Wasserstoffionen vom Eiereiweil
chemisch gebunden werden. Diese Resultate unterscheiden sich von den
gewohnlichen Tatsachen, die in der analytischen Chemie gebrauchlich
sind, nur dadurch, daB im letzten Falle immer bis zu einer Konzentration
in der Nihe von pu 7,0 titriert wird, wihrend in unseren Versuchen
fiir verschiedene Konzentrationen zwischen px 4,8 und 2,5 titriert
wurde. Die Vernachlissigung der Wasserstoffionenkonzentration ist

4*
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schuld daran, daB diese einfachen Tatsachen nicht schon langst gefunden
waren. Sonst wire niemand auf den Gedanken gekommen, dafl Sduren
sich mit Eiweikorpern nach der Adsorptionsregel verbinden.
Diese Titrationsversuche sind deshalb von besonderem Wert, weil
das krystallinische Eiereiweil wahrscheinlich von den verwendbaren
Proteinen gegenwartig das
\ reinste ist.

27 . .
. Den gleichen Beweis

20 .
9 \ kann man auch fiir andere
\ Proteine liefern, z. B. fiir

78
- \ Gelatine, Wir verwandten

7% dazu eine Stammlésung
75 \ l\ isoelektrischer Gelatine.
\

/./

Das Material wurde in der
Weise gewonnen, daf} die

kidufliche Gelatine mit
Ay einem ¢y von 7,0 pulveri-
siert und fir 1 Stunde
bei 15° in eine m/128-
Essigsdure eingetragen
\ \ wurde. Fiir jedes Gramm
Gelatine wurden 100 ccm
der  verdiinnten Siure
gebraucht. Die Gelatine
N wurde dann 4—5mal mit
N\ Wasser von 5° gewaschen.
Die Vorratslgsung war

8prozentig, ihr Gelatine-
Abb. 7. Titrationskurven fiir 1proz. Losungen gehalt wurde durch Be-
urspriinglich isoelektrischer Gelatine mit HCI,
H,SO,, Oxalsgure und H,PO,, aus welchen sich | | . .
der stochiometrische Charakter der Gelatine- wichtes ermittelt. Fir die

Saureverbindungen ergibt. Versuche wurden 50 ccm

einer 2proz. Losung von
isoelektrischer Gelatine mit verschiedenen Siuremengen versetzt und
das Volumen durch Zusatz von Wasser auf 100 ccm aufgefiillt, dessen
pu gewohnlich etwa 5,6 betrug. Es wurde so ermittelt, wieviel ccm
verschiedener n/10-Sduren notwendig waren, um 1 g isoelektrischer
Gelatine in 100 ccm Gesamtvolumen auf das gleiche py zu bringen.
Die Ergebnisse dieser Versuche werden in der Abb. 7 dargestellt.
Die Abszissen werden von den py-Werten gebildet; die Ordinaten be-
deuten die in ccm angegebenen Mengen der n/10-Salzsiure, Schwefel-
sdure, Oxalsdure und Phosphorsdure in 100 ccm der Losung der ur-
spriinglich isoelektrischen Gelatine.
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Es ist wieder unverkennbar, dal die Kurven fiir HCl und H,SO, sich
praktisch decken, und daB} weiter die Ordinaten der Kurve der Phosphor-
sdure ungefahr 3mal und die Ordinaten der Kurve fiir Oxalsdure un-
gefahr 2mal so hoch sind wie die entsprechenden Ordinaten der
Schwefel- oder Salzsdurekurve, wenigstens solange das py nicht iiber 3,2
ansteigt; bei hoheren py-

Werten zeigt die Oxalsiure- % )
kurve, der Theorie ent- 2 \
sprechend, immer groBere ” |

K 78
Abweichungen nach unten. ” N

In Abb. 8 sind die \
Mengen n/10-Sdure darge- s )
stellt, die mit dem einen 4
Gramm urspriinglich iso- 7 \
elektrischer Gelatine bei L2 = =
verschiedenem ¢y verbun- Sy L';; ==
den sinq. D.ie zugehdrigen §70 g a ’\;‘;L
Zahlen sind in der Tabelle3 § 9 - e & I\
zusammengestellt. Ausihr = ¢ «2‘7& &
geht hervor, dafl innerhalb ¢ TN
der  Versuchsfehlergrenze ; ANEYN
bei gleichem #y ange- .
nahert gleiche ~Mengen \
n/10-HCl und n/10-H,SO, 2
mit 1 g der urspriinglich p S
isoelektrischen Gelatine in
p//ZJ 2022 2% 26 38 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48

einem Gesamtvolumen von
100 ccm verbunden sind.
Bei n/10-H;PO, haben wir
etwa die dreifache Menge,
bei der n/10-Oxalsdure ist diese Menge kleiner als die doppelte
Menge Salzsiure, solange das pu > 3,0 ist. Bei pu << 3,0 verhalten
sich die Mengen der beiden Sauren entsprechend der Theorie etwa wie
1 : 2. Diese Versuche bekréftigen unsere Ansicht, nach welcher Sauren
sich mit EiweiBkorpern nach den stéchiometrischen Regeln verbinden,
eine Tatsache, die allerdings nur dann offenbar wird, wenn die
Wasserstoffionenkonzentration gebiihrend beriicksichtigt wird; d. h.
bei gleichem py einer EiweiBlosung verbinden sich gleiche Mengen von
Wasserstoffionen mit einer gegebenen Menge von urspriinglich isoelek-
trischem EiweiB, gleichviel ob man eine schwache oder eine starke
Siure zusetzt.

Aus der Abb. 8 geht hervor, da in Portionen von 100 ccm einer
1 proz. Losung urspriinglich isoelektrischer Gelatine mit verschiedenen

Abb. 8. Verbindungskurven von Sauren mit
Gelatine, die gleichfalls den stéchiometrischen
Charakter der Verbindungen erkennen lassen.
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Salzsiduremengen anfangs die Menge des gebildeten Gelatinechlorids
rasch mit steigenden Salzsiuremengen zunimmt. Bei pu = 2,6 biegt
die Kurve um und verlduft parallel zur Abszissenachse. Daraus geht
hervor, dafl praktisch die gesamte Gelatinemenge mit der Salzsiure in
Verbindung getreten ist, so dal weiterer Salzsdurezusatz die Menge des
Gelatinechlorids nicht vermehren kann. Von theoretischer Wichtigkeit
war die Klarung der Frage, ob die Kurve der mit Salzsiure verbundenen
Gelatine auch bei weiterem Zusatz von Salzsiure noch der Abszissen-
achse parallel bleibt. Diese Liicke hat Dr. HITCHCOCK mittels der Me-

5 72
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pH 10 75 40 45 30 35 40 45 50
X = 1proz. Gelatine. e = 2,5proz. Gelatine. & = 5proz. Gelatine.
Abb. 9. Verbindungskurve isoelektrischer Gelatine nach
HircHcock. Bei py-Werten unter 2,5 kann die Menge
des gebildeten Gelatinechlorids durch weiteren Salzsiure-
zusatz nicht mehr vergréB8ert werden.

thode des Verfassers ausgefiillt. HITCHCOCK stellte seine Versuche mit
1-, 2,5- und 5proz. Losungen urspriinglich isoelektrischer Gelatine an
und ermittelte die Kurve fiir die Verbindung zwischen HCl und Gelatine
(Abb. 9). Es ergibt sich, dal die Kurve zwischen py = 1,0 und 2,0
horizontal verlduft, ein Beweis, daBl in diesem Bereich die gesamte Gela-
tine mit der Sdure verbunden ist. LroyDp und MAYES?) hatten irrtiim-
licherweise angegeben, da die Kurve unregelmiBig sei.

,,Die maximale Hohe der Kurve der Abb. 9, welche 9,2 Millimolen
Salzsdure auf 10 g Gelatine entspricht, 148t erkennen, daB eine
1proz. Gelatineldsung gegen Salzsiure eine Normalitit von 0,0092
hat, daB somit das Verbindungsgewicht der Gelatine 10 : 0,0092
= etwa 1090 betragt. Obgleich der exakte Wert des Maximums noch
etwas unbestimmt ist, trifft dieser Wert des Verbindungsgewichts der Ge-
latine wahrscheinlich besser zu als die kleineren Zahlen von PROCTER 2),
WiLson3), WINTGEN und KRUGER?) und WINTGEN und VOGEL5), denn

1) Lroyp, D. J. u. C. Maves: Proc. of the roy. soc. of London (B.) Bd. 93,
S. 69. 1922.

2) PROCTER, H. R.: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 105, S. 313. 1914.

3) WILsoN, J. A.: Journ. of the Americ. leather chem. assoc. Bd. 12, S. 108. 1917.

4) WintGEN, R. u. K. KrRUGER: Kolloid-Zeitschr. Bd. 28, S.81. 1921.

5) WintGEN, R. u. H. Voger: Kolloid-Zeitschr, Bd. 30, S. 45. 1922.
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unserer Rechnung liegen einfachere und wahrscheinlichere Voraus-
setzungen zugrunde. AuBerdem verfiigten die fritheren Forscher nicht
iiber aschefreie oder isoelektrische Gelatinel).

Tabelle 3.
ccm nf10-Sdure, die in einem Gesamtvolumen von
100 ccm mit 1 g urspriinglich isoelektrischer Gelatine
verbunden sind.

Pu HCl H,SO, Oxalsdure H,PO,
4,0 2,7 3,9 6,95
3.8 3.9 3,75 5.5 9.4

3,6 4,8 4,8 7,3 12,3

3.4 5,6 575 9.1 15,2

3,2 6,4 6,75 11,0 18,0

3,0 7,2 7,5 13,15 20,7

2,8 7,9 8,25 15,3 23,6

2,6 8,35 8,8 17,1 26,2

2,4 8,5 9.3 18,0

Ahnliche Versuche hat der Verfasser mit Casein angestellt. Das
Material wurde nach der Methode von L. L. vAN SLYKE und J. C. BAKER ?)
zubereitet. Die beiden Autoren beschrieben im Jahre 1918 eine Methode
zur Darstellung ,reinen Caseins aus abgerahmter Milch, die dadurch
gekennzeichnet war, daB

,,ganz allmidhlich der Milch Sdure zugesetzt wird und durch sofortiges
Verriihren verhindert wird, daB dort, wo die Siure zuerst mit der
Milch in Beriihrung tritt, das Casein gerinnt. Zu diesem Zweck wird
die Saure unter die Oberfliche der Milch gebracht, welche durch
eine mechanische Vorrichtung heftig geriihrt wird. Wenn die Aciditat
gerade unterhalb des Gerinnungspunktes des Caseins ist, wird 3 Stunden
lang unter gelindem Riithren gewartet und dann wieder unter heftigem
Riihren langsam bis zur eintretenden Gerinnung des Caseins Siure zu-
gesetzt. Auf diese Weise erhalt man das Casein in der feinstmog-
lichen Verteilung.*

Man zentrifugiert das koagulierte Casein ab, wischt es wiederholt
und erhidlt so ein Prédparat, das frei von anorganischem Phosphor und
von Calcium ist. Nach der Angabe von VAN SLYKE und BAKER betrigt
das pu dieses Caseins ungefahr 4,5—5,6, d.h. es ist gerade unterhalb
seines isoelektrischen Punktes. Das wesentliche Kennzeichen der Me-
thode von vAN SLYKE und BAKER besteht demnach darin, daB die
Milch oder die Caseinlosung allméhlich ungefdhr auf das pu des iso-
elektrischen Caseins gebracht wird. Der Verfasser hat fiir die Gelatine

1) HircHcock, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 738. 1921/22.
2) vaN SLYKE, L. L. u. J. C. BAKER: Journ. of biol. chem. Bd. 35, S.127.
1918.
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nachgewiesen, daB} sie im isoelektrischen Punkt alle ionisierenden Ver-
unreinigungen abgibt. Die Versuche von VAN SLYKE und BAKER
zeigen, daB dasselbe Prinzip auch fiir das Casein gilt. Das nach der
Methode von VAN SLYKE und BAKER hergestellte Casein ist auch frei
von Lactalbumin, denn dieses Protein ist bei einem py von 4,5 oder

4,7 16slich und wird infolge-

;ﬁ dessen aus dem unléslichen
% it isoelektrischen Casein ausge-
3y \ waschen.

32 \ \ Bei unseren Versuchen?)
S | gebrauchten wir Caseinprédpa-
2 Y S .

Sz = rate, die nach der VAN SLYKE-
D26 = und BAkERschen Methode her-
N % .
< = 5 gestellt wurden, und zwar ein-
N2z = \ mal aus gerahmter Milch und
\] \ ) )
§217 =Y \ ferner aus einem ,,reinen Ca-
NK A sein‘‘ des Handels. Mit beiden
N \ . ~ Praparaten erhielten wir prak-
§:” ‘ N tisch die gleichen Resultate.
S N Das Casein wurde noch in
N
S, N Aceton gewaschen, um Spuren
§ 6 N von Fett zu entfernen.
“ . Nur eine geringe Zahl von
2 * ° Sduren ist zur Herstellung
° 1proz. Caseinldsungen wegen

g
P T 16 18 50 22 2% 26 38 30 32 3% 36 38 40

ﬁbb' 10. . ]ii‘a Ordina;f‘;obedgflte,n ddie meisten Casein - Sdureanion -
- .- , die in den . .

engen n/10-FICl resp. -H,PO, " Salze geeignet. Immerhin kann

iproz. Caseinlésungen enthalten waren,

die Abszissen das zugehérige py der IMan Caseinchlorid und Casein-
Losungen. Die Ordinaten verhalten sich phosphat in 1proz. Lésungen
etwa wie 1:3. miteinander vergleichen. Je

1 g des nach VAN SLYKE

und BAKER hergestellten isoelektrischen Caseins wurde in 100 ccm einer
wisserigen Losung mit einem Gehalt von 1, 2, 3 usw. ccm n/10-HCl
oder n/10-HzPO, eingetragen. Das py dieser Caseinldsungen wurde
mittels der Gaskette ermittelt. Die Ergebnisse wurden in der Weise
dargestellt, daB graphisch die py-Werte als Abszissen aufgetragen
wurden und dariiber als Ordinaten die Sduremengen, nach deren Zusatz
die EiweiBlosung eben dieses py angenommen hatte. Das Caseinchlorid
oder Caseinphosphat ist in einer Konzentration von 19, nicht vollig
16slich, solange das py etwa bei 3,0 oder etwas darunter liegt. Bei einem

der geringen Loslichkeit der

1) LoeB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.3, S.547. 1920/21.
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zu grofBen Sduregehalt, d. h. bei einem px von 1,6 oder méglicherweise
etwas dariiber, scheidet sich ebenfalls Casein aus einer 1proz. Lo-
sung aus.

Die Titrationskurven fiir HCl und H;PO, sind in der Abb. 10 dar-
gestellt. - In dem Bereich, in welchem die Caseinsalze als 1proz. Lésungen
bestdndig sind, sind die Kurven ausgezogen. Sie zeigen, daB etwa
3mal soviel ccm der n/10-HgPO, dazu nétig sind, um 1 g vorher iso-
elektrischen Caseins in 1proz. Losung auf ein bestimmtes px zu bringen,
als wenn man Salzsdure dazu verwendet; mit anderen Worten: H;PO,
verbindet sich mit dem Casein in molekularen Verhiltnissen, wie man
auch erwarten sollte,

wenn das Caseinphos- 8 Y
phat eine echte chemi-  }# N
. . “©
sche Verbindung ist. NG }Q\%
Die entsprechenden Y \‘\
Kurven fiir Caseinsulfat :°§3 S5 ’—'\"e’gv AN
und Caseinoxalat konn- é% s N \&
ten nicht gezeichnet 39§ N
. . Rye =40
werden, denn diese bei- S§ AR
. Sy b,
den Salze sind zu schwer 3
v s . . 2 [ .
loslich. Das gleiche gilt S )
auch fur die Caseinsalz- pH5 20 25 30 35 40 45

verbindungen mit an- s 44 Dpie mit 0,45 g Edestin in 100 com
deren Sduren, z. B. verbundenen Mengen HCI, H,S0,, H,C,0, und
Trichloressigsdure. H,PO, sind die Ordinaten, die zugehérigen

Derartige Unter- #Pu-Werte die Abszissen. Diese Werte sind die
Differenzen von Titrationskurven mit und ohne

Suchungen hat, HITICH_ Protein. Die Werte fir H,PO, sind berechnet
cock?) auf zwei weitere (nach HITCHCOCK).

EiweiB3korper ausge-

dehnt: auf Edestin und Serumglobulin. In der Abb. 11 sind die Mengen
von HCl, H,SO,, H,C,0, und HzPO, graphisch dargestellt, die sich
mit 0,45 g Edestin in einem Gesamtvolumen von 100 ccm verbinden?).
Hitcacocks Resultate bestitigen die Ergebnisse des Verfassers fiir
Gelatine, Eiereiwei und Casein. Es unterliegt kaum einem Zweifel,
daB derartige Titrations- und Verbindungskurven bei allen Eiweil3-

1) Hircucock, D.I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.597. 1921/22; Bd.5,
S. 35. 1922/23.

2) Um eine richtige Verbindungskurve eines EiweiBkorpers mit einer schwachen
Saure wie Phosphorsiure zu erhalten, muB man beriicksichtigen, da8 nach dem
Massenwirkungsgesetz das Anion des Proteinsduresalzes die Ionisation der schwa-
chen Siure verringert. Wie man diesen EinfluB quantitativ verfolgt, findet man
bei W. Pauri: Kolloidchemie der EiweiBkorper. 1. Hilfte, S. 57. Dresden und
Leipzig 1920; und bei D.I. Hircucock: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.597.
1921/22. .
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korpern festzustellen sind und daB wir deshalb sagen konnen, da8 sich
alle EiweiBkorper stéchiometrisch mit Sduren verbinden.

3. Weitere Titrationskurven fiir Gelatine mit schwachen
und starken Siuren.
Die Sauremenge, die man braucht, um eine 1proz. Ldsung eines

urspriinglich isoelektrischen EiweiBkorpers (z. B. Gelatine) auf das
gleiche py zu bringen, ist

@ | je nach der Art der Siure
Z | verschieden. Dies geht
25 | aus den Titrationskurven
§"o’0 ) ! der Abb. 12 hervor. Die
85 Abb. 12 enthilt die Ti-
L7 \ | trationskurven fiir 1 g
Qa5 \ trockene,  urspriinglich
N i ‘§'~ isoelektrische Gelatine in
§ss g\g‘ 100 ccm wisseriger Lo-
S w0} = AR sung mit HCl, HBr, HI,
i:: Subbrsaligturd %ﬁa ;%'%; H2594, ‘Sulfosalicylséure
S 2 — samtlich n/10 — und
IR 24 Y. ‘ ebenfalls mit den drei
EZ ?ﬁ>§~/¥z 50y \ schwachen einbasischen
3 2 A% \ \ Siuren: Milchsiure, Pro-
s pionsaure und Essigsiure.
» i X - : \"'\ Erwartungsgemi8 fal-
5 A ey N len die Titrationskurven

bei HCI, HBr und HI

Abb. 12. Titrationskurven fiir Gelatine mit ver- prz.lkhSCh mit dener'l de.r
schiedenen starken und schwachen Siuren. beiden starken zweibasi-
schen Sauren H,SO, und

Sulfosalicylsdure zusammen; d.h. die beiden starken zweibasischen
Sauren verbinden sich mit dem EiweiBkérper in dquivalenten Verhilt-
nissen. Bei den schwachen einbasischen Siuren miissen stirkere Kon-
zentrationen genommen werden, um die EiweiBlosung auf das gleiche
pu zu bringen. Wihrend man 5 ccm von den starken n/10-Siuren
braucht, um die 100 ccm Losung mit 1 g urspriinglich isoelektrischer
Gelatine auf ein py von 3,6 zu bringen, muB man 10 ccm n/10-Milch-
sdure und 65 ccm n/10-Essig- oder Propionsiure nehmen, um das gleiche
zu erreichen. Dabei ist die Konzentration der ionisierten Gelatine in
allen Saurelosungen von gleichem py die gleiche, unabhingig von der
Natur der Saure.

L iy
p/faw 78 20 22 2% 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 .
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Bei den Versuchen mit den schwachen Sduren braucht man sehr
groBe Siuremengen; es geht deshalb nicht recht an, graphisch diejenige
Sauremenge darzustellen, die mit einer gegebenen EiweiBmenge ver-
bunden ist, wie es bei der Salzsdure geschehen ist. Im siebenten Kapitel
wird aber mittels einer indirekten Methode gezeigt werden, daBl die
Anionenmenge, die mit einer gegebenen Proteinmenge verbunden ist,
bei gleichem py und bei gleichem Gesamtvolumen der Losung die gleiche
ist, mag die Saure stark oder schwach sein.

4. Titrationskurven fiir genuines Eieralbumin mit Alkali.

Wenn man feststellt, wieviel ccm n/10-KOH, NaOH, Ca(OH),
und Ba(OH), in 100 ccm einer 1proz. Losung urspriinglich isoelek-
trischen krystallisierten EiereiweiBes vorhanden sein miissen, um die
Lésung auf das gleiche py zu bringen, so stellt sich heraus, daB diese
Zahlen die gleichen sind und daB die Werte bei diesen 4 Basen auf
einer Kurve liegen, d. h.:
Ca(OH), und Ba(OH), ver- 5
binden sich nach aquiva- .g77
lenten - Verhdltnissen mit 7%

R
krystallisiertem Eierei- X7
wei3, also nach der gleichen %7‘/
stochiometrischen  Regel, 'é’ 78

nach welcher sie mit kry- 3
stalloiden Sauren in Ver- 3
bindung treten. Dies gilt §

gleichmiBig fir die Ver- EZ |
bjndung dieser Basen mit §, JIRW,
krystallisiertem, isoelektri- N P /
schem Albumin (Abb. 13), 3 5 /

mit Casein (Abb.14) und mit § 4 /.
Gelatine (Abb. 15). Hierbei x 3 -

enthielt die Losung nur un- S 2 —

gefahr 0,8 g der urspriing- § 7 ;g/

}ich isoelektﬁ§FhenGelatine /79,,——45 T Ty S R R
n 100 ccm Losungl). Abb. 13. Titrationskurven fiir isoelektrisches Al-
Diese Ergebnisse hat pumin mit NH,0H®, NaOH® und Ca(OH),A,
Hircrcock fiir Edestin und samtl. n/10.
Serumglobulin erweitert.
Zum Schlufl mag die Frage erortert werden, wieviel -Saure- oder
Alkalimolekiile sich mit einem Proteinmolekiil verbinden kénnen. Die

Stetigkeit der Titrationskurven der isoelektrischen EiweiBkorper mit

X

1) LoEs, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd.3, S.85. 1920/21.
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Abb. 14. Titrationskurven fiir isoelektrisches

Casein

mit NaOH®, Ca(OH),°,
Ba(OH),A, samtl. n/10.

KOHA,

S
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v

PH4T 52 57 62 67 12 17 82 87 92 97 12 47 12 17 12

isoelektr. Ge-
latine mit NaOH°, KOHA, Ba(OH), und

Abb. 15.

Titrationskurven fiir

Ca(OH),*, samtl. n/10.

Sauren rechtfertigt die An-
sicht, dafl entweder ein
oder mehrere Molekiile
einer einbasischen S#ure,
z. B. Salzsdure, sich mit
dem Protein verbinden,
sonst konnte die Kurve
nicht stetig sein. Es ist
nicht wahrscheinlich, daf
sich nur ein Sduremolekiil
mit einem EiweiBmolekiil
verbindet.

PROCTER und WIiLsoN?)
sind zu der Uberzeugung
gekommen, daB das Aqui-
valentgewicht der Gelatine
768 betrigt, WINTGEN und
KRUGER?) geben dafiir die
Zahl 839 an. HITCHCOCK?3)
fand, wie wir oben fest-
gestellt haben, eine hohere
Zahl, 1090.

Nach den neuen Ana-
lysen von DAKINY) ent-
hilt Gelatine 1,49, Phenyl-
alanin, woraus sich als
kleinstes Molekulargewicht
der Gelatine 11 800 ergibt.
Der Wert von HITCHCOCK
fithrt dazu, anzunehmen,
daB etwa 10 Molekiile einer
einbasischen Siure oder ein
Vielfaches davon sich mit
einem Gelatinemolekiil ver-
binden.

CouN und HENDRY?)
berechneten aus den Titra-

1) WiLson, J. A.: Journ. of the Americ. leather chem. assoc. Bd. 12, S. 108. 1917.

2) WinTGEN, R. u. K. KrRUGER: Kolloid-Zeitschr. Bd. 28, S. 81.

1921.

3), Hitcucock, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.733. 1921/22; Bd.6,
S.95. 1923/24.

4) Daxin, H. D.: Journ. of biol. chem. Bd. 44, S.499.

1920.

5) Conn, E. J. u. J. L. HENDRY: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 548. 1922/23.
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tionskurven fiir Casein mit NaOH ein Aquivalentgewicht von 2100 fiir
Casein. DAxRIN fand ungefdhr 1,79, Tryptophan in Casein, und auf
Grund dieser Zahl muB das Molekulargewicht von Casein 12000 (oder ein
ganzzahliges Vielfaches von 12000) sein. Danach sollte 1 Molekiil Casein 6
(oder ein Vielfaches von 6) Hydroxylionen binden kénnen. ConN und
HENDRY zeigen, daf die Berechnung des Molekulargewichts von Casein
aus dem Schwefel- und Phosphorgehalt des Caseins ebenfalls mit dem Mole-
kulargewicht iibereinstimmt, das aus den Titrationskurven berechnet ist.
Minimales Molekulargewicht von Casein berechnet aus Tryptophan (Mittel) 12,000

” » oo " ,» Phosphor .3 . . . 13,116
" » " . " ,» Schwefel .3 . . . 12,654
Aquivalentes Verbindungsgewicht von Casein fir NaOH .6. . . . . . 12,600.

Alle diese Daten zwingen zur Annahme, dall EiweiBkorper sich
stochiometrisch und chemisch mit Sduren und Alkalien verbinden.

Als das Ergebnis aller dieser Titrationsversuche, bei welchen anorga-
nische Reste mit EiweiBkorpern in chemische Verbindungen gebracht
wurden, kann festgestellt werden, daB die Regeln, nach welchen Siuren
und Basen sich mit Proteinen verbinden, mit den Gesetzen identisch sind,
nach denen Siuren und Basen sich mit Krystalloiden verbinden. Mit
anderen Worten: Die Krifte, mittels deren Gelatine, Eiereiwei3 und
Casein (und wahrscheinlich ganz allgemein die Proteine) sich mit Siuren
und Basen verbinden, sind die rein chemischen Krifte der Haupt-
valenzen. Es bleibt also nichts Mysterioses mehr iibrig, denn die Pro-
teine bestehen aus Aminosduren, die echte Krystalloide sind und sich
mit Sduren und Basen nach den stdchiometrischen Regeln verbinden,
wie TAGUE?!) und ECKWEILER, NOYES und FALK?) gezeigt haben. Die
letzteren Autoren wiesen das gleiche auch fiir Dipeptide nach. Es wire
iberraschend, wenn die Proteine, die ja Polypeptide sind, sich nicht
ebenso nach stochiometrischen Regeln mit Sduren und Basen verbinden
sollten. ;

Hier erhebt sich die Frage: Wie ist die Tatsache, dal die Proteine
sich nach stochiometrischen Regeln verbinden, damit zu vereinigen,
daB die Proteinlosungen hiufig Molekiilaggregate enthalten? Diese
letztere Erscheinung fithrte zu der Annahme, dal an der Oberflache
jeder Micelle Adsorptionserscheinungen statthitten (ohne dafl indessen
ein zwingender Grund fiir diese Ansicht vorlag). Die Eiweillmicellen,
die in einer wisserigen Gelatinelésung vorkommen kénnen, diirfen nicht
mit metallischen Kiigelchen oder Oltrépichen, die in Wasser suspendiert
sind, verglichen werden, bei denen die beiden Phasen durch eine zusam-
menhingende, fiir die gelosten Elektrolyte undurchgéngige Grenzschicht

1) Tacug, E.L.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd.42, S.173. 1920.
2) EckweILER, H., H. M. Noves u. K. G. FALK: Journ. of gen. physiol. Bd. 3,
S.291. 1920/21. .
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getrennt sind. Wenn eine 1proz. Gelatinelosung zu einem Gel erstarrt,
so bleibt die gleichmifBige Verteilung der Gelmolekiile in dem Wasser
unverdndert. Es mag sein, daB bei der Gelbildung die Gelatine-
molekiile in eine definiertere Beziehung zueinander treten. Dabei
bleibt aber ihr mittlerer Abstand voneinander wahrscheinlich unver-
andert. Die Zwischenrdume zwischen den Molekiilen bleiben gleich, und
da Wasser, Siure oder Alkali ohne Schwierigkeit durch ein Gel diffun-
dieren, so bleiben die Proteinmolekiile und Proteinionen fiir Alkali
oder Siure ebenso zuginglich wie in echter Losung befindliche Molekiile
oder Ionen. Die Micellen der in Losung befindlichen Gelatine stellen
submikroskopische Gallertteilchen dar, und es ist kein Grund einzusehen,
weshalb die Reaktionen zwischen Gelatine und Elektrolyten aufhéren
sollten, nach stéchiometrischen Regeln vor sich zu gehen, wenn der
EiweiBkorper vollig in den Gelzustand iibergegangen ist.

Die in diesem Kapitel mitgeteilten Kurven, welche die Ergebnisse
der Titrationsexperimente und die Zusammensetzung der Protein-Salz-
Verbindungen wiedergeben, erlautern gleichzeitig, weshalb man mit
Notwendigkeit die relative Wirksamkeit zweier Ionenarten mit gleich-
sinniger Ladung nicht nur bei gleicher Konzentration des vorher iso-
elektrischen EiweiBles, sondern auch bei gleichem py vergleichen muB.
Die Abb. 6, 8, 9, 11, 13, 14 und 15, welche die Kurven enthalten, die
angeben, wieviel von der zugesetzten Siure oder Base mit dem Eiwei3
verbunden ist, lassen erkennen, dafl solange der Sduren- oder Basen-
zusatz zu der Losung des isoelektrischen Proteins ein bestimmtes Maf
nicht tiberschreitet, nur ein Teil der Proteinmenge bei dem dazugehorigen
pu als Salz vorhanden ist, wahrend der Rest nichtionisiertes Protein dar-
stellt. Nur bei hinreichendem Zusatz von Siure oder Base geht die
gesamte Proteinmenge in Proteinsalz iiber. Die Verbindungskurven
zeigen, daB bei gleichem py der gleiche Bruchteil des im Reaktions-
gemisch vorhandenen Proteins als Proteinsalz existiert. Wenn man die
relative Wirksamkeit verschiedener Ionen bei der Verbindung mit
einem Protein vergleichen will, muB man das vorher isoelektrische
Protein jedesmal in gleicher Konzentration verwenden und dafiir
sorgen, daB in jedem Versuch der gleiche Bruchteil des vorhandenen
Proteins mit den betreffenden Ionen verbunden ist. Diesen beiden Be-
dingungen wird man nur dann gerecht, wenn die zu vergleichenden
Proteinsalzlésungen sowohl die gleiche Konzentration an urspriinglich
isoelektrischem Protein als auch an Wasserstoffionen aufweisen.

Vor der Kenntnis der in diesem Kapitel erlduterten Titrations- und
Verbindungskurven war kein Grund vorhanden, die Wirkungen ver-
schiedener Ionen nur bei gleichem py miteinander zu vergleichen. Nun-
mehr ist aber der Experimentator gezwungen, seine Methoden dieser
Erkenntnis anzupassen und bei vergleichenden Untersuchungen iiber
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Ionenwirkungen auf die physikalischen Eigenschaften der Proteine oder
der Proteinlésungen die Wasserstoffionenkonzentration zugrunde zu
legen. Ferner muBl notwendig darauf hingewiesen werden, daB diese
Wasserstoffionenkonzentrationen aus Messungen mittels der Wasser-
stoffelektrode und nicht aus Bestimmungen der Leitfiahigkeit berech-
net werden miissen. Chemische Reaktionen werden durch die Ionen-
aktivitdt und nicht durch die Ionenbeweglichkeit bestimmt.

Man hat angefithrt, daB bestimmte Proteine, z. B. Gelatine, eine
Mischung zweier oder mehrerer EiweiBkoérper darstellen. Dies mag
zutreffen oder auch nicht — wahrscheinlich gilt diese Ansicht nicht fiir
das krystallinische Eiereiwei. Fiir den Beweis, daB Proteinlésungen
den stochiometrischen Regeln folgen, ist diese Frage indessen gegen-
standslos. Es kommt ja auch, wenn ich das stéchiometrische Verhalten
von Sauren beweisen will, nicht darauf an, ob ich HCI oder eine Mischung
von HCl und HNO,; mit Alkali titriere. Die Ergebnisse gelten auch
nicht nur fiir die Gelatine allein; mit gleicher Genauigkeit lassen sie
sich unter Verwendung anderer Proteine nachweisen, z.B. krystallini-
sches EiereiweiB, Casein, Edestin und Serumglobulin.

Hitte man die Methoden zur Messung der Wasserstoffionenkonzen-
trationen in Eiweilésungen gekannt, ehe die Anschauungen der Kolloid-
chemie sich entwickelten, so wire niemand darauf verfallen, daB Pro-
teine sich nicht nach den stéchiometrischen Regeln mit Sduren und
Basen verbinden kénnten. Die Forscher hitten stets in Betracht gezogen,
daB die aus Aminosduren bestehenden Proteine eigentlich a priori mit
Sauren und Basen ebenso nach stéchiometrischen Regeln in Beziehung
treten miiBten, wie es bei ihren Spaltprodukten, den Aminosduren
oder den Dipeptiden, der Fall ist. Fiir die Entwicklung einer Wissen-
schaft ist es stets millich, wenn Probleme in Angriff genommen werden,
bevor die richtigen Methoden fiir ihre Losung ausgearbeitet sind; dem
Wesen der Menschen entspricht es, dal die Urheber verfrithter Theorien,
die sich auf fehlerhafte oder unzulingliche Methoden stiitzen, ihre An-
sichten verteidigen, anstatt die neuen Methoden zu lernen und anzu-
wenden.

Ein neuer Beweis dafiir, daB Proteine mit Sduren echte chemische
Verbindungen bilden, die unter die bekannten Gesetze der klassischen
Chemie fallen, ist jiingst von HircHcock beigebracht worden'). Nach
der Methode von SKrRAUP wurde Gelatine mit salpetriger Sdure behandelt
und so desamidiert. Nun wurde der Gesamtstickstoff der nicht desami-
dierten Gelatine und der desamidierten Gelatine nach KjELDAHL und der
Aminostickstoff der Gelatine nach VAN SLYKE bestimmt. Es ergab sich,
daB die Gelatine durch das Desamidieren nach SKRAUP mehr Stickstoff

1) HircHcock, D. L.: Journ. of gen. physiol. Bd.6, S.95. 1923/24.
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verloren hatte, als Aminostickstoff in ihr enthalten war. Nun wurde
die SkrAaUPsche Methode dadurch modifiziert, daB die Einwirkung der
salpetrigen Siure ohne Erhitzen vor sich ging. Es stellte sich nun her-
aus, daB das Defizit an Gesamtstickstoff nunmehr genau der Menge des
Aminostickstoffs entsprach, woraus hervorgeht, dafl unter diesen Be-
dingungen der Desamidierungsvorgang lediglich in einem Ersatz der
Aminogruppen durch Hydroxylgruppen besteht.

Bevor man daran gehen konnte, die Reaktionsfihigkeit der des-
amidierten Gelatine mit Salzsiure zu untersuchen, mufBite erst der
isoelektrische Punkt dieses Produktes festgestellt werden. Es ergab sich,
daB bei Messungen des osmotischen Druckes bei verschiedenen py-
Werten nach den Vorschriften von LOEB sich ein Minimum bei pyz = 4,0
einstellte, Damit ist der isoelektrische Punkt festgelegt. SchlieBlich
wurde durch elektrometrische Titration mit der Wasserstoffelektrode
die Fihigkeit dieses Kérpers zur Verbindung mit Salzsdure gepriift,
wobei der Vorgang ahnlich wie bei den vorstehend beschriebenen Ver-
suchen mit Gelatine und anderen Proteinen war. Die Unterschiede,
die sich hierbei zwischen der Gelatine und der desamidierten Gelatine
herausstellten, waren ungefihr dem Gehalt der Gelatine an freiem
Aminostickstoff dquivalent. Aus diesen Versuchen ergibt sich also von
einer ganz anderen Seite her, daf die Reaktionen der Proteine mit Sduren
streng stochiometrische sind.

Fiinftes Kapitel

Elektrische Ladung und Stabilitét der
Suspensionen und Emulsionen.

1. Die Ladung kolloidaler Teilchen.

In der kolloidchemischen Literatur findet man héufig die Anschau-
ung, daB wisserige Losungen genuiner Proteine zweiphasische Systeme,
wie Kreidesuspensionen oder Emulsionen von Ol in Wasser, darstellen.
Bei denletzteren sollen die Teilchen am ZusammenflieBen oder am Agglu-
tinieren durch gegenseitige elektrostatische AbstoBung gehindert wer-
den, die durch elektrische Ladungen an der Oberfliche eines jeden
Teilchens bedingt ist. Ihren Ursprung hat diese Anschauung, nach wel-
cher Loésungen genuiner Proteine zweiphasische Systeme darstellen,
in den klassischen Versuchen HARDYs iiber Suspensionen fester Teilchen
gekochten Eiereiweiles. Er beobachtete, dal diese Suspensionen im
isoelektrischen Punkt, in welchem die Teilchen im elektrischen Feld
nicht mehr wanderten, am wenigsten stabil waren, und zwar deshalb,
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weil sie keine Ladung mehr trugen?). Nachdem spéter der isoelektrische
Punkt genuiner Proteine durch MICHAELIS und seine Mitarbeiter bestimmt
war, fand man, daBl viele genuine Proteine, wie Gelatine, Casein, Edestin
usw., ebenfalls im isoelektrischen Punkt ein Minimum der Léslichkeit
haben; nun wurde der Schlul gezogen, dall wisserige Losungen.genuiner
Proteine ebenfalls Suspensionen oder Emulsionen darstellen. Diese
Folgerung ging zu weit; wir werden im nichsten Kapitel sehen, da3
die Krifte, welche bestimmte genuine Eiwei8korper geldst erhalten,
die gleichen sind, welche bei Krystalloiden, z.B. Aminosiuren, die
gleiche Wirkung entfalten. Die Wasserloslichkeit genuiner Proteine
ist deshalb im isoelektrischen Punkt ein Minimum, weil hierbei das Ei-
weill nicht ionisiert ist und die nicht ionisierten Molekiile weniger 16s-
lich als die ionisierten sind. Bei Versuchen iiber die Loslichkeit der
Aminosduren, die echte Krystalloide sind, fanden MICHAELIS und
DaviDsoHN gleichfalls im isoelektrischen Punkt ein Légslichkeits-
minimum 2).

Viele Kolloidchemiker waren der Ansicht, daB3 die elektrischen La-
dungen, welche feste Teilchen in Losung halten, durch vorzugsweise
Adsorption bestimmter Ionen zustande kommen, deren Ladung dann
auf das suspendierte Teilchen iibergeht.

Indessen hat die Elektronentheorie der Materie dazu gefiihrt, die
Existenz bestimmter Potentiale an Oberflichen fester und fliissiger
Koérper anzunehmen. Diese Potentiale, die FRENKEL3) bei Metallen
und (obgleich unter anderer Bezeichnung) LENARD?) beim Wasser
behandelt hat, sind darauf zuriickzufiihren, daB3 allgemein an Ober-
flichen eine Schichtenbildung entgegengesetzt geladener Elemente
stattfindet, d. h. daB an der Oberflache jedes festen und fliissigen Korpers
sich eine elektrische Doppelschicht befindet, die durch Kréfte hervor-
gerufen wird, die von der Natur der betreffenden Substanz abhingen.
Bei festen Metallen kénnte diese elektrische Doppelschicht durch einen
UberschuB von Elektronen an der freien Oberfliche bedingt sein. Die
Doppelschicht verrat ihre Anwesenheit erst dann, wenn die beiden
Lagen getrennt werden. Dies kann man erreichen, wenn man zwei
Korper aus verschiedenen Metallen zur Beriihrung bringt. Von dem-
jenigen Metall, das in der VoLTAschen Reihe weiter nach der positiven
Seite steht, d.h. bei welchem die elektrostatische Anziehung des Atom-
kerns auf die Elektronen in der duBersten Schale kleiner ist, werden
dann Elektronen auf das mehr nach der negativen Seite zu befindliche
Metall iibergehen. Trennt man dann die beiden metallischen Kérper,

1) HarpYy, W. B.: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 66, S.110. 1900.
2) MicHAELIS, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration. S.41. Berlin 1914.
3) FRENKEL, J.: Philosoph. mag. Bd. 33, S.297. 1917.

4) LENARD, P.: Ann. d. Physik Bd.47, S.463. 1915.

[

Loeb, EiweiBkorper.
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so tragt jedes eine Ladung, das eine ist negativ, weil es jetzt einen
Elektroneniiberschufl enthalt, das andere ist positiv, weil es Elektronen
abgegeben hat.

Auf Wasseroberflichen existiert ebenfalls eine elektrische Doppel-
schicht, deren AduBlerste Lage negativ und deren tiefere Lage positiv
geladen ist. Das Vorhandensein dieser elektrischen Doppelschicht ist
erst dann wahrnehmbar, wenn die beiden Schichten voneinander ge-
trennt werden. Entfernt man mechanisch Teilchen von einer Wasser-
oberfliche, so erweisen sie sich, wenn sie klein sind, als negativ geladen;
sind sie grofer, so weisen sie keine Ladung auf. Dies hat LENARD
durch seine Versuche iiber die Wasserfallelektrizitit bewiesen. Da diese
Erscheinungen auch im Vakuum auftreten, so schlieBt LENARD, daf} die
Bildung der elektrischen Doppelschicht an der Wasseroberfliche durch
Krifte zustande kommt, die im Wasser selbst liegen. Wenn wir FREN-
KELs Terminologie auf Wasser iibertragen, kénnen wir sagen, daB das
Wasser ebenfalls ein inneres Potential hat wegen der Bildung einer
elektrischen Doppelschicht an der Oberfliche, deren duBlere Schicht
negativ geladen ist.

Handelt es sich um Gasblasen in Wasser, so besteht um jedes Bls-
chen herum selbstverstandlich wegen der dem Wasser innewohnenden
Krifte eine elektrische Doppelschicht. Werden die beiden Lagen der
Doppelschicht getrennt, so behilt das Blaschen eine elektrische Ladung,
die nach den Versuchen LENARDs negativ sein soll. Das ist in der Tat
der Fall, wie McTAGGART!) fand, der bei seinen Versuchen eine
Wanderung solcher Bldschen nach der Anode eines angelegten elektri-
schen Feldes beobachtete. MCTAGGART nimmt hiernach an, daB3 die
auBerste Lage der Wasseroberflache iiberschiissige Hydroxylionen und
die darunterliegende Wasserschicht einen UberschuB8 an Wasserstofi-
ionen enthilt. Da Elektrolyte die Oberflichenspannung des Wassers
erh6hen und aus diesem Grunde nach GiBBs unter die Oberfliche
gezogen werden, ist die Frage berechtigt, ob Wasserstoffionen die
Oberflachenspannung des Wassers nicht vielleicht starker erhohen, als
dies die Hydroxylionen tun; wire das so, dann miiBiten ja die Wasser-
stoffionen tiefer in das Wasser eindringen als die Hydroxylionen.
Wir haben noch keine Anhaltspunkte, um hieriiber zu entscheiden.

Nach McTAGGART ist es gleichgiiltig, aus welchem Gas die Bldschen
bestehen, wie man auch erwarten sollte, wenn die Bildung der Doppel-
schicht nur durch Eigenschaften des Wassers bedingt ist.

Haben wir an Stelle des Gasblaschens ein Teilchen einer indifferenten
Substanz, d. h. einer Substanz, deren Molekiile keine oder nur eine ge-
ringe Affinitdt zum Wasser haben, wie es z. B. bei reinen Ol- oder

» 1) McTaGcGarT, H. A.: Philosoph. mag. Bd.27, S.297; Bd.28, S.367. 1914.
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Kollodiumtrépfchen der Fall ist, so miiBte in ganz entsprechender Weise
auch hierbei eine elektrische Doppelschicht auftreten. Wenn die elek-
trische Doppelschicht ausschlieBlich oder hauptsichlich durch Eigen-
schaften des Wassers bedingt ist, so miiiten diese Teilchen negativ ge-
laden sein. Seitdem man nun die ersten Kataphoreseversuche ange-
stellt hat, weil man, daB in Wasser suspendierte kleine Teilchen all-
gemein negativ geladen sind. McTAGGART hat hervorgehoben, daB dies
so sein mufl, wenn die duBere Lage der elektrischen Doppelschicht
um das Gasbldschen oder um ein sonstiges Teilchen im Wasser einen
UberschuB8 an OH-Ionen enthilt.

Besteht zwischen dem Wasser und der Substanz des festen Teilchens
eine nennenswerte Affinitit, etwa dadurch, daB das Teilchen aus
ionisiertem Material besteht, so konnen Verwicklungen auftreten, die im
zweiten Teil behandelt werden sollen und jetzt iibergangen werden mégen.

Was uns jetzt interessiert, ist der EinfluB3 geloster Elektrolyte auf
das innere Potential (Dielektrizitdtskonstante) des Wassers. Natiirlich
muB3 man erwarten, dall bei Elektrolytzusatz zum Wasser die betreffen-
den Ionen sich ungleichmifBig auf die beiden Lagen der Doppelschicht
und der Oberfliche verteilen. MCTAGGART fand, da8 Salze mit drei-
oder vierwertigem Kation bei hinreichender Konzentration die Neigung
zeigen, das Vorzeichen der Ladung des Bldschens umzukehren. Nun
ist die Verteilung der entgegengesetzt geladenen Salzionen hierbei durch
Eigenschaften des Wassers bedingt, nach welchen in diesem Fall die
dreiwertigen Kationen sich in der dufleren Lage der elektrischen Doppel-
schicht anreichern. Man spricht gewohnlich von einer Adsorption des
dreiwertigen Ions durch das Gasbldschen; diese Ausdrucksweise ist aber
nur eine Metapher, denn die dreiwertigen Ionen begeben sich in die
Oberflache, nicht wegen der durch die Gasmolekiile bedingten Adsorp-
tionskrifte, sondern auf Grund von Eigenschaften des Wassers selbst.
AuBerdem kommen die elektrischen Erscheinungen bei LENARDSs
Wasserfallelektrizitit auch im Vakuum zustande, und es erscheint doch
nicht angemessen, zu sagen, daB hierbei die Hydroxylionen vom Vakuum
adsorbiert werden. Es ist also nur eine metaphorische Ausdrucks-
weise, wenn man sagt, daB die ,,adsorbierten’ Ionen ihre Ladung dem
Vakuum oder dem Gasblaschen erteilen.

Von grundlegender Bedeutung wire eine Fortsetzung der Versuche
von McTAGGART iiber die Kataphorese der Gasblaschen, um festzu-
stellen, wie die entgegengesetzt geladenen- Ionen der Elektrolyte sich
zwischen den beiden Lagen der elektrischen Doppelschicht des Wassers
verteilen (unter AusschluBl jeder Moglichkeit der Annahme einer Ad-
sorption). Da solche Versuche aber schwierig durchzuftihren sind, hat
der Verfasser Experimente mit Kollodiumteilchen angestellt. Solche
Kollodiumteilchen beeinflussen die Oberflichenbeschaffenheit des

5*
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Wassers, mit dem sie in Berithrung stehen, nur in geringem MaBe. Sie
sind wie Luftbldschen negativ geladen. Die Potentialdifferenz zwischen
Luftblaschen und Wasser betrdagt nach McTacGarT 55 Millivolt; bei
den Kollodiumteilchen fand der Verfasser als maximale Potential-
differenz gegen Wasser 70 Millivolt!). Demnach kénnten Versuche tiber
den EinfluB geloster Elektrolyte auf die Potentialdifferenz zwischen
Kollodiumteilchen und Wasser moglicherweise zu einer Vorstellung
dariiber fithren, wie die Elektrolytionen sich auf der Wasseroberfliche
verteilen wiirden, wenn sie lediglich den dem Wasser innewohnenden
Kréften unterworfen sind; daB die Beschaffenheit der Doppelschicht
in beiden Fillen wirklich dhnlich ist, ist allerdings nicht sicher.

Die Potentialdifferenz zwischen Kollodiumteilchen und Wasser kann
aus der Geschwindigkeit einzelner Teilchen im elektrischen Feld berechnet
werden. Fiir derartige Bestimmungen wurde die mikroskopische Me-
thode nach Eriis?) und Powis3) in der Anordnung von NORTHROPY)
mit nichtpolarisierbaren Elektroden angewandt. Aus der Wanderungs-
geschwindigkeit in Zentimeter pro Sekunde und aus dem Potential-
gefille in Volt pro Zentimeter mal 104 kann man die Potentialdifferenz
zwischen Kollodiumteilchen und Wasser durch Multiplikation mit 14
finden (bei ungefihr 24°). Diese Rechnung geht aus von der HELM-
HOLTZ-LAMBschen Gleichung
4nvy

KX~

wobei 1 die Viscositit der Losung, » die Wanderungsgeschwindigkeit
des Teilchens in Zentimeter pro Sekunde, K die Dielektrizititskonstante
der Losung und X das Potentialgefélle in elektrostatischen Einheiten
pro Zentimeter (die Feldstarke) bedeutet. Die Rechnung betreffende
Einzelheiten findet man bei Burton?), ELL1S, Powis oder NORTHROP.
Die Herstellung der Kollodiumsuspension ist in den Originalarbeiten
des Verfassers ausfiihrlich geschildert.

Es hatte sich herausgestellt, daB3 die Potentialdifferenz zwischen dem
Kollodiumteilchen und dem Wasser ein Minimum erreichte, wenn die
Reaktion des Wassers sich der Neutralitit ndherte. Die Teilchen blieben
bei Anwesenheit von Alkali sowohl wie von Siure negativ geladen.
Bei einer Saure- oder Laugenkonzentration von ungefihr m/512 er-
reichte die Potentialdifferenz ein Maximum und wurde bei Steigerung

PD =

1) LoeB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd.5, S.109. 1922/23.

2) Erris, R.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 78, S.321. 1911; Bd. 80, S. 597.
1912.

3) Powis, F.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd.98, S.91. 1914/15.

4) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.629. 1921/22.

5) BurtoN, E. F.: The Physical Properties of Colloidal Solutions. 2. Aufl.,
S.136—137. London usw. 1921.
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der Saure- oder Alkalikonzentration wieder kleiner. Dieses Verhalten
ist in der Abb. 16 dargestellt, in welcher die Abszissen die Saure- oder
Alkalikonzentration und die Ordinaten die Potentialdifferenz in Milli-
volt angeben. Wegen der negativen Ladung der Teilchen sind die Ordi-
naten der Kurve als negativ

aufzufassen. Die als kriti- "~ T

sche Potentialdifferenz be- NagH I~
zeichnete Linie gibt die- 1 40 NN
jenige  Potentialdifferenz PAW/ZAMN
an, unterhalb welcher die /// A\
Suspensionen nicht mehr -4 \\
stabil bleiben?). Diese Be- & |— \
obachtungen ergeben, dal §%0 \\F
Siuren wie Basen die ~N

-20 -

Teilchen negativer machen,
und wir miissen folgern,
daB die negativen Ionen
der Sduren sowohl wie der
Basen sich in der duBersten
Wasserschicht, die sichmit ;4

den Teilchen bewegt, an- 03%74:4%;%%20&4« % z% 7% 4 J% %

reichern, wiahrend die Kat- . onzentrathon
ionen sich in den tieferen Abb. 16. Kataphoretische Potentialdifferenz zwi-

schen Kollodiumteilchen u .
Schichten befinden. des Wassers l;letrug cufsl;rﬁrrllzli?];aissgefé]?lis‘foﬁ
Die gleiche Wirkung

beobachten wir, wenn wir Salze an die Stelle der Siuren oder
Basen setzen. Die Anionen gehen in die #uBerste Wasser-
schicht und machen die Lage, die an den Kollodiumteilchen
héngt, negativer, vorausgesetzt daBl die anfingliche Potentialdifferenz
niedrig war. Je hoherwertig das Anion des Salzes ist, um so niedriger
ist die Salzkonzentration, bei welcher die maximale Potentialdifferenz
von etwa 70 Millivolt erreicht wird. Bei hoherer Salzkonzentration
verringert sich die Potentialdifferenz wahrscheinlich deshalb, weil nun-
mehr eine groBere Anzahl von Kationen in die oberflichlichsten Wasser-
schichten gelangen kann. Es besteht immer eine Tendenz, das Kation
von der Oberfliche wegzudringen, aber diese Tendenz ist vielleicht
um so kleiner, je hoher die Valenz des Kations ist. Drei- und vierwertige
Kationen scheinen mit besonderer Leichtigkeit in die oberflachlichsten
Wasserschichten gelangen zu kénnen, woraus sich die Tatsache ergibt,
daf durch den Zusatz eines Salzes mit dreiwertigem Kation, wie LaCl;,

L. (frische £L.

N

M
8

1) Diese und die folgenden Versuche werden nach der Arbeit von J. LoEB:
Journ. of gen. physiol. Bd.5, S.109. 1922/23, wiedergegeben.,
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das Vorzeichen der Potentialdifferenz umgekehrt wird, das Kollodium-
teilchen also positive und das Wasser negative Ladung annimmt.
Wie die Potentialdifferenzen zwischen Kollodiumteilchen und den
Losungen von fiinf verschiedenen Salzen: Ferrocyannatrium, Natrium-
sulfat, Chlornatrium, Chlorcalcium und Lanthanchlorid, bei einem
p=u von 5,8 sich verhalten, gibt die Abb. 17 wieder. Diese Versuchsreihe
sollte die relative Wirkung der Valenzen bei Anionen und Kationen
auf die mittels der Kata-
. Nt ] Phorf:se gemessene Poten-
& h tialdifferenz kliren. Durch
-4 ARYd 5 Zusatz eines Salzes mit
T AN N\ einem einwertigen Kation
-50 /9 /@ \ (Na) konnte man die Po-
tentialdifferenz biszu einem
Y ) X \ ng'imum von ungef.ﬁhr. 70
are T NN Millivolt bnr{gen. Die hier-
zu erforderlichen Mengen
) \ L waren beim Ferrocyan-
1| ritsike PO] NN natrium am geringsten,
. etwasgroBer beim Natrium-
~Se h sulfatund noch etwasgroBer
0 ~ beim Chlornatrium. Eine
weitere  Steigerung der
S z,\_},\z, S Salzkonzentrationen  be-
Abb f;im?)zzf M]?:ﬂl?é Si/;::cﬁlei;eferwszlz: irz1 wirkte einen raschen Ab-
verst.:hie;ienen Konzentrationen auf die kata- fa.ll' der POtentlaldlﬁer?nz'
phoretische Potentialdifferenz von Kollodium- Beim  Ferrocyannatrium
teilchen gegen Wasser vom py 5,8. war das Maximum nur

wenig hoher ‘als beim
Natriumsulfat und bei letzterem wiederum nur wenig héher als beim NaCl.
Weiter zeigt Abb. 17, daB der anfingliche Anstieg der Potential-
differenz entweder gar nicht oder nur bei einer sehr geringen Konzen-
tration auftrat, wenn Lanthanchlorid zugesetzt wurde, und daB im
Falle des Chlorcalciums nur ein kleiner Anstieg erfolgte. Hierbei war
das Maximum der Potentialdifferenz 36 Millivolt bei einer Konzentration
von m/2048. Die Kurven senkten sich nach erreichtem Maximum sehr
rasch, und dieser Abfall ist offenbar nur durch das Kation bedingt.
Ein Vergleich der absteigenden Kurvendste ergibt folgendes: Wenn
man die Potentialdifferenz vom Maximum bis auf einen bestimmten
Betrag, z. B. auf 27,5 Millivolt, senken will, so sind die dazu erforder-
lichen molekularen Salzkonzentrationen bei

&

N
e
//

A

NaCl . . . ... .. .. m/8 Na,Fe(CN), etwas geringer als m/32
Na,SO, . . . . . . ... m/16 CaCl, . . zwischen m/128 und m/256.
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Die Wirkung der 3 Natriumsalze ist also bei der gleichen Kationenkon-
zentration die gleiche und hat mit dem Anion nichts zu tun, wihrend

die Wirkung des CaCl,
16—32mal so stark wie
beim Na(Cl ist. Un-
zweifelhaft wird also die
Potentialdifferenz durch
die Anwesenheit des-
jenigen Ions vermin-
dert, dessen Ladung
der des Kollodium-
teilchens (oder besser
der mit dem Teilchen
sich bewegenden Wasser-
schicht) entgegengesetzt
ist, denn das Teilchen
ist negativ  geladen.
Diese Befunde stehen
mit der HArRDYschen
Regel in Ubereinstim-
mung.

LaCl; vermindert bei
pu = 5,8 die Potential-
differenz schon bei ge-
ringenKonzentrationen;
bei einer molekularen

Konzentration vonm/64

ist die Potentialdiffe-
renz schon gleich Null
(Abb. 17). Bei weiterer
Steigerung der LaCls-
Konzentration andert

die Potentialdifferenzihr :

Vorzeichen; die Kollo-
diumteilchen = werden
dann positiv und das
Wasser negativ. Mc
TAGGART fand diegleiche
Umkehrung der Ladung
bei Gasbldaschen unter
Verwendung dreiwerti-
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Abb. 18. Der EinfluB von LiCl®, NaCl® und
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Abb. 19. Gleiche Versuchsanordnung wie in Abb. 17
mit Ausnahme des py, das hier 4.7 betrigt.
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kehrung ist demnach in erster Linie, falls nicht ausschlieBlich, in
Eigenschaften des Wassers zu erblicken. Nun erhob sich die weitere
Frage, ob auBler der Wertigkeit noch andere Eigenschaften des Ions
zu der geschilderten Wirkung beitragen. Der Verfasser erwartete

' Unterschiede in dieser Be-

-40 T ziehung zwischen LiCl,

— q NaCl und KCl. Indessen
70 @ N beeinflussen diese 3 Salze
w } R die Potentialdifferenz ganz

gleichmaBlig  (Abb. 18).
Die Versuche wurden bei
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-u ; 'QAV"\\# kleinen Abweichungen lie-
S < EAVBAN gen innerhalb der Fehler-
30 A AN grenze. Aus Abb. 19 er-
\ \ gibt sich, daB die Beein-
-20 Kt P A flussung der Potentialdiffe-

renz bei Kollodiumteilchen
durch Salze bei pu = 4,7
(Abb. 19) ungefahr dieselbe
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Abb. 20. Der EinfluB der Salze auf die Ladung fiihrt, so bewirkte der Zu-
der Kollodiumteilchen bei py 11,0. Bei Ab- .
wesenheit der Salze war die Ladung bereits Satz 'gerlnger Mengen \{on
fast maximal, so daB sie durch den Zusatz der Na"crlumsalzen anfangs eine
Salze nur wenig gesteigert werden konnte. geringe Steigerung der an

sich schon hohen Poten-
tialdifferenz von 60 Millivolt bis auf das gewshnliche Maximum von etwa
70 Millivolt (Abb. 20). Dieser Anstieg war bei Na,Fe(CN)q und bei Na,SO,
ungefdhr in gleichem AusmaB festzustellen, beim NaCl war er geringer.
Bei hoheren Konzentrationen als m/256 verringerten alle Salze die
Potentialdifferenz. Um in einer n/1000-KOH-Losung die Potential-
differenz bis auf 35 Millivolt zu senken, war beim NaCl eine ungefihre
Konzentration von m/16, bei Na,SO, von m/32, beim Na,Fe(CN),
etwas weniger als m/64 und beim CaCl, m/1500 notwendig. Wirksam
ist demnach wiederum erwartungsgemi8 das Kation, welches das Kollo-
diumteilchen, oder besser die dieses umgebende Wasserschicht, mit einer
negativen Ladung versieht.
Bei hoherer Wasserstoffionenkonzentration, z. B. in einer n/1000-
HCl-Losung (Abb. 21), haben die Teilchen von Anfang an fast ihre
maximale Ladung, welche ungefihr 64 Millivolt betrigt. So wird sie
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durch Zusatz von HCl nicht vergréBert, immerhin bringt Na,SO, sie
maximal auf 72 Millivolt. Bei Konzentrationen iiber m/256 verringern
die Salze die Ladung der Teilchen. Wegen der stets negativen Ladung
der Teilchen nimmt die entladende Wirkung in ausgesprochener Weise
erwartungsgemafl  mit

zunehmender Valenz der — —
Kationen zu. Um die -% e
/ N

Ladung auf den Betrag 5 TN
von 27,5 Millivolt zu ¢ \ - N
senken, war beim NaCl -5 \ N
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dert LaCly nur die Po- % ~fes I\
tentialdifferenz, kehrt =
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aber den Sinn der La-
dung nicht um, vielleicht
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deshalb', weil dl? ur 0 52763 360 4762 0% 2005 004 572 05 18 B0 2 e gy
spriinglichePotentialdif- Honzertration
ferenz wegen der hohen Abb. 21. EinfluB der Salze auf die Ladung der
Siurekonzentration von Kollodiumteilchen bei pg 3,0.

Anfang an zu hoch ist.

Es ist wiederholt festgestellt worden, daB die H'- und OH'-Ionen die
Potentialdifferenz in stirkerem MaBe als die anderen Ionen beeinflussen.
Bei unseren Experimenten war das nicht der Fall. Wenn man die Abb. 16
und 17 vergleicht, so ergibt sich, da HCl, H,SO, und NaOH unge-
fahr ebenso wie NaCl oder Na,SO, auf die Potentialdifferenz wirken.
DaB in einer n/1000-HCl- oder NaOH-Losung Salzzusatz die Potential-
differenz nicht weiter steigert, kommt daher, weil die Potentialdifferenz
schon vor dem Salzzusatz sich in der Nahe des Maximums befindet.
So wird nur die entladeride Wirkung des Salzes bemerkbar.

Bei der Verwendung von chemisch inerten Koérpern, wie Kollodium,
ist die Vorstellung, daB8 die H'- und OH’-Ionen stérker als andere ein-
wertige Ionen wirken, nicht zutreffend. DaB8 H'-Ionen wie Na'-Ionen
die Potentialdifferenz bei Kollodiumteilchen in gleicher Weise beein-
flussen, geht auch daraus hervor, dafl Siuren die Potentialdifferenz
nicht starker als Natriumionen verringern, wie ein Vergleich der Abb. 16
und 17 lehrt. Eine Umkehrung der Ladung wurde nur bei LaCl;,
aber nicht bei HCl oder NaCl gefunden.
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A1l diese Versuche lehren, daB man die Wasserstoffionenkonzen-
tration seiner Losungen kennen muB, da nur dann die Resultate exakt
reproduzierbar und vergleichbar sind.

Wir kommen somit zu folgendem Ergebnis: Solange die Elektrolyt-
konzentration in wisseriger Losung gering ist, wird ein UberschuB
negativer Ionen in die &uBerste Schicht der Oberflichen gedrangt.
Diese negative Ladung ist die Ladung der Teilchen, die von diesen
Oberflichen umgeben werden, und sie bestimmt die Wanderungs-
richtung der Teilchen im elektrischen Feld. Die Kationen hingegen
werden tiefer in die Wassermasse hineingedrangt. Dies gilt in gleicher
Weise fiir Sduren, Basen und Salze. Die Krifte, die die Kationen von
der Oberflache verdrdngen, scheinen mit steigender Valenz des Kations
abzunehmen, so dal bei Anwesenheit eines drei- oder vierwertigen Kat-
ions und eines einwertigen Anions eine gréfere Kationenmenge in die
duBerste Oberflache gelangt. Hierbei kann die Ladung der Oberfliche
oder des Teilchens ihr Vorzeichen dndern. Da diese Ladungsumkehrung
auch vor sich geht, wenn wir an Stelle eines Kollodiumteilchens ein
Luftblaschen haben, ist es wohl moglich, daBl wir es gar nicht mit einer
Adsorption der Ionen an Kollodiumteilchen zu tun haben (héchstens
handelt es sich bei der Adsorption um einen EinfluBl zweiten Grades),
sondern mit einer Anderung des inneren Potentials des Wassers,
welche durch die Ionenverteilung an den Oberflachen bedingt ist.

2. Kritische Potentialdifferenz und Stabilitit von
Suspensionen?).

Die Stabilitdt einer eiweiBifreien Suspension von Kollodiumteilchen
hingt von der elektrischen Ladung der Teilchen ab, denn Ausflockung
erfolgt stets, wenndie Ladung den gleichen kritischen Betrag von unge-
fahr 16 Millivolt unterschreitet.

Wurde unsere Kollodiumsuspension durchgeschiittelt, bis die Teil-
chen sich gleichmafig verteilt hatten und 1 Tropfen dieser Suspension
zu 10 ccm destillierten Wassers mit einem $y von 5,8 gesetzt, so
resultierte nach dem Durchmischen eine milchige Fliissigkeit. Nach
mehrtdgigem Stehen hatten sich die groBeren Teilchen abgesetzt;
die iiberstehende Fliissigkeit hatte ein wolkig-graues Aussehen. Nach
weiter fortgesetztem Absetzen groBerer Teilchenresultierte schlieBlich eine
blaulich opalisierende Suspension, die viele Wochen hindurch (,,perma-
nent‘‘) die gleiche Beschaffenheit behielt. In diesem Fall ging das weitere
Absetzen unmeBbar langsam vor sich. Wurde nun 1 Tropfen der Aus-
gangssuspension mit 10 ccm einer wisserigen Salzlosung (gleichfalls von
pu = 5,8) versetzt, so stellte sich heraus, daB es eine bestimmte kritische

1) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S.109. 1922/23.
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Konzentration des Salzes gibt, die fiir die verschiedenen Salze verschie-
den ist. War die Salzkonzentration unterhalb der kritischen, so verhielt
sich die verdiinnte Suspension, als wenn destilliertes Wasser zur Ver-
diinnunig verwendet worden wire. War dagegen die verwendete Salz-
konzentration hoher als die kritische, so trat innerhalb 12 Stunden
— oder in noch kiirzerer Zeit — eine vollige Précipitation der gesamten
Kollodiummenge ein, und es blieb eine vollig klare, wisserige Losung,
die nicht eine Spur Opalescenz aufwies. Es war demnach verhiltnis-
maBig leicht festzustellen, bei welcher Konzentration das langsame
Sedimentieren dem raschen Sedimentieren Platz macht, was dadurch
bewirkt wird, daf die kleinen Teilchen zu groBeren zusammentreten.
Es stellte sich heraus, daB bei den Salzkonzentrationen, die rasche Aus-
flockung bewirkten, die Ladung der Teilchen weniger als 16 Millivolt
betrug; dies galt fiir alle untersuchten Elektrolyte. War die Potential-
differenz hoher, so blieb die Suspension so stabil, als wenn tiberhaupt kein
Elektrolyt in der Losung ware; die Stabilitat war bei einer Potential-
differenz von 60 oder 70 Millivolt nicht groBer als bei 50 oder 25 Millivolt.
Tabelle 4 enthilt die Ergebnisse solcher Versuche. Es handelt sich um
die Fallung suspendierter Kollodiumteilchen durch Elektrolyte. In einer
Versuchsreihe betrug das py 5,8, in einer zweiten 11,0 und in einer dritten
3,0. In der zweiten Spalte der Tabelle 4 sind die kleinsten Konzentra-
tionen angegeben, bei welchen noch Fiallung beobachtet wurde, d.h.
bei welchen die iiberstehende Fliissigkeit in weniger als 18 Stunden
bei ungefahr 20° véllig klar wurde; die vierte Spalte gibt die gréBten
Salzkonzentrationen an, bei welchen die Suspensionen ,,permanent®
stabil blieben, d.h. tagelang opak und wochenlang opalescent, wobei
also das Salz keine Teilchenvergroberung bewirkt hatte. Die kritische
Konzentration noch schéirfer innerhalb der in der Tabelle enthaltenen
Konzentrationen zu bestimmen, wurde nicht versucht, denn es kam dar-
auf an, denjenigen Wert zu bestimmen, der hierbei die groBte Wichtig-
keit hat, nimlich die kritische Potentialdifferenz zwischen den Teilchen
und der Losung. Diesem Ziel wire wahrscheinlich durch Variierung der
Salzkonzentration nicht noch n#her beizukommen gewesen. In der
dritten Spalte sind die Werte fiir die Potentialdifferenzen zwischen den
Teilchen und der Lésung bei den Konzentrationen aufgefiihrt, bei welchen
gerade noch Fillung eintrat, und die fiinfte Spalte enthilt entsprechend
die Werte fiir die Potentialdifferenzen bei den Konzentrationen, in
welchen die Suspensionen gerade eben noch stabil blieben.
Hervorzuheben ist, daB die fillende Kraft von Sauren, wie HCl
oder H,SO,, von der gleichen GréBenordnung ist wie die der Natrium-
salze, aber nicht von der GréBenordnung der La-Salze. Dies stimmt
mit dem Resultat eines fritheren Teils der erwihnten Arbeit iiber-
ein: daB Siuren wie Salze mit einwertigem Kation (z. B. NaCl) die
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Potentialdifferenz beeinflussen. Nimmt man den Durchschnitt der
Werte der Spalte 3, die sich also auf die Salzkonzentrationen beziehen,
bei welchen die Féllung gerade noch eintrat, so resultiert der Wert
von 13 Millivolt, wihrend andererseits der Durchschnitt der Potential-
differenzen, die sich auf die Konzentrationen beziehen, bei welchen die
Suspensionen eben noch stabil bleiben, einen Wert von 18,5 Millivolt
ohne Beriicksichtigung des pu ergibt. Aus diesen Zahlen kann man als
wahrscheinlichen Wert fiir die Potentialdifferenz, bei welcher die Fallung
gerade beginnt, etwa die Zahl 16 annehmen. Die wirkliche GroBe der
elektrischen Ladung, die aus der Wanderungsgeschwindigkeit im Kata-
phoreseversuch berechnet wurde, ist jedesmal wahrscheinlich nur auf
+ 2 Millivolt genau. Dadurch werden einige der geringen Abweichungen
von dem kritischen Wert in der Tabelle 4 erklirt.

Tabelle 4.
Kataphoretische Ladung und Stabilitat von Kollodiumsuspensionen.
1. 2. 3. 4. | 5.
Niedrigste Salz- Héchste Salz-
konzentration, P.D. konzentration, P.D.
bei welcher schon in Millivolt bei welcher noch in Millivolt
Fillung eintrat Stabilitit bestand
Pu 5.8
Licl . .. ... m/2 ~ (10) m/4 17
NaCl . . . . .. m/2 10 m/4 14
KCl. . . . ... m/4 14 m/8 21
Na,S§O, . . . . . m/4 13 m/8 19
Na,Fe(CN), . . . m/16 13 m/32 21
MgCl,. . . . . . m/16 11 m/32 15
MgSO, . . . .. m/16 15 m/32 19
CaCl, . . . . .. m/32 14 m/64 17
LaCl, . . . . . : m/2048 14 m/4096 21
pu 11,0
NaCl . . .. .. m/2 m/4 18
Na,SOo, . . . . . m/4 m/8 20
Na,Fe(CN); . . . m/16 16 | m/32 24
CaCl, . . . . .. 1 m/32 15 ‘J m/64 ‘ 19
Pu 3.0
NaCl . . . . .. m/2 7 m/4 14
Na,SO, . . . . . m/4 12 m/8
CaCl, . . . . .. m/32 16 m/64 19
LaCl, . . . . . . m/2048 14 m/4096 18
HSO, . .. .. m/4 m/8 | u
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Diese Messungen bestitigen die Ergebnisse von Powis!) und BURTON %)
sowohl wie die von NorTHROP und DE KRUIF3), daB} es nidmlich eine
kritische Potentialdifferenz fiir die Stabilitit von Suspensionen gibt und
daB diese kritische Potentialdifferenz fiir das System Kollodium-Wasser
den Wert von 16 Millivolt hat. Sinkt die Potentialdifferenz unter diesen
Wert, so werden die Teilchen bei Kollisionen nicht mehr durch die
elektrostatischen AbstoBungskrifte beeinfluBt, sondern konnen dann
aneinander hangenbleiben und gréBere Teilchen bilden (d.h. aggluti-
nieren oder koagulieren), die dann rasch auf den Boden des Reagens-
glases sinken. Dieses Zusammenkleben der kollidierenden Teilchen ist
bedingt durch Attraktionskrafte zwischen bestimmten chemischen
Gruppen ihrer Molekiile. Betrdgt die Potentialdifferenz mehr als
16 Millivolt, so werden die Teilchen bei Kollisionen einander hinreichend
kréftig abstoBen. Ist dieser kritische Wert der Potentialdifferenz einmal .
iiberschritten, so wird die Stabilitdt der Suspension nicht weiter erhoht,
wenn die Ladung zunimmt. Zwischen der Senkungsgeschwindigkeit von
verschiedenen Kollodiumsuspensionen in Wasser, deren Teilchenladung
zwischen 20 und 70 Millivolt schwankte, bestand kein Unterschied.

Da die Kollodiumteilchen negative Ladung tragen, so war zu er-
warten, daB fiir die Fallung nur das Kation des Salzes in Frage kommt.
Diese Ansicht ist durch die Tatsache bestatigt worden, daf3 die fillende
Wirkung der Salze mit zunehmender Valenz des Kations rasch ansteigt.
Wenn man die fillende Wirkung durch den reziproken Wert derjenigen
Salzkonzentrationen mift, bei welcher gerade noch Fillung eintritt, so
ergibt sich fir NaCl, CaCl, und LaCl; das Verhiltnis 1 : 16 : 1024
(Spalte 2 der Tabelle 4). Diese Wirkung der Valenz ist betrachtlich
groBer, als sie sein wiirde, wenn die die Stabilitdt bedingende Potential-
differenz durch den Donnan-Effekt zustande kame.

Die Frage ist oft gestellt worden, ob nicht dasjenige Ion eines
Salzes, dessen Ladung von dem gleichen Vorzeichen ist wie die
Ladung des kolloidalen Teilchens, die fillende Wirkung des anderen
Ions durchkreuzen kann. Hieriiber ist folgendes zu bemerken: Um eine
Fallung zu bewirken, miissen die Salze NaCl, Na,SO, und Na,Fe(CN)q
in den entsprechenden molaren Konzentrationen m/2, m/4 und un-
gefahr m/16 vorhanden sein. In einer m/2-NaCl- und in einer m/4-
Na,SO,-Losung ist die Kationenkonzentration praktisch die gleiche.
Wiirde das Anion die Fillung hemmen, so miiBite die fiir die Fallung
erforderliche Konzentration an Na,SO, héher als m/4 sein. Dies ist

1) Powrs, F.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 89, S.186. 1914/15.

2) Burrton, E.F.: The Physical Properties of Colloidal Solutions. 2. Aufl.
London, New York, Bombay, Calcutta und Madras. 1921.

3) NortHROP, J.H. u. P. H. pE KRUIF: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 639,
655. 1921/22.
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aber nicht der Fall. Beim Na,Fe(CN)q ist die fallende Konzentration
sogar noch geringer, als man annehmen miifite, wenn allein die Wirkung
des Na-Ions in Rechnung gesetzt wird. In den geschilderten Versuchen
war eine stabilisierende Wirkung der mehrwertigen Anionen nicht vor-
handen.

Immerhin kann aus unseren Kurven die Moglichkeit einer Stabili-
sierung durch Salzwirkung gefolgert werden, namlich in dem Fall, wenn
die Potentialdifferenz in salzfreier Losung unterhalb des kritischen
Wertes liegt. Wenn dann Zusatz eines Salzes die Potentialdifferenz
steigert, wird auch die Suspension stabilisiert.

3. Kritische Potentialdifferenz und Stabilitit der
Emulsionen.

Inderkolloidchemischen Literaturist esiiblich, zwischen den sogenann-
ten Emulsoiden und Suspensoiden zu unterscheiden. Diese Bezeichnungen
griinden sich auf die Annahme, daf§ Elektrolyte die Stabilitit der Emul-
sionen anders als die der Suspensionen fester Teilchen beeinflussen ; doch
geht aus den Versuchen von Powis?!) hervor, daB dies nicht richtig ist.
In Wasser suspendierte Oltropfchen sind gewdhnlich negativ geladen.
Bei den Versuchen von Powis betrug die maximale Potentialdifferenz
70 Millivolt. In dieser Beziehung verhielten sich die Tropfchen also
wie die Kollodiumteilchen, und wir schlieBen hieraus, daB} das Zustande-
kommen der Potentialdifferenz, wenn nicht ausschlieBlich, so doch zu
einem sehr wesentlichen Teil, durch die Eigenschaften des Wassers
bedingt ist. Hervorzuheben ist, daB Powis reines Ol verwandte, das
praktisch sdurefrei war. Der Einflul verschiedener Salze auf die Poten-
tialdifferenz zwischen den Oltrépfchen und dem Wasser ist in den
Kurven der Abb. 22 dargestellt. Die Ordinaten sind die Potentialdiffe-
renzen in Volt und die Abszissen die Kubikwurzeln aus der Salzkonzen-
tration (Millimole pro Liter). Wie die Kollodiumteilchen waren auch
die Oltrépfchen negativ geladen. Man erkennt, daB K,Fe(CN), die
Potentialdifferenz von 46 bis auf 70 Millivolt vermehrt, wahrend KCl
sie nur bis auf 61 Millivolt bringt. BaCl,, AlCl; und ThCl, vermindern
nur die Ladung; die beiden letzteren Salze dndern sogar das Vorzeichen.
Die Abb. 22, die die Ergebnisse von Powis enthilt, stimmt prinzipiell
mit unserer Abb. 17 iiber Befunde an Kollodiumteilchen iiberein. Die
Olemulsionen flockten stets dann aus, wenn durch den Salzzusatz die
Potentialdifferenz unterhalb des kritischen Wertes von 30 Millivolt ge-
bracht war. Da die entladende Wirkung der Salze mit zunehmender
Kationenvalenz zunimmt, so muB auch die fillende Wirkung entspre-
chend stérker werden; dies steht mit der Regel von HARDY in Uberein-

1) Powis, F.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 89, S.91. 1914/15.
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stimmung. Die Stabilitit einer Olemulsion ist demnach durch die gleichen
Bedingungen gegeben wie die Stabilitdt suspendierter Kollodiumteilchen,
oder suspendierter Typhusbacillen, oder vielleicht ganz generell aller
Suspensionen.

Bei all den besprochenen Fallen sind offenbar verhiltnismaBig
schwache Salzkonzentrationen fir die Ausflockung hinreichend, und
die flockende Wir-  _,,

kung verschiedener )(‘-\/f#/‘}(ﬁ'ﬂl )
Salze steigt rasch — -606 [~ \
mit zunehmender o0 K\\
Valenz desjenigen § ° \\ N
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orterung der Frage, Abb. 22. Kubikwurzel aus der Elektrolytkonzentration
in Millimol pro Liter. EinfluB der Salze auf die Ladung

ob Losungen genu-
gen & von Oltrépfchen gegen Wasser (nach Powis).

iner EiweiBkorper
Emulsionen sind oder nicht, noch von Bedeutung sein.

Die aus Kataphoreseversuchen sich ergebenden Ladungen von Teil-
chen, die wie Oltrépfchen oder Kollodiumteilchen keine oder nur geringe
Affinitat zum Wasser haben, sind nicht ,,Adsorptions‘‘-Potentiale, son-
dern hauptsichlich das innere Potential des Wassers selbst, d. h. sie
kommen durch ungleichmaBige Verteilung der Ionen auf der Wasser-
oberflache zustande, die von Eigenschaften des Wassers selbst abhéngt.

Das feste Teilchen hat gleichfalls ein inneres Potential. Weist die
Oberfliache des suspendierten Teilchens eine starke Affinitat zum Wasser
auf, so muB die elektrische Doppelschicht an der Wasseroberflache anders
ausfallen, als wenn das Wasser allein. an ihrer Bildung beteiligt wire.
Es kann sogar der Sinn der Ladung umgekehrt werden.

Sechstes Kapitel.

Der krystalloide Charakter wésseriger
Loésungen bestimmter Proteine.

Das Problem, um welches es sich nunmehr handelt, ist folgendes:
Werden die Proteine durch die gleichen Krifte in wisseriger Losung
erhalten, welche bei den Losungen krystalloider Substanzen eine Rolle
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spielen, oder werden sie ebenso wie Oltropfen oder Kollodiumteilchen mit-
tels elektrischer Doppelschichten in dem wisserigen Medium suspendiert
gehalten? Die Antwort auf diese Frage ist eine verschiedene, je nachdem
welche EiweiBkorper in Betracht gezogen werden. Krystalloide Sub-
stanzen werden nach LANGMUIR und HARKINS durch die Kréfte der
Nebenvalenzen in Lésung gebracht, d. h. durch die Attraktion zwischen
den Molekiilen des gelosten Korpers (oder besser zwischen bestimmten
Radikalen dieses Molekiils) und den Wassermolekiilen. Die folgenden
Worte LANGMUIRS mégen diese Auffassung erldutern:

,,Essigsdure ist in Wasser leicht 16slich, denn die sekundiren Valenzen
der COOH-Gruppe zum Wasser sind sehr ausgesprochen. Olsaure ist
unléslich, denn die Affinitat der Kohlenwasserstoffketten zum Wasser
ist kleiner als ihre Affinitat zueinander. Bringt man Olsiure auf Wasser,
so breitet sie sich auf der Oberfliche aus, denn nur so kann die COOH-
Gruppe sich in Wasser 16sen, ohne da die Kohlenwasserstoffketten sich
voneinander entfernen miissen.

Ist die zur Verfiigung stehende Wasseroberflache hinreichend gro8,
so wird auch die Stelle in der Kohlenwasserstoffkette, an welcher
sich die Doppelbindung befindet, auf die Wasseroberfliche gezogen. So
wird dann die von der Olsiure auf Wasser eingenommene Fliche viel
groBer ausfallen, als wenn man gesittigte Fettsiuren verwendet.

Hat das verwendete Ol, z. B. reines fliissiges Paraffin, keine aktiven
Gruppen im Molekiil, so breitet es sich nicht auf der Wasseroberfliche
aust).”

Wenn Teilchen mittels ihrer elektrischen Ladung suspendiert erhalten
werden, so 1aBt sich dies auf Grund der im vorhergehenden Kapitel her-
vorgehobenen Eigenschaften solcher Systeme priiffen. Es miissen
nidmlich dann Salze schon in geringen Konzentrationen die elektrische
Ladung ausgleichen und auf diese Weise die Teilchen ausfillen, ferner
muB das fillende Ion des Salzes immer die entgegengesetzte Ladung
tragen wie die fraglichen Teilchen (evtl. das Proteinion). Nach dieser
Uberlegung liegt es auf der Hand, daB wisserige Losungen bestimmter
genuiner Proteine, wie z. B. krystallinischen EiereiweiBles oder Gelatine,
weder Suspensionen sind, wie von Kollodiumteilchen, noch Emulsionen,
wie die von Tropfchen reinen Ols in Wasser.

Zunichst haben nun alle Autoren festgestellt, daB man enorme
Salzmengen braucht, um diese EiweiBkorper zu fillen, dann
fand man, daBl die elektrische Ladung des aktiven Ions des zur
Fillung verwendeten Salzes nicht der Ladung des Proteinions ent-
gegengesetzt ist. Um die zur Fallung notwendigen molaren Konzen-
trationen der Salze (NH,),SO,, Na,SO,, MgSO,, KCl und MgCl, fest-

1) LANGMUIR, L.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 39, S.1850. 1917.
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zustellen, wurden diese einer 0,8 proz. Gelatinel6sung bei drei verschie-
denen Wasserstoffionenkonzentrationen zugesetzt. Die py-Werte waren
4,7 (isoelektrische Gelatine), 3,8 (Gelatinechlorid) und ungefahr 6,4—7,0
(Natriumgelatinat). Die Resultate sind in der Tabelle 5 zusammen-
gestellt, aus welcher hervorgeht, daBl unabhingig vom py die Sulfate
besser fillen als die Chloride.

Tabelle 5.

Die zur Fillung einer 0,8 proz. Gelatinelosung erforderlichen minimalen Salz-
konzentrationen.

3 Ungefahre molare Salzkonzentration
pu der Gelatineldsung

(NH,),S0, | Na,80, | Mgso, | Kal L MgCl,
4,7 0 o 0o o e 15/16 m | 6/8 m 10/8 m >3m >3m
3,8 (Gelatinechlorid) . . . 13/16 m 58m | 7/8m 3m >3m
6,4—7,0 (Natriumgelatinat) | 16/16 m 7/8 m 9/8 m >3m >3m

Es konnten also Gelatinechlorid, isoelektrische Gelatine und Natrium-
gelatinat nicht einmal durch MgCl, in 3fach molarer Konzentration aus-
gefallt werden. Die Sulfate fillten viel besser als die Chloride ohne
Riicksicht auf den Sinn der Ladung des Proteinions, das bei pg = 6,4
positiv, bei py = 3,8 negativ war, wihrend es bei py = 4,7 keine Ladung
hatte. Wiirden die Proteinteilchen mittels elektrischer Doppelschichten
suspendiert erhalten werden, so miiite MgCl, besser als (NH,), SO, aus-
flocken, wahrend das Experiment das Gegenteil ergibt. AuBerdem ist
die GréBenordnung der hier in Betracht kommenden Salzkonzentrationen
eine ganz andere; in dem vorigen Kapitel haben wir gesehen, da8 eine
Suspension negativ geladener Kollodiumteilchen schon durch eine m/8-
MgCl,-Lésung ausgeflockt wird.

Es bleibt also nur der SchluB {ibrig, da8 die Krafte, die bestimmte
genuine Proteine, wie Gelatine, EiereiweiB u. a., in Lésung halten, nicht
durch das Vorhandensein elektrischer Doppelschichten um jedes Protein-
teilchen hervorgerufen sind. Manche Autoren, wie HArRDY, fithren das
Aussalzen genuiner Proteine auf irgendeine chemische Veranderung des
Molekiils zuriick?).

ABDERHALDEN hebt hervor, dafl die Aussalzbarkeit mit der Anwesen-
heit bestimmter Aminosduregruppen im Proteinmolekiil (wie Tyrosin
oder Cystin) zusammenzuhidngen scheint.

Andere Autoren, die die krystalloide Natur aller Proteinlésungen in
Abrede stellen, versuchten den Schwierigkeiten aus dem Wege zu gehen,
indem sie annahmen, dafl EiweiBl6sungen Emulsionen wiren, sogenannte
,,Emulsoide”. Diese Annahme (die jeder experimentellen Grundlage
entbehrt und nur ein leeres Wortgebilde darstellt) ist unberechtigt,

1) Harpy, W. B.: Journ. of physiol. Bd. 33, S.258. 1905/06.

Loeb, EiweiBkorper. 6
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denn nach Powis?) verhalten sich Emulsionen reiner Ole beziiglich der
Empfindlichkeit gegen Elektrolyte genau wie Suspensionen von Kol-
lodiumteilchen, wie im vorhergehenden Kapitel auseinandergesetzt
wurde. Wer annimmt, daf} alle genuinen Proteine durch die elektrische
Ladung ihrer Teilchen in Losung gehalten werden, wird der vor ihm
sich auftiirmenden Schwierigkeiten nicht dadurch Herr, daB er die
Losungen genuiner Proteine Emulsionen oder Emulsoide nennt.

Wir sind demnach gezwungen, es mit der Annahme zu versuchen,
daBl wisserige Losungen bestimmter Proteine sich ihrem Wesen nach
nicht von Losungen krystalloider Substanzen unterscheiden. Eine solche
Auffassung hat nur der einzigen Schwierigkeit zu begegnen, die sich
aus den Beobachtungen von HARDY iiber Suspensionen denaturierten
(gekochten) Eiereiweifles ergibt. Solche Suspensionen weisen im iso-
elektrischen Punkt ein Minimum der Stabilitit auf. Die Abwesenheit
der elektrischen Ladung der isoelektrischen EiereiweiBteilchen, die im
elektrischen Feld unbeweglich blieben, brachte HARDY mit Recht mit
der fehlenden Stabilitdt in Zusammenhang. Nun héngt hierbei wirk-
lich mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit die Stabilitit mit der jedes
Teilchen umgebenden elektrischen Doppelschicht zusammen. Als sich
nun herausstellte, da Losungen bestimmter Proteine, wie Gelatine,
ebenso im isoelektrischen Punkt ein Loslichkeitsminimum haben, er-
blickte man naturgemil hierin einen Beweis fiir die Richtigkeit der Vor-
stellung, daB ein solches EiweiBl sich nicht in krystalloider Losung
befindet. Eine Entscheidung hieriiber kann getroffen werden, wenn
man untersucht, in welcher Weise genuine Proteine, wie etwa Gelatine,
in ihrem isoelektrischen Punkt in Losung gehalten werden. Der Ver-
fasser hat eine Versuchsreihe mit isoelektrischer Gelatine angestellt,
deren Ergebnis es sehr wahrscheinlich macht, daBl Gelatine in der
gleichen Weise wie Krystalloide in Losung gehalten werden?).

Wenn man Losungen isoelektrischer Gelatine in Wasser mit einem py
von 4,7 herstellt, deren Gelatinegehalt von 0,4, 0,2 usw. bis 1,0%
variiert und bei hinreichend tiefer Temperatur aufbewahrt, so findet
man, daB nur das R6hrchen mit einem Gelatinegehalt von 0,19, klar
ist, die anderen aber triibe sind. Die Triibung wéchst mit zunehmender
Gelatinekonzentration. Auf diese Weise gelingt es, sich eine Standard-
reihe von Triibungen herzustellen, die den Gelatinekonzentrationen
zwischen 0,4 und 1,0% entsprechen. Derartige Losungen wurden
24 Stunden bei 2° im Eisschrank gehalten und konnten dann bei
Zimmertemperatur als Triibungsskala verwendet werden. In der fol-

1)y Powis, F.: Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 89, S.186. 1914/15..
2) LOEB, J.: Arch. néerland. de physiol. de I'homme et des anim. Bd 7, S. 510.
1922.
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genden Tabelle sind Gelatinegehalt und zugehoériger Triibungsgrad zu-

sammengestellt.
Prozentischer Gelatinegehalt 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 06 0,7 08 09 1,0
Tritbungsgrad . . . . . . . 1,0 2,0 3,0 40 50 60 70 80 9,0 10,0

Mit Hilfe dieser Skala kann man ermitteln, wie Salzzusatz die Los-
lichkeit der Gelatine verdndert. Je 1 g isoelektrischer Gelatine wurde in
100 ccm Losung von verschiedenen Salzen, die simtlich ein py von 4,7
hatten, aufgelést. Dann wurden 10 ccm von jeder dieser Losungen in
ein Reagensglas gebracht, im Eisschrank 24 Stunden aufbewahrt und
die Triibung mittels der Triibungsreihe festgestellt. Dabei fand man,
daB alle Salze die Triibung verringern, und zwar um so stirker, je hoher
die Valenzstufe des Kations oder Anions des Salzes war. Die Resultate
sind in der Tabelle 6 enthalten. Wenn wir die l6sende Wirkung der

Tabelle 6.

Der Einflu der Salze auf die Loslichkeit isoelektrischer Gelatine.
Die Zahlen sind die reziproken Werte der Loslichkeit.

Konzentration [1 m| m/2|m/4| m/8 | m/16|m/32|m/64 m/128 \m/256 m/512| m/1024 | m/2048 | m/4096 | m/8192 | m/16384
NaCl. . .}2,0/2,0/2,5/3,0(40 55|70 85(90 |95 | 10,0 | 10,0

Lic . . . 2,0(2,5/3,0 |{4,0|5,5{708,5 90 |95]| 10,0 | 10,0 | 10,0

KCl . .. 2,012,0/2,5 (3,5 4,5/6,5 8,590 |10,0 | 10,0 | 10,0

CaCl,. . . 1,0/11,5/2,0 |12,5|2,5/3,5/| 4,560 | 80 8,5 9,0

MgCl, . . 2,0125130|35|50 60| 70 3,5 9.0 | 90

SrCl, . . . 2,0(25({30[40 55|60 70| 80| 85| 9,0 10,0
BaCl,. . . 351354560 |70]| 85 9,5 9,5 | 10,0 | 10,0
MgSO, . . 2,020 (2530|4060 |75 9,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0
Na,SO, . . 5.5/2,5/2,4|2,4[2,5|3,0] 50|70 | 80| 90 | 10,0 | 10,0

LaCl,. . . 20|15/10| 10 |1,—| 1,— 1,0 2,0 3,0 7,5 9,0
CeCly. . . fast wasserklar 1,0 1,0 2,0 5,0
Na,Fe(CN), samtlich wasserklar 2,5

verschiedenen Salze in der Weise vergleichen, daB wir feststellen, bei
welcher Salzkonzentration die Tritbung von 10 (die der der einprozentigen
isoelektrischen Gelatinelsung ohne Salz entspricht) auf einen niedrigeren
Wert, etwa 5, herabgedriickt wird, so finden wir, daB hierzu folgende
Konzentrationen der verschiedenen Salze notwendig sind:

LiCl, NaCl, KCl . . . . . . . . . o .. ... m/32
MgCl,, CaCl,, SrCl,, Na,SO,, BaCl,, MgSO, . . Zwischen m/256 und m/128
LaCly, CeCly, Na,Fe(CN)g . . . . . . . . .. m/8192 oder weniger

Mit anderen Worten: Uni-univalente Salze verdoppeln also die Los-
lichkeit der isoelektrischen Gelatine bei einer molaren Konzentration
von ungefihr m/32, Salze mit einem oder zwei bivalenten Ionen be-
wirken das gleiche bei einer molaren Konzentration zwischen m/128
und m/256 und Salze mit einem dreiwertigen Ion schon bei Konzen-

6*
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trationen, die weit unterhalb m/4096 liegen. DaB wir es in diesem
Fall mit einer Zunahme der gewdhnlichen Loslichkeit zu tun haben,
kann dadurch bewiesen werden, daB man den EinfluB dieser Salze auf
die Geschwindigkeit untersucht, mit der Kornchen fester isoelektrischer
Gelatine in Losung gehen. Man findet dann, daf diese Salze eine be-
stimmte Menge isoelek-
trischer Gelatinekérnchen
in kiirzerer Zeit aufl6sen.

Tabelle 7.

Zeit in Minuten, die notig ist, um 0,8 g iso-
elektrisches Gelatinepulver bei 35° in Losung

zu bringen. Die Zahlen enthidlt die
m/256 m/512 m/1024 Tabflle 7' . .
Isoelektrische Gelatine
LiCl. . . ... 57 70 76 von gleicher Kornchen-
NaCl . . . .. 49 66 75 groBe (die Kornchen pas-
Iléc(l:l """ gg Zg 2(1) sierten ein Sieb mit der
CfCl: ] w2 40 62 Maschengrofie 30, aber
BaCl, . . . .. g 3t 46 66 nicht mehr ein solches mit
CeCly . . . . . 26 35 44 der MaschengrsBe 50) wur-
LaCl . . . . . 23 de in Portionen von 0,8 g
Na,SO, . . . . 34 46 60 bgeteilt, die in je 50 cc
Na,Fe(CN), . .| 24 32 41 abgetenlt, die 1 je m

verschiedener Salzlésungen
gebracht wurden, deren Konzentrationen fiir jedes Salz auf m/1024,
m/512 und m/256 eingestellt waren. Dann wurde bei einer Tempera-
tur von 35° festgestellt, wie lange es dauerte, bis die gesamte Ge-
latinemenge véllig in Losung gegangen war. Das py betrug in allen
Fallen 4,7. Die Resultate enthalt Tabelle 7.

Offenbar vermehren diese Salze die Geschwindigkeit, mit der das
isoelektrische Gelatinepulver in Lésung geht, um so mehr, je héher die
Wertigkeit eines der beiden Ionen ist.

Gegen diese Versuche kann man den Einwand erheben, daB diese Neu-
tralsalze der isoelektrischen Gelatine vielleicht eine elektrische Ladung
erteilen und so die Stabilitdt der ,,Emulsion” erhéhen. Um diese Mog-
lichkeit zu priifen, wurden unter Verwendung von suspendierten isoelek-
trischen Caseinteilchen, von Gelatine und von denaturiertem Eiereiweif3
Kataphoreseversuche angestellt, welche gestatteten, die Ladung der Pro-
teinteilchen quantitativ zu bestimmen. Diese Versuche sollen ausfiihrlich
im zweiten Teil dieses Buches erortert werden; hier mag nur festgestellt
werden, daf Salze, wie NaCl, CaCl, oder Na,SO,, isoelektrischen Gelatine-
teilchen ebensowenig wie den Teilchen irgendeines anderen isoelektrischen
Proteins eine Ladung erteilen. Dieses Ergebnis wurde noch durch Be-
obachtungen iiber den EinfluB dieser Salze auf die anumale Osmose?)
und auf die Membranpotentiale2) bestitigt.

1) Loes, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.463. 1921/22.
2) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.741. 1921/22.
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Alle -diese Tatsachen beweisen, da die aufhellende Wirkung von
Na(l, CaCl, und Na,SO, auf Aufschwemmungen isoelektrischer Gelatine
in einer Erhohung der Loslichkeit der Gelatine und nicht in einer
Vermehrung der elektrischen Ladung angeblicher Tropfchen der hypo-
thetischen Gelatineemulsion besteht.

Im Molekiil der Proteine miissen wir unterscheiden: Gruppen von
geringer Affinitdt zueinander und groBer Affinitit zum Wasser — wir
wollen sie als wasserige Gruppen (COOH- oder NH,-Gruppen) bezeich-
nen — und Gruppen mit groBerer Affinitat zueinander als zum Wasser,
die dlige Gruppen genannt werden mogen. Uberwiegen die Krifte der
wisserigen Gruppen, so kann das Molekiil mit seinen oligen Gruppen
in Losung gehen. Sind die Molekiile gro und die Zahl ihrer oligen
Gruppen gering, so ist es moglich, dafl, wenn zwei benachbarte Molekiile
mit ihren oligen Gruppen einander berithren, die beiden Molekiile an-
einander hangenbleiben, ohne daf die Kraft, die die wisserigen Gruppen
an das Wasser bindet, merkbar verkleinert wird. Solche Vorginge
scheinen bei Gelatineldsungen stattzufinden. Ist die Temperatur der
Losung hoch genug, so ist die kinetische Energie der Molekiile so
groB3, daB sich berithrende Gelatinemolekiile wieder auseinander-
gerissen werden; ist die Bewegung langsam, mit anderen Worten
die Temperatur hinreichend tief, so konnen die beiden Molekiile
verkettet bleiben. In dieser Weise bilden sich allmahlich Gruppen
aneinanderhdngender Molekiile. Dieser Vorgang bewirkt zuerst die
Bildung Kkleiner Gelstiickchen; schlieBlich erstarrt die ganze Masse
zu einem zusammenhingenden Gel. Die relative Verteilung der
Gelatinemolekiile des Gels bleibt dieselbe, wie sie in der Losung
gewesen ist; die Krifte zwischen den wisserigen Gruppen der Gela-
tinemolekiile und den Wassermolekiilen bleiben mdglicherweise unver-
andert; was sich dndert, ist nur die Orientierung und die Beweglich-
keit des einzelnen Gelatinemolekiils.

Aussalzung oder Ausfillung sind aller Wahrscheinlichkeit nach vollig
andersartige Vorginge, die mit einer Verminderung der Attraktions-
krafte zwischen den wisserigen Gruppen und dem Wasser zusammen-
hingen. Derartige Vorgdnge werden besonders durch Zusatz von
Sulfaten zu Proteinlésungen bewirkt.

DaB} die relativ stark fillende Wirkung der Sulfate auf Ldsungen
genuiner Proteine als eine Erscheinung der gewchnlichen Loslichkeit
aufzufassen ist, geht aus folgenden Versuchen hervor?).

Nicht zu kleine Kérnchen gepulverter Gelatine (die das Sieb 30, aber
nicht das Sieb 60 passierten) wurden nach der im Kapitel 2 beschriebenen
Methode isoelektrisch gemacht und je 0,8 g in je 100 ccm einer Reihe

1) Loes, J. u. R. F. LoEB: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.187. 1921/22.
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von NaCl-, CaCl,- oder Na,SO,Losungen eingetragen, deren Konzen-
tration zwischen m/4096 bis 2m abgestuft war. Die Suspensionen
wurden hiufig umgeriihrt und die Zeit bestimmt, innerhalb der bei
35° eine praktisch komplette Losung aller Kornchen eingetreten war.
In der Abb. 23 sind die Ordinaten die Lsungszeiten fiir die isoelektrische
Gelatine und die Abszissen die molaren Konzentrationen der verwendeten
Salze. Offenbar vermehren NaCl und besonders CaCl, mit steigender

Konzentration die Losungsge-

0 schwindigkeit der isoelektri-
0 schen Gelatine in Wasser. Bei
0 \ der Na,SO,-Kurve indessen be-
) \ steht eine auffallende Diskon-
S &l \aft tinuitit. Unterhalb  einer
Sw A\ Na,SO,- Konzentration von
NG \ m/32 nimmt die Losungsge-
§ NC N, 2‘50“ . . . . .
3 &0 N schwindigkeit mit steigender
S0 ™ \,\ Konzentration zu. Uberschrei-
Suw N tet aber die Salzkonzentration
50 9 den angegebenen Wert, so ver-
jz RN mindert weitere Steigerung der
” R Na,SO,-Konzentration die Lo-
o MU MK M N M mam sungsgeschwindigkeit der Ge-
Salzkonzentration latine, und zwar um so stirker,

Abb. 23. EinfluB der Salze auf die je groBer die Salzkonzentration
Losungszeit von 0,8g isoelektrischem Ge-  yird. (NH,),SO, wirkt wie
latinepulver bei 35° und py 4,7. N2,S0,.

Die Kurve fiir die Losungszeiten gepulverter isoelektrischer Gelatine
in Na,SO, oder (NH,),SO,-Losungen 14Bt vermuten, daBl wir es mit
zwei entgegengesetzten Wirkungen zu tun haben. Die erste bewirkt
ein Ansteigen der Losungsgeschwindigkeit mit zunehmender Na,SO,-
Konzentration und {iberwiegt, solange die Konzentration unterhalb
m/32 ist. Wird die Konzentration iiber diesen Wert gesteigert, so nimmt
die zweite Wirkung rascher zu als die erstgenannte. Diese zweite Er-
scheinung hat vielleicht chemische Griinde; moglicherweise wird die
Beschaffenheit der Gelatine und damit ihre Loslichkeit gedndert. Bei
den Chloriden tritt etwas Derartiges nicht auf. Es wird somit klar,
weshalb die Sulfate bessere Fallungsmittel sind als die Chloride ; weiteren
Forschungen mufl es vorbehalten bleiben, den Grund fiir das anders-
artige Verhalten der Sulfate zu ermitteln. Dieses Problem gehért aber
eher in die allgemeine Theorie der Losungen als in eine Theorie iiber das
kolloidale Verhalten.

Im Gegensatz zur isoelektrischen Gelatine sind die Gelatinesalze
leicht und reichlich 16slich. Mengen von 0,8 g gepulverter Gelatine
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vom py = ungefdhr 3,3 losen sich sehr rasch bei 35° in 100 ccm
HCl vom gleichen py. Zusatz von NaCl oder CaCl, vermehrt die

Losungsgeschwindigkeit
nicht mehr, ausgenommen
wenn CaCl, in Konzentra-
tionen oberhalb m/16 zu-
gesetzt wird. Na,SO, oder

(NH,),SO, vermindern
plotzlich die  Loslichkeit
bei Konzentrationen ober-
halb m/4, und das gleiche
bewirkt NaCl in Konzen-
trationen oberhalb 1 m
(Abb. 24).

Aus der Abb. 25 geht
der Einflul der 3 Salze auf
die Losungsgeschwindig-
keit des Natriumgelatinats
vom $py 10,5 hervor. Na,SO,
vermindert die Loslichkeit
‘plétzlich bei einer Konzen-
tration oberhalb m/8; NaCl
und CaCl, vermehren die
Geschwindigkeit, auch noch
in Konzentrationen iiber

m/2 resp. m/16.

Jedesmal, wenn die Los-
lichkeit durch ein Salz ver-
mindert wird, haben wir
es moglicherweise mit einer

sekundédren Salzwirkung
auf die Konstitution oder
Konfiguration des Protein-
molekiils zu tun. Diese
Tatsachen  erkliren das
Phinomen des Aussalzens
als  spezifische  Wirkung
definierter Substanzen und
nicht als Wirkung einer
Valenzstufe.

Nach diesen Versuchen
bleibt nur noch geringer
Zweifel, dafl die Wirkung
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Abb. 24. EinfluB der Salze auf die Losungs-
zeit von 0,8 g Gelatinechloridpulver vom pg
3,3 in 100 ccm Salzlosung vom gleichen pg.
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Abb. 25. EinfluB der Salze auf die Losungs-
zeit von 0,8 g Na-Gelatinatpulver in 100 ccm
Losung vom pg 10,5.
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des Na,SO, durch eine Verminderung der gewodhnlichen Léslichkeit der
Gelatine bedingt ist.

Halten wir alle diese Tatsachen zusammen, so miissen wir zu der Uber-
zeugung kommen, daB die Erscheinungen der Salzwirkung auf die Stabili-
tit von Gelatinelsungen eine Stiitze fiir die Vorstellung darstellen, daB
Gelatine krystalloide Losungen bildet. Das gleiche gilt fiir bestimmte
andere genuine Proteine, wie z. B. krystallinisches Eiereiwei. Dal
Proteine, wie Gelatine oder krystallines EiereiweiB, die echte krystalloide
Ldsungen bilden, in ihrem isoelektrischen Punkt ein Loslichkeitsminimum
aufweisen, hingt damit zusammen, daB die Loslichkeit eines Eiweif-
korpers mit seiner elektrolytischen Dissoziation zunimmt, welche im
isoelektrischen Punkt ein Minimum hat.

In der ersten Auflage seines Buches hat MicHAELIS!) diese
Ansicht diskutiert. MicHAELIS und DAVIDSOHN haben gezeigt, daBl die
Loslichkeit eines krystalloidalen amphoteren Elektrolyten, namlich
p-Aminobenzoeséure, im isoelektrischen Punkt ein Minimum hat?). Das
gleiche kénnte wahrscheinlich fiir alle Aminosauren nachgewiesen werden.
Die Existenz eines Loslichkeitsminimums fiir Proteine in ihrem iso-
elektrischen Punkt kann daher nicht als Beweis dafiir angefithrt werden,
daB sie keine echten Losungen bilden. Weiter gestiitzt wird diese Auf-
fassung durch die wichtigen Versuche von CoHN3), mit deren Veré6ffent-
lichung eben begonnen wurde.

Unter Zugrundelegung des Satzes von der Konstanz des Loslichkeits-
produktes haben ConN und HENDRY?) den Nachweis gefithrt, da3 Casein
in Alkali eine wirkliche, d.h. eine molekular-disperse Losung bildet.
Diese Autoren haben gezeigt, daB3 Casein ein typisches 16sliches Na,-
Caseinatsalz bildet, dessen Loslichkeit eindeutig bestimmt war durch
a) die Loslichkeit des Caseinmolekiils, und b) die Konzentration des
Na,-Caseinatsalzes. Auf Grundlage von Messungen an Casein in kleinen
Quantititen von NaOH war es moglich, die Loslichkeit des Casein-
molekiils sowie den Grad seiner Dissoziation als zweiwertige Sidure
und seiner Verbindung mit Alkali zu bestimmen. Die Léslichkeit in
solchen Systemen nahm direkt im Verhaltnis der Konzentration
an NaOH zu. Die Konzentration der laslichen Caseinverbin-
dung #nderte sich wumgekehrt wie das Quadrat der Wasser-
stoffionenkonzentration, direkt wie die Loslichkeit des Caseinmole-
kiils und die Konstanten Ka; und Ka,, durch welche seine Saure-
dissoziation bestimmt ist.

1) MicuAELIs, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration S.41ff. Berlin 1914.

2) MicHAELIS, L. u. H. DaviDsoHN: Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 143. 1910.
— MicHaELls, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration S. 44.

3) Comn, E.J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.697. 1921/22.

4) ComN, E. J. u. J.L. HENDRY: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 521. 1922/23.
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Siebentes Kapitel.

Die Valenzregel und die angeblichen
HoFMEISTERschen Reihen.

A. Der osmotische Druck.

Krystalloide Eigenschaften der Proteine, wie die Loslichkeit (mog-
licherweise auch die Kohision und andere), werden sehr wahrscheinlich
nicht allein durch die Valenz, sondern auch durch die chemische Natur
eines Tons beeinfluft. So 16st sich isoelektrisches Gelatinegel rascher
in Nal als in NaCl. Casein ist schwerer 16slich in Trichloressigsdure
als in Salpetersiure und in dieser wiederum schwerer als in Salzsiure.
Fiir die spezifisch kolloidalen Eigenschaften der Proteine ist lediglich,
wie aus dem geschilderten EinfluB der Elektrolyte auf Quellung, os-
motischen Druck, auf eine bestimmte Art Viscositiat und schlieBlich auf
die Membranpotentiale hervorgeht, die Valen z der dem isoelektrischen
Protein zugesetzten Sdure oder Base von Bedeutung; die chemische
Natur des Ions spielt dabei keine Rolle (es sei denn indirekt
durch eine mogliche Anderung der Kohision oder der Loslichkeit).
Diese Tatsache, die wir mit dem Ausdruck Valenzregel bezeichnen wollen,
ist von iiberragender Bedeutung fiir die Theorie des kolloidalen Zu-
standes, wie sich aus dem zweiten Teil dieses Buches ergeben wird.

Die Valenzregel, die hier bewiesen werden soll, widerspricht durch-
aus den Feststellungen, die der Kolloidchemie geldufig sind, nach welchen
die chemische Natur des Ions stets von der gleichen Bedeutung wie seine
Valenz ist. Wie wir schon im 1. Kapitel erwdhnt haben, werden die
Tonen nach ihrem relativen Einflufl auf Quellung, Viscositit und osmo-
tischen Druck von EiweiBlésungen in den sogenannten HOFMEISTERschen
Reihen zusammengestellt; man kann aber zeigen, daBl die Aufstellung
dieser Reihen hierbei im wesentlichen nur auf Grund des gleichen metho-
dischen Fehlers moglich war, welcher die Anerkennung der Tatsache
hinderte, daB Sauren und Basen sich nach stéchiometrischen Regeln mit
Proteinen verbinden: namlich die Unterlassung der Bestimmung der
Wasserstoffionenkonzentration in EiweiBlosungen oder -gelen. Wollen
wir die relative Wirkung zweier Ionenarten, z. B. Cl’ und CH;COO’, auf
den osmotischen Druck oder die Viscositit einer EiweiBlosung mitein-
ander vergleichen, so mufl dies unbedingt bei gleichem pyz und bei
gleicher Konzentration des urspriinglich isoelektrischen Proteins ge-
schehen. Werden diese Bedingungen eingehalten, so ist festzustellen, dafl
die HorMEISTERschen Reihen fiir die Quellung, den osmotischen Druck
und die Viscositédt der Proteine praktisch keine reale Bedeutung haben,
und daf in Wirklichkeit nur die Valenz, nicht die spezifische Natur eines
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Ions, das zur Verbindung mit dem Protein gebracht wird, die spezifisch
kolloidalen Eigenschaften, wie den osmotischen Druck, die Quellung und
eine bestimmte Art der Viscositit, beeinfluBt.

Im vierten Kapitel haben wir gesehen, daB} bei gleichem py 3mal soviel
cem n/10-H PO, wie HNO,; mit 1 g urspriinglich isoelektrischer
Gelatine in einem Gesamtvolumen von 100 ccm verbunden sind.
Daraus folgt, daBl das Anion des Gelatinephosphates das einwertige Ion
H,PO; ist und nicht das dreiwertige Anion PO;”. Weiter geht sinngemaf
aus den im vierten Kapitel erorterten Verbindungsregeln hervor, daf bei
der Verbindung Oxalsdure + Protein bei einem ¢y < als 3,0 das Anion
das einwertige HC,O; ist, und daB bei py > 3,0 die Oxalsdure mehr
und mehr als zweibasische Sadure dissoziiert und ein zweiwertiges Anion
C,0; bildet, das sich mit dem Protein verbunden hat. Das gleiche muf3
auch mutatis mutandis fiir alle Verbindungen mit schwachen zwei- oder
dreibasischen Sduren gelten, z. B. Citronen-, Wein- oder Bernsteinsaure,
namlich daB bei py unterhalb 4,7 Proteinsalze mit hauptsichlich ein-
wertigen Anionen gebildet werden. Aus den Verbindungsregeln geht
gleichfalls hervor, daf die salzartige Verbindung eines Proteins mit einer
starken zweibasischen Saure, wie H,SO,, ein zweiwertiges Anion, in
unserem Beispiel also SO, haben muBl. Auf Grund unserer Valenzregel
miissen wir deshalb erwarten, daB die osmotischen Drucke unserer 1proz.
Losungen urspriinglich isoelektrischer Gelatine nach Zusatz verschiedener
Sauren fiir alle Gelatinesalze mit einwertigem Anion bei gleichem py
identisch sein miissen, mit anderen Worten: Gelatinechlorid, -bromid,
-nitrat oder -phosphat in 1proz. Losung sollten innerhalb der Fehler-
grenzen bei gleichem py den gleichen osmotischen Druck und die gleiche
Viscositat aufweisen; fiir die Quellung gilt dasselbe; hingegen miiBite
Gelatinesulfat mit seinem zweiwertigen Anion einen viel niedrigeren
osmotischen Druck, geringere Viscositit oder Quellung zeigen. Wir
werden zuerst die Richtigkeit dieser Behauptung fiir den osmotischen
Druck der Proteinlgsungen nachweisen.

Fiir die Messung des osmotischen Druckes von EiweiBlosungen wurde
die einfache Methode von R. S. LiLLIE?) verwendet. Mit Hilfe von Erlen-
meyerkolben wurden Kollodiumséickchen von einem Volumen von un-
gefahr 50 ccm und von der Form der Kolben in folgender, stets gleich-
bleibender Weise hergestellt: Mercksches Kollodium mit einem Gehalt
von 579%, Ather und 279, Alkohol (U.S. P. IX) wurde in Erlenmeyerkolben
von einem Volumen von ungefédhr 50 ccm, die vorher mit 95proz. Alkohol
ausgespiilt waren, bis zum Rande eingegossen und dann langsam wieder
ausgegossen, wobei das Gefaf langsam genau 2 Minuten lang zwischen
den Handen gedreht wurde. Dann wurde der Erlenmeyerkolben, der

1) Liuig, R.S.: Americ. journ. of physiol. Bd. 20, S.127. 1907/08.
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nunmehr eine diinne Kollodiumschicht innen enthielt, bei Zimmertem-
peratur genau 2 Minuten sich selbst iiberlassen. SchlieBlich wurde er
mit Leitungswasser angefiillt und 5 Minuten lang Leitungswasser in
schwachem Strahl in ihn hineingegossen. Die innerhalb des Kolbens ge-
bildete Kollodiumschicht konnte nun herausgezogen werden und bildete
ein genaues Abbild des Kolbens. Die Sackchen wurden mittels konischer
durchbohrter Gummistopfen und Gummibindern verschlossen. Die
Proteinlosung wurde mit einem kleinen Trichter eingefiillt, alle Luft-
blasen entfernt und ein Glasrohr durch die Bohrung als Manometer ein-
gefiihrt. Dann wurde der Apparat in ein Becherglas mit gewdhnlich
350 ccm Wasser, vom gleichen py wie die Proteinldsung, derart hinein-
gestellt, daB der obere Rand des Gummistopfens sich in der Oberfliche
der AuBenfliissigkeit befand, das Glasrohr, das Manometer, wurde dann
etwas tiefer in das Sackchen hineingeschoben, so dal zu Beginn des
Versuches die Oberfliche der Proteinlosung etwa um 20—30 mm das
Niveau der AuBenfliissigkeit iiberragte.

Das Wasser diffundierte nun von auBlen in die Proteinlésung hinein,
und die Fliissigkeitssdule im Manometer erhob sich innerhalb von
6 Stunden, oder vielleicht weniger, bis zu einem Maximum. Man muB
hierbei nun beriicksichtigen, daB bei diesen Versuchen zweierlei Verande-
rungen beziiglich des py auftreten, welche das osmotische Gleichgewicht
beeinflussen. Dieersteist durch das DonNaNsche Gleichgewicht bedingt,
wie in dem ersten Kapitel angefiihrt wurde. Die zweite Veranderung
geht auf Rechnung der Kohlensdure der Luft, welche die Reaktion der
AuBenfliissigkeit besonders dann stérend beeinfluBt, wenn man mit
alkalischen Losungen arbeitet. Man muf} sich weiter vergegenwirtigen,
daB bei diesen Versuchen durch den Eintritt von Wasser in das Kollo-
diumsédckchen die Proteinlésung gewohnlich verdiinnt wird. In spéteren
Abschnitten dieses Buches werden Versuchsreihen beschrieben, bei
denen diese Fehlerquellen vermieden oder vermindert waren.

Aus isoelektrischem Protein wurden 1proz. Lésungen in Wasser mit
einem bestimmten Gehalt an Sdure oder Base hergestellt, so daB ein
definiertes py resultierte. Jedesmal wurde der Kollodiumsack mit der
Gelatineldsung, wie beschrieben, in ein Becherglas mit 350 ccm Wasser
eingetaucht; das py dieser AuBlenfliissigkeit wurde dem der verwendeten
EiweiBlosung gleichgemacht. Wegen des sich einstellenden Donnan-
Gleichgewichtes blieb die Ubereinstimmung beziiglich des py innen und
auBen nicht bestehen, das py innen wurde hoher, wenn man mit Gelatine-
siuresalzen arbeitete. Die Beobachtungen wurden gewohnlich einen Tag
hindurch fortgesetzt, indessen wurde anfangs der Fliissigkeitsstand alle
20—30 Minuten abgelesen. Die am nachsten Tage festgestellten Werte
wurden in das Diagramm Abb. 26 eingetragen. Gewdhnlich hatte sich
das Gleichgewicht in ungefihr 6 Stunden eingestellt. Es muB} noch
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erwidhnt werden, daB die Einstellung in einem auf 24° einregulierten

Thermostaten vor sich ging.

In der Abb. 26 sind die osmotischen Drucke angegeben, die Losungen
mit urspriinglich 1proz. trockener isoelektrischer Gelatine unter Zusatz

von vier verschiedenen Siuren,

[ namlich HCl, H,SO,, Oxal-
425 AN sdure und Phosphorsdure,
o \@‘y’ X B aufweisen?). Das py der
" & =2 Gelatinelésungen nach ein-
3;0 i anNENE gestelltem osmotischen Gleich-
;:iw Ny / AN gewicht, d.h. nach Abschlu}
N oss K NS des Versuches, wird durch die
§ 250 /| B Abszissen dargestellt. Die
§ 225 5 A Bestimmung des ?fJH geschah
Q A stets elektrometrisch. Ohne
N s !
Yy W weiteres ist zu erkennen, dal3
N5 o e >
S0 holoy”] A\ die vier Kurven einige
§ 725 A \ charakteristische Eigenschaf-
1004 ten  gemeinsam  zeigen.
x4 So ist der osmotische Druck
50 V] in allen Fillen im isoelektri-
% . schen Punkt, namlich bei

P IT I 5 A W % B W W % #  bu =47, ein Minimum, er
Abb. 26. Die Wirkung des py und der steigt mit  zunehmender
Anionenvalenz auf den osmotischen Druck Wasserstoffionenkonzentra-
Sl el o, tion (oder mit abnchmendon
am kleinsten, er nimmt bei zunehmendem #u) und erreicht in allen Fallen
Sauregehalt bis zu einem Maximum zu, um  Dbel ungefiihr pu=3,4 ein
bei hoherem Sauregehalt wieder abzusinken. Maximum. Mit weiterer Zu-
nahme der Wasserstoffionen-
konzentration, d. h. mit weiterer Abnahme des py, fallen die Kurven fiir
den osmotischen Druck der Lsungen der vier Gelatinesalze fast ebenso
steil ab, wie sie vorher angestiegen waren. Nebenbei mag angefiihrt
werden, daBB PauLi?), sowie MANABE und MATULA3) fiir die Viscositit
des Albumins bei einem py von ungefihr 2,1 ein Maximum angeben,
Das Maximum des osmotischen Druckes liegt offenbar bei einem viel
hoheren py (3,4), und bei pg = 2,1 sind die Kurven schon recht niedrig,
nicht viel héher als beim isoelektrischen Punkt. Die Form der Kurven
des osmotischen Druckes der Proteinlésungen als Funktion ihrer gy hat
eine sehr charakteristische Gestalt und ist stets zu reproduzieren.

1) Loes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.691. 1920/21.
%) PauLr, W.: Kolloidchemie der EiweiBkorper. Dresden und Leipzig 1920.
%) MaNaBE, K. u. J. MATULA: Biochem. Zeitschr. Bd. 52, S.369. 1913.
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Indessen interessiert uns in diesem Zusammenhang hauptsichlich
die Priifung der Valenzregel. Aus den Titrationskurven haben wir ge-
sehen, dal sowohl beim Gelatinephosphat wie beim Gelatinechlorid ein
einwertiges Anion vorliegt, H,PO; und Cl’. Die Valenzregel fordert,
dafl der osmotische Druck dieser beiden Gelatinesalze gleich sein soll,
und ein Blick auf die Abb. 26 148t erkennen, daB dies der Fall ist. Das
Anion des Gelatineoxalates sollte bei p;-Werten unter 3,0 so gut wie voll-
stindig einwertig sein, und dementsprechend sehen wir, dal der ab-
steigende Ast der Kurve fiir das Gelatineoxalat fiir die py-Werte unter
3,0 praktisch mit dem absteigenden Ast der Kurve des Gelatinechlorids
und Gelatinephosphats zusammenfallt. Bei py-Werten iiber 3,0 liegt,
der Theorie der elektrolytischen Dissoziation entsprechend, die Kurve
des osmotischen Druckes des Gelatineoxalates etwas tiefer als die
Kurve fiir Gelatinephosphat und Gelatinechlorid. Denn die Oxalsiure
dissoziiert elektrolytisch um so reichlicher zwei Wasserstoffionen ab,
je hoher das py anwichst. So ist bei py = 3,4 die Mehrzahl der Anionen
des Gelatineoxalats einwertig, ein bestimmter kleiner Prozentsatz ist
aber schon zweiwertig. Deshalb ist die Kurve des Gelatineoxalates bei
1 = 3,4 oder bei hoheren py-Werten nicht ganz so hoch wie die Kurve
des Gelatinechlorids oder -phosphates. Dies Verhalten stimmt mit den
Titrationskurven der Abb. 7 vollig iiberein. '

Die Titrationskurven der Abb. 7 ergeben, daB H,SO, bei der
Verbindung mit Gelatine ein zweiwertiges Anion liefert, und wir be-
merken weiter, daB das Maximum des osmotischen Druckes in der
Abb. 26 bei der Schwefelsaurekurve fiir py = 3,4 weniger als halb so
hoch wie der entsprechende Wert fiir Gelatinechlorid oder Gelatine-
phosphat bei gleichem py ist.

So sind diese Ergebnisse in vollem Einklang mit denen der Titrations-
versuche, wenn wir annehmen, da8 nur das Vorzeichen der elektrischen
Ladung und die Valenz eines Ions, mit welchem das Protein verbunden
ist, den osmotischen Druck des Proteinsalzes bestimmen, wiahrend die
Natur des Ions entweder ohne EinfluB oder von so geringem Einfluf3
sein muB}, daB er sich der Beobachtung entzieht.

Wiren die HorMEIsTERschen Reihen zutreffend, so miiflite man er-
warten, dafl die Kurve des osmotischen Druckes von Gelatinephosphat
etwa wie die des Gelatinesulfats gestaltet, ja sogar noch etwas nied-
riger sein miillte, anstatt der des Gelatinechlorids zu gleichen; dasselbe
miite auch fiir die Kurve des Gelatineoxalats gelten. Diese Versuche
habe ich so oft wiederholt, dafl cin Zweifel an der Richtigkeit der Er-
gebnisse nicht moglich ist.

Ist die Valenzregel richtig, so muB sich zeigen lassen, daf} alle Sduren
mit monovalentem Anion Kurven ergeben, die identisch mit der HCl-
Kurve sind; alle Sauren mit zweiwertigem Anion miissen Kurven
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ergeben, die mit der der Schwefelsdure identisch sind. Zur Priifung
wurden 7 Sduren mit einwertigem Anion verwendet: HCl, HBr, HI,
HNO,, Essig-, Milch- und Propionsdure. Der Einfluf dieser Saduren
auf den osmotischen Druck von Gelatinelésungen mit einem Gehalt
von 1g trockener isoelektrischer Gelatine in 100 ccm Losung ist in der
Abb. 27 dargestellt. Die Ab-

ZZ Widpsdiuce 5;;; iute | szissen bedeuten wieder das
w5 7 UA" o ) : pu, die Ordinaten den os-
4o H_Neg Satpetersaur motischen Druck in Milli-
375 7{ oY m}[;/bn 1 metern Wasser. Die Werte
Qm aller 7 Sauren mit einwer-
Ty2s / tigem Anion liegen auf der
EW ¥ gleichen Kurve (innerhalb
R275 o " der Fehlergrenzen des Ex-
§25” / k perimentes). AuBerdem
?225 of bo /%50, | [ &) wurden zwei starke zwei-
“’ZZ(; / dEENEL) basische Sauren untersucht,
‘é;ﬂ Pt LTS H,S0, und Sulfosalicyl-
S s 4 W Suffosplicy/sdiyre p sdure. Beidiesen liegen die
100 /| . 2 Werte auf einer Kurve, die
7% \ etwas weniger als halb so
0l _ hoch wie die Kurve der ein-
25 l wertigen Sauren ist. Diese

;7/7?7,5 W 20775 252 4037 3 36 30wz w s Versuche beweisen daher,

Abb. 27. Die Valenzregel fir die Wirkung von daBnurdie Valenzund nicht
Sauren auf den osmotischen Druck von Gela- die chemische Natur des
tinelosungen. Die sieben einbasischen Sauren be-  Siureanions den osmoti-
einflussen den osmotischen Druck in genau glei- schen Druck der Gelatine-
cher Weise; dieser EinfluB ist etwa doppelt so . influBtd). I
groB wie der der beiden zweibasischen Sauren. losungen  DbeeinfluBt ). In
der Abb. 28 ist dargestellt,

wie schwache zwei- und dreibasische Siuren, ndmlich Bernstein-,
Wein- und Citronensdure, im Vergleich mit Schwefelsiure den
osmotischen Druck unserer Gelatineldsungen mit einem Gehalt
von 19, isoelektrischer Gelatine beeinflussen. ErwartungsgemiB
sind die absteigenden Kurveniste der drei schwachen Siuren mit
dem absteigenden Ast der Salzsiurekurve identisch, denn diese
schwachen zwei- und dreibasischen Siuren dissoziieren bei einem
pu unterhalb 3,0 wie einbasische Sduren; bei py-Werten {iber 3,0 sind
die Kurven der schwachen Sauren je nach ihrer Starke etwas niedriger als
die Salzsdurekurve. Diese Abweichung ist so zu erkliren, daB bei py >>3,0
das zweite Ion abdissoziiert wird, und zwar um so reichlicher,

1) Loes, J. und M. KuniTz: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 665. 1922/23.
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je starker die Sdure ist. Bei der schwachen Bernsteinsdure ist nur ein
sehr kleiner Prozentsatz der Molekiile wie bei einer zweibasischen Sdure
dissoziiert, bei der Citronensiure liegen die Dinge ebenso, wihrend bei
der Weinsiure schon ein groflerer Prozentsatz der Molekiile zwischen
Pu 3,0 und py 4,7 sich wie die einer zweibasischen Saure verhalten. Man
konnte geradezu aus

derartigen Versuchen  “” L 1 ]
die GroéBenordnung #0 ea Berpsteisdjre
der Dissoziation s £ t’\\)\/ 2 7
' w00 of ° N onernsaure
schwacher zwei- und 375 / TN XO\\Nerpsdire
dreibasischer Siuren o 950 //7 S AY
bestimmen. D25
Diese  Versuche Egoo \\\\
beweisen, daB nur die -x27 L\\ \
Valenz, aber nicht die §250 7 \
chemische Natur des S225 \‘\‘\\
S.. . d. W- - §200 A/ X
dureanions die Wir- / AR
. % 775 AN
kung der Saure auf % 4 N
den osmotischen §Z: | N
Druck der Gelatine- o ’ A
16sung bestimmt. s < B
Die Valenzregel 5 A
gilt nicht nur fiir den 25 N
osmotischen Druck g
. . P16 18 20 22 3% 26 28 30 32 3% 36 38 40 42 4% 46 48
der Gelatineldsungen,

1. b. 28. Di irk - i
sondern auch fiir die Ab 28. Die Wirkung §chwacher 2- und 3ba31s<?her
R . Sauren auf den osmotischen Druck von Gelatine-
Losungen vieler, losungen.

wenn nicht aller

Proteine. Versuche an 1proz. Loésungen urspriinglich isoelektrischen
krystallinischen Eieralbumins bestatigen auch fiir diese Proteinsalzver-
bindungen?) die Giiltigkeit der Valenzregel. Bei der Darstellung der Ver-
suche sind wieder die py-Werte der Albuminlésungen am Ende des
Versuches die Abszissen, und die Ordinaten die definitiven osmotischen
Drucke. Als Siuren wurden verwendet: HCl, H,SO,, Oxalsiure und
Phosphorséure (Abb. 29). Wieder erkennen wir, dal im isoelektrischen
Punkt die osmotischen Drucke ein Minimum haben, daB sie bei einem py
etwas iiber 3,2 maximal werden und dann wieder absinken.

Diese vier Kurven bestitigen die Valenzregel. Die Kurven des
Albuminchlorids und Albuminphosphats fallen praktisch zusammen, die
Kurve des Albuminsulfats ist beinahe halb so hoch wie die des Phosphats,
und die Kurve des Oxalats ist im Maximum niedriger als die des Chlorids.

1) Loes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.85. 1920/21.
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Die Valenzregel gilt gleichfalls fiir Caseinsduresalze!). Wir kdnnen
aber wegen der zu geringen Loslichkeit des Caseinoxalats und des Casein-
sulfats nur bei Caseinphosphat und Caseinchlorid die osmotischen Drucke
vergleichen. Die Kurven der osmotischen Drucke dieser beiden Salze
fallen zusammen, wenn die Drucke als Ordinaten iiber dem schlieB3-

220 alJ I' Ci Ill///‘
T ) 1 <p T P3SN PO
0 xjé’/b(//(r//;a/ms fhat 200 !f.’
150 f N Apurprchiorid 80 /
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Abb. 29. Der osmotische Druck Abb. 30. Der osmotische Druck
verschiedener  Albuminsiuresalze. 1proz.Caseinchlorid und Casein-
Die Losungen enthielten 1 9} iso- phosphatlésungen als Funktion
elektrisches Albumin. des py. Die beiden Kurven

sind fast identisch.

* lichen py der Caseinlgsungen aufgetragen werden (Abb. 30). Das Maxi-
mum befindet sich bei einem py von ungefihr 3,0.

Hitcucock hat den EinfluB von HCI, HgPO,, H,C,0, und H,SO,
auf die osmotischen Drucke von Edestinlésungen untersucht und die
Resultate des Verfassers bestitigt.

Es ist also nicht daran zu zweifeln, dafl die Kurven der osmotischen
Drucke bei Gelatine, krystallinischem Eieralbumin, Casein und Edestin
der Valenzregel unterliegen und einen nennenswerten Einflufl der che-
mischen Natur der Ionen nicht erkennen lassen.

In den ilteren Versuchen, bei welchen die Wasserstoffionenkonzen-
tration nicht festgestellt wurde, fithrte die Wirkung der schwachen
Sauren die Untersucher irre. Nach den HOFMEISTERschen Reihen sollte
allgemein Essigsdure wie Schwefelsiure und nicht wie Salz- oder Sal-
petersdure wirken. Es wurden namlich die Wirkungen verschiedener
Séauren bei gleichen molaren Konzentrationen anstatt bei gleichem py
miteinander verglichen. Richtet man sich nach dem py, so findet man,
daf Essigsiure wie Salzsdure, aber nicht wie Schwefelsiure wirkt
(Abb. 27).

1) LoeB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.547. 1920/21.
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Die Hypothese, dafl die Valenz des mit einem Protein verbundenen
Ions der wichtigste Faktor fiir den osmotischen Druck ist, wird durch
Messungen des osmotischen Druckes bei Metallgelatinaten weiter be-
stiatigt. Im vierten Kapitel hatten wir gesehen, daB Ca(OH), und
Ba(OH), sich mit Gelatine nach Aquivalenten verbinden, und daB dem-
nach das mit Gelatine
verbundene Ion hierbei 3%
das zweiwertige Ion Ca™ % < .
oder Ba” ist. Die Ver- ** ~ =
suche ergaben, dafl die 280 N, -Aleumiiriar °

) 260 o] -
osmotischen Drucke von ¥, 7-Alurnyingy
Li,- Na-, K- und NH, §,,
Gelatinat bei gleichem py EZ"” s
und bei gleichem Gehalt §,,
an urspriinglich isoelek- ?750 / I et
trischer Gelatine die glei- S V1 GaApuminat |3
chen sind, wihrend die ¥
osmotischen Drucke von &
Ba-und Ca-Gelatinat unter 42
den gleichen Bedingungen &
weniger als halb so hoch %
wie die der Metallgelati- %
nate mit einwertigem Kat- ,,,3,, 5 6 7 8§ 9 w 7
ion Sindl). Dies gﬂt auch Abb. 31. Die osmotischen Drucke von NH,-,
fiir die Metallsalze des Na- und Ca-Albuminat.
krystallinischen Eieralbu-
mins. Aus der Abb. 31 ergibt sich, daB die Kurven fiir den osmotischen
Druck des NH,-und Na-Albuminats bei gleichem py ungefihrdie gleichen
und etwa doppelt so hoch sind wie die Kurve fiir das Calciumalbuminat.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Untersuchung des osmotischen
Druckes der Metallcaseinate festgestellt.

All diese Versuche stimmen darin iiberein, daB3 nur die Valenz des
Ions, das mit dem Protein verbunden ist, den osmotischen Druck der
Verbindung bestimmt und daB die chemische Natur des Ions hierbei
ohne Wirkung zu sein scheint. Diese Tatsache ist von der groBten Bedeu-
tung, denn sie konnte vorausgesagt werden, wenn das kolloidale Verhalten
durch das Donnan-Gleichgewicht bedingt wird. Der Verfasser mochte
hervorheben, daB diese Valenzregel experimentell festgestellt wurde,
bevor er sich dariiber im klaren war, daB die Wirkung der Elektrolyte
auf den osmotischen Druck der EiweiBldsungen aus dem Donnan-Gleich-
gewicht hergeleitet werden kann.

D
4

1) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S. 85, 547. 1920/21.
Loeb, EiweiBkorper. 7
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B. Quellung.

In der kolloidchemischen Literatur ist allgemein festgestellt worden,
daB feste Gelatineblocke in Chloriden, Bromiden oder Nitraten mehr und
in Citraten, Acetaten, Tartraten, Phosphaten und Sulfaten weniger als
in Wasser quellen. Diese Tatsache hatte HOFMEISTER, ein Vorkdmpfer
auf diesem Gebiet, gefunden. Die Vernachlissigung der Wasserstoff-
ionenkonzentration, von der man zu seiner Zeit noch nichts wuBte,
kann ihm natiirlich nicht zum Vorwurf gemacht werden. Bei den Hor-
MEISTERschen Versuchen wurden Gelatinestiicke in hochkonzentrierte
Salzlgsungen gelegt. Die Unterschiede der Wirkungen der verschiedenen
Lésungen waren nur gering.

Er stellte weiter fest, daB Zuckerlosungen ebenso wie Losungen be-
stimmter Salze eine entwéssernde Wirkung haben, und schon diese Tat-
sache hitte den Chemikern als Warnung dienen sollen, aus diesen Experi-
menten Schliisse iiber die spezifische Ionenwirkung auf physikalische
Eigenschaften der Kolloide zu ziehen. Soweit der Verfasser orientiert
ist, riihrt die Unterscheidung zwischen ,,hydratisierenden® und ,,dehydra-
tisierenden® Ionen von diesen Versuchen her.

Es ist oft behauptet worden, daBl die HoFmEIsTERschen lonenreihen
beziiglich der Quellung von anderen Autoren bestétigt worden sind. So
wird auf S. 373 der ,,Kolloidchemie von ZsiGMONDY (2. Aufl.) folgendes
ausgefithrt: ,,Wo. OsTwALD, der die Wirkung verschiedener Sduren
miteinander verglich, fand unter anderem, daf die Quellung in den
Siuren nach folgender Reihenfolge abnimmt:

Salzsdure > Salpetersiure > Essigsiure > Schwefelsiure > Bor-
sdure. FISCHER zeigt andererseits, daB die Sdure- und Alkaliquellung
der Gelatine wie auch die des Fibrins durch Salzzusatz herabgesetzt
wird, und zwar wirken Chloride, Bromide und Nitrate viel weniger
stark entquellend als Acetate, Sulfate oder Citrate. Wir haben hier eine
jhnliche Reihe wie bei der Fillung von Eiweil durch Alkalisalze,
wenn auch die Reihenfolge mit der dort gegebenen nicht vollstindig
iibereinstimmt.*

Nach der Auffassung des Verfassers miissen OSTwALDs und FISCHERs
Versuche anders gedeutet werden, als es ZSIGMONDY tat, denn die
Autoren haben die Wasserstoffionenkonzentration ihrer Gele nicht be-
riicksichtigt. Nach unseren Versuchen ist die Notwendigkeit offenbar
geworden, bei Erorterungen, die die relativen Ionenwirkungen betreffen,
Experimente zugrunde zu legen, bei welchen die EiweiBl6sungen oder
-gele gleiche Wasserstoffionenkonzentration aufweisen. OsTwALD hat
diese Forderung nicht erfiillt, und er hat dann auch nur nachgewiesen,
daB} Essigsdure und Borsdure schwéchere Sauren als Salpetersdure sind,
aber nicht, daBl die Acetat- und Borationen die Quellung der Gelatine
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in hoéherem Mafe als Nitrationen vermindern; FISCHER hat nur be-
wiesen, daf} Citrate und Acetate Puffersalze sind, die bei Zusatz zu der
Losung einer starken Siure deren Wasserstoffionenkonzentration ver-
ringern, aber nicht, daBl Acetat- und Citratanionen die Quellung der
Gelatine stirker vermindern als Cl’- oder NO;j-Ionen. Beide Autoren
haben irrtiimlich Erscheinungen, die durch die Variation des py zustande
kommen, als Wirkungen der chemischen Natur des Anions aufgefaBt.
Die HorMEIsTERschen Reihen fiir die Ionenwirkung auf die Quellung
haben in Wirklichkeit niemals eine Bestdtigung erfahren. Wollen wir
die spezifische Ionenwirkung auf die Quellung untersuchen, so miissen
wir von fester isoelektrischer Gelatine ausgehen, sie durch Zusatz ver-
schiedener Siuren oder Basen auf bestimmtes anderes py bringen
und die Quellung der Gele bei gleichem py vergleichen. Im zweiten
Teil des Buches werden wir sehen, daB8 die Quellung von der Konzen-
tration der Proteinionen innerhalb des Gels abhiangt und diese letztere
wieder sich nach dem py innerhalb des Gels bei eingestelltem Gleich-
gewicht richtet. Deshalb miissen die Wirkungen verschiedener Siuren
bei gleichem py des Gels verglichen werden. Halt man diese Bedingung
ein, so findet man, dafl nur die Valenz eines Sdureanions die Quellung
der Gelatine beeinfluBt, und daB3 die Valenz des Sidureanions hier ahn-
lich wirkt wie beim osmotischen Druck.

Die genaueste Methode zur Bestimmung des Quellungsgrades der
Gelatine besteht in dem Wiegen der Gelatine zu Beginn und am Ende
des Versuches. Friihere Untersucher verwendeten dicke Gelatineblocke;
aber man muB tagelang warten, bis das Quellungsmaximum erreicht ist.
Ferner kann in einer derart langen Zeit auch Gelatine in Losung gehen,
wobei dann nicht ausgeschlossen ist, daB die Natur des Anions einen
betrdchtlichen EinfluB auf die Loslichkeit ausiibt. Experimente tiber
die Quellung von Gelatineblécken kénnen demnach wegen dieser Fehler-
quellen nicht als Unterlage einer Theorie dienen. Wir haben die Gelatine
in fein gepulvertem Zustand von definierter Kérnchengrole verwendet,
die Teilchen passierten ein Sieb, dessen Lochdurchmesser !/;, Zoll betrug,
dagegen nicht ein solches mit einem Lochdurchmesser von 1/ Zoll.
Solche Teilchen quellen in zwei Stunden maximal. Bei einer Ver-
suchstemperatur von 15° geht betrachtlich weniger als 59, der Ge-
latine in Losung. Nach einer zweistiindigen Einwirkungsdauer der
Saure bei 15° wurde das Gelatinepulver auf ein Filter gebracht, von der
Losung getrennt und das Gewicht des Gelatineriickstandes bestimmt.
Die so erzielten Resultate waren zuverlassiger als die nach den alten
Methoden mittels fester Blocke oder durch Abschétzen des Quellungs-
grades aus dem Volumen der gepulverten Gelatine.

Ein reichlicher Vorrat gepulverter Gelatine von der erwéahnten Kérn-
chengroBe wurde nach der im Kapitel 2 beschriebenen Methode iso-

7*
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elektrisch gemacht. 8 g des feuchten isoelektrischen Pulvers enthielten
1 g trockene isoelektrische Gelatine. Dieser Gelatineschlamm, der sich
im Gleichgewicht mit Wasser befand und feucht in einem Eisschrank
bei ungefihr 3° aufbewahrt wurde, diente als Ausgangsmaterial. Nun
wurden Portionen von je 8 g, die also ungefahr 1 g trockener isoelek-

trischer  Gelatine ent-

| | sprachen, dem Vorrat ent-
.Zf:f ’ ﬁ‘méd’/‘f ) | 7% o nommen, in Becherglaser
%’ 0 %0 ol /"%m gebracht und 18 Stunden
& 15| g [T Geltiedsatty . bei 15 —16°in eine feuchte
$ 20} . A Kammer gestellt. Dann
N —o—21 "'oz—,, 1 PN wurden die Gelatinepor-
S 7% Gelatnesulfat . .
v > tionen zu je 150 ccm
S wisseriger Losungen mit

oHiE I8 20 47 2% 25 25 30 37 i 36 3 40 I w 45 g varilertem  Gehalt an
Abb. 32. Die Wirkung des py und der Anionen- n/ 10-Sduren zugesetzt
valenz auf die Quellung der Gelatine. und unter haufigem Um-
rithren 2 Stunden bei 15°

belassen. Nun wurde die Gelatine durch Baumwolle unter Verwendung
gewogener Trichter von der Losung abfiltriert. Nachdem die Fliissig-
keit vollig abgetropft war, wurde das Gewicht des Riickstandes fest-
gestellt. SchlieBlich wurde

:50 Essighaure_], ) - MichsGierd die  Gelatine bei 50‘:
g oot : L || geschr{1012en, auf 25
‘\S,” . A i i abgekiihlt 'und 1h1'r Pu
Rz 7PN elektrometrisch bestimmt.
S, #53% " N Samtliche Arbeiten, aus-
8 s |sl e i e W 3‘){\' genommen die py-Messun-
X Sulpsaty P~ gen, wurden in einem kon-
$s stant auf 15° temperierten

)

Zimmer vorgenommen. Als

P16 16 20 32 5% 26 38 30 32 34 36 38 40 42 4% 46 48 et
Kontrolle wurde mit jeder

Abb. 33. Die Valenzregel und die Quellung von ) X
Gelatinegelen unter dem EinfluB von Sauren. Versuchsreihe eine Gela-
tineprobe unter Zusatz von

9 ccm n/10-HCl in 150 ccm Wasser mitgefiihrt. Das $y dieser Kon-
trolle betrug fiir das Gel 3,19. Das Gewicht der gequollenen Gelatine
schwankte im wesentlichen zwischen 34 und 36 g; der niedrigste Wert
betrug 32,3, der hochste 37,8 g. Die Wirkung der vier Siauren HCI,
H,PO,, Oxalsidure und Schwefelsdure auf die Quellung der Gelatine
geht aus der Abb. 32 hervor. Die Kurven fiir Salzsiure und Phosphor-
sdure sind identisch, die Oxalsaurekurve liegt etwas tiefer, und ihr
Unterschied gegen die erste ist bei py-Werten unter 3,0 kleiner als bei
pu-Werten iiber 3,0; die Schwefelsdurekurve liegt betrachtlich tiefer als die
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beiden anderen. Der EinfluB dieser vier Sauren auf die Quellung entspricht
ganzund garihrem EinfluB auf den osmotischen Druck, dennnur die Valenz,
aber nicht die chemische Natur des Anions ist hierbei von Bedeutung.

Folgende Versuche bestétigen weiter die Richtigkeit der Valenzregel.
In der Abb. 33 sind die

unter Verwendung ver- | | [
schiedener Siuren gewon- .5 W o Bermytemsiyre
nenen Ergebnisse derart §;l |.le ,A - adENE
eingetragen, daB die Ab- g 25 2 A é i
szissen das py des Gels § R 0: ‘1\‘[}‘. |
am SchluB des Versuches, X% S 1450, =2 N
die Ordinaten das schlieB- 37 S
liche Gewicht der ge- =%

quollenen Gelatine be- p/iw 718 20 22 2% 26 28 30 42 34 36 48 40 42 4% 46 48
deuten. Die Werte fiir die Abb. 34. Die Wirkung schwacher 2- und 3 basi-
Wirkung von sieben ein- scher Sauren auf die Quellung.
basischen Siuren, nam-

lich HC1, HBr, HI, HNO,, Propionsaure und Milchsaure, liegen inner-
halb der Versuchsfehlergrenzen auf der gleichen Kurve. Das Maxi-
mum betrigt 36 g und liegt innerhalb der Schwankungen, welche
die erwihnte Gelatine-

salzsaurekontrolle zeigte.
- N e
Nur Essigsdure hat ein & pelaringr
etwas hoheres Maximum R N
45 >

von ungefihr 42 g bei py  w o _a0%Ra
= 3,2. Diesem abnormen 35 L | }a_ ﬁwﬁ.”;;’m"‘/ ar )
Verhalten der Essigsdure 3 ﬁ/ o
bei ellungsver- 25 —— = g

den Qu u.g . 2 ba-Gelatinat Wzl © | N+
suchen entspricht keine 'a [ S R P P PP
Abweichung bei den Ver- [T £ i

. . 70—

suchen iiber die Membran- Z
potentiale oder den os-

motischen Druck, bei ,,,34 5 & 7 & 9 10 1 7
welchem nur die isolierten  Abb. 35. Die Wirkung verschiedener Basen auf
Gelatineionen eine Rolle die Quellung von Gelatine. Die Kurven fiir
. . i Na N , NH i raktisch
spiclen. Deshalb ist d e iLdleOnI;Ii;ch u(ztli-l etvIv{aO gf)ppelt 4§)Hhoscllr:dwig die far
Verdacht gerechtfertlgt’ Ca(OH), und Ba(OH),. Die Ordinaten bedeuten
daB der exzessive Ein- das relative Gelvolumen.
fluB aufdieQuellungdurch
Verminderung der Kohision des Gels wegen der groBen, zum Ansauern
auf py 3,2 oder py 3,0 notwendigen Essigsduremenge zustande kommt.
Die starken zweibasischen Sauren H,SO, und Sulfosalicylsdure wirken

ebenfalls gleichartig, das Maximalgewicht betrdgt nur 18 g, also etwa



102 Die Valenzregel und die angeblichen HorMEISTERschen Reihen.

nur halb soviel wie das Maximalgewicht der Gelatine bei Gegenwart von
Salzsdure. DasMaximum liegt bei einem py des Gels von etwa 3,0 bis 3,2.

Diese Versuche ergeben, dal nur die Valenz, dagegen nicht die che-
mische Natur der Saure die Quellung der Gelatine beeinfluft.

Abb. 34 zeigt die Wirkung schwacher zwei- und dreibasischer Sduren.
Wir haben bereits die Eigentiimlichkeiten der elektrolytischen Disso-
ziation dieser Siuren behandelt, und ihr Verhalten hier bedeutet eine
ebenso klare Bestitigung der Valenzregel wie ihre Wirkung auf die
Membranpotentiale und den osmotischen Druck.

In der Abb. 35 ist die Wirkung von Basen auf die Quellung der
Gelatine dargestellt. Die Werte fiir Li-, Na-, K- und NH,-Gelatinat sind
bei gleichem ¢y praktisch identisch, so dafl die Kurven in der Dar-
stellung zusammenfallen. Nur beim Ammonium sind die Werte bei py
tiber 8,5 unregelmaBig, wahrscheinlich deshalb, weil die NH,OH-Mengen,
die man braucht, um eine Gelatineldsung auf dieses py zu bringen,
ziemlich groB sind. Das Hauptergebnis ist, da der Betrag der maxi-
malen Quellung der Gelatinesalze bei zweiwertigem Kation (Ca™ oder
Ba") betrichtlich geringer ist als bei einwertigen Kationen, wie Na',
K’ oder NH; ). Dies stimmt mit den Ergebnissen der Titrations-
versuche {berein, nach welchen Kalk- und Barytwasser sich mit Ge-
latine in d4quivalenten Proportionen verbinden. Das Kation der Gelatine-
verbindung ist demnach hier zweiwertig?).

Die HorMEISTERschen Reihensind demnach nicht derrichtige Ausdruck
fiir die relative Ionenwirkung auf die Quellung der Gelatine. Esist nicht
richtig, daB die Chloride, die Bromide und die Nitrate ,,hydratisieren, die
Acetate, Tartrate, Citrate und Phosphate ,,dehydratisieren‘‘. Beriick-
sichtigt mandas py des Gels, so findet man, daB bei gleichem py des Gels alle
Sauren mit einwertigem Anion die Quellung im gleichen MaBe beeinflussen.
Bei zweiwertigen Sdureanionen ist die Quellung betrachtlich kleiner.

So beeinfluft nur die Valenz und nicht die chemische Natur des mit
der Gelatine verbundenen Ions ihren Quellungsgrad. Im zweiten Teil
werden wir erfahren, da nach PROCTER und WiLsoN die Saurewirkung
auf die Quellung durch Anderungen des osmotischen Druckes innerhalb
des Gels wegen des Auftretens eines Donnan-Gleichgewichtes zustande
kommt, und dal die Krifte, die der Quellung entgegenwirken, die
zwischen den Proteinmolekiilen des Gels wirksamen Kohésionskrafte
sind. Es liegt auf der Hand, daB das Anion einer Siure sowohl das
Donnan-Gleichgewicht zwischen dem Losungsmittel innerhalb und auBer-
halb des Gels als auch die Kohésionskrifte zwischen den Teilchen be-

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.247. 1920/21.

2) Bei diesen Versuchen wurde eine andere Methode befolgt, als fiir die Sdure-
versuche angegeben ist. Daher kénnen diese Versuche nicht dazu dienen, die
relativen Sdurewirkungen mit den Alkaliwirkungen zu vergleichen.
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einflussen konnte. Dieser zweite Faktor kann bei der Gelatinequellung
so-gut wie vernachlissigt werden; arbeitet man aber mit festen Casein-
teilchen, so wird seine Bedeutung ersichtlich. Caseinkdrnchen quellen
und 16sen sich zwar in Salzsdure, aber nicht in Trichloressigsdure, auch
16st sich Casein besser in Salz- als in Salpetersiure. Diese Anionen-
wirkung auf Loslichkeit und Kohdsion muB streng von der Saurewirkung
auf kolloidale Eigenschaften getrennt werden, denn die Loslichkeit ist
eine Eigenschaft sowohl der Krystalloide wie der Kolloide.

Die alten Autoren, die davon iiberzeugt waren, dafl die HOFMEISTER-
schen Tonenreihen die Wirkung der Sauren auf die Quellung wiedergeben,
hatten die Bestimmung des py des Gels unterlassen und hielten daher
die Wirkung von py-Differenzen fiir spezifische Wirkungen der Saure-
anionen. Zu welchen Fehlschliissen man auf diese Weise gelangen kann,
geht besonders deutlich aus einer neuen Arbeit!) aus dem Physikalisch-
Chemischen Laboratorium in Leipzig hervor, deren Autor nachweisen
will, daBl die Wirkung verschiedener Sauren auf die Quellung der Gela-
tine nichts mit der Valenz, sondern mit der chemischen Natur des Saure-
anions zu tun hat: d. h. die HoFMEISTERschen Reihen sollten bestitigt
werden. KUHN berechnet die Wasserstoffionenkonzentration seiner Pro-
teingele nach den Tabellen von KOHLRAUSCH, als ob das py bei Gegen-
wart von EiweiBkorpern sich ebenso verhielte wie in einer wésserigen
eiweiBfrelen Losung, was allen Tatsachen widerspricht. KUHN hat
ferner vollig iibersehen, daB die Bedingungen fiir die Ausbildung eines
Donnan-Gleichgewichtes vorliegen und dass das py innerhalb des Gels
ganz anders sein muf} als das der AuBenfliissigkeit. Wenn man Ver-
gleiche anstellen will, muBl man aber das $y im Innern des Gels nach
eingestelltem Gleichgewicht kennen. Weiterhin hat KUHN es {ibersehen,
daB man erst die Gelatine isoelektrisch machen muB3, bevor man Siure
zusetzt, weil man sonst aus den zugesetzten Siuremengen nichts fiir
die Wasserstoffionenkonzentration der EiweiBlosungen entnehmen kann.
SchlieBlich muB man darauf bestehen, die Aktivititskoeffizienten (d.h.
das py) einzufithren, denn nur diese und nicht die Leitfahigkeitsbetrage
sind der wahre Ausdruck fiir die relative Wirkung der Sduren. Man
braucht kaum noch hervorzuheben, dal aus so unkritischen Experi-
menten, wie aus denen von KUHN, Schliisse nicht gezogen werden diirfen.
Ahnliche Irrtiimer sind anderen Untersuchern unterlaufen, die die
HorMEISTERschen Reihen zu bestitigen glaubten.

C. Viscositit.
Die Valenzregel, die uns den relativen osmotischen Druck der EiweiB-
losungen vorauszusagen gestattet, gilt auch fiir die Viscositat der Ge-
latinel6sungen.

1) Kunn A.: Kolloidchem. Beih. Bd. 14, S.148. 1921/22.
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Zuerst wollen wir den EinfluB der Gelatine auf die Viscositit des

Wassers erldutern?).

Wir bereiteten eine 4proz. Vorratslosung iso-

elektrischer Gelatine, erhitzten einen Teil dieser Loésung auf 45° und
filllten mit Wasser auf, so daB eine 1,6 proz. Losung entstand, deren
Quantum so bemessen war, daBl sie den taglichen Bedarf deckte. Sie
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Abb. 36. Die Kurven zei-
gen die Anderungen der
Viscositdit von 0,8 proz.
Losungen urspriinglich iso-
elektrischer Gelatine bei
verschiedenem py. Beim
Gelatinechlorid, -phosphat
und -oxalat sind die Kurven
so gut wie identisch und be-
trachtlich hoher als beim
Gelatinesulfat.

wurde den Tag iiber bei 24° gehalten. Zu
50 ccm dieser Losung wurde die ge-
wiinschte Siure- oder. Alkalimenge gegeben
und mit destilliertem Wasser auf 100 ccm
aufgefiillt. Die nunmehr 0,8proz. Losung
wurde dann rasch auf 45° erhitzt, eine
Minute bei dieser Temperatur belassen und
rasch auf 24° wieder abgekiihlt. Wih-
rend dieser Vorginge wurde die Losung un-
unterbrochen gerithrt. Unmittelbar nachdem
die Temperatur von 24° wieder erreicht war,
wurde stets bei der gleichen Temperatur die
Viscositit . mittels des OsTwaLDschen Vis-
cosimeters gemessen. Bei destilliertem
Wasser betrug die AusfluBzeit bei 24° genau
eine Minute. Jede Bestimmung der Viscositit
wurde mit der gleichen Gelatinelésung noch
einmal wiederholt; zu Anfang und am Ende
einer Versuchsreihe wurde auBerdem noch
die Viscositdt der isoelektrischen Gelatine
bestimmt, bei welcher die Zeiten stets auf
1 Sekunde genau iibereinstimmten und nur
zwischen 80 und 81 Sekunden schwankten.
Die Versuche sind also gut reproduzierbar.

Die Ergebnisse konnen in kurzen Worten
geschildert werden. Abb. 36 enthilt die
Kurven der relativen Viscositit 0,8 proz.
Losungen von Gelatinechlorid, -sulfat, -oxa-
lat und -phosphat. Die Abszissen sind
wieder das py der Gelatinelésungen. Die
Ordinaten sind die relativen Viscosititen,

d. h. die fiir die Gelatinelosungen erforderlichen AusfluBzeiten
dividiert durch die AusfluBzeit des Wassers. Die Kurven fiir die vier
Séuren steigen sdmtlich mit zunehmender Wasserstoffionenkonzen-
tration vom isoelektrischen Punkt aus steil an, erreichen bei einem
P1 von 3,0 oder etwas dariiber ein Maximum und senken sich dann wieder.

1) LoEs, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S. 85. 1920/21.
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Die Kurven fiir die drei Salze Gelatinechlorid, -oxalat und -phosphat
stimmen praktisch iiberein, wihrend die Kurve fiir Gelatinesulfat be-
trachtlich tiefer liegt.

Die Abb. 37 enthalt die Kurven fiir die Viscositat der Gelatinesalze
mit Citronensidure, Weinsiure und Bernsteinsiure. Sie fallen praktisch
zusammen und stimmen mit den Kurven des Gelatinechlorids und
des Gelatinephosphates der Abb. 36 fast iiberein.

Abb. 38 gibt die Kurven der Viscositit 0,8 proz. Losungen urspriing-
lich isoelektrischer Gelatine nach dem Zusatz von Essigsiure sowie
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Abb. 37. Relative Viscositit von Abb. 38. Relative Viscositat wvon
Gelatinesuccinat, -tartrat und -citrat. Gelatine-mono-, di-, -trichloracetat.

von Mono-, Di- und Trichloressigsdure wieder. Sie stimmen wiederum
mit den Gelatinechlorid- und -phosphatkurven iiberein, nur liegt die
Kurve der Essigsdure etwas hoher als die der iibrigen. Dies abweichende
Verhalten der Essigsiure wurde auch bei der Quellung bemerkt, aber
nicht beim osmotischen Druck. Die Saurewirkung auf die Viscositat
der Gelatine ist in Wirklichkeit eine Wirkung auf die Quellung kleiner
Gelaggregate in der Losung, wie wir im zweiten Teil des Buches zeigen
werden. Demnach konnte die exzessive Wirkung hoher Essigsiure-
konzentrationen auf die Viscositat durch die gleichen Ursachen bedingt
sein wie ihr abweichendes Verhalten bei der Quellung. Durch die be-
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stehende hohe Konzentration nichtdissoziierter Sauremolekiile kommen
sekundire Wirkungen zustande, die moglicherweise die Kohasionskréfte
des Gels modifizieren.

Aus den Titrationskurven bei Alkalien hat sich ergeben, daBl Calcium
und Barium sich mit Proteinen nach dquivalenten Proportionen ver-
binden und wir miissen demnach erwarten, da3 die Viscositdtskurven
fiir Ba- und Ca-Proteinate tiefer liegen als die fiir Li-, Na-, K- und
NH,-Proteinate. Wir fanden, daB dies in der Tat der Fall ist.

Bei Versuchen iiber die Viscositit von Caseinlésungen mufl man
den Léslichkeitsgrad der Caseinsalze beriicksichtigen. Innerhalb des
pu-Bereiches von 4,7—3,0 oder noch etwas weniger ist weder Casein-
chlorid noch Caseinphosphat
geniigend 16slich, um die Her-
stellung einer 1proz. Losung
Vi zu gestatten, und man kann
fatGaeriat | demnach in diesem py-Be-
reich den EinfluBl des Caseins
o | auf die Viscositat des Wassers
vernachldssigen. Die Kurve
der relativen Viscositit 1proz.
Caseinchlorid- und -phosphat-
lésungen (bezogen auf die
‘7'5'”,, 7 & 9 w # % des reinen Wassers) steigt
Abb. 39. Die relative Viscositit von Na- bei py 3,0 rasch an. Er-

und Ba-Caseinat als Funktion des py. héht man die Wasserstoff-

ionenkonzentration, so sinkt

die Viscositat wieder wie bei der Kurve fiir Gelatine. Daraus ergibt

sich, daBB das Maximum der Wirkung auf die Viscositit des Casein-

chlorids bei einem ¢y gleich oder groBer als 3,0 liegt. Die Kurve fiir
das Caseinphosphat fallt mit der fiir das Caseinchlorid zusammen.

Der Unterschied zwischen der Viscositdtskurve fiir Na-Caseinat und
fiir Ba-Caseinat (Abb. 39) ist ebenfalls dhnlich wie bei den entsprechen-
den Gelatinesalzen.

Bei krystallinischem Eiereiweil beeinflussen Sauren und Alkalien
die Viscositat nur wenig, solange die Temperatur und die Konzentration
des Albumins nicht zu hoch ist. Diese Tatsache, die von groBer theore-
tischer Bedeutung ist, wird noch in einem spiteren Kapitel behandelt
werden.
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Die Ergebnisse all dieser Versuche kénnen in folgender Weise zu-
sammengefaBBt werden. Setzt man Siuren zu einer Lésung oder zu einem
Gel von isoelektrischem Protein, so dndern sich in #hnlicher Weise
bei den Losungen der osmotische Druck und (bei manchen Proteinen)
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die Viscositdt und bei den Gelen die Quellung. Die Werte dieser drei
Eigenschaften steigen mit zunehmender Wasserstoffionenkonzentration
erst bis zu einem Maximum, dem bei weiterer Verminderung des sy
ein Absinken folgt. Sidmtliche Sduren mit einwertigen Anionen wirken
quantitativ gleich, wenn man ihre Wirkung bei gleichem ¢y der Eiweif3-
16sung oder des Eiweiflgels in Betracht zieht; die zweibasischen Sduren
wirken untereinander ebenfalls gleich, aber sie beeinflussen die drei
Eigenschaften in betrachtlich geringerem MaBe als die einbasischen.
Somit ergibt sich, dal nur die Valenz, dagegen nicht die chemische Natur
eines Saureanions diese drei Eigenschaften der Proteine beeinfluBt. Dieses
Ergebnis steht im Widerspruch zu den sogenannten HOFMEISTERschen
Ionenreihen, deren Aufstellung nur durch einen methodischen Fehler
moglich war. Die fritheren Autoren hatten ndmlich die Wasserstoffionen-
konzentration der Proteinlosungen oder -gele nicht bestimmt und
konnten demnach auch die Wirkungen der Sauren auf Eiweil6sungen
oder Eiweilgele nicht bei gleichem py miteinander vergleichen. Die
Valenzregel ist fiir die Theorie des kolloidalen Verhaltens von der gréten
Bedeutung, denn sie zwingt zu dem SchluB, dafl das kolloidale Verhalten
durch Donnan-Gleichgewichte bedingt ist, die als elektrostatische Gleich-
gewichte nur von der Valenz, aber nicht von den sonstigen chemischen
Eigenschaften eines Anions abhingen. Was fiir die Wirkungen der
Sauren gilt, ist mutatis mutandis auch fiir die Wirkung der Alkalien
auf isoelektrisches Protein zu iibertragen.

Achtes Kapitel.

Die Beeinflussung der physikalischen
Eigenschaften durch Neutralsalze.

1. Die Wirkungen von Sduren, Alkalien und Salzen auf
Proteine.

Der strengste Beweis fiir die angebliche Existenz spezifischer Ionen-
wirkungen auf Proteine (auBer denen, die durch die Valenz des Ions
bedingt sind), schien durch Versuche iiber den EinfluB neutraler Salze
auf den osmotischen Druck, die Quellung und die Viscositat von Pro-
teinlgsungen erbracht zu sein.

Eine Reihe von Autoren hatte bemerkt, daB Neutralsalze die physi-
kalischen Eigenschaften der Proteine anders als Siuren und Basen
beeinflussen. Diese Unterschiede zu prazisieren ist mehrfach versucht
worden. Manche glauben, daB Neutralsalze ,,Adsorptionsverbindungen®
mit ,,elektrisch neutralen‘ (d. h. also nichtionisierten) Proteinmolekiilen
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bilden, bei welchen gleichzeitig eine Adsorption beider Ionen des
Salzes an dem ,neutralen” Proteinmolekiil angenommen wurdel).
Diese Vorstellung iiber die Wirkung von Salzlésungen ist nicht langer
haltbar (solange die Salzkonzentrationen nicht zu hoch sind), denn die
im zweiten Kapitel angefithrten Versuche mit gepulverter Gelatine
haben gezeigt, daB (praktisch) nur eins der beiden Ionen eines Neutral-
salzes sich unter bestimmten Bedingungen mit einem Protein verbinden
kann.  Gelatine kann sich in ihrem isoelektrischen Punkt, d. h. bei
pu = 4,7, praktisch mit keinem der beiden Ionen eines Neutralsalzes
verbinden. Steigt das py iiber 4,7, so kann nur das Metallion mit
der Gelatine in Verbindung treten und so Metallgelatinat bilden.
Bleibt das py unterhalb 4,7, so ist nur das Anion des Neutralsalzes
imstande, sich mit dem Protein zu verbinden, d. h. Gelatinesiure-
salze zu bilden.

R. S. LitLiE ) hat festgestellt, dal im Gegensatz zu Sduren und
Basen, die den osmotischen Druck von Gelatinelosungen erhoéhen,
Neutralsalze ihn erniedrigen. Obgleich diese Feststellung auf Tatsachen
beruht, die wirklich von LiLLIE beobachtet sind, ist sie doch nicht vollig
korrekt, und zwar deshalb nicht, weil die Wasserstoffionenkonzentration
der Gelatinelésung nicht berticksichtigt wurde. Wir werden zeigen,
daBl Saurezusatz zu einer Gelatinelésung mit einem sy von 2,5 oder
darunter ebenso wirkt wie Zusatz eines Neutralsalzes, daBl dann
namlich der osmotische Druck sinkt, und daBl bei Zusatz etwa von
KOH zu einer Metallgelatinatlosung mit einem py von 11,0 oder dariiber
in dhnlicher Weise eine Verminderung des osmotischen Druckes zustande
kommt, als wenn wir KCl zugesetzt hitten.

Ebenfalls wird eine Verminderung des osmotischen Druckes be-
merkt, wenn man etwas Sdure einer Losung von Metallgelatinat oder
etwas Alkali einer Losung von Gelatinesduresalzen zusetzt, denn in
beiden Fillen wird die Reaktion der Lésung dem isoelektrischen Punkt
der Gelatine genihert.

Es ist demnach nicht korrekt, von einem Antagonismus zwischen den
Wirkungen der Sduren und der Salze zu sprechen, denn die erwahnten
Vorginge zeigen, daBl auch zwischen wenig und viel Siure ein Anta-
gonismus besteht. Betrigt z. B. das py einer Gelatinesduresalzlésung
3,0, so vermindert weiterer Zusatz der gleichen Saure den osmotischen
Druck oder die Viscositdt. Es handelt sich jetzt darum, diese Vorginge
in der richtigen Weise zu beschreiben. )

Wir wollen annehmen, daB die Proteinlésung das py des isoelek-
trischen Punktes aufweist und daB Salzsiure zugefiigt wird. Hierbei

1y Paurl, W.: Fortschr. d. naturwiss. Forschung Bd. 4, S. 223. 1912.
2) LiLLie, R. S.: Americ. journ. of physiol. Bd. 20, S.127. 1907/08.
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verwandelt sich das nichtionisierte Protein in Salz, und zwar um so
reichlicher, je mehr Sdure zugesetzt wird. Diese Salzbildung findet ihren
Ausdruck in der Zunahme des osmotischen Druckes, der Quellung und
der Viscositat. (Diese rein tatsichlichen Angaben entsprechen denen
von LAQUEUR und SACKUR und von PAuLl. Die Erklarung dieser
Autoren 14Bt auBer acht, dal sich diese Tatsachen am einfachsten
als Begleiterscheinungen der Ionisation des Proteins deuten lassen.
Wie wir im zweiten Teil zeigen werden, ist die Anderung der Ionisation
der Grund fiir die Anderungen des kolloidalen Verhaltens.) Gleich-
zeitig wirkt das Anion der Sdure in entgegengesetztem Sinne, d. h. de-
pressorisch. Durch Zusatz von Saure zu isoelektrischem Protein kommen
demnach zwei entgegengesetzt gerichtete Wirkungen auf den osmo-
tischen Druck, die Viscositdt und die Quellung der Proteine zustande,
namlich erstens eine vermehrende Wirkung wegen der reichlicheren
Bildung von Proteinsalz mit zunehmender Wasserstoffionenkonzen-
tration und zweitens eine vermindernde Wirkung, die durch das Anion,
in unserem Beispiel Cl’, bedingt ist. Die vermehrende Wirkung wéchst
anfangs rascher an als die vermindernde Wirkung, aus dem Grunde,
weil bei Zusatz von wenig Sdure zu isoelektrischem Protein sich
Proteinsalz bildet. Nahert sich indessen das py der Losung dem Wert
3,0, so wird der vermehrende EinfluB, der auf der Bildung neuen
Gelatinechlorids beruht, bei abnehmendem py weniger rasch an-
steigen, als die vermindernde Wirkung des Anions zunimmt, und
daher iiberwiegt schlieBlich, wenn noch mehr Siure zugesetzt wird,
die vermindernde Wirkung des Chlorions iiber die vermehrende Wir-
kung des H'-Ions.

Setzt man eine Base, z. B. NaOH, einer isoelektrischen Protein-
losung, z.B. einer Gelatinelésung, zu, so geht zuerst mehr von
dem nichtionisierten Protein in das ionisierte Metallproteinat, hier
also in Natriumgelatinat, iiber. So steigt osmotischer Druck,
Viscositit und Quellung rasch wegen der Konzentrationszunahme
des ijonisierten Proteins an. Der Mechanismus dieses Zusammen-
hanges wird spiter erlautert. Das Kation der Base, also das
Natriumion, driickt die Werte der drei Eigenschaften herab, und
diese depressorische Wirkung wird erkennbar, wenn das py einen
bestimmten Wert iberschreitet. Ist dieser erreicht, so nimmt auf
weiteren Alkalizusatz die diese drei Eigenschaften herabsetzende Wir-
kung des Kations (also des Na’) rascher zu als die sie begiinstigende
Wirkung des OH'-Ions.

Setzt man indessen einer Proteinlésung oder einem Proteingel ein Salz
zu, so kann der osmotische Druck oder die Viscositdt der Losung oder
die Quellung des Gels nicht vermehrt werden, denn irgendeine Ver-
mehrung dieser Eigenschaften kann nur durch eine Zunahme der Ioni-
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sation des Proteins bedingt sein. Durch Versuche iiber Kataphorese
von Proteinteilchen!) sowie iber Osmose durch Gelatineschichten?) ist
es erwiesen, daB Zusatz von Neutralsalzen, wie LiCl, NaCl, KCl, MgCl,,
CaCl,, SrCl,, BaCly, Na,SO,, zu isoelektrischem Protein weder Bildung
von Proteinsalz noch von Proteinionen veranlaBt, wenn nur das py der
Losung auf dem isoelektrischen Punkt bleibt. Versuche iiber Membran-
potentiale, die im zweiten Teil dieses Buches besprochen werden sollen,
haben diese Ansicht bestdtigt. Ist es richtig, daB die vermehrende Wir-
kung der Siuren und der Basen auf osmotischen Druck und Viscosi-
tit der Proteinlgsungen und auf die Quellung von Proteingelen durch
die Bildung von Proteinionen bedingt ist, so durften erwartungsgemif
Salze, wie NaCl und Na,SO,, den osmotischen Druck bei Losungen
isoelektrischer Gelatine oder anderer isoelektrischer Proteine nicht ver-
mehren, und sie lassen ihn tatsichlich auch unverindert?). Nur Salze
mit drei- oder vierwertigen Ionen vermehren den osmotischen Druck
in ganz geringem MaBe bei Losungen isoelektrischer Gelatine; wahr-
scheinlich andert sich jedoch hierbei das py etwas?). Andererseits muB
Zusatz von NaCl oder CaCl, usw. zu einer Gelatinechloridlésung vom
pu 3,0, die einen relativ hohen osmotischen Druck hat, ein Absinken
dieses Druckes bewirken, weil die Anionenkonzentration in der Protein-
salzlésung durch den Zusatz ebenso vermehrt wird, als wenn man
noch mehr Salzsiure zugesetzt hitte. Ebenso wirkt Zusatz dieser
Salze zu Natriumgelatinatlésung vom py 11,0 oder 12,0. Der hohe
osmotische Druck einer solchen Lésung wird durch den Zusatz der
Natriumionen des Salzes ebenso herabgesetzt wie durch die Natrium-
ionen eines NaOH-Zusatzes. Die folgenden Experimente beweisen die
Richtigkeit dieser SchluBfolgerung.

Es wurde eine ungefihr 1,6 proz. Losung isoelektrischer Gelatine
hergestellt und auf ein py von 4,0 gebracht. Dann wurde die Losung
auf einen Gehalt von 0,89, in bezug auf isoelektrische Gelatine in der
Weise eingestellt, da zu 50 ccm der Ausgangslésung entweder 50 ccm
Wasser oder das gleiche Volumen einer Salzlgsung, z. B. Kochsalzlésung,
von verschiedener, zwischen m/8192 bis 1 m abgestufter molarer Kon-
zentration zugefiigt wurde; die Wasserstoffionenkonzentration wurde
dabei sorgfaltig unverdndert erhalten. Nun wurde die AusfluBgeschwin-
digkeit durch ein Viscosimeter nach der im fiinften Kapitel beschrie-
benen Methode bestimmt, diese Zeit durch die fiir destilliertes Wasser
erforderliche dividiert und die so erhaltenen Betrige als Ordinaten iiber
den po-Werten als Abszissen eingetragen (die untere Kurve der Abb.40).
‘Die Ordinatenwerte bedeuten die relative Viscositit. Der Zusatz des

1) LoEB, J.: Journ. of gen, physiol. Bd. 5, S. 395. 1922/23. 2) Derselbe, Bd. 4,
S.463. 1921/22. 3) Derselbe: Bd.4, S.741. 1921/22. 4) Derselbe: Bd. 5, S.505. 1922/23.
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NaCl bedingt ein Abfallen der Viscositdt, eine Erhohung findet
nicht statt.

Mischt man indessen die 1,6 proz. Stammldsung vom py = 4,0 mit
verschieden konzentrierten Salzsiurelosungen (die obere Kurve der
Abb. 40), so steigt die Viscositat

anfangs und féllt erst, wenn die s
Konzentration des Chlorions et- 2 , 5
was iiber n/1000 ansteigt. In  ,, [
der Abb. 40 liegt der Knick bei z:5 [1 1\
einer  Salzsaurekonzentration 24 i \
von ungefahr n/256. Nun muf} 23 it :
man aber daran denken, da {§z2 / (\
sich ja ein Teil der Saure mit gzn » \
der Gelatine verbunden hat und §20 =
das py der Losung nur etwa g?9 AN
3,0 betrigt. Das heift also: J%¢ X \
Vermehrung der H-Ionen ver- 7% el A
mehrt die Viscositdt einer i
Gelatinechloridlgsung vom Z »
pu =4,0 wegen der vermehrten .
Bildung von Gelatinechlorid, 7' ,
der Zusatz der Natriumionen ”
hat nicht diese Wirkung, da- 0 _

(NN

. . VW
gegen vermindert das Chlorion 0 i W%i}f’? hbima s %
die Viscositat in beiden Fal- onzentration
len, gleichgiiltig ob man NaCl Abb. 40. Die Wirkung von NaCl und HCl

der HCI tzt d st in verschiedenen Konzentrationen auf die
oder zusetzt, und zwar 18 Viskositat von 0,8 proz. Gelatinechlorid-

diese vermindernde Wirkung 16sungen, deren py urspriinglich 4,0 be-
des Chlorions um so starker, tragt. Die Abszissen sind das pg, die
je groBer seine Konzentration Ordinaten die relative Viscositat.
ist. Ferner hort die Viscosi-

tatsvermehrung unter dem EinfluB der H'-Ionen auf, sobald das py
der Losung ungefahr an 3,0 heranreicht.

Wiederholt man den Versuch, indem man von einer Gelatineldsung
vom py = 3,0 ausgeht, so bewirkt Zusatz von NaCl ein sofortiges Ab-
fallen, auch nach Zusatz von Salzsiure kommt eine Steigerung nicht
mehr zustande, sondern nur eine Senkung, die indessen etwas spater
einsetzt als beim Zusatz von NaCl (Abb. 41). :

Geht man von einer Gelatinelosung vom py = 2,5 aus, so sinkt die
Viscositit sofort, gleichgiiltig ob man HCl oder NaCl zusetzt ; die Kurven
fiir diese beiden Substanzen fallen praktisch zusammen, wie dies unserer
Theorie entspricht, denn bei diesem py ist die gesamte Gelatine
als Gelatinechlorid vorhanden (siehe Abb.9, S. 54, im vierten Kapitel).
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Daher kann dann Salzsdurezusatz bei Gelatinechlorid vom py = 2,4
die Konzentration der Gelatineionen nicht mehr vermehren (Abb. 42).
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Abb. 41. Die relative Viscositat einer 0,8 proz.

Gelatinelésung vom pg 3,0 wird durch stei-

gende HCI- oder NaCl-Zusitze fast in der
gleichen Weise vermindert.

Abb. 42. Bei einem Ausgangs-pg von 2,5

ist die Wirkung von HCl- und NaCl-Zu-

satzen auf die Viscositit von 0,8 proz.
Gelatineldsungen identisch.

20 Die gleichen Unterschiede,
79 0l die wir zwischen der Wirkung der
18 o Sauren und der Salze festgestellt
B haben, gelten auch fiir die Al-
§7,5 kalien und ihre Salze. Verwan-
N deln wir durch Zusatz hin-
S reichender Mengen KOH zu
3:,:'2 isoelektrischer Gelatine die ge-
7’7 samte Gelatine in K-Gelatinat,
~7: ) so muf} weiterer KOH-Zusatz
O e B LY Ny genau wie KCl-Zusatz wirken.
Honzentration

Verwendet man KOH, so ist
bei py = 12,0 die gesamte iso-
elektrische Gelatine in K-Gela-
tinat verwandelt. Abb. 43 zeigt,
daB Zusatz dquimolarer Mengen
von KOH und KCl zu einer Lsung von K-Gelatinat vom Py = 12,0
die Viscositat der Losung quantitativ gleich beeinfluBt.

Abb. 43. Die vermindernde Wirkung von

KOH und KCl auf die Viscositdt einer

Na-Gelatinatlésung vom py 12,0 ist die
gleiche.
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Die depressorische Wirkung der Neutralsalze auf die physikalischen
Eigenschaften der Proteine gibt sich demnach in der gleichen Erscheinung
zu erkennen, die durch den Knick der Sidure- oder Alkalikurven dieser
Eigenschaften veranschaulicht wird und der dann eintritt, wenn die Menge
der zugesetzten Siure oder Base ein bestimmtes Maf} iiberschreitet. Be-
dingt wird diese Erscheinung dadurch, daf8 stets das Ion, dessen Ladung
der des Proteinions entgegengesetzt ist, den osmotischen Druck, die
Quellung und die Viscositdt der Proteine herabsetzt.

2. Die Valenzregel und ihre Beziehungen zu der Wirkung
der Salze auf die Proteine.

Nach dem Vorstehenden ist es selbstverstandlich, dafl bei einem be-
stimmten konstanten py einer Proteinldsung nur das eine der Ionen
eines Neutralsalzes die kolloidalen Eigenschaften des Proteins beein-
flussen kann, namlich das Ion, dessen Ladung der des Proteinions ent-
gegengesetzt ist, und zwar ist seine Wirkung eine depressorische. Wir
werden jetzt zeigen, dal fiir den osmotischen Druck, die Quellung und
die Viscositdt diese Wirkung nur von der Valenz des depressorischen
Tons abhiangt und daB verschiedene Ionen der gleichen Valenzstufe die
gleiche depressorische Wirkung entfalten. Dies widerspricht den in der
kolloidchemischen Literatur allgemein vertretenen Anschauungen, nach
welchen die beiden Ionen eines Salzes den osmotischen Druck, die
Viscositdt und die Quellung der Proteine beeinflussen und dieser Einfluf3
angeblich nicht nur von der Valenz, sondern auch von der sonstigen chemi-
schen Natur des Ions abhingen soll. Die relative Wirkung verschiedener
Anionen und Kationen findet ihren Ausdruck in den sogenannten Hor-
MEISTERschen Ionenreihen. Die Anhidnger der HOFMEISTERschen Reihen
stellen die Wirkung der Salze auf die Quellung der Gelatine folgender-
maBen dar: SO,, Tartrat, Citrat << Acetat << Cl << Br, NO; << I < CNS,
wobei die Quellung beim CNS ein Maximum und beim SO, ein Minimum
hat. ,,Oberhalb einer bestimmten Konzentration bewirken die Sulfate,
Tartrate und Citrate Schrumpfung des Gelatinegels, Acetat wirkt ebenso,
aber nicht so stark, wiahrend die anderen Anionen bei gleicher Kon-
zentration die Quellung des Gels vermehren!).” Tiir die Wirkung der
Kationen eines Salzes stellt HOBER folgendes fest: ,,Bei den Kationen
sind die Unterschiede ihrer Wirkungen weniger ausgesprochen. Man
kénnte etwa die Reihe Li << Na << K, NH, aufstellen; dann folgen die
Erdalkalien mit Mg in einer Mittelstellung.”

HOBER stellt fest, daB diese Anionen- und Kationenreihen fiir
neutrale Reaktion gelten. Nun liegt aber der isoelektrische Punkt der

1) HOBER, R.: Physikal. Chemie der Zelle und der Gewebe 5. Aufl., 1. Hilfte,
S. 267. 1922.

Loeb, EiweiBkorper. 8
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Gelatine bei py = 4,7; bei neutraler Reaktion, d. h. bei einem py von
etwa 7,0, haben wir die Gelatine als Metallgelatinat vor uns, dessen
Eigenschaften tiberhaupt nicht durch die Anionen und nur durch die
Valenz der Kationen des Salzes, nicht aber durch irgendwelche son-
stigen Eigenschaften des Kations beeinfluBt werden sollten. Bei der
Besprechung des osmotischen Druckes zitiert HOBER die Versuche von
Liriig, nach welchen die Wirkung der Ionen auf den osmotischen Druck
bei neutralen EiereiweiBlosungen zu der Aufstellung folgender Reihe
veranlafite:

SO, > Cl > Br > I > NO, > CNS.

Wenn die Reaktion der Albuminlésung neutral ist, sollten Anionen den
osmotischen Druck tiberhaupt unbeeinfluBlt lassen. Weder LILLIE noch
die anderen Autoren haben das py ihrer Losungen oder Gele gemessen,
und die HoFMEISTERschen Ionenreihen fiir den osmotischen Druck und
die Quellung sind nur durch diesen methodischen Fehler moglich
gewesen; diese Autoren bezogen irrtiimlich Wirkungen, die durch die
pr-Anderung bedingt waren, auf die Natur des Anions. Wenn wir den
EinfluB der Anionen auf die drei physikalischen Eigenschaften der
Proteine — den osmotischen Druck, die Quellung und die Viscositat —
untersuchen wollen, so miissen wir zunichst einmal Proteinsiuresalze
verwenden, deren g, z. B. bei der Gelatine, kleiner als 4,7 ist, und
wir miissen weiterhin dafiir sorgen, daB- das py der Mischung der Pro-
teinlosung mit dem Salz oder des Proteingels mit dem Salz konstant
bleibt. Dies kann geschehen, wenn Losungen von definiertem gy, das
mit der Wasserstoffelektrode festgestellt wird, verwendet werden. Wie
dies geschieht, werden wir in den weiter unten angefithrten Experi-
menten zeigen.

3. Der osmotische Druck.

Zu diesen Versuchen wurden drei Vorratslosungen, siamtlich vom
Pu 3.8, hergestellt. Die erste war eine Losung von Gelatinechlorid vom
Pu 3,8, welche in je 100 ccm 2 g trockene isoelektrische Gelatine und
8 ccm n/10-HCl enthielt; zweitens m/2-Lésungen verschiedener Salze,
deren py durch Salzsiurezusatz auf 3,8 gebracht war und drittens
destilliertes Wasser, das gleichfalls mit Salzsiure auf $y 3,8 ange-
sduert wurde. Die m/2-Salzlosungen wurden sukzessive mit unserem
destillierten Wasser vom py 3,8 verdiinnt; dabei erhielten wir Reihen
verschieden konzentrierter Salzlosungen, deren py sdmtlich 3,8 war.
Nun wurden je 50ccm unserer 2proz. Gelatinechloridlosung mit je
50 ccm der verdiinnten Salzldsungen gemischt, so daBl 1proz. Gelatine-
l6sungen mit verschiedenem Salzgehalt resultierten, deren pH jedoch
durchweg 3,8 war.
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Um die 100 ccm m/2-Losungen der verschiedenen Salze auf py 3,8
zu bringen, waren, wie die Tabelle 8 zeigt, verschiedene Salzsiuremengen

notig. Bemerkenswert ist, daf3
geradezu  enorme  Salzsiure-
mengen notig sind, um eine m/2-
Losung von Natriumacetat auf
pu 3,8 zu bringen. Die ilteren

Tabelle 8.
Die Salzsauremengen, die nétig waren,
um 100 ccm m/2-Salzlésungen auf ein
pu von 3,8 zu bringen.

Kolloidchemiker haben indessen n/10-HCl

die Wirkung des Natriumacetats ypcp . 0,2 ccm

mit der des Natriumchlorids ver- NaBr . . . . . . . . 0,6 .

glichen, ohne die py-Differenz Nal. . . . . . . .. 0,3

auszugleichen. gigl\?g SEEEEEEEE 8'3 ”
Die 1proz. Gelatinechlorid- o7yt 7| 00

mischungen wurden nun in NasSO, . ... ... 1,0

Kollodiumsackchen gebracht und

diese in Bechergldser einge-

taucht, die 350 ccmunseres |

destillierten Wassers vom | ol 3

pu 3,8 enthielten. Das

weitere Vorgehen bei die- 20 :

sen Versuchen geschah ge- &, Y

nau so, wie es vorher schon  §2z \ 3

einmal beschrieben wurde. ,Ezao 30, \ %cl —
Abb. 44 veranschau- §m0 \ &:%%

licht die Wirkungen sechs o 702 \ [l S —

verschiedener Salze mit {7 \ —

einwertigen Anionen, ndm- &% S

lich NaCl, NaBr, Nal, £ ANEA

NaNO,, NaCNS und Na- %

Acetal und eines Salzes & Y

mit zweiwertigem Anion, ;’z

Na,SO,4, auf den osmoti- 0 |

schen Druck einer Gelatine- O A e h R T

chloridlésungvom py = 3,8. . Honzentration

Diese Salze wurden ausge- Abb. 44. Die Wirkung von Salzen auf den

wiahlt, um festzustellen, ob
die HoFMEISTERschen Rei-

osmotischen Druck 1proz. Gelatinechlorid-
lésungen vom py 3,8. Samtliche Salze mit
einwertigem Anion vermindern den osmoti-

hen in der Wirklichkeit schen Druck innerhalb der Versuchsfehler-
oder nur in der Phantasie  grenzen um den gleichen Betrag. Die Wirkung

bestehen. Die Logarithmen
der molaren Salzkonzen-

von Na,SO, ist betrachtlich stirker.

trationen bilden die Abszissen und die Ordinaten die beobachteten os-
motischen Drucke in Millimetern Wasser.

8*
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Das eindrucksvolle Ergebnis dieser Versuche 148t sich dahin zu-
sammenfassen, daB bei gleichem py der EinfluB der 6 Salze mit ein-
wertigem Anion genau der gleiche ist, denn die Werte fiir die Wirkung

auf den osmotischen Druck

340 Py liegen siamtlich auf der
.?ani Rt gleichen = Kurve.  Die
;;; NN kleinen Unterschiede sind
S 25012250 \ Nay-Syecifrar| zufillige = Abweichungen,
v /\?ﬁ\ die innerhalb der Fehler-
E 2201 — \ grenze solcher Versuche
200 oy Tartraf \ liegen.  Bei einwertigen
% 780 \ Anionen ist der osmotische
N AL WA
§ 70 IAAY Druck etwas mehr als
%7’40 : R doppelt so hoch als bei
]% AGVAN zweiwertigen.
S 0 oy
g \ N Daraus ergibt sich, da8§
S 2 R\ o
P NN Y bei gleichem py alle Salze
w mit einwertigem Anion die
2 gleiche Wirkung auf den
0 TR T osmo‘flschen 'DEuck einer
32163 7384 792 4096 208 1024 572 756 76 64 32 T6 8 Gelatinechloridlésung ha-
Konzentration

ben und daB LiLLIEs An-
Abb. 45. Die Wirkung der Na-Salze schwacher

zweibasischer Sauren auf den osmotischen 1c?nenre1he falsch I,St' Nu,r
Druck von Gelatinechloridlésungen vom py 3,8, die Valenz, aber nicht die
verglichen mit der des NaCl und Na,SO,. chemische Natur des An-

ions beeinfluBt den osmo-
tischen Druck der Gelatinechloridiésung. Diese Feststellung wird weiter
durch Versuche iiber die Wirkung von Salzen gestiitzt, deren Anionen Reste
zweibasischer schwacher Sauren sind, namlich von bernsteinsaurem, wein-
saurem und oxalsaurem Natrium. Da diese Substanzen Puffersalze sind,
braucht man sehr groBe Salzsduremengen, um ihre halbmolaren Lsungen
auf ein py von 3,8 zu bringen. Es enthalten 100 ccm einer m/2-Losung
vom py 3,8 von

Na,-Oxalat . . . . . . . . ... 55,0 ccm n/10-HCl
Na,-Tartrat . . . . . . . . .. 150,0 ,, )
Nay-Succinat . . . . . . . . .. 430,0 ,, )

Mischt man Salzsiure mit den Losungen dieser Salze, so entstehen
schwache zweibasische Sduren, die bei einem py von 3,8 hauptsichlich,
aber nicht ausschlieBlich, als einbasische Siuren dissoziieren. Bringt
man solche Puffersalze mit der Gelatinechloridlsung vom py 3,8
zusammen und sorgt durch Salzsiurezusatz dafiir, daB das py unver-
dndert bleibt, so wird ein- Teil der zweiwertigen Anionen des Salzes
durch einwertige Ionen ersetzt. Demnach muf die depressorische Wir-
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kung dieser drei Salze auf den osmotischen Druck einer Gelatine-
chloridlésung vom py 3,8 zwischen der des Chlornatriums und der des
Natriumsulfats liegen, wobei die Werte beim Natriumoxalat oder beim
Natriumtartrat denen des Na-
triumsulfats, die des Succinats 450
denen des Chlorids naherliegen. ws \,
Aus der Abb. 45 ergibt sich, da83 A\
diese Uberlegung richtig ist. 4o
Die friiheren Autoren kiim- 7 Nary
merten sich nicht um das py Q%7 \
und verglichen die Wirkung des N Ladl,
Natriumtartrats mit der des E*?”U \
Natriumsulfats bei véllig ver- -§2% \
schiedenen py-Werten. Erhilt § 250
man das py konstant, so ergibt § 2%
sich, daBl die Wirkung der Salze § 200
auf den osmotischen Druck von § 775
Gelatinechloridlésungen nur von § 70
der Valenz des Anions und nicht & 725
von seiner chemischen Natur ab- gy
hingt. Die HOFMEISTERschen 75
Anionenreihen fiir die Wirkung

50 ]
auf den osmotischen Druck sind . o
volligfiktivund verdankenihr Da- 0

sein nur einer falschen Methode. 0 zT%mlu%z iy A 5—/5 y ?(V

Das gleiche gilt* auch fiir die Aonzentration
sogenannten Kationenreihen.  Abb. 46. Die Wirkung von NaCl, CaCl,
Nach der Ansicht des Verfassers und LaCl, auf den osmotischen Druck
komnen_dic Kationen auf der 1o 1007 S ton
sauren Seiten vom isoelektrischen  chen Drucke, die Abszissen das po.
Punkt keine Wirkung auf den  Die 3 Salze erniedrigen den osmoti-
osmotischen Druck einer Eiweif3- schen Druck in der gleichen Weise,
l6sung haben. DaB dies richtig woraus sich ergibt, daB in dieser'n Falle
ist, geht aus der Abb. 46 hervor. nur das Anion des Salzes wirkt.
Bei diesem Versuch handelte es sich um Gelatinechlorid- und Salz-
l6sungen vom py 3,0. In der Abbildung ist die depressorische Wirkung
von NaCl, CaCl, und LaCl; auf den osmotischen Druck einer 1proz.
Gelatinechloridlgsung vom py 3,0 in der Weise dargestellt, daB die
Abszissen die Konzentrationen der Chlorionen der drei Salze dar-
stellen und die Ordinaten die osmotischen Drucke, die sich innerhalb
18 Stunden bei 24° einstellten. Die Wirkung auf den osmotischen
Druck ist bei gleicher Chlorionenkonzentration der drei Salze die
gleiche, woraus hervorgeht, daB nur das Anion eines Salzes den os-
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motischen Druck einer Gelatinechloridiésung vom py 3,0 beeinfluBt
und das Kation ganz ohne EinfluB ist. Die gleiche Tatsache ergab
sich auch aus Versuchen, die Hitcucock iiber den EinfluB dieser
drei Salze auf dem osmotischen Druck von Edestinchloridlésungen
angestellt hatl).

Wir konnen demnach feststellen, daB3 sowohl die Kationen- wie die
Anionenreihen fiir die Wirkung der Salze auf den osmotischen Druck
von Proteinlésungen nur fiktiv sind und daB die HOFMEISTERschen Reihen
durch die Valenzregel ersetzt werden miissen.

4. Die Quellung.

Bei der Untersuchung der Salzwirkung auf die Quellung wurde die
gleiche Methode angewandt, die bei den Versuchen iiber die Siurewirkung
beschrieben wurde. Die Gele sollten im Gleichgewichtszustand ein py
von 3,8 haben. Dies konnte, wie wir aus fritheren Experimenten wuBten,
so erreicht werden, daBB 1g gepulverte isoelektrische Gelatine mit
150 ccm Wasser mit einem Gehalt von 4,5 ccm n/10-HCl hinreichend
lange belassen wurde. Das py des Gels betrug dann 3,82.

Nun wurde vorbereitet: 1. feuchte gepulverte isoelektrische Gelatine,
die in Portionen zu 8 g abgeteilt wurde, was ungefdhr einer Menge von 1 g
trockener Substanz entsprach; 2. eine Salzsdurelgsung mit einem Ge-
halt von 3 ccm n/10-Séure auf 100 ccm Wasser (in diese Losung ein-
getragen hat das isoelektrische Gelatinegel im Gleichgewichtszustand
ein py = 3,82); 3. halbmolare Losungen verschiedener Salze unter Zu-
satz von HCl, vom gleichen py wie die unter 2. beschriebene Salzsdure-
16sung. Zur Verdiinnung der halbmolaren Salzlésungen wurde die ver-
diinnte Salzsiure, die frei von Gel oder von Salzen war, verwendet.

Nun wurden, genau wie wir es im vorhergehenden Kapitel beschrieben
haben, die Portionen von 8 g isoelektrischer feuchter Gelatine in 150 ccm
der verschiedenen Salzlosungen eingetragen und 2 Stunden lang bei
15° darin gelassen. Die Quellung der Gelatine wurde dann, wie wir
es im vorhergehenden Kapitel beschrieben haben, durch Wiegen des
Gels bestimmt.

In den Abbildungen bedeuten die Abszissen die Konzentrationen
der Salze und die Ordinaten die dazugehérigen Gelgewichte. In den
Versuchen ohne Salzzusatz betrug das Gelgewicht am Ende des Ver-
suches im allgemeinen etwa 27 g, bei den hochsten Salzkonzentrationen,
die wir anwandten, sank es bis auf ungefahr 10 g.

Wir muBlten uns vor allem GewiBheit dariiber verschaffen, ob nur
die Valenz des Anions des Salzes von EinfluB auf die Quellung ist oder
ob die in der kolloidchemischen Literatur allgemein zitierte Anionenreihe

1) Hitcucock, D.I.: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.597. 1921/22.
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maBgebend ist, nach welcher die Quellung beim NaCNS ein Maximum
und beim Na-Acetat ein Minimum hat (wobei wir zunichst einmal die
zweiwertigen Anionen beiseite lassen wollen).

Sieben Salze mit einwertigem Anion wurden untersucht: NaCl, NaBr,
Nal, NaNO,, NaCNS, Na-Acetat und Na-Lactat. Die Ergebnisse sind
in der Abb. 47 dargestellt. Ohne weiteres kann man hieraus erkennen,
daf die graphisch dargestellten Wirkungen dieser Salze sdmtlich auf
der gleichen Kurve liegen und daB die geringen Abweichungen zuféllig
'sind und innerhalb der Fehlergrenzen liegen, wie besonders daraus
hervorgeht, daB die gleichen
Abweichungen auch ohne Salz-

S Tl
. . RN Na-actat Nal
zusatz vorkommen. Fiir die g f‘a' A M{! o
i . R
H.OFM‘EISTERSChe Anionen 3375 A A
reihe ist aus dem Versuch auch § —L/‘,a P ?&; I
. . . 2
nicht die leiseste Andeutung %72 270
zu ersehen. Ein ganz geringer  § , T
i i WM MM MM MM NN NN
EinfluB der Salze auf die O gz 7095 2008 02w 572 756 T8 6% % %44
Kohision des Gelatinegels Honzentration

mag bestehen, er ist aber zu Abb. 47. Die Wirkung von Salzen auf die
Quellung von Gelatinechlorid vom py 3,8.

eringfiigig, um eine nennens- F
§ glugie Innerhalb der Fehlergrenzen vermindern

werte Rolle zu spielen. simtliche Salze mit einwertigem Anion
Wihrend samtliche unter- die Quellung in gleichem MaBe.

suchten Salze mit einwertigem

Anion bei gleicher Anionen- 3

konzentration die  gleiche .E”ao —

Wirkung auf die Quellung %2z \‘\ \‘L<1a

entfalten, ist diese Wirkung g?,zo A/a;"\p SN

bei Salzen mit zweiwertigen 7% S o S

Anionen sehr viel starker. x7p et T

Dies geht aus der Abb. 48 § ;L """" TTTUT T

hervor, welche die erkqngen P LA

dquimolarer Konzentrationen Honzentration

von NaCl und Na,SO, auf Abb. 48. Na,SO, vermindert die Quellung
die Quellung erldutert. Bei von Gelatinechlorid vom pg 3,8 erheblich
Konzentrationen von m/1024 starker als NaCl.

oder darunter vermindert

NaCl die Quellung der Gelatine nicht, die NaCl-Wirkung féngt
erst bei Konzentrationen von m/512 an bemerkbar zu werden.
Das gleiche gilt auch fiir alle anderen Salze mit einwertigem Anion
(Abb. 47). Hingegen vermindert Na,SO, die Quellung schon
bei Konzentrationen zwischen m/4000 und m/2000; die Kurve fiir
die SO/-Wirkung sinkt auch viel steiler als die CI'-Kurve bis zu

ihrem Minimum ab.
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Es mag noch besonders darauf hingewiesen werden, dall die Salze
erst in relativ hohen Konzentrationen die physikalischen Eigenschaften
von Proteinlésungen oder Gelen beeinflussen; bei NaCl sind Konzentra-
tionen von mindestens m/512 und bei Nay,SO, von mindestens m/4000
erforderlich. Diese Ergebnisse sollten nun endlich die durch keine Tat-
sachen gestiitzten Behauptungen zum Schweigen bringen, dall schon
die geringsten Salzspuren die physikalischen Eigenschaften der Pro-
teine beeinflussen.

Die Salze LiCl, NaCl, KCl, CaCl, und LaCl; sollten die Quel-

lung eines Gelatinegels bei gleichem py und bei gleicher Cl-Ionen-
konzentration in der gleichen

o T T Weise beeinflussen. Aus der
~§30 - [}17 Abb. 49 ersehen wir, da dies
4l i richtigist. Die Wirkungen dieser
% L Lat, 5 Salze auf die Quellung ergeben
%Z» 794 «|  Dei der graphischen Darstellung
.‘§ 5 ] eine einzige Kurve, die beweist,
3, daB dieWirkung der Salze aufdie
VNNNNNN

0 5707 ioss oo vz 52 36 w8 5% 2 v 5 % z  Quellung des Gelatinechlorids
Honzermration der Ct-lorten nur vom Anion des Salzes ab-
A\’i)b. 49. Die Qgelh}r;g von gﬁ%at.igechlorig- hingt und daB das Kation des
€. om ,0 Wird von oriden unab- ~ . . . .
}gléngvig vf: ?ier Natur des Kations bei ba:IZES hlel‘b‘el Ohl?e Emme I‘St‘
gleicher CI’-Tonenkonzentration in der Hierdurch ist die Unrichtig-
gleichen Weise vermindert. keit der sog. Kationenreihe fiir
diesen Fall nachgewiesen.
Fassen wir all diese Ergebnisse zusammen, so stellt sich heraus, daB
nur das Anion eines Salzes die Quellung eines Gelatinechloridgels be-
einflut und daB nur die Valenz, aber nicht die sonstige chemische
Natur des Anions eine Wirkung auf diese Eigenschaft ausiibt, wenn
man das py des Gels konstant erhilt.

5. Die Viscositit.

Was fiir die Wirkung der Salze auf osmotischen Druck und Quellung
der Gelatine gilt, trifft gleichfalls fiir die Beeinflussung der Viscositit zu.
Bei den hierhergehorigen Versuchen wurden Losungen mit einem Gehalt
von 1,6 g trockener, urspriinglich isoelektrischer Gelatine in 100 ccm
verwendet. Durch Zusatz von Salzsiure wurde ein Py von 3,0 oder 3,3
eingestellt. Je 50ccm dieser Losung wurden nun mit je 50 ccm einer
Salzlosung ebenfalls vom py 3,0 versetzt. Diese letzteren wurden
aus halbmolaren Vorratslosungen mit einem py von 3,0 durch Ver-
diinnen mit Wasser von gleichem py hergestellt. Vor der Bestimmung
der Viscositat wurde die Lésung rasch auf 45° erhitzt und dann ebenso
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rasch bis auf 24° abgekiihlt und nun mittels des OsTwALDschen Viscosi-
meters die Bestimmung nach der in einem der vorigen Kapitel ge-
schilderten Methode ausgefiihrt.

Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen haben, wic Abb. 50
zeigt, NaCl und Na-Acetat die gleiche Wirkung auf die relative Viscositat

28— 28
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26 26
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Konzentraton

Abb. 50. Bei konstant gehaltenem

pg ist die Wirkung von NaCl und

Na-Acetat auf die Viscositit von

Gelatinechlorid- oder -acetatlésungen
die gleiche (pg = 3,3).

Honzentration

Abb. 51. Hier war py = 3,0, sonst die
gleiche Anordnung wie bei Abb. 50.

einer Gelatinechloridlosung. Fiir diesen Versuch wurden 1,6 proz. Ge-
latineacetatlosungen vom ¢y 3,3 und Gelatinechloridlosungen, gleich-
falls vom py 3,3, jede besonders fiir sich hergestellt. Die Viscositit
dieser beiden Losungen wurde in der beschriebenen Weise gemessen und
erwies sich als identisch. Nun wurden 50 ccm der 1,6 proz. Gelatine-
acetatldsungen vom py 3,3 mit 50 ccm einer Natriumacetatlésung vom
$n 3,3 verdiinnt; in der gleichen Weise wurden die Gelatinechlorid-
l6sungen vom py 3,3 mit 50 ccm NaCl-Lésung vom py 3,3 verdiinnt.
Die Na-Acetatlésung vom py 3,3 wurde aus einer m/16-Na-Acetatlosung
in 1—1/, molarer Essigsdure hergestellt; die verschiedenen Verdiin-
nungen dieser Na-Acetatlosungen vom ¢y 3,3 wurden durch Ver-
diinnung mit reiner Essigsiure vom py 3,3 gewonnen. . Die nicht-
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dissoziierten Essigsduremolekiile haben ebensowenig EinfluB auf die
physikalischen Eigenschaften der Proteine wie die Molekiile irgend-
eines Nichtelektrolyten. Die depressorische Wirkung des Na-Acetats
auf Gelatineacetat vom konstanten 4y 3,3 geht aus der Abb. 50 hervor.
Die Gelatinechloridlésun-
genvompy =3 jwurdenin  ,,

genauder gleichenWeisemit ., \\\'\‘

verschieden konzentrierten 4, NN

NaCl-Losungen  versetzt. ;5 A\

Ihre Wirkung auf die Vis- 24 \ \ N

cositit des Gelatinechlorids 23 WREA +

ist ebenfalls in Abb. 50dar- 22 \‘ \\ S
gestellt. Es liegt auf der %2:7 \ﬁu ’A
Hand, daB die Wirkungen %% T 1\g

des Na-Acetats und des N7 =

Na-Chlorids identisch sind, §;Z & N
wenn man sie bei gleichem "}57:5 =

pu vergleicht.

N
(&}
o

Bei etwas andersarti- oy N

gem Vorgehen konnte das i

gleiche Resultat erzielt 12

werden. Eine 1,6 proz. Ge- 1

latinechloridlésung  vom 7 N R

pu 3,0 wurde unter Ver- O j1a2 iose i 024 57 756 U oh K2 H 6w 7 M
. HKonzentration

wendung verschieden kon- ' ‘ ) .

zentrierter Na-Acetatls- Abb. 52. Die relative Wirkung #aquimolarer
leich Na(Cl-, Na,SO,- und Na,Fe(CN),-Mengen ver-

sungen vom gleichen py halt sich ungefahr wie 1:4:16 (Gelatine-

zubereitet. Diese Acetat- chlorid, pg 3,0).

I6sungen wurden aus m/4-
Na-Acetatlosung und m/4-Salzsdure und die verschiedenen fiir das
Experiment notwendigen Verdiinnungen mittels m/1000-HC! hergestellt.

Nun wurde die 1,6proz. Gelatinechloridlésung vom py 3,0 in
Mengen von je 50 ccm mit den gleichen Volumina der Acetatsalzsdure-
mischungen versetzt. Die resultierenden 0,8proz. Gelatinechlorid-
l6sungen enthalten verschiedene Na-Acetatmengen (besser wohl ver-
schiedene Mengen von NaCl und Na-Acetat). Die depressorische
Wirkung bei dieser Anordnung ist aus der Abb. 51 zu ersehen, und es
ergibt sich, daB das Na-Acetat genau so wirkt wie das NaCl.

Nach alledem konnen wir feststellen, da3 Na-Acetat die Viscositit
des Gelatinechlorids genau so beeinfluflt wie irgend ein anderes Salz
mit einwertigem Anion und daB die abweichenden Wirkungen, die man
in der kolloidchemischen Literatur allgemein dem Acetatanion zu-
schreibt, in Wirklichkeit nur dadurch zustandekommen, daB das Na-
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Acetat als Puffersalz die Wasserstoffionenkonzentration der Gelatine-
16sung vermindert.

Die Wirkung eines Salzes auf die relative Viscositit einer Gelatine-
chloridlésung nimmt rasch mit zunehmender Valenzstufe des Anions zu.
Dies geht aus Abb. 52 her-

28 < vor, deren Betrachtung er-
27 N gibt, daB Na,SO, die Visco-
%6 A sitit erheblich starker als
45 N NaCl herabsetzt, und daB
;': \ Na,Fe(CN), wieder ent-

sprechend starker als Na,SO,
wirkt. Immerhin ist es mog-
lich, daB beim Ferrocyanna-
trium Abweichungen des py
vorgelegen haben, so daB die

NN N
Q@ W O

>
//

1 Kurvefiir diesesSalznichtden
16 \ gleichen Anspruch auf Exakt-
15 5 @lty heit macht wie die iibrigen.
7% Die Salze NaCl, CaCl,
73 fat: und LaClz haben bei gleicher
72 ‘ Wasserstoff- und bei gleicher
" Chlorionenkonzentration die
(e ey o g woy Geiche Wirkung auf die
 C-tonzentration Viscositdt einer Gelatine-

Abb. 53. Bei gleicher Cl-Ionnkonzentration chloridlésung. Daraus er-
beeinflussen NaCl und CaCl, die Viscositat  gibt sich, daB die Kationen

von Gelatinechloridlosungen vom pg 3,0 in der Salze hierbei ohne Ein-
gleicher Weise. fluB sind. Aus den Kurven
der Abb. 53 ergibt sich dies noch einmal. Hier sind die vermindernden
Wirkungen von NaCl und CaCl, auf die relative Viscositit von Gelatine-
chloridlésungen vom py 3,0 aufgetragen, welche auf 100 ccm un-
gefahr 0,8 g urspriinglich isoelektrische Gelatine enthielten. Die Ab-
szissen sind wiederum die Chlorionenkonzentration der Salze. Die
Wirkungen beider Salze sind identisch und stimmen auch mit den
Werten fiir LaCly iiberein. Dieses Salz wurde ebenfalls untersucht,
wurde aber auf dem Diagramm nicht besonders aufgefiihrt.
Diese Abbildungen beweisen zur Geniige die Giiltigkeit der Valenz-
regel fiir die Wirkungen der Salze auf die Viscositit von Gelatineldsungen.

6. Die Wirkungen der Salze auf die Quellung von
Natriumgelatinatgelen.

Die Wirkungen der Salze auf der alkalischen Seite des isoelektri-
schen Punktes der Gelatine auf die drei physikalischen Eigenschaften,
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namlich den osmotischen Druck, die Viscositit und die Quellung,
lassen sich in folgender Weise charakterisieren: Nur das Kation
eines Salzes schwicht diese drei Eigenschaften ab, und zwar nimmt
diese Wirkung mit der Valenz des Kations zu. Das Anion ist ohne
jede Wirkung. Die Richtigkeit dieser Behauptung fiir die Quellung
des Na-Gelatinats beim py 9,3 geht aus Abb. 54 hervor. NaSO,
vermindert die Quellung in ungefihr halb so hoher Konzentration
ebenso stark wie NaCl (dies gilt fiir Konzentrationen zwischen m/256

und m/32); beim CaCl, ist ungefihr
v

nur der achte Teil der Konzentra-
v N tion fiir die gleiche Wirkung erfor-
35 . . .
» \\ derlich, woraus sich ergibt, daB das
25 2N Kation die Abschwichung bewirkt.
0 %‘> N4 Das py der Gelatine war bei allen
15 Eli — Versuchen praktisch das gleiche.
0 All diese Ergebnisse bilden eine
5 Stiitze fiir unsere Valenzregel, nach
O I H welcher Ionen der gleichen Valenz-

M MM
F192 4095 2048 1004 572 256 728 6% 32 6 8

B stufe und mit dem gleichen Vor-

Abb. 54. Die Quellung von Na-Gela-
tinat vom py ungefihr 9,3 wird
nur durch das Kation eines zugesetzten
Salzes beeinfluBt. NaCl wirkt in dqui-
molarer Konzentration halb so stark
wie Na,SO,, der EinfluB von CaCl,
ist wegen der Zweiwertigkeit des Ca'*

zeichen der elektrischen Ladung
in gleicher Konzentration osmoti-
schen Druck, Quellung und Vis-
cositdt der Proteine in ungefihr
gleichem MaBe vermindern. Dieser
EinfluB steigert sich rasch mit zu-

betrichtlich stiarker. Die Ordinaten be-

nehmender Valenz. Die Aufstellung
deuten das relative Volumen des Gels.

der HoFMEISTERschen Ionenreihe
beruht hauptsichlich darauf, daB
man den EinfluB der Salze auf die Wasserstoffionenkonzentration
der Gelatinelésungen und -gele auBer acht lieB. Im zweiten Teil dieses
Buches werden wir erkennen, daB die Valenzregel sich mit Notwendig-
keit aus der auf das DonNaNsche Membrangleichgewicht gegriindeten
Theorie des kolloidalen Verhaltens ergibt.

7. Die Wirkung der Nichtelektrolyte.

Frithere Untersucher hatten schon beobachtet, daB Nichtelektrolyte,
wie Rohrzucker, keinen Einfluf auf physikalische Eigenschaften der
Proteine, wie Viscositit, osmotischen Druck und Quellung, haben. Da
in diesen Versuchen das py nicht beriicksichtigt war und die Frage von
sehr groBer Bedeutung ist, erschien eine Wiederholung wiinschenswert.
Dabei ergab sich, dass Nichtelektrolyte, wie Rohrzucker, den osmo-
tischen Druck oder die Viscositit von Gelatineldsungen nicht vermindern.
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Zu diesen Versuchen wurden Gelatinechloridlésungen vom py = 3,4
mit einem Gehalt von 1 g urspriinglich isoelektrischer Gelatine in
100 ccm unter Verwendung von Rohrzucker in verschiedenen Mengen her-
gestellt, dann rasch auf 45° erhitzt und rasch auf 24° abgekiihlt, schlieB-
lich sofort die Viscositat wie iiblich bestimmt. AuBerdem wurdedie Vis-
cositdt der reinen Zuckerldsung ohne Gelatine bei der gleichen Tempe-
ratur bestimmt, und der Quotient je zweier zueinander gehdriger Aus-
fluBzeiten gebildet. In der Tabelle 9 sind die Resultate zusammengestellt,
aus welchen sich ergibt, daf das Verhiltnis der Viscositit einer Gelatine-
16sung zu der einer Rohrzuckerlésung durch Zusatz von Rohrzucker nicht
vermindert wird; im Gegenteil kommt vielleicht bei Rohrzuckerkonzen-
trationen oberhalb m/8 eher noch eine leichte Vermehrung zustande.

Tabelle 9.

Der EinfluB von Rohrzucker auf die Viskositit und auf den osmotischen Druck
1proz. Gelatinechloridlésungen vom pg 3,4.

Rohrzuckerkonzentration

0 jm/1024’m/512'm/256 m/123]m/64|m/32 m/16 | m/8 | m/4 | M/2

Relative Viscositat . [2,33] 2,31 |2,33|2,35 2,30 (2,31|2,31|2,30/2,39(2,44| 2,57
Osmot. Druck in mm
H,0 nach 21 Std.|434| 390 | 380 | 405 | 408 | 400|407 | 432|397 |401|395

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Untersuchung der Rohrzucker-
wirkung auf den osmotischen Druck erzielt, wie die Tabelle 9 angibt.

Die eben festgestellte Tatsache ist eine unerlaBliche Vorbedingung
fir die Giiltigkeit der Theorie der Membrangleichgewichte, denn nur
Ionen beeinflussen die Bedingungen eines Membrangleichgewichtes.

Eine zweite Voraussetzung ist die, daB Salzzusatz ohne Ein-
fluB auf Viscositit, osmotischen Druck und Potentialdifferenz “einer
Proteinlésung ist, wenn sich diese im isoelektrischen Punkt befindet.
Diese Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit der DoNNANschen Theorie
ist nach diesen Ausfithrungen offenbar ebenfalls erfiillt.

8. Die Valenzregel und die Adsorptionshypothese.

Es scheint nicht iiberfliissig, darauf hinzuweisen, daB es fiir die
Vorstellung von der Adsorption der Ionen seitens der Proteine nicht
gleichgiiltig ist, wenn man die HoFMEISTERschen Ionenreihen iiber die
Elektrolytwirkung auf Quellung, osmotischen Druck und Viscositét
der Proteine verwirft. Solange man die HOFMEISTERschen Reihen als
giiltig ansah, konnte man noch den Glauben aufrechterhalten, dafl beide
Ionen eines Salzes von einem Protein adsorbiert werden konnen. Die
im zweiten Kapitel beschriebenen Versuche haben Zweifel an der Richtig-
keit dieser Vorstellung hervorgerufen. Es ergab sich namlich, dal die
Kationen eines Salzes nur auf der alkalischen und die Anionen eines
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Salzes nur auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes sich mit
einem Protein verbinden konnen. Die beiden entgegengesetzt geladenen
Ionen eines Salzes verbinden sich bei einem und demselben 4y nicht
gleichzeitig mit einem Protein. Diese Auffassung wird weiter gestiitzt
durch die Versuche iiber die Beeinflussung bestimmter physikalischer
Eigenschaften der Proteine durch Salze, wie osmotischen Druck,
Quellung und Viscositat, die in diesem Kapitel geschildert sind. Auf
der sauren Seite des isoelektrischen Punktes kénnen die Kationen
keinen EinfluB auf diese Eigenschaften der Proteine ausiiben, und auf
der alkalischen Seite sind die Anionen wirkungslos, was mit den
Ergebnissen der im zweiten Kapitel geschilderten Versuche iiber-
einstimmt.

Die Versuche haben ferner gezeigt, daB alle Salze, deren Anionen von
gleicher Valenz sind, auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes die
drei Eigenschaften der Proteine quantitativ gleichmaBig beeinflussen. Das
gleiche gilt fiir die Kationen von gleicher Valenz: sie wirken simtlich
nur auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes, und zwar
quantitativ gleichstark. Die chemische Natur des Ions ist hierbei ohne
Bedeutung (hochstens in zweiter Linie, indem krystalloide Eigen-
schaften der Proteine, wie Loslichkeit oder Kohésion, durch sie gedndert
werden konnen).

Offenbar ist die chemische Natur der Salzionen von iiberragender
Bedeutung fiir jede Theorie der Adsorption. Die Anhinger der Ad-
sorptionshypothese sind sich auch dessen bewuBt, wie aus ihrem Wider-
streben hervorgeht, die HOFMEISTERschen Ionenreihen fiir die Quellung,
den osmotischen Druck und die Viscositdt der Proteine fallen zu lassen.
Da man sie nunmehr nicht mehr aufrechterhalten kann, muB3 man
notwendigerweise zu dem Schluf kommen, daBl die einzigen, durch ein
Protein adsorbierbaren Ionen die H'- und OH’-Ionen sind, und tat-
sichlich suchen einige Anhinger der Adsorptionshypothese bei dieser
Annahme Zuflucht. Sie sagen also beim Gelatinechlorid, daf das
H-Ton von der Gelatine adsorbiert ist, beim Na-Gelatinat soll das
OH-Ion adsorbiert sein. Die Kurven (die im vierten Kapitel erldutert
worden sind), die die Ergebnisse der Titrationen wiedergeben und die
Verbindungen der Sduren und Basen mit EiweiBl darstellen, lassen er-
kennen, daB diese Verbindungen stéchiometrisch vor sich gehen, so da83
die Anhinger der Adsorptionshypothese FREUNDLICHs Adsorptionsregel
zugunsten einer neuen Theorie iiber stéchiometrische Ionenadsorption
fallen lassen miiBten. Wire es demgegeniiber nicht vielleicht einfacher,
davon auszugehen, dall die Proteine amphotere Elektrolyte sind, die
sich genau so stéchiometrisch mit Sduren und Basen verbinden, wie
dies bei ihren Bausteinen, den Aminosauren, der Fall ist? Die Adsorp-
tionshypothese ist ja doch nur so entstanden, daB ungliicklicherweise -
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die kolloidalen Eigenschaften der Proteine ein Gegenstand der Forschung
geworden sind, bevor man die Methoden zur Messung der Wasserstoff-
ionenkonzentration kannte. Hitte man von Anfang an die Versuche
iber die Titration und iiber die Proteinsiure- und Alkaliproteinat-
verbindungen des vierten Kapitels, die Versuche iiber die Loslichkeit
(sechstes Kapitel) und die Versuche iiber die Valenzregel (siebentes
und achtes Kapitel) gekannt, so wére niemand darauf gekommen, dafl
die Proteine mit Sduren und Basen Adsorptionsverbindungen bilden.
DaB der Ausdruck Adsorption immer weiter fiir Vorginge angewendet
wird, die offenbar nichts weiter als echte chemische Reaktionen sind,
bestatigt nur die wohlbekannte Tatsache, daB die Gewohnheiten des
Denkens und die Gewohnheiten der Ausdrucksweise dem Trégheits-
gesetz unterliegen. Wie wenig damit gesagt ist, wenn man von einer
Adsorption der H'-Ionen an ein Protein spricht, wird offenbar, wenn wir
uns veranschaulichen, was hierbei nach der Elektronentheorie (nach den
Vorstellungen von LEwIs, LANGMUIR und KoOSSEL) vor sich geht. In
dem Molekiil NH, haben die drei Wasserstoffatome je ein Elektron mit
dem N-Atom gemeinsam. Der Kern des Stickstoffatoms hat indessen
eine elektrostatische Kraft, die zur Attraktion eines vierten H-Ions
ausreicht, so daB beim Zusatz von HCl zu NH, das H'-Ion der Siure
vom N-Atom angezogen und festgehalten wird und dieses dann von

vier H-Tonen umgeben ist: HNH , wahrend das Chlorion unbeeinfluft

bleibt. H
Die aus Aminosiuren aufgebauten Proteine enthalten Aminogruppen
von der Form: HNH, wobei der positive Kern des N-Atoms ebenfalls
R
imstande ist, ein weiteres H-Ion zu binden, so daB bei Gegenwart von
Salzsdure das H-Ion der Saure elektrostatisch vom Kern des N-Atoms
H
festgehalten wird. Dann bildet sich die Verbindung: HNH .
R
Im Lichte einer solchen Betrachtungsweise ist es schwierig, zu sagen,
worin eigentlich der Unterschied zwischen der Adsorption eines H-Ions
einer Sdure durch die Aminogruppe und der chemischen Verbindung des
Saure-H-Ions mit der Aminogruppe besteht.

9. Anhang.

Der Glaube an die HoFMEISTERschen Reihen hat eine Flut vager
Spekulationen und Vermutungen iiber die Natur physiologischer und
pathologischer Vorginge veranlaBt. Diese Spekulationen stiitzten sich
ungliicklicherweise nur selten auf zulingliche Experimente; im iibrigen
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wurde regelmiBig die Wasserstoffionenkonzentration vernachlissigt, und
so kam es, daB die Grundlage dieser Spekulationen stets unsicher, wenn
nicht sogar falsch war. Z. B. wurde behauptet, daBl die Kontraktion
der Muskeln durch Quellung zustande kommt, die ihrerseits durch
Saurebildung hervorgerufen wird. Dies mag richtig sein oder falsch,
es bleibt aber zu bedenken, daB Saurebildung im Muskel nur dann
eine Quellung veranlassen kann, wenn das py des Muskels entweder
mit dem isoelektrischen Punkt zusammenfillt oder etwas (aber nicht
zu weit) unterhalb des isoelektrischen Punktes des Protein liegt, das
man fiir die angebliche Quellung verantwortlich macht. Nur unter
diesen Bedingungen kann Saurebildung im Muskel die Quellung ver-
mehren. Ist das py der Proteine des ruhenden Muskels zu weit auf der
alkalischen Seite ihrer isoelektrischen Punkte, so mufl Saurebildung
zunichst einmal die im ruhenden Muskel schon bestehende Quellung
vermindern. Offenbar miissen wir zundchst einmal die isoelektrischen
Punkte der Muskelproteine und das py des ruhenden und des arbeitenden
Muskels kennen; erst dann kann eine Erérterung dieser Hypothese
von Nutzen sein.

Man hat festgestellt, da der Pepsinverdauung eines Eiweilles eine
Quellung des Proteins vorangeht und dafl die Wirkungen der Siure
auf die Quellung und auf die Pepsinverdauung einander parallel gehen.
Diese Feststellung ist falsch, der Fehler kommt daher, daB3 die Wasser-
stoffionenkonzentration der Proteinlosungen nicht gemessen wurde.
NorTHROP1) hat gezeigt, daBl die Digestionsgeschwindigkeit der Gelatine
durch Pepsin bei gleichem py die gleiche ist, sowohl in Gegenwart von
Salzsdure als auch von Schwefelsdure, wahrend doch die Quellung bei
pu = 3,0 in Salzsiure ungefahr zweimal so hoch ist als in Schwefelsdure.

Diese Irrtiimer der Kolloidchemiker auf Grund der Vernachlassigung
des py sind an sich schon schlimm genug, ein schwererer Fehler war
vielleicht noch die Nichtberticksichtigung der Zellmembran bei den
Lebensvorgiangen. Eine Reihe von Autoren glauben nicht an die Existenz
solcher Membranen und haben daher Erscheinungen, die durch die
selektive Permeabilitit der Membran bedingt sind, auf eine imaginéare
Saurewirkung, auf die Quellung zuriickgefithrt. So sollte die Wasser-
absorption des quergestreiften Muskels (und anderer Zellen) in hypoto-
nischen Losungen durch eine kolloidale Quellung hervorgerufen sein, die
auf eine hypothetische Siurebildung innerhalb der Zellen zuriickgefiihrt
wird; man kann aber zeigen, daB der lebende Muskel aufhort, Wasser
zu absorbieren, wenn man durch Zuckerzusatz die Losung isotonisch
macht?). Dieses Verhalten beweist, dal} die Wasserabsorption lebender

1) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 263. 1922/23.
2) H6BER, R.: Physikalische Chemie der Zelle usw. S.386. — LOEB, ].:
Science Bd. 37, S. 427. 1912.
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Muskeln und anderer lebender Zellen in hypotonischer Losung deswegen
zustande kommt, weil diese Gewebe der Zellen in semipermeablen Mem-
branen eingeschlossen sind. Die Wasserabsorption der lebenden quer-
gestreiften Muskeln oder anderer Zellen in hypotonischen Losungen hat
mit der kolloidalen Quellung nichts zu tun, denn die Quellung wird
durch Zucker nicht vermindert.

Man hat auch das Odem auf die Quellung der Proteine im Zellinnern
durch Saurebildung zurtiickgefithrt. Nun sind aber nicht allein samtliche
fiir die Aufstellung einer solchen Hypothese notwendigen py-Bestim-
mungen unterlassen worden, sondern es zeigen auch simtliche Versuche
und simtliche klinischen Beobachtungen, soweit sie mit Kritik an-
gestellt wurden, daB das Odem durch eine Vermehrung der Fliissigkeit
in den Zwischenraumen zwischen den Geweben und den Zellen zustande
kommt. Es liegt kein Grund vor, anzunehmen, daB das Odem mit der
kolloidalen Quellung innerhalb der Zellen zusammenhingt?).

Diese Aufzihlung von Irrtiimern, die auf das Schuldkonto von
Forschern kommen, die Spekulationen exakten Messungen vorziehen,
besonders wenn man zu diesen Messungen die Wasserstoffelektrode ver-
wenden muf}, konnte noch fortgesetzt werden; hoffentlich geniigen
aber diese Bemerkungen.

Neuntes Kapitel.

Die Unzulanglichkeit der gegenwairtigen
Theorien des kolloidalen Zustandes.

Als die Ara kolloidaler Spekulationen anbrach, hoffte man, daB
dabei auch eine neue Chemie mit anderen Gesetze als den stochio-
metrischen Regeln entstehen wiirde. Wir haben nun gesehen, daf
diese Hoffnung, wenigstens fiir die Proteine, nicht in Erfiillung ge-
gangen ist, denn diese Substanzen verbinden sich st6chiometrisch,
ganz entsprechend den alten Gesetzen der klassischen Chemie, mit
Sduren und Basen.

Ferner hatte man gefunden, daB genuine Proteine, wie krystallinisches
Eiereiweil oder Gelatine, nicht durch Vermittlung elektrischer Doppel-
schichten (die durch vorzugsweise Adsorption bestimmter Ionen zu-
stande kommen sollten), sondern offenbar durch die gleichen Krifte,
die bei Krystalloiden wirksam sind, in Losung gehalten werden. Diese
beiden Resultate sind angesichts der Tatsache, daBl die Proteine ja

1) Vgl. HIRsCHFELDER: Transact. of the Americ. pharm. and therapeut. med.
assoc. 1917, S.122; und A. R. Moore: Americ. journ. of physiol. Bd. 37, S. 220.

1915.

Loeb, EiweiBkorper. 9



130 Unzulinglichkeit der gegenwiartigen Theorien des kolloidalen Zustandes.

peptidartig verkettete Aminosauren sind nicht weiter {iberraschend.
Es ist durchaus moglich, daf die Proteine auch noch beziiglich anderer
Eigenschaften sich wie Krystalloide verhalten, wobei die Oberflichen-
spannung, die Kohdsion und die innere Reibung, die eine Eigenschaft
sdmtlicher Losungen ist, in Frage kommen.

Wenn sich nun die Proteine beziiglich ihrer chemischen Reaktionen
und oft sogar auch beziiglich ihrer Léslichkeit wie Krystalloide verhalten,
so erhebt sich die Frage: In welcher Beziehung unterscheidet sich
nun eigentlich ihr Verhalten von dem der Krystalloide? Hierauf muf3
man antworten, daB Elektrolyte bestimmte Eigenschaften von Protein-
16sungen und von Proteingelen in eigentiimlicher Weise ganz anders als
von Krystalloiden beeinflussen. Die hierbei in Frage kommenden Eigen-
schaften der Proteine sind, wie wir gesehen haben, bei Proteinlésungen
der osmotische Druck und die Viscositdt und bei Proteingelen die Quel-
lung. (Eine weitere Eigenschaft, namlich das Membranpotential, findet
ihre Erérterung im zweiten Teil dieses Buches.)

Es ist sehr auffillig, daB diese drei (oder besser vier) Eigenschaften
samtlich in &hnlichem Sinne durch Elektrolyte beeinfluBt werden.
Diese Wirkungen konnen wir in folgender Weise zusammenfassen:

1. Bei allmahlichem Zusatz von Siure oder von Alkali zu iso-
elektrischem Protein (krystallisiertem EiereiweiBl, Gelatine, Casein,
Edestin, Serumglobulin) wichst der osmotische Druck, eine bestimmte
Art Viscositit (und, wie wir noch sehen werden, die Membran-
potentiale) der Proteinlésungen und die Quellung der Proteingele, bis
bei einer bestimmten Siure- oder Basenmenge sich ein Maximum ein-
stellt. VergroBert man den Zusatz an Siure oder Base, so nehmen
diese Eigenschaften wieder ab.

2. Diese Wirkung der Siduren und Basen dndert sich nur, wenn sich
beim Anion der Saure oder beim Kation der Base die Valenz dndert.
Tonen mit gleichem Vorzeichen der elektrischen Ladung wirken gleich,
ohne Riicksicht auf ihre sonstigen chemischen Eigenschaften. So haben
z. B. Cl', NOj, CH,CO0’, H,PO;, HC,0; usw. die gleiche Wirkung auf
die obenerwahnten Eigenschaften der Proteine, vorausgesetzt, daB die
Untersuchungen bei gleichem $y und bei gleicher Konzentration an
urspiinglich isoelektrischem Protein angestellt werden. Ein weiteres
Erfordernis ist, daB diese Ionen keine sekundiren Wirkungen entfalten.

3. Ist das Saureanjon oder das Alkalikation zweiwertig (z. B. SOj,
Ca”, Ba)), so ist der osmotische Druck, die Viscositit und die Quellung
betrachtlich kleiner, als wenn es sich um monovalente Ionen handelt
{z. B. CI' Br’, NO;, H,PO;, HC,0;, Na’, K" usw.).

4. Zusatz eines Neutralsalzes vermindert bei einer Proteinlésung,
die nicht im isoelektrischen Punkt ist, den osmotischen Druck, die
Viscositdt (und die Potentialdifferenz) und bei einem Proteingel die
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Quellung. Diese Wirkung wichst mitder Valenz desjenigen Ions des Salzes,
dessen elektrische Ladung das umgekehrte Vorzeichen hat wie das Pro-
teinion, ist im {ibrigen unabhingig von der chemischen Natur des Ions.

Diese Wirkungen kann die Kolloidchemie nicht quantitativ er-
kliren. Zwar macht ZsiGMONDY einen Versuch, die abschwichende
Wirkung der Neutralsalze auf den osmotischen Druck von Gela-
tineldsungen qualitativ zu erkldren, indem angenommen wird, daB
durch den Salzzusatz die Teilchen sich mehr aggregieren, infolgedessen
die Zahl der in Losung befindlichen Teilchen kleiner wird, und daf}
diese Verminderung zu einer Erniedrigung des osmotischen Druckes
fithrtl). Unzweifelhaft ist es richtig, daBl Salze Proteine ausfillen kénnen
und daB Fallung auf zunehmender Aggregation der Teilchen beruht,
aber das Aussalzen der Gelatine aus einer wisserigen Losung hangt nicht
von dem Ion ab, dessen Ladung der des Proteinions entgegengesetzt . ist,
wihrend wir doch gesehen haben, dal die den osmotischen Druck ver-
mindernde Wirkung eines Salzes eben gerade von dem Ion abhingt,
dessen Ladung der des Gelatineions entgegengesetzt ist. Mit anderen
Worten: Das Aussalzen der Gelatine ist ein ganz andersartiger Vorgang
als die Abnahme des osmotischen Druckes einer Proteinlésung nach
Zusatz eines Neutralsalzes. Man kann also unmoglich den zweiten
Vorgang durch den ersten erkldren.

Ferner versagen die auf die Micellentheorie gestiitzten Erkliarungen
iber die Wirkung der Salze véllig bei den anderen Eigenschaften, die
in gleichem Sinne wie der osmotische Druck sich dndern, ndmlich der
Viscositat und der Potentialdifferenz bei Proteinlosungen und der
Quellung bei Proteingelen.

Im sechzehnten Kapitel werden wir sehen, dal, wenn in einer Ge-
latinelésung die Aggregation zunimmt — d. h. wenn isolierte Protein-
molekiile oder -ionen unter Bildung groBerer Aggregate zusammen-
treten —, dann die Viscositit der Losung zunimmt, und zwar deshalb,
weil diese Aggregate verhiltnismiBig groBe Wassermengen okkludieren,
wobei dann das von der Gelatine in der Losung eingenommene Vo-
lumen zunimmt. Diese Volumenzunahme der Micellen auf Kosten des
Wassers bewirkt, wie wir sehen werden, eine Vermehrung der Viscositat.
Nehmen wir also an, daf§ Salzzusatz den Aggregationsgrad vermehrt,
so miissen wir weiter schlieBen, daBl dann auch eine Vermehrung der
Viscositdt zustande kommt: in Wirklichkeit aber wird die Viscesitit
durch Salzzusatz verringert. Wenn man also die depressorische Wirkung
der Salze auf den osmotischen Druck und auf die Viscositdt von Protein-
l6sungen mit Hilfe der Aggregationstheorie erklaren will, so kommt man
zu Folgerungen, die in Widerspruch zu den Tatsachen stehen.

1) ZsicmonNDY, R.: Kolloidchemie 2. Aufl.,, S. 342. Leipzig 1918.
g*



132 Unzulanglichkeit der gegenwartigen Theorien des kolloidalen Zustandes.

Pautl sucht die Beobachtung, daBl wenig Saure oder Base die Vis-
cositit von Albuminlésungen vermehrt und daB reichlicherer Zusatz
von Saure oder Base sie wieder verringert, dadurch zu erklaren, daB
er (bis hierher mit Recht) annimmt, daB die Siure die Bildung eines
Proteinsalzes veranlaBt und daB die Ionisation eine Vermehrung der
Hydratation des Proteinions zur Folge hat. Die vermindernde Wirkung,
die bei Zusatz groBerer Sduremengen eintritt, wird durch die Annahme
gedeutet, daBl der Ionisationsgrad des Proteinsalzes durch Zusatz
groferer Sduremengen oder durch Salzzusatz verringert wird. Diese
Vorstellungen haben vor den vorher diskutierten zumindest den Vorzug,
daf} sie einer quantitativen Priifung unterzogen werden kénnen. Ge-
schieht dies, so stellt sich heraus, daB3 diese Theorie fiir die Viscositit
von Gelatinelosungen nicht aufrechterhalten werden kann.

Zur Erklarung der Viscositdtszunahme bei zunehmender Ionisation
der gelosten Proteine geht PAULI von der Annahme aus, daf3 das Pro-
teinion von einer sehr groBen Wasserhiille umgeben ist, das nicht-
ionisierte Proteinmolekiil dagegen nicht!). Die Wasserhiille kann das
Zusammentreten der Proteinionen verhindern und so einen hoheren
Dispersitdtsgrad aufrecht erhalten. Mit Hilfe der Hydratationstheorie
konnen wir nun die Eigenart der py-Kurven folgendermaBen qualitativ
erkliren. Im isoelektrischen Punkt ist das Protein nicht ionisiert,
also auch nicht hydratisiert. Folglich ist also in diesem Punkt der
Dispersitiatsgrad und der osmotische Druck ein Minimum. Die Vis-
cositit und die Quellung haben ebenfalls hier ein Minimum, denn die
Quellung kann direkt durch die Wasserhiille bedingt sein, und die
Viscositat sollte ebenfalls zunehmen, wenn jedes Teilchen sich mit
einer Wasserschicht umgibt. Setzt man nun eine Siure, z. B. Salzziure,
zu der isoelektrischen ‘Gelatine, so bildet sich Gelatinechlorid, welches
als Salz weitgehend dissoziiert ist. Je mehr Sdure man zusetzt, um so
mehr Gelatinechlorid bildet sich. Im siebenten Kapitel haben wir ge-
zeigt, dafl die Kurven {iir den osmotischen Druck, die *Quellung und
die Viscositat bei py-Werten zwischen 3,5 und 2,8 ihr Maximum er-
reichen und dann abfallen. Auf Grund seiner Versuche iiber Blut-
albumin nimmt PAULI an, daB dieses Absinken auf einer Zuriickdringung
der elektrolytischen Dissoziation des Gelatinechlorids oder irgendeines
anderen Proteinsiuresalzes beruht, weil mit dem weiteren Siurezusatz
die Konzentration des gemeinsamen Anions wichst. Indessen muf
hervorgehoben werden, daB PAULI?) sowie MANABE und MATULA3)

1) Pauri, W.: Fortschr. d. naturwiss. Forschung Bd. 4, S.223. 1912; Kolloid-
chemie der EiweiBkorper. Dresden und Leipzig 1920.

2) PauLi, W.: Kolloidchemie der EiweiBkorper. Dresden und Leipzig 1920.

3) ManaBg, K. u. J. MATULA: Biochem. Zeitschr. Bd. 53, S.369. 1913.
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das Maximum ihrer Kurven nicht bei einem $y zwischen 3,5 und 2,8,
sondern bei py = 2,1 oder 2,0 finden.

HitcHcock?!) bestimmte bei einer Reihe von Proteinchloriden das-
jenige Py, bei welchem die Ionisation maximal wird. Diese Werte sind
in der letzten Horizontalreihe der Tabelle 10 angegeben. Die oberen Ho-
rizontalreihen enthalten diejenigen py-Werte, welche den Maxima des
osmotischen Druckes, der Quellung, der Viscositit und der Membran-
potentiale entsprechen. Das Maximum der Ionisation wird erst bei
einem viel kleineren py als das Maximum des osmotischen Druckes usw.
beim gleichen Protein erreicht. Man kann also nicht gut mit PAuLl
annehmen, daB die abschwichende Wirkung hoherer Salzsiurekon-
zentrationen auf Viscositdt, osmotischen Druck oder Quellung auf einer
Zuriickdrangung der Ionisation des Gelatinechlorids beruht.

Tabelle 10.

Die py Werte, die den Maxima der verschiedenen Eigenschaften von 1proz.
Proteinchlorid-Losungen ensprechen.

Gelatine Eieralbumin Casein Edestin | Serumglobulin
Osmotischer Druck 3.4 3,4 3,0 3,0 3,0
Schwellung . . . . 3,2 - - - -
Viscositat . . . . 2,9 Kein Maximum 3,0 — —
Membranpotential . 4,1 3,6 3,6 4,3 3.4
Ionisation . . . . 1,4 1,6 2,2 1,6 2,2

Man kann die Hydratationshypothese einer direkten Priifung unter-
ziehen, indem man die spezifische Leitfahigkeit bei Proteinsalzlésungen
(z. B. Gelatinechlorid oder Albuminchlorid usw.) bestimmt. Da nach
dieser Hypothese nur die Proteinionen hydratisiert sind, so sollten
Anderungen des osmotischen Druckes, der Quellung und der Viscositit
von entsprechenden Anderungen der Konzentration der in Losung be-
findlichen Proteinionen begleitet sein. Es miiBlten also die Kurven,
die man erhilt, wenn man das Verhalten der elektrischen Leitfahigkeit
von Losungen mit gleichem Gehalt von urspriinglich isoelektrischer
Gelatine bei verschiedenem py untersucht und die Werte graphisch
darstellt, den Kurven fiir osmotischen Druck, Quellung und die Visco-
sitit parallel laufen. Ferner miiBte die Kurve fiir die Leitfahigkeit
des Gelatinesulfats nur ungefihr halb so hoch wie die entsprechende
Kurve des Gelatinechlorids, und die Kurve fiir die spezifische Leit-
fahigkeit des Gelatineoxalats beinahe, aber nicht ganz so hoch wie
die des Gelatinechlorids sein. Wie die Versuche zeigen, ist dies aber
nicht der Fall.

1) HrrcHcock, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd.5, S.383. 1922/23.
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Die Konzentration der in Losung befindlichen ionisierten Gelatine
kann man aus den Leitfahigkeitsmessungen der Losung des Gelatine-
salzes (etwa Gelatinechlorids) so bestimmen, daBl man die Leitfiahigkeit
der in der Losung enthaltenen frejen Salzsiure von der gemessenen
Leitfahigkeit subtrahiert, denn die nach der Methode des Verfassers
aus gewaschener pulverférmiger isoelektrischer Gelatine hergestellten
Gelatinechloridlésungen enthalten auBler der freien Salzsiure und dem
Gelatinechlorid praktisch sonst keine Elektrolyte. Dies geht aus den

Bestimmungen des Aschen-

. gehaltes sowie daraus her-
7 vor, dall Losungen der nach
N N4 unserer Methode hergestellten
Xy %2 % isoelektrischen Gelatine den
3 | . . .
L8 NEAEY elektrischen Strom praktisch
S S [ YeN\E t wi ht Tt
87 N so gut wir gar nicht leiten.
R ol \\ N Bei diesen Untersuchungen
5 N \\\ wurde in folgender Weise
24 AN fahren:
S SR verfahren:
:g\’«? \Q\ Zwei Reihen verschiede-
2 N ner Gelatinesduresalzlosungen
7 N wurden hergestellt, und zwar

P22 2% 25 36 30 32 3% 36 38 qp 42 44 46 48 enthielt die eine 0,8 und die
andere 2,49, urspriinglich iso-

Abb. 55. Spezifische Leitfahigkeiten 2,4 proz.  ¢lektrische Gelatine. Nun
Gelatinechlorid-, -sulfat und -oxalatlésungen. wurden die spezifischen Leit-

Diese Kurven zeigen ein ganz andersartiges q - . . .
Verhalten, als sich aus den Kurven des osmot. fahigkeiten dieser Gelatine-

Druckes der Abbildungen 26 und 27 ergibt. sduresalzlosungen bei verschie-

denem py ermittelt. AuBer-
dem wurden die Leitfahigkeiten wisseriger Verdiinnungen der gleichen
Sduren bei den gleichen py-Werten bestimmt. Die Leitfahigkeiten
wurden in ein Koordinatensystem als Ordinaten {iber den py-Werten
als Abszissen eingetragen. Durch Subtraktion der Leitfdhigkeitswerte
der wisserigen Losungen von den entsprechenden Leitfahigkeiten der
Gelatinesauresalzlésungen lieB sich die Kurve der spezifischen Leit-
fahigkeit des Gelatinesiuresalzes ermitteln?). Die Kurven der Abb. 55,
die den Anteil der Gelatineionen des Gelatinechlorids veranschaulichen,
sind den Verbindungskurven der Abb. 8 insofern dhnlich, als bei beiden
die Konzentration des ionisierten Proteins zunimmt, je mehr das py
unter das des isoelektrischen Punktes sinkt. Es ist aber bei den Leit-
fahigkeitskurven kein Maximum bei py 3,4 bis 3,0 mit nachfolgendem
Absinken vorhanden. Ein Absinken tritt erst beipy-Werten unterhalb

1) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S.247. 1920/21.
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2,0 auf. NorTHROP hat das gleiche Verhalten feststellen koénnen.
Man kann demnach also unméglich das Absinken der Kurven des
osmotischen Druckes, welches auftritt, sobald das py unterhalb 3,4
sinkt, auf eine Zuriickdrangung der Ionisation des Proteinsalzes be-
ziehen. Noch deutlicher geht dies aus Abb. 56 hervor. Die untere
Kurve mit einem Maximum bei py 3,4 gibt das Verhalten des osmo-
tischen Druckes einer 1proz. Albuminchloridlésung wieder. Die obere
Kurve stellt das Verhalten der Leitfahigkeit einer 3 proz. Losung der
gleichen Substanz dar. Es ist

klar, daB3 diese letztere Kurve

weder bei py= 3,4 noch bei ::

3,0 ein Maximum hat, son-  ,, I\

dern daB sie gleichmaBig bis §n N

zu einem py von 2,6 an- ‘§70 Q%;

steigt. Erst bei py-Werten R NS

von 2,0 oder weniger kommt %‘: | S ff:’
ein Absinken zustande. Das 7 , R Drﬁ 1505
charakteristische Abfallen der § 5 —tndhs | R =S
Kurven fiir den osmotischen é‘k? 4|z ‘ 100 §
Druck, die Viscositat oder die ‘§~ 3 N 75 3
Quellung, welches einsetzt, 2 0
sobald das py = 3,4 oder 3,0 ; ZZ

unterschreitet, kann also  pF20222% 2628 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48
offenbar nicht dadurch er- Abb. 56. Wahrend der osmotische Druck
klart werden, daB die spezi- einelc 1proz.. Albuminc}lloridlésung eip
fische Leitfahigkeit steil ab- ~ Maximum bei py 3,4 zeigt und bei klei-
" . nerem py absinkt, ist das Maximum der
fallt, wenn die py -Werte unter- Leitfahigkeit einer 3 proz. Albuminchlorid-
halb 3,4 oder 3,0 sinken losung bei py 2,6 noch nicht erreicht.
Ebensowenig kann PAULIs
Theorie die Valenzwirkung erkliren. Die Kurven des osmotischen
Druckes, der Viscositat oder der Quellung des Gelatinechlorids haben,
wie wir gesehen haben, ein etwa doppelt so hohes Maximum als die
entsprechenden Werte beim Gelatinesulfat und sind nur etwas héher
als die Kurven des Gelatineoxalats. Wenn diese Erscheinung im Ein-
klang mit PAULIs Theorie steht, so miilte die Leitfahigkeit des Gela-
tinechlorids etwa ebenso groB sein wie die des Gelatineoxalats, aber
betrdachtlich groBer als die des Gelatinesulfats. Man ersieht indessen
aus der Abb. 55, daB bei einem Vergleich der Leitfahigkeiten dieser
drei Gelatinesalze die Werte beim Gelatinesulfat nur wenig kleiner als
beim Gelatinechlorid und etwas groBer als beim Gelatineoxalat sind.
Die Grundlage der Hydratationstheorie von PAULI ist eine An-
nahme von KOHLRAUSCH, nach welcher Unterschiede in der Ionen-
beweglichkeit darauf beruhen sollen, dal das wandernde Ion Wassermole-
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kiile mit sich schleppt. LoRENZ '), BORN 2) und andere Autoren sind nun zu
dem SchluB gekommen, daB zwar die Vorstellung von KOHLRAUSCH
bei einatomigen Ionen wahrscheinlich zutreffend, bei groBen viel-
atomigen Ionen aber nicht haltbar ist. Man muB also wohl die An-
nahme einer hochgradigen Hydratation der Proteinionen und damit
die PauLische Theorie fallen lassen. So ergibt sich, daB PauLis
Theorie fiir die Erklarung der depressorischen Wirkung der Elektrolyte
auf die physikalischen Eigenschaften der Eiweikorper nicht in Frage
kommt.

Eine mathematische und quantitative Erklirung der Elektrolyt-
wirkung auf die kolloidalen Eigenschaften geldster Proteine ist auf
Grund der DoNNaNschen Theorie der Membrangleichgewichte durch-
fithrbar, wie wir aus dem zweiten Teil dieses Buches ersehen werden.

1) LoreNz, R.: Zeitschr. f. Elektrochem. Bd. 26, S. 424. 1920; Raumerfiillung
und Ionenbeweglichkeit. Leipzig 1922.
2) BorN, M.: Zeitschr, f. Elektrochem. Bd. 26, S.401. 1920.



ZWEITER TEIL.

Theorie der kolloidalen Eigenschaften
der Eiweilkorper.

Zehntes Kapitel
Einleitende Bemerkungen iiber die Theorie.

Eine Theorie des kolloidalen Verhaltens der Proteine beschiftigt
sich nicht mit ihren rein krystalloiden Eigenschaften, wie etwa mit ihrer
Loslichkeit und ihren chemischen Reaktionen. Diese beiden Punkte
sind im ersten Teil des Buches behandelt worden, auch brauchen wir
uns hier nicht mit Eigenschaften, wie der Oberflichenspannung, zu
befassen, die wahrscheinlich ebenfalls zu den krystalloiden Eigenschaften
gehort. Hier beschéftigen uns lediglich zwei Fragen, erstens: Wie kommt
es, daBB Elektrolyte drei ganz verschiedene Eigenschaften der Proteine
— den osmotischen Druck, die Quellung und eine bestimmte Art der
Viscositit (vgl. siebentes und achtes Kapitel) — in ganz analoger Weise
beeinflussen, und zweitens: Wie sind die charakteristischen Ziige dieser
Elektrolytwirkung, die im vorhergehenden Kapitel schon aufgezihlt
wurden, zu erklidren.

Wir wollen hier noch einmal die zur Diskussion stehenden Resultate
zusammenfassen :

1. Geht man von isoelektrischem Protein (Gelatine, krystallinischem
Eiereiweil, Casein, Edestin, Serumglobulin) aus und setzt allméihlich
eine Saure (oder ein Alkali) zu, so kommt zuerst bei Proteinlésungen eine
Vermehrung des osmotischen Druckes und einer bestimmten Art der
Viscositidt zustande, wihrend bei Proteingelen die Quellung zunimmt.
Bei Gegenwart einer bestimmten Menge Siure oder Alkali haben
diese drei Eigenschaften ein Maximum, und vermehrt man die Siure-
oder Alkalimenge weiter, so sinken die Werte fiir diese drei Eigenschaften
wieder ab (Abb. 57).

2. Diese Wirkung der Sduren und Basen ist nur von der Valenz der
Saureanionen und Basenkationen, aber nicht von ihrer sonstigen che-
mischen Natur abhéngig; Ionen mit gleichsinniger Ladung und gleicher
Valenz, z. B. CI, NO;, CH,CO0’, H,PO;, HC,Of, beeinflussen den
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osmotischen Druck und die anderen Eigenschaften in gleicher Weise,
wobei selbstverstandlich die Proteinlésungen oder Proteingele bei
gleichem py und bei gleicher Konzentration des urspriinglich iso-
elektrischen Proteins verglichen werden miissen (Abb. 57).

3. Zweiwertige Saureanionen oder Basenkationen (z. B. SOy, Mg",
Ca”, Ba") beeinflussen den osmotischen Druck, die Viscositit und die
Quellung der Proteine in betrichtlich geringerem MaBe als einwertige

Ionen (z.B. CI', Br’, NOj,

vas T H,PO;, HC,0;, Li’, Na', K,
4"00 aNG NH, usv.v.) (Abb. 5'7).
. b * 4. Brmgt man ein Ngutral~
50 Q@“ =X salz mit einem Protein zu-
oS Il I N 7 A \[5. sammen, das sich nicht in
00 Ny /] AVNAN Y seinem isoelektrischen Punkt
275 / ) 2 befindet, so sinkt bei Losungen
250 / 3 der osmotische Druck und die
N / o Viscositit und bei Gelen der
~§ 200 /4 o5l g‘j AN Quellungsgrad. Diese Wirkung
|17 7 \o\ des Neuiralsalzes nimmt mit
S0 g A teigender Valenz desjenigen
8 1< \ steigender Va jenig
= 7 Tons des Salzes zu, dessen La-
700 c,//c N dung der des Proteinions ent-
» l&‘ gegengesetzt ist, und ist im
'Z iibrigen von der chemischen
Natur des Ions unabhingig.

p/?z,a 22 2% 26 3,6 30:32 3% 36 38 40 %2 44 46 48 Die Ahnlichkeit dieser
Abb. 57. Der osmotische Druck als Funktion Elektrolytwirkungen legt den
px und der Valenz des Sdureanions. Gedanken nahe, daB vielleicht
allen drei Erscheinungen die

gleiche Ursache zugrunde liegen kénnte. Dies ist, wie wir sehen werden,
in der Tat der Fall, und zwar ist die Grundeigenschaft der osmotische
Druck. Deswegen wollen wir uns bei einer vorldufigen Erérterung auf diese
Eigenschaft beschrinken. Wie kommt nun die Erscheinung zustande,
daB mit allmahlichem Zusatz einer Siure, etwa HCl, zu einer Losung iso-
elektrischen Proteins anfianglich der osmotische Druck mit wachsender
Wasserstoffionenkonzentration bis zu einem Maximum anwichst (bei
Gelatine oder bei Eiereiwei} liegt dieses Maximum etwa bei py 3,4) und
bei weiterem Sidurezusatz wieder absinkt (Abb. 57). Einige Kolloid-
chemiker?) hielten es fiir erwiesen, daf} diese Erscheinung durch eine Ein-
wirkung der Elektrolyte auf irgendeine kolloidale Eigenschaft der
Proteine, etwa den Dispersitatsgrad der in Losung befindlichen

1) ZsigmonDY, R.: Kolloidchemie. 2. Aufl. Leipzig 1918.
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Micellen, zustande kommt. Eine solche Einwirkung der Siuren auf
Proteine ist méglich, immerhin werden wir sehen, daB eine ganz
andere Ursache fiir den eigentiimlichen EinfluB des py auf den
osmotischen Druck der Proteinlosungen besteht. Es handelt
sich hier um folgende Tatsache: Fillen wir ein Kollodium-
sickchen mit einer Gelatinechloridlsung vom sy 3,0 und tauchen
dieses in verdiinnte Salzsdure ebenfalls vom py 3,0, so finden wir,
daB bei eingestelltem osmotischen Gleichgewicht zwischen der Pro-
teinlésung und der wiésserigen gelatinefreien AuBenfliissigkeit die
pu-Werte innerhalb und auBerhalb des Sickchens nicht mehr die
gleichen sind. Es ist also der von dem Manometer angegebene Druck
nicht allein der osmotische Druck der Proteinlésungen, sondern an
diesem Druck sind auch noch die Konzentrationsunterschiede krystalloi-
der Ionen (in unserem Beispiel H- und Cl-Ionen) beteiligt. AuBer
im isoelektrischen Punkt bestehen solche Konzentrationsunterschiede
der krystalloiden Ionen bei jedem py. Bevor wir nun irgend-
eine Theorie iiber eine miogliche Ursache der py-Wirkung (oder der
Elektrolytwirkung) auf den osmotischen Druck einer EiweiBlésung
entwerfen, miissen wir zunichst einmal an unseren beobachteten os-
motischen Drucken eine Korrektur anbringen, die dem Konzentrations-
unterschied der krystalloiden Ionen innerhalb und auBerhalb der
EiweiBlosung entspricht. Es handelt sich darum, wie wir die Kor-
rektur quantitativ bestimmen koénnen. Maoglich ist eine solche Bestim-
mung nur, wenn wir als Grundlage eine mathematische Theorie iiber die
aus den py-und pc-Messungen sichergestellte ungleiche Verteilung der
krystalloiden Ionen innerhalb und auBerhalb der EiweiBl6sungen be-
sitzen. Um zu einer solchen Theorie zu gelangen, muBten Messungen
der bisher in der kolloidchemischen Forschung nur wenig beriicksichtigten
Membranpotentiale angestellt werden. Der Verfasser hatte gefunden,
daBl zwischen einer Proteinsalzlosung, z. B. Gelatinechloridlosung, und
einer mit ihr in osmotischem Gleichgewicht befindlichen eiweiBfreien
AuBenfliissigkeit eine Potentialdifferenz besteht. Bei unserem Versuch
wurde die Proteinsalzlésung in ein Kollodiumsickchen gebracht und
dieses in eine wisserige eiweiBfreie Losung eingetaucht. Dann wurden
die Membranpotentiale zwischen der Proteinsalzlésung (z. B. der Gela-
tinechloridlésung) und der AuBenfliissigkeit mittels indifferenter und
identischer Elektroden bestimmt und nach einer Beziehung zwischen die-
sen Potentialdifferenzen und der Verschiedenheit der Wasserstoffionen-
konzentrationen innerhalb und auBerhalb der Proteinlosung gesucht. Nun
ergaben derartige Messungen, dal die Potentialdifferenzen, die man
erhilt, wenn man die Proteinlésung und die mit ihr im osmotischen
Gleichgewicht befindliche AuBenfliissigkeit mittels der Wasserstoffelek-
trode untersucht, identisch mit den unter Verwendung indifferenter
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Elektroden festgestellten Membranpotentialen sindl). Da diese Uber-
einstimmung sich nur aus der im ersten Kapitel erdrterten DoNNANschen
Theorie iiber die Membrangleichgewichte voraussehen 14Bt, so folgt, daB
die Konzentrationsunterschiede der diffusiblen Elektrolyte auf beiden
Sciten der Membran aus der DoNNANschen Gleichung iiber die Membran-
gleichgewichte berechnet werden kénnen. So wird es, wie wir sehen
werden, moglich, die Wirkungen der Elektrolyte auf das kolloidale Ver-
halten der Proteine mathematisch und quantitativ herzuleiten.

Elftes Kapitel.

Die Membranpotentiale®).

Die Methoden ihrer Messung
und EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration.

Ist die Losung eines Proteinsalzes, etwa eine 4proz. Gelatine-
chloridlésung, mittels einer Kollodiummembran von destilliertem Wasser
getrennt, so bildet sich, wihrend das osmotische Gleichgewicht sich ein-
stellt, eine Potentialdifferenz zwischen den beiden Membranseiten aus.
Diese Potentialdifferenz, die man mittels des ComPTONschen Quadranten-
elektrometers unter Verwendung von gesittigten KCl-Kalomel-Elek-
troden bestimmen kann, wird dhnlich wie der osmotische Druck, die
Quellung und die Viscositit durch Elektrolyte beeinflufft (vgl. Abb. 58).
An sich wiirde hieraus nur hervorgehen, daB wir nunmehr noch eine
weitere Eigenschaft der Proteine gefunden haben, deren BeeinfluBBbarkeit
die gleichen, uns vom osmotischen Druck, von der Quellung und von der
Viscositdt her bekannten Charakteristika zeigt, wenn wir nicht die Ande-
rungen dieser neuen Eigenschaft mit dem Donnan-Gleichgewicht in
Zusammenhang bringen kénnten.

Wir miissen an dieser Stelle kurz die Methoden zur Bestimmung der
Membranpotentiale schildern und wollen annehmen, daB3 wir mit Gela-

1) Diese Erscheinung ist keineswegs als selbstverstindlich zu betrachten, was
jeder, der das Buch von BEUTNER: ,Die Entstehung elektrischer Stréme in
lebenden Geweben‘‘ kennt, zugeben wird. Das Membranpotential und das mit
der Wasserstoffelektrode gemessene Potential kann namlich in unserem Beispiel
nur dann gleich sein, wenn die Proteine mit Sauren und Basen ionisierende Salze
bilden und wenn die Proteinionen nicht durch die fiir die kleinen kwystalloidalen
Ionen permeable Membran diffundieren kénnen. Diese Umstinde scheint A. V. HiLL
(Proc. of the roy. soc. of London [A] Bd. 102, S. 705. 1923), wie schon HiTcHCOCK
hervorgehoben hat (Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 383. 1922/23), iibersehen
zu haben. :

2) Die Grundlagen dieses Kapitels finden sich bei J.LoEeB: Journ. of gen.
physiol. Bd. 3, S. 557, 667. 1920/21; Bd. 4, S. 351, 463, 617, 741. 1921/22; Journ.
of the Americ. chem. soc. Bd. 44, S.1920. 1922.
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tinechloridlésungen arbeiten, die in je 100 ccm 1 g urspriinglich iso-
elektrischer Gelatine enthalten. Diese Losungen befinden sich in Kollo-
diumsiickchen, die, wie im siebenten Kapitel beschrieben, mittels eines
Gummistopfens verschlossen sind, durch dessen Bohrung ein als Mano-
meter wirkendes Glasrohr
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gldsern mit 350ccm wisse- v <h

. o . " 82 & ST
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keit bezeichnen Wollen' _“nd Abb. 58. Der EinfluB des pyund der An-
der eiweiBfreien wésserigen jopenvalenz auf die Membranpotentiale ver-
AuBenfliissigkeit unter Ver-  schiedener Gelatine-Sauresalze. Die Kurven
wendung des COMPTON- dieser Abbildung sind denen der Abb. 57 dhn-
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trometers bestimmt, wel-
ches bei eciner Potentialdifferenz von einem Millivolt einen Aus-
schlag von ca. 2mm der Skala bei einer Distanz von 2 m aufwies.

Die ableitenden Elektroden waren (Abb. 59) identische, mit gesit-
tigter KCIl-Losung gefiillte Kalomelelektroden. Die eine taucht mit einer
capillaren Glasréhre in die Gelatinelésung, die andere gleichfalls unter
Zwischenschaltung einer Glaskapillare in die' Aullenfliissigkeit.

Um das Eintauchen der ersten Elektrode zu ermdglichen, wurde das
Manometerrohr durch einen Glastrichter ersetzt (Abb. 59). Die Innen-
fliissigkeit ist, wie die Zeichnung angibt, bis in den weiten Teil des
Trichters gestiegen, was fiir die Ableitung von Vorteil ist. Sollte daher
die Losung nicht von selbst so hoch gestiegen sein, so kann man das
Kollodiumsackchen eptsprechend stark gegen die Wand des Becherglases
andriicken. Sehr bequem, aber nicht unbedingt erforderlich, ist ein an
den Elektrodenrshren angebrachtes, gesittigte KCI-Losung enthaltendes
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Reservoir, welches eine Erneuerung der in der Capillare enthaltenen
KCl-Losung ermoglicht?). Es wurde also auf diese Weise die elektro-
motorische Kraft der folgenden Kette gemessen:

Kalomel- | Gesittigte |AuBen- Kollodium- | Innen- Gesittigte | Kalomel-
elektrode | KCI-Losung | fliissigkeit| membran |flissigkeit | KCl-Losung | elektrode

HC1 Gelatine-
—_ chlorid

+

Bei einer derartigen Anordnung ist die Gelatinechloridlésung positiv
und die AuBlenfliissigkeit negativ geladen; die Potentialdifferenz 4ndert

Abb. 59. Schema der MeBmethode des Membranpotentials.

sich mit dem py der Gelatinechloridlésung, wie aus Abb. 58 hervorgeht.
Die Potentialdifferenz bei Gelatinephosphatlésungen stimmt praktisch
mit den Werten bei Gelatinechloridlésungen von gleichem py; iiberein
und ist betrdchtlich hoéher (ungefdhr 50%, wie wir sehen werden)
als bei Gelatinesulfatlésungen. Zusatz eines Neutralsalzes zu der Gela-
tinechloridlésung vermindert, wie wir noch zeigen werden, die Potential-
differenz, und zwar um so ausgesprochener, je héherwertig das Anion
des Salzes ist. D.h. also: Elektrolyte beeinflussen die Membranpoten-
tiale zwischen Gelatinechloridlésungen und den AuBenfliissigkeiten dhn-

1) Bei manchen Versuchen wurde die Potentialdifferenz durch die Manometer-
réhre bestimmt, ohne daB der hydrostatische Druck vermindert wurde. Diese
Werte stimmten mit den nach der angegebenen Methode gewonnenen iiberein.
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gewicht zwischen der Gelatinechlorid- S S S $ _T_
lésung und der gelatinefreien AuBen- g pr—
fliissigkeit zustande kommt. § gl 53123
Bei unserem Versuch hatten wir 5 ++
eine 1proz. Gelatinechloridldsung in ': 283 |
einem Kollodiumséckchen inein Becher- % N B A
glas mit verdiinnter gelatinefreier Salz- 2 g 4
sdure eingetaucht ; das py war in beiden 58|z R3S 128
Losungen das gleiche. Nun befindet EEREIN ¥
sich in der Innenfliissigkeit sowohl wie FERE VST 0
inder AuBenflissigkeit freie HCI, auBer- g E glef @ao P
dem aber ist in dem Kollodiumsickchen 3 ++
noch Gelatinechlorid enthalten, welches o % @x¥ oo
in Cl'-Tonen und positive Gelatineionen ~ _ &3 B SRR TR
dissoziiert ist. Diese letzteren kénnen 3 & ﬂ; o o et
im Gegensatz zu den H'- und+Cl'-Io- 3 & < o GBS |28
nen nicht durch die Kollodiummembran g 5 § T
diffundieren. Es sind also in diesem = &' 232 | wo
Fall sinitliche Bedingungen gegeben, 'E g | f593  £4
die nach DoNNaNs Theorie zur Aus- 2 g ++
bildung eines Membrangleichgewichtes ° go . i’ E ‘? 22
erforderlich sind, eines Gleichgewichtes, f 2 T3
das dadurch charakterisiert ist, da die RS o T«
Produkte aus den Konzentrationen der = é’ S| %3 g gr'
H'-Ionen und der Cl’-Ionen auf beiden s + +
Seiten der Membran gleich sind. Dieser ﬁ .
Zustand wird durch eine Gleichung be- g s
schrieben, die zuerst von PROCTER und ;_‘5 . =
WiLsoN bei ihren Untersuchungen i £ g E
iiber die Verteilung von freier Salzsdure © g %’ o g
zwischen einem festen Gelatinechlorid- o ) LS8 e
gel und dem umgebenden Wasser be- ] g < E f‘é
nutzt wurde. Sie ist gleichfalls auf & g E ‘;’g
eine Anordnung anwendbar, bei der ge- 8 g CE | ‘g
l16stes Gelatinechlorid von einer AuBBen- z - g ga g ;ﬁ: 3
fliissigkeit mittels einer Kollodiummem- & E5E é 'é
bran abgetrennt ist, durch welche wohl E, SEE I S
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die H'- und Cl’-Ionen, aber nicht die Gelatineionen diffundieren kénnen.
Die Gleichung lautet:
2=y +2).
% bedeutet die molare Konzentration der H'- und Cl-Ionen in der AuBlen-
fliissigkeit, ¥ die molare Konzentration der H'- und Cl’-Ionen der freien
Sdure in der Innenfliissigkeit, und z die molare Konzentration der mit
der Gelatine verbundenen Cl’-Ionen. (Aus Griinden der Einfachheit ist
vollstindige elektrolytische Dissoziation der Salzsdure und des Gelatine-
chlorids angenommen.)

Wir wollen jetzt beweisen, daB3 diese mittels indifferenter Kalomel-
elektroden gemessenen Membranpotentiale durch das Donnan-Gleich-
gewicht bestimmt sind. Der Nachweis kann in folgender Weise erbracht
werden:

Nach DonNaN folgt aus seiner Formel fiir das Membranpotential :

__RT log RT log Y + z

n=plg =" og ——,
d. h. also, die Gro8e des Membranpotentials hingt von dem Unterschied
der Konzentration irgendeines diffusiblen Ions (etwa des Wasser-
stoffions), in der Innen- und AuBenfliissigkeit nach eingetretenem
Gleichgewicht ab. Diese durch die py-Differenz zwischen der Innen-
und AuBenflissigkeit bedingte Potentialdifferenz kann man direkt
mittels der Wasserstoffelektrode bestimmen, und dieser Wert (wel-
chen wir als H'-Potentialdifferenz bezeichnen) muB ebenso grof} sein wie
die Potentialdifferenz zwischen den beiden Seiten der Membran bei
der Messung mit indifferenten Elektroden. Messen wir die H'-Poten-
tialdifferenz, so bestimmen wir die elektromotorische Kraft der folgen-
den Kette:

Wasserstoff- Auflen- Gesittigte | Innen- ‘Wasserstoff-
elektrode fliissigkeit KCl-Losung flissigkeit elektrode
HC1 Protein

Hierbei ist das Vorzeichen der Potentialdifferenz umgekehrt wie bei
dem Membranpotential.

Anstatt das H'-Potential zwischen der Proteinlésung und der
AuBenfliissigkeit nach unserem Schema zu bestimmen, stellten wir
fir jede der beiden Losungen das H'-Potential besonders gegen eine
Standardkalomelelektrode fest. Dies geschah vornehmlich aus dem
Grunde, weil wir fiir die gleichzeitige graphische Darstellung sowohl
der Membranpotentiale als auch der H'-Potentiale das $y der Pro-
teinlosung kennen mubBten.

Das py der Innen- und der AuBenfliissigkeit wurde nach einge-
tretenem Gleichgewicht bestimmt. Da das py innen —logy und das
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Py auBen —logx ist, so betragen die Werte fiir die H'-Potentialdiffe-
renz bei der Versuchstemperatur von 24°

59 X (py innen — py auBen)

Millivolt. Die Werte der H-Potentialdifferenz stimmen innerhalb der
Fehlergrenzen mit den Werten der Membranpotentiale (gemessen mit
indifferenten Kalomelelektroden) {iiberein. Zweifellos ist also ent-
sprechend der DoNNANschen Theorie die Ursache fiir die Membran-
potentiale der Konzentrationsunterschied der Wasserstoffionen auf beiden
Seiten der Membran.

Die Tabellen 11 (S. 143), 12 und 13 (S. 146) zeigen, daB die Mem-
branpotentiale und die H'-Potentiale bei verschiedenem py der Gela-
tinel6sungen in der Tat iibereinstimmen. Die beiden ersten Horizontal-
reihen geben das py innen und auBen bei eingetretenem Gleichgewicht,
berechnet aus Messungen mit der Wasserstoffelektrode, an. Die dritte
Horizontalreihe enthilt die Differenz der py -Werte (py innen minus
pu auben) und die vierte Reihe das H'-Potential, d. h. also den Wert
der vorigen Reihe multipliziert mit 59. Die letzte Reihe schlieflich
enthdlt die beobachteten Membranpotentiale, die in der Abb. 58 als
Funktion des py graphisch dargestellt sind.

Vergleicht man die Werte fiir die Membranpotentiale und die
H'-Potentiale der letzten beiden Reihen der Tabellen 41, 12, 13, so
ergibt sich, daBl der Unterschied praktisch niemals groBer und fast
immer kleiner als 2 Millivolt ist. Dies bedeutet eine Ubereinstimmung
innerhalb der Fehlergrenzen der Messungen. Es ist somit erwiesen, da8
die Einwirkung von Siuren auf die Membranpotentiale von Protein-
lésungen durch ein Donnan-Gleichgewicht vermittelt wird.

Ferner erméglicht die DonNNaNsche Theorie anschauliche Vorstel-
lungen tiber die Wirkung des py auf die Membranpotentiale der Protein-

16sungen.
Aus der Gleichung fiir das Gleichgewicht
=y +2) (1)
folgt:

r=Yyly+4).

Setzen wir ]/y (v + 2) an Stelle von x in dem Ausdruck —x—, so erhalten
y

wir:

Vy(y+zl=1/y+z=l/1_;—i.
y y y

Bei 18° muf} also die Potentialdifferenz gleich _558_10.g (1 + %)Millivolt

betragen. Wir werden jetzt sehen, daB aus diesem Ausdruck sich der

Loeb, EiweiBkorper. 10
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EinfluB des py auf die Potentialdifferenz, den wir aus den Kurven der
Abb. 58 kennen, ableiten 14Bt.

Bringen wir zu isoelektrischer Gelatine wenig Salzsiure, so vermehren
wir die Menge des gebildeten Gelatinechlorids und damit den Wert
von z. DaB dies der Fall ist, geht aus den graphischen Darstellungen
und den daran ankniipfenden Erorterungen der Verbindungen der
Gelatine mit Siuren (viertes Kapitel) hervor. Durch Zusatz kleiner
Sduremengen zu isoelektrischer Gelatine muf} also die Potentialdifferenz

ansteigen, denn die Potentialdifferenz hingt von log (1 + 5) ab. Durch

den Saurezusatz wichst allerdings auch der Wert von y, aber nicht in
gleichem MaBe wie z, denn bei isoelektrischer Gelatine und wenig Sdure
tritt anfangs ein groBerer Teil der Saure mit der Gelatine in Verbindung,
so daB z zuerst rascher anwichst. Bei weiterem Zusatz geschieht das
Umgekehrte ; nachdem ein betrachtlicher Teil der Gelatine in Salz iiber-
gefiihrt ist, wird nur ein kleiner Bruchteil der neuen Siure zur weiteren
Bildung von Gelatinesalz in Anspruch genommen. Aus der Tabelle 14
ist zu ersehen, daf3 dies der Fall ist; es sind hier die Anderungen von z
und y bei Zusatz verschiedener, immer groBlerer HCl-Mengen zu iso-
elektrischer Gelatine zusammengestellt.

Tabelle 14.

Die Losungen enthielten 19, isoelektrische Gelatine.

Potential-
cem n/10- pu differenz be- | Begbachtete
Siure in | der Gelatine- | Konz. y | Konz. z 3 log (1 + i) rechnet aus Potential-
100 com l6sung im | x 10° N | x 10° N y 20 log (1 . i) _ differenz
Losung Gleich y in Millivolt
gewicht in Millivolt
1,0 4,56 2,7 16,5 6,1 0,8513 24,7 24,0
2,0 4,31 4,9 51,4 | 10,5 1,0607 30,7 32,0
4,0 4,03 9,3 | 132,5 | 14,3 1,1847 34,4 33,0
6,0 3,85 14,1 | 200,0 | 14,2 1,1818 34,3 32,5
8,0 3,33 46,8 | 343,0 7,3 0,9191 26,1 26,0
10,0 3,25 56,2 | 372,0 6,6 0,8808 25,5 24,5
12,5 2,85 141,0 | 477,0 | 3,4 | 0,6435 18,7 16,5
15,0 2,52 302,0 | 608,0 | 2,0 0,4771 13,8 11,2
20,0 2,13 741,0 | 609,0 | -0,82| 0,2601 7,5 6,4

Die fiinfte Vertikalreihe der Tabelle zeigt, daB der Wert des Bruches
£ mit zunehmender Siurekonzentration bis zum py = 4,03 ansteigt und,

falls die Saurekonzentration weiter gesteigert wird, wieder abnimmt.
Stellt man die Werte der letzten und vorletzten Vertikalreihe einander

10*
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gegeniiber, so erkennt man die gute Ubereinstimmung zwischen den
beobachteten und berechneten Potentialdifferenzen.

So erklart uns die Gleichung des Donnan-Gleichgewichtes das Ver-
halten des Membranpotentials, welches bei allmdhlichem Zusatz von
Salzsdure zu isoelektrischer Gelatine zunimmt, bis das py 4,03 erreicht
und dann mit weiter abnehmendem py gleichfalls sinkt.

Die Valenzwirkung.

In der Abb. 58, S. 141 liegen die Kurven der Membranpotentiale fiir
Gelatinechlorid und -phosphat betrichtlich hoher als fiir Gelatinesulfat.
Den gleichen EinfluB der Valenz kennen wir schon aus den Kurven fiir
den osmotischen Druck, fiir die Viscositit und die Quellung. Man
kann zeigen, daB nach der Donnan-Theorie bei gleicher Konzentration
der urspriinglich isoelektrischen Gelatine und bei gleichem py die
Membranpotentiale bei Gelatinechlorid und bei Gelatinesulfat sich wie
3-zu 2 verhalten miissen. Dal3 das Experiment diese Folgerung bestitigt,
ist der strengste Beweis fiir die Richtigkeit der Theorie.

DaBl die Membranpotentiale der Losungen der beiden Gelatinesalze
sich wie 3 zu 2 verhalten miissen, geht aus folgender Uberlegung hervor :
Die Gleichung fiir das Gleichgewicht des Gelatinechlorids ist vom zweiten
Grade:

x_y+tz
y %

und wir haben eben gesehen, daB3 sich daraus fiir die Potentialdifferenz

ergibt:

n= % log (1 + %) Millivolt.

Die Gleichung fiir das Gleichgewicht ist fiir ein einwertiges Anion zweiten
Grades und fiir ein zweiwertiges (z. B. SO; beim Gelatinesulfat) dritten
Grades. Wenn. x die molare Konzentration der H'-Ionen in der AuBlen-
fliissigkeit, ¥ die molare Konzentration der H'-Ionen in der Innen-

flissigkeit ist, so ist -;idie molare Konzentration der SOj-Ionen in der

AuBenfliissigkeit und —32’- die molare Konzentration der SOj-Ionen der

freien Schwefelsdure in der Innen- (gelatinehaltigen) Fliissigkeit. Die

Konzentration der mit Gelatine verbundenen SOj-Ionen betragt g

H,S0, zerfillt in zwei Wasserstoffionen und ein SOf-Ion. Fiir ein Mem-
brangleichgewicht ist charakteristisch, daBl die Produkte aus den Konzen-
trationen fiir jedes entgegengesetzt geladene Ionenpaar auf beiden Seiten
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der Membran gleich sind. Die Gleichung nimmt also folgende Form an:

2£)=2w
x(z Y/
¥ =9y2(y +2),

x =152 +2).

Uns interessiert der Wert %, d. h. das Verhiltnis der Wasserstoffionen-

konzentrationen.
Setzen wir 3]/y2 (y +2) fiir x in den Bruch % ein, so erhalten wir
y
ﬁ=i'/y2(y+z)=‘3/y+z o)
y y? y

Die Potentialdifferenz ist deshalb beim Gelatinesulfat

2= 10 (1 + i) Millivolt,
3 y
wihrend die Gleichung beim Gelatinechlorid
= §§ log (1 + i—) Millivolt
2 y

lautete.

Daraus folgt, dal die Membranpotentiale der Gelatinesulfatlosungen
nur zwei Drittel der Werte fiir Gelatinechloridlésungen von gleichem py
und von gleichem Gehalt an urspriinglich isoelektrischer Gelatine haben
miissen.

Offenbar gilt diese Beziehung nur, wenn man vom gleichen py der
Gelatinel6sung, aber nicht vom gleichen py der AuBenfliissigkeit ausgeht.

Um diese Vorstellung einer Priifung zu unterziehen, wurden die
Wirkungen sieben einbasischer Siuren (HCl, HBr, HJ, HNO,, Milch-,
Essig- und Propionsiure) mit denen zweier starker zweibasischer Sduren
(HySO, und Sulfosalicylsdure) auf die Membranpotentiale von Lésungen
mit einem Gehalt von 1 g trockener isoelektrischer Gelatine in je 100 ccm
verglichen. Die Potentialdifferenz wurde, wie angegeben, mittels der
Kalomelelektrode gemessen. In der Abb. 60 sind die beobachteten
Potentialdifferenzen der Gelatinelésungen als Ordinaten iiber den dazu-
gehorigen py-Werten eingetragen. Die Messungen wurden vorgenommen,
nachdem bei 24°sich das Gleichgewicht eingestellt hatte, was nach
18 Stunden der Fall war. Die Werte fiir die Wirkung der sieben ein-
basischen Sduren auf die Membranpotentiale der Gelatinelésungen liegen
innerhalb der Versuchsfehlergrenzen auf der gleichen Kurve. Das gleiche
gilt auch fiir die starken zweibasischen Séuren, doch liegt die Kurve der
letzteren betrdchtlich tiefer.
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Als charakteristisch wurden die bei der Sulfosalicylsidure festgestellten
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Abb. 60. Nur die Valenz des Saure - Anions be-
-einfluBt die Membranpotentiale von Gelatine-
16sungen. Die Ordinaten sind die Membran-

‘potentiale in Millivolt, die Abszissen die py-

Werte der Gelatinel6sungen (der Innenflissigkeiten).
Bei den sieben einbasischen Sauren liegen die
Membranpotentiale auf der gleichen Kurve, das-
selbe gilt fiir die zweibasischen Sauren, deren
gemeinsame Kurve entsprechend tiefer liegt.

Tabelle 15.
Membranpotentiale bei zwei- und einbasischen Siuren.

Zweibasische Einbasische

Sduren Siuren tient 2 basESCh
Pu Millivolt Millivolt Que 1 basisch
24 7,6 11,4 0,67
2,6 9,6 14,8 0,65
2,8 11,6 18,0 0,64
3,0 13,6 21’6 0,65
3.2 15’8 24’8 0,64
3.4 18,0 28,0 0,62
3.6 19,8 31,0 0,64
3.8 21,2 34,2 0,62
4.0 21,6 35,5 0,61
42 20,8 34,8 0,60
4,4 19,2 31,0 0,62

Werte angesehen, denn
bei einer Wiederholung
des Versuches unter Ver-
wendung von Schwefel-
sdure erhielten wir die
gleichen Werte wie hier
bei der Sulfosalicylsiure.

Das Verhiltnis der
Membranpotentiale fiir
zweibasische und ein-
basische Saduren sollte
bei gleichem py der Gela-
tinel6sung ungefihr 0,66
betragen, und die Ta-
belle 15 zeigt, daB dies
auch tatsichlich der Fall
ist. Die Abweichungen
liegen durchaus inner-
halb der Fehlergrenzen.
Der Verfasser erblickt
hierin eine bedeutsame
Bestitigung seiner An-
sichten.

Bei diesen Versuchen
wurde ferner das H'-Po-
tential zwischen der
Gelatinelosung und der
AuBenflissigkeit be-
stimmt. Diese Werte
sind als Funktion des
pu in der Abb. 61 auf-
gezeichnet. Ein Ver-
gleich mit den Kurven
fiir die Membranpoten-
tiale der Abb. 60 lehrt,
daB die Kurven der H'-
Potentiale innerhalb der
Fehlergrenzen mit denen
der Membranpotentiale
tibereinstimmen.

Aus Griinden der
Vollstindigkeit wollen



wir noch die Wir-
kungen schwacher
zwei- und dreibasi-
scher Sdauren, namlich
von Bernstein-, Wein-
und Citronensiure, auf
die Membranpotentiale
von Gelatinel6sungen
mit einem Gehalt von
1 g trockener isoelek-
trischer Gelatine in je
100 ccm Losung schil-
dern. Diese Siuren
dissoziieren sdmtlich
bei py 3,0 nur ein
Woasserstoffion ab. Die
Abb. 62 zeigt, daB in
diesem py-Bereich die
Kurvender drei Sduren
mit der Kurve der Salz-
sdure zusammenfallen.
Nimmt das pg zu, so
spaltet sich das zweite
H-Ion um so reich-
licher ab, je stdrker
die Siure ist. Die
Kurven fiir die Mem-
branpotentiale bei den
schwachen zwei- oder
dreibasischen Sduren
bleiben also bei py-
Werten iiber 3,0 hin-
ter der Salzsiurekurve
zurlick, und um so
mehr, je stirker die
Siure ist. Man konnte
aus diesen Kurven ge-
radezu ablesen, bei
welchem py schwache
zwei- und dreibasische

Siauren ihr zweites
oder drittes H'-Ion ab-
dissozileren und in

Millwolt
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Abb. 61. Die Wirkung der Siuren auf das H'-Poten-
tial der Gelatinelosungen ist die gleiche wie ihre in der
Abb. 60 dargestellteWirkung auf die Membranpotentiale.
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welchem Grade sie das tun. Abb. 63 enthilt entsprechend die Kurven
der H'-Potentialdifferenzen fiir die gleichen Siuren. Die Ubereinstim-
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Abb. 63. Der EinfluB schwacher zwei- und drei-
basischer Siuren auf die H-Potentiale von Ge-
latinel6sungen. Vgl. Abb. 62.

mung zwischen den Abb. 62 und 63 ist derart, da kein Zweifel mehr an
der Giiltigkeit der DoNNANschen Gleichung fiir derartige Membran-
potentiale besteht.

Wasserstoffionen- und Chlorionenpotentiale.

Schreiben wir die Gleichung fiir das Gleichgewicht zwischen Gelatine-
chlorid und Wasser in der Form

x vtz
y %
nieder, wobei x die Konzentration der H'- und Cl’ -Ionen in der Auflen-,

y die Konzentration der H'- und Cl’-Ionen der freien Salzsiure in der
Innen- (Gelatinechloridlgsung) Fliissigkeit und z die Konzentration der

mit der Gelatine verbundenen Chlorionen bedeutet, so ist 7 das Ver-
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hiltnis der Wasserstoffionenkonzentrationen innen und aufBlen und
m das Verhiltnis der Chlorionenkonzentrationen innen und auBen.
x
Da nun
py innen = —logy

und py auBen = —logx,

folglich auch log-’i = py innen minus py aullen
y

und
log y 1— - pc auBen minus p¢ innen
ist, so folgt daB3
Py innen — py aullen = p¢ auben — P, innen (2)

sein muf.

Wenn die ungleiche Verteilung der krystalloiden Ionen auf beiden
Seiten der Membran tatséchlich durch ein Donnan-Gleichgewicht bedingt
ist, so muB die Gleichung (2) sich durch das Experiment bestitigen
lassen.

Hierzu wurden einige der in dem vorstehenden Teil dieses Kapitels
beschriebenen Versuche verwendet. In den Kollodiumséckchen befanden
sich 1 proz. Gelatinechloridlésungen von verschiedenem py, die AuBen-
fliissigkeit war Wasser, dessen py urspriinglich gleich dem der ent-
sprechenden Gelatinel6sung war. Nachdem innerhalb 18 Stunden sich
das Gleichgewicht zwischen der Innen- und AuBenfliissigkeit eingestellt
hatte, wurden sowohl das p¢; wie das py bestimmt. Die Bestimmung
des pq geschah in den beiden Versuchen nach zwei verschiedenen Me-
thoden; in einem Versuch wurde es miittels der Kalomelelektrode ge-
messen, in dem anderen wurde es in der Gelatinechloridlgsung durch
Titration mit NaOH nach einer in einer fritheren Arbeit?) beschriebenen
Methode festgestellt. Nach beiden Methoden zur Bestimmung des pq
fanden wir, daB3 der Wert p¢; aullen minus p¢, innen nach eingetretenem
Gleichgewicht mit dem Wert fiir py innen minus py auBen innerhalb
der Versuchsfehlergrenzen iibereinstimmt. Das p¢ auBen war mit dem
pu auBen identisch, denn die AuBenfliissigkeit enthielt nur freie Salz-
sdure. Die py-Werte wurden simtlich elektrometrisch bestimmt
(Tabelle 16).

Diese Ergebnisse beweisen, daB die Gleichung x2=7y (y 4 2) das
Gleichgewicht zwischen Proteinsduresalzen (bei einwertigem Saureanion)
und Wasser richtig beschreibt und daB das Donnan-Gleichgewicht die
zureichende Ursache fiir die beobachteten Membranpotentiale abgibt.

1) LoEB, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 1, S. 363. 1918/19.
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Wir méchten noch hervorheben, da wir ungefahr die gleichen Ergeb-
nisse erhalten, gleichgiiltig, ob wir das p¢ elektrometrisch oder durch
Titration bestimmen. Die Ubereinstimmung der Versuchsergebnisse mit
der Theorie ist in beiden Fillen die gleiche, immerhin ist die Genauigkeit
der p-Bestimmung weniger groB als die der py-Messung.

Tabelle 16.

Versuch 1: Pg titriert

puderGelatinechloridlésung

im Gleichgewicht . . . |4,13]3,69|3,30|3,10(2,92(2,7812,462,26|2,01| 1,76
Py innen minus py auBen . | 0,56 |0,58|0,50/0,49]|0,44|0,4410,3310,23/0,15| 0,10
Pc auBen minus p¢ innen . | 0,48 |0,51|0,59|0,44|0,44|0,38/0,35/0,22|0,15| 0,11

Versuch 2: Pq) elektrometrisch bestimmt

prderGelatinechloridlésung

im Gleichgewicht . . . [4,04]3,92|3,78(3,61|3.,46]3,16(|2,73(2,36|2,04| 1,73
py innen minus py auBen . | 0,60/0,62/0,66/0,55|0,50|0,43|0,30|0,20|0,12| 0,07
P auBen minus p innen. | 0,55 (0,60(0,57|0,50{0,53/0,38/0,32|0,17|0,12| 0,07

Die ungleiche Verteilung der krystalloiden Ionen auf beiden Seiten
einer Membran wird also durch die DonNANsche Gleichung fiir die
Membrangleichgewichte beherrscht.

Beseitigung einiger Schwierigkeiten der py-Messung in der
Nihe des isoelektrischen Punktes durch Verwendung von
Pufferlosungen.

Die Ubereinstimmung zwischen den Membranpotentialen und den
H'-Potentialen war gut bei einem Neutralsalzgehalt der Losungen oder in
nicht zu groBer Nihe des isoelektrischen Punktes; weniger befriedigend
war sie in der Nihe des isoelektrischen Punktes der Gelatine, d. h. bei
pu 4,7 und bei Abwesenheit von Neutralsalzen. Die Quelle dieser Un-
stimmigkeiten schien die Ungenauigkeit der py-Messung der wisserigen
gelatinefreien AuBenfliissigkeit zwischen py-Werten von 4,0 und 7,0 zu
sein. Wenn diese Voraussetzung zutraf, so konnte die Unstimmigkeit
in diesem py-Bereich durch Verwendung von Pufferlésungen innen und
aulen beseitigt werden.

Es wurden nun die 1proz. Losungen der isoelektrischen Gelatine
unter Verwendung von n/100-Na-Acetat-Lésungen mit wechselndem
Gehalt an n/1-Essigsiaure hergestellt. Das py der Gelatinelésungen
schwankte am SchluB des Versuches zwischen 4,65 (d. h. praktisch
isoelektrischer Gelatine) und 3,34 (Tabelle 17). Diese Lésungen
wurden in Kollodiumsickchen von ungefihr 50 ccm eingebracht
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und dann in Bechergldser mit 350 ccm einer Losung getaucht, die
n/100-Na-Acetat und n/1-Essigsiure im gleichen Verhaltnis wie die
Innenfliissigkeit enthielten. Der Unterschied zwischen der Innen- und
AuBenfliissigkeit bestand bei Beginn der Versuche, die bei 24° durch-
gefiihrt wurden, nur darin, daB die AuBenfliissigkeit frei von Gelatine
war. Nach 24 Stunden wurden die osmotischen Drucke, die Membran-
potentiale und die H'-Potentiale gemessen. Die Tabelle 17 zeigt die
Ubereinstimmung der beiden Potentialdifferenzen. Die iibrigen Angaben
der Tabelle bediirfen keiner niheren Erliuterung.

Tabelle 17.

EinfluB des pyauf das Membranpotential von Gelatineacetatlsungen bei
Gegenwart von Puffern.

In 100 ccm Innen- ccm n/1-Essigsaure
und AuBenlésung -
waren 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0 6,0 10,0 15,0 20,0 30,0

Osmot. Druckin

mm H,O . . |21 |31 |34 |43 |47 |62 |83 |95 - |103 108
pu innen . . . | 4,65 4,52| 4,40 4,23| 4,14| 3,99| 3,76/ 3,61| 3,49| 3,34
pu auBen . . . | 4,65 4,50, 4,37| 4,19] 4,09 3,92/ 3,69 3,53| 3,39 3,23
pu innen minus

prauBen. . | 0 0,02| 0,03 0,04/ 0,05 0,07 0,07 0,08 0,10 0,11
H'-Potentiale

(Millivolt). . | O 1,0 | 20| 25| 30| 40| 40| 50| 55 7,0
Membranpoten-

tiale (Milli-

volt) . . . . | 05| 15| 20| 25| 30| 35| 40| 45| 55| 60

Ahnliche Ergebnisse fand HiTcHcock bei Edestinlésungen?).

Die Potentialdifferenz bei Natriumgelatinat.

Nach der DoNNANschen Theorie muB3 eine in ein Kollodiumsickchen
gebrachte Losung von Natriumgelatinat NaOH durch die Membran
in eine gelatinefreie AuBenfliissigkeit treiben, wenn sich ein Gleich-
gewichtszustand einstellen soll. Das py der Innenfliissigkeit muB dann
kleiner als das py der AuBenfliissigkeit sein so dal der Wert py innen
minus py auBlen beim Natriumgelatinat negativ ist, wihrend er beim
Gelatinechlorid positiv war. Wenn das Donnan-Gleichgewicht fiir die
Potentialdifferenz maBgebend ist (was in der Tat zutrifft), so muB3 die
Ladung des Natriumgelatinats umgekehrt sein wie die des Gelatine-
chlorids. Diese Annahme wird durch das Experiment bestitigt; der
Punkt, in welchem das Vorzeichen wechselt, ist erwartungsgemafl der
isoelektrische Punkt.

1) HitcHcock, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 597. 1921/22.
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Tabelle 18.
1proz. Na-Gelatinatlosungen.

Die Membranpotentiale.
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Bei den Versuchen mit Natrium-
gelatinat miissen groBere Vorsichts-
malBregeln als bei den Versuchen mit
Gelatinechlorid getroffen werden. Man
muB nidmlich den Zutritt der Kohlen-
siure der Luft zu den alkalischen Lo&-
sungen verhindern; deshalb befanden
sich die AuBenfliissigkeiten in verschlos-
senen Flaschen, die mit der Atmo-
sphire durch Natronkalkréhren in
Verbindung standen.

Kollodiumsdckchen von ungefihr
50 ccm Inhalt wurden also mit
Natriumgelatinatlésungen  angefiillt,
welche in 100 ccm 1 g urspriinglich

_isoelektrische Gelatine. und verschie-

dene Mengen n/10-Natronlauge ent-
hielten. Nun wurden die Kollodium-
sickchen in Flaschen mit 500 ccm
wisseriger, gelatinefreier, verschieden
konzentrierter Natronl6sungen einge-
taucht. Die Flaschen wurden ver-
schlossen und standen mit der Luft
nur, wie erwihnt, durch ein Natron-
kalkrohr in Verbindung. Die Kollo-
diumsédckchen mit der Gelatine waren
durch einen  Gummistopfen ver-
schlossen, durch dessen Bohrung ein
Manometer fithrte, Die Versuche wur-
den 6 Stunden lang bei einer Tempera-
tur von 24° durchgefiihrt. In der Ta-
belle 18 sind die Ergebnisse dieser
Experimente zusammengestellt. Die
oberste Horizontalreihe gibt an, wie-
viel ccm n/10-NaOH urspriinglich in
100 ccm der Gelatinelésung vorhanden
waren, die zweite Reihe enthilt die
urspriingliche = NaOH-XKonzentration
der AuBenfliissigkeit, die dritte Reihe
den osmotischen Druck in Millimetern
Wasser nach 6 Stunden. Die beiden
nichsten Reihen enthalten das g innen
und das py auBen am Ende des Ver-
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suches (d. h. nach 20 Stunden), und die sechste Reihe die Differenz
Py innen minus py auBen. Man bemerkt, daB die Differenz stets bis
auf eine Ausnahme, die offenbar auf einem Fehler beruht, negativ
ist. Die beiden letzten Reihen der Tabelle geben die Wasserstoff-
potentiale und die Membranpotentiale an.

Die Bestimmung des Wasserstoffelektrodenpotentials zwischen der
Innenfliissigkeit und der AuBenfliissigkeit wird durch eine betrichtliche
Fehlerquelle erschwert, deren Natur durch Betrachtung der Titrations-
kurve der Gelatine mit NaOH (Abb. 15, S. 60) offenbar wird. Diese Kurve
verlduft ndmlich bei py-Werten zwischen 6,0 und 8,5 fast parallel zur
Abszissenachse. Dies bedeutet, dal eine Spur NaOH das py schon um
eine oder zwei ganze Einheiten verschieben kann, daB3 also die Unter-
schiede zwischen den Membranpotentialen und den Wasserstoffpoten-
tialen in diesem Bereich 50 Millivolt oder mehr betragen kénnen. Da in
groBerer Nahe des isoelektrischen Punktes die py;-Messungen gleichfalls
unzuverldssig sind, so kénnen wir nur bei py-Werten von iiber 8,0 eine
Ubereinstimmung zwischen den beiden Potentialdifferenzen erwarten.
Dies geht auch aus der Tabelle 18, S. 156 hervor.

Offenbar besteht zwischen den Membranpotentialen und den Wasser-
stoffelektrodenpotentialen in der Nihe des isoelektrischen Punktes
keine quantitative Ubereinstimmung. Sowie das py den Wert 7
iiberschreitet, wird die Ubereinstimmung zwischen den beiden Potential-
differenzen besser. Wir diirfen also behaupten, daB die Potentialdifferenz
zwischen einer Natriumgelatinatlésung und einer mit ihr fast oder ganz
ausgeglichenen AuBenfliissigkeit durch das Donnan-Gleichgewicht be-
dingt ist, nach welchem NaOH aus der Innenfliissigkeit in die Aufen-
fliissigkeit treten muB. Das py innen ist demnach auch kleiner als das py
auflen.

Der EinfluB der Neutralsalze auf die Membranpotentiale
von Gelatinechloridlésungen.

Im achten Kapitel hatten wir gesehen, daBl Neutralsalze den os-
motischen Druck oder die Viscositit von Proteinsalzlésungen und die
Quellung von Proteingelen vermindern (auBer wenn die Lésungen oder
die Gele sich in ihrem isoelektrischen Punkt befinden). Es war nun von
Interesse, zu untersuchen, ob die Neutralsalze die Potentialdifferenz
zwischen beiden Seiten einer Kollodiummembran ebenfalls vermindern
und ob eine eventuelle Verminderung mit der Abnahme des Wertes
by innen minus py auBen zusammenhingt. Die Richtigkeit dieser Uber-
legung ist durch den Ausfall der Versuche bestétigt worden.

Gelatinechloridldsungen mit einem Gehalt von 19, urspriinglich
isoelektrischer Gelatine und einem py von 3,5 wurden unter Verwendung
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von verschieden konzentrierten NaNO,-Losungen hergestellt. Die Kon-
zentrationen dieses Salzes waren zwischen m/4096 und m/32 abgestuft;
das py betrug in allen Féllen 3,5. Diese Mischungen wurden in Kollodium-
sdckchen gebracht und diese Sickchen in HCl-Lésungen vom py 3,0,
die gleichfalls NaNOQ, in verschiedenen Konzentrationen enthielten, ein-
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Abb. 64. Die depressorische Wir-
kung der Salze NaCl, CaCl, und
LaCl, auf die Membranpoten-
tiale von 1proz. Gelatinechlorid-
I6sungen vom pg etwa 3,0 gegen
wisserige  AuBenlésungen  der
gleichen Salze, deren py bei Be-
ginn des Versuches gleich dem
der Innenfliissigkeit war. Die
Losungen waren durch Kollodium-
membranen voneinander getrennt.
Die Wirkung der 3 Salze ist die
gleiche bei gleicher CV-Konzen-
tration; hieraus ergibt sich, daB
die Kationen ohne EinfluB auf die
Membranpotentiale von Gelatine-
chloridlésungen sind.

getaucht. Die AuBenfliissigkeiten waren
frei von Gelatine. Der Gehalt an NaNO,
war aulBlen und innen stets der gleiche.
Nach 18 Stunden (das Gleichge-
wicht war inzwischen eingetreten)
wurde nun das Membranpotential be-
stimmt. Es war durch den Zusatz des
Neutralsalzes vermindert, und zwar
um so mehr, je héher die Salzkonzen-
tration (Abb. 64). Daraus ergibt sich,
daB die Neutralsalze die Potential-
differenz in dhnlicher Weise beein-
flussen wie bei Proteinlésungen den os-
motischen Druck und die Viscositit
und bei Proteingelen die Quellung.
Ferner war es von Interesse, daf die
Wasserstoffelektrodenpotentiale ebenso
wie die Membranpotentiale kleiner
werden ; die Werte der beiden stimmen
ausgezeichnet tiberein (Tabelle 19).
Im achten Kapitel war auseinander-
gesetzt, daB ein Salz mit zweiwertigem
Anion, etwa Natriumsulfat, eine viel
groBere Wirkung auf den osmotischen
Druck und die Viscositit "einer Gela-
tinechloridlésung hat als ein Salz mit
einwertigem Anion, z. B. NaNO,. Das
gleiche finden wir auch hier bei den
Membranpotentialen: Losungen von
Na,SO, haben gleichfalls eine viel aus-
gesprochenere Wirkung auf die Mem-
branpotentiale einer Gelatinechlorid-

16sung als Aquimolekulare Losungen von NaNO; (Tabelle 20).

Als dritten Fall wollen wir noch die Wirkung von CaCl, auf die
Membranpotentiale von Gelatinechloridlésungen in Betracht ziehen. Die
depressorische Wirkung von CaCl, auf den osmotischen Druck von
Gelatinechlorid ist, wie wir gesehen haben, 2mal so gro3 wie die des
NaCl in dquimolarer Konzentration.” Aus der Tabelle 21 sehen wir, dal
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die depressorische Wirkung des CaCl, auf die Membranpotentiale un-
gefahr 2mal so grof} ist wie die des NaNO,;. Zwischen den Membran-
besteht aus-

potentialen und den Wasserstoffelektrodenpotentialen

gezeichnete Ubereinstimmung.

Es ist bedeutsam, daf} diese depres-
sorische Wirkung der Salze auf die Mem-
branpotentiale aus der DoNNANschen
Theorie abgeleitet werden kann. Die
Potentialdifferenz war

58 < z) -
== log {1 + y Millivolt.

Figen wir NaCl der Gelatinechlorid-
16sung zu, so vermehren wir die Konzen-
tration der nicht mit Gelatine verbun-
denen Chlorionen, also ¥, wihrend die
Konzentration z der mit der Gelatine ver-
bundenen Chlorionen unveridndert bleibt,
vorausgesetzt da das py den gleichen
Wert behilt (hierbei vernachlissigen wir,
daB durch den NaCl-Zusatz die Ionisa-
tion des Gelatinechlorids etwas zuriickge-
dringt wird). Die Potentialdifferenz muf}
also um so kleiner werden, je mehr y
anwichst. Bei stetig wachsendem y und
konstantem z nihert sich der Ausdruck

1—!—% dem Werte 1; d. h. bei einem

hinreichend groBen Salzzusatz muB die
Potentialdifferenz Null werden, was auch
in der Tat der Fall ist. Dies gilt auch bei
Zusatz eines anderen Salzes, z. B. von
NaNO,. In diesem Fall ist die Annahme
berechtigt, daB sich zum Teil Gelatine-
nitrat bildet. Die depressorische Wirkung
eines NaCl-Zusatzes auf das Membran-
potential einer Gelatinechloridlésung kann
aus den Werten fiir py innen minus py

Tabelle 19.
Depressorische Wirkung von Neutralsalzen auf das Membranpotential von Gelatinechloridldsungen.
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auBen berechnet werden. Nun erhebt sich die Frage, wieso hierbei das Na-
triumion nicht in Betracht gezogen wird. Der Verfasser hat eine Erkldarung
hierfiir nicht gegeben, aber Herr Dr. J. A. WiLsoN hatte die Freundlich-
keit, mir in einem Briefe den mathematischen Beweis zu liefern, der
die Ansicht des Verfassers rechtfertigte. Dr. WILSON schreibt:
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,,Der richtige Ausdruck fiir die Potentialdifferenz einer Gelatine-
chloridlosung bei Gegenwart von NaCl ist:

RT . [H*] auBen +[Na*] auBlen

F ¢ [H+]innen + [Na+] innen -

Das System moge die positiven Ionen 4, B, C und die negativen Ionen
M, N, O usw. enthalten, deren Konzentrationen in der AuBenfliissigkeit
a,b,c, m,n, ousw. und in der Innenfliissigkeit a’, ' usw. sein mogen.
Nach den Ergebnissen von PROCTER und WILsON mul3 das Produkt der
Konzentrationen von je zwei entgegengesetzt geladenen Ionenarten in
beiden Phasen gleich sein. Somit folgt:

a-m=a -w,
b-m= b -,

@+btet - )m=(@+b+c+-)m,
(@+b+c+---)mt+ntot)=(a"+b0+c'+ ) (m +n'+0'+ ),
folglich

a b

o a+b4+c+ -
d v -+ b4+

Demnach ist es gleichgiiltig, welches Ion man fiir die Berechnung des
Membranpotentials auf Grund des Donnan-Effektes benutzt. Weil man
die Wasserstoffionenkonzentration besonders genau messen kann, wurde
dieses Ion gewahlt.

Es mag noch hervorgehoben werden, daB die Ubereinstimmung der
Membranpotentiale und der Wasserstoffelektrodenpotentiale bei den
Neutralsalzexperimenten besser ist als in den Experimenten ohne Salz,
besonders in der Umgebung des isoelektrischen Punktes.

Nach diesen Versuchen ist es also sicher, dal die depressorische
Wirkung der Salze auf die Membranpotentiale dadurch zustande kommt,
daB der Konzentrationsunterschied der krystalloiden Ionen auf beiden
Seiten der Membran kleiner wird. Dieser Unterschied kann aus der
DonNANschen Gleichung berechnet werden.

c
=7
c

Die Wirkung der Art der elektrischen Ladung.
DaB das Membranpotential einer Proteinsduresalzlosung eine Funk-
tion des Ausdruckes log (1 + _z_) ist, wobei z die Konzentration des mit
y

dem Proteinion verbundenen Anions und y die Konzentration des Anions
der freien Siure bedeutet, erklirt eine Erscheinung, die fiir das kolloidale
Verhalten von fundamentaler Bedeutung ist. Jedesmal, wenn ein Salz
eine physikalische Eigenschaft eines Proteins (oder allgemein einer
kolloidalen Lésung) verandert, hingt diese Wirkung von dem Ion des

Loeb, EiweiBkérper. 11
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Salzes ab, dessen Ladung der des Proteinions entgegengesetzt ist. Im
achten Kapitel ist auseinandergesetzt worden, dall diese Tatsache fiir
die Wirkungen der Salze auf die Viscositiat, den osmotischen Druck und
die Quellung zutrifft. Hierbei nahm die Wirksamkeit des Salzes mit
steigender Valenz des wirksamen Salzions zu. Diese Regeln ergeben
sich als eine notwendige Folge des DoNNANschen Gleichgewichtes. Der

Ausdruck log (1 —l—%) der sich aus der Gleichung des Gleichgewichtes

ergibt, stellt die Potentialdifferenz als Funktion von z und y dar. Sie
ist also abhédngig von demjenigen Ion, dessen Ladung der des Protein-
ions entgegengesetzt ist.

Daraus folgt, dal NaCl, CaCl, und CaCl, die gleiche depressorische
Wirkung auf die Membranpotentiale von Gelatinechloridlésungen haben
miissen, wenn die Losungen in bezug auf Chlorionen gleich konzentriert
sind. Die Richtigkeit der Uberlegung bestitigen die Versuche. Je 1g
Gelatinechlorid vom ¢y 3,0 wurde in je 100 ccm von Losungen ver-
schiedener Salze mit einem py von 3,0 aufgelost, in Kollodiumsackchen
gebracht und diese in Becherglidser mit 350 ccm einer rein wisserigen
Losung des gleichen Salzes von gleicher Konzentration und gleichem py
eingetaucht. Nun diffundierte Wasser in das Kollodiumséackchen, bis
sich das Gleichgewicht einstellte. Am nachsten Tag wurden die end-
giiltigen osmiotischen Drucke und die Potentialdifferenzen zwischen den
Gelatinel6sungen und den dazugehorigen wisserigen AuBenfliissigkeiten
bestimmt. Die Losungen der drei Salze waren derart hergestellt, da3
die Cl'-Konzentrationen stets die gleichen waren. In der Abb. 64 sind die
Potentialdifferenzen als Ordinaten iiber den Chlorionenkonzentrationen
als Abszissen dargestellt. Offenbar ist die Wirkung der drei Salze NaCl,
CaCl, und LaCl, bei gleicher Chlorionenkonzentration die gleiche. Dem-
nach beeinfluBt nur das Chlorion dieser drei Salze das Membranpotential
einer Gelatinechloridlosung vom g 3,0; das La-Ion oder ein anderes
Kation bleibt ohne Wirkung.

Ferner folgt, daB alle Salze mit einem Anion der gleichen Valenz-
stufe die Membranpotentiale einer Gelatinechloridldsung in gleichem
MaBe vermindern miissen. Auch diese Folgerung ist bestitigt worden.
Bei diesen Versuchen betrug das py der Gelatinechloridlgsungen 3,8;
es wurde dafiir gesorgt, daB der Salzzusatz dieses py nicht dnderte. Um
dies zu erreichen, wurden drei Vorratslésungen sdmtlich vom py 3,8
hergestellt: 1. Gelatinechloridlésungen vom py 3,8 mit einem Gehalt
von 2g trockener, urspriinglich isoelektrischer Gelatine und 8 ccm
n/10-HCl in je 100 ccm; 2. m/2-Lésungen verschiedener Salze, die
durch Salzsiurezusatz auf py 3,8 gebracht waren; und 3. destil-
liertes Wasser, das durch Salzsiure auf ein py von 3,8 gebracht war.
Die m/2-Salzlésungen vom py 3,8 wurden mittels des destillierten
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Wassers vom py 3,8 derart verdiinnt, daB3 verschieden konzentrierte
Losungen simtlich vom py 3,8 entstanden. Von diesen Loésungen
wurden je 50 ccm mit je 50 ccm der 2proz. Gelatinechloridlgsung ver-
mischt so daB 1proz. Losungen von Gelatinechlorid in' verschieden
konzentrierten Salzlgsungen entstanden, die simtlich ein py von 3,8
hatten.

Diese Losungen wurden in Kollodiumsickchen von ungefihr 50 ccm
Inhalt eingefiillt, mit Gummistopfen verschlossen, durch deren Bohrung
ein Manometerrohr fiihrte,

dann wurden die Sackchen W
in Becherglaser gestellt, Z [N
die 350 ccm einer protein- 30 \ N
freien Losung des gleichen 2 LAY
Salzes in der gleichen Kon- % \| ] e
zentration und von glei- P { .
. \ e
chem py 3,8 wie in dem 22 \ AaonS
dazugehtrigen Kollodium- x20——— /V(‘]”f’
sickchen enthielten. Die §7% = N
Versuche wurden 18—24 7%
Stunden bei 24° durchge- " X
fiihrt, nach welcher Zeit K \
sich das osmotische Gleich- 7: |
gewicht eingestellt hatte. P \
Dann wurde der osmotische P N X
Druck abgelesen und das 2 A |
Membranpotential Zwi- 0 h ot
schen der Proteinlésung YT YT E TR YRR

Honzentration

fliissigkeit mittels Zweier Abb. 65. Samtliche Salz.e, deren Anion ein-
< 1. wertig ist, vermindern die Membranpotentiale
indifferenter Kalomelelek- oo Gelatinechloridlosungen bei py 3,0 gleich-
t_IOden (mit geséttigter maBig (innerhalb der Versuchsfehler). Die
KCl-Losung) gemessen (vgl. Wirkung von Na,SO, ist viel stirker.
S.141). Inder Abb. 65 sind

die Wirkungen sechs verschiedener Salze mit einwertigem Anion,
niamlich NaCl, NaBr, Nal, NaNO,, NaCNS und Na-Acetat und eines
Salzes mit zweiwertigem Anion: Na,SO,, dargestellt. Die Abszissen
sind die Konzentrationen der Salze und die Ordinaten die beobachteten
Membranpotentiale in Millivolt. Bei der Salzkonzentration Null be-
trugen die Schwankungen der Werte 3—4 Millivolt, welche die Fehler-
grenzen der Methode bedeuten. Diese Fehlerbreite war selbstverstdnd-
lich auch bei der Anwesenheit von Salz vorhanden. Die Kurven der
Abb. 65 zeigen, daB die Unterschiede zwischen den Wirkungen der
sechs Salze mit einwertigem Anion innerhalb der Fehlergrenzen der

11*

innen wund der AuBen-
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5% | oo Messungen liegen und daB demzufolge die
F| ©nS | 2% Werte der Wirkungen der sechs Salze auf das
e ++ Membranpotential simtlich auf der gleichen
PN e B B Kurve liegen. Dagegen ist die Kurve fiir
) T3 NaSO, betrachtlich tiefer (etwas weniger als
o zwei Drittel) als die Kurve der sechs mono-
= N :":’ :o:n valenten Anionen. Demnach zeigen die Kurven
-+ + der Abb. 65, daB die sechs Salze NaCl, NaBr,
58% | o~ Nal, NaNO;, NaCNS und Na-Acetat inner-
F1 @S| 94 halb der Fehlergrenzen die gleiche Wirkung
= e ++ auf das Membranpotential entfalten, wahrend
=) 253 | 2% die depressorische Wirkung des SOf-Ions un-
) @& gefahr um zwei Drittel stirker ist. So ist also
2TC | wo bewiesen, daBl Salze, deren Anionen von der
S| o | 5k gleichen Valenzstufe sind, die gleiche depres-
++ sorische Wirkung auf die Membranpotentiale
& T | « = von Gelatinelosungen haben.
-~ oo 8}) %
++
. é‘i-‘é’» % Der EinfluB8 der Proteinkonzentration
§' T auf die Membranpotentiale.
5 - 83% | wo Wir hatten gesehen, daBl Neutralsalze die
|51 77° ii’r’_ Membranpotentiale einer Proteinlésung herab-
a 298 | am setzen (wie sie auch die anderen Eigenschaften
fl ssc| 54 depressorisch beeinflussen). Demgegeniiber hat
+ + eine Vermehrung der Proteinmenge den ent-
8N | ~w gegengesetzten EinfluB auf die Potentialdifferenz
a| meS | 29 zwischen den beiden Seiten der Membran (wie
++ ja auch durch die Vermehrung des Proteins der
. § §.§ g 3 osmotische Druck, die Quellung usw. zunehmen
_‘?:}"_ wiirden). - Dieser EinfluB der Proteinkonzen-
tration ergibt sich aus einer Diskussion der
. = Gleichung iiber das DonNANsche Gleichgewicht.
T E’ Da die Potentialdifferenz
= 18|28 z
% C *5- = © Dbetrdgt, so muB offenbar bei konstantem y (d. h.
S| . 2| £E bei Abwesenheit von Neutralsalzen und bei un-
E . -8 :g: g verdndertem py) und zunehmendem 2, welches
51 g § §|8 § ja wichst, wenn die Proteinkonzentration zu-
© ‘é 3_5 o 'g nimmt, auch die Potentialdifferenz zunehmen,
S&&|mS wie sich experimentell bestitigen 1aBt.
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Kollodiumsickchen von etwa 50 ccm Inhalt wurden mit Gelatine-
losungen angefiillt, deren Gehalt an urspriinglich isoelektrischer Gelatine
zwischen 0,4259 und 29, betrug und deren $y durch Zusatz von
H,PO, auf 3,5 gebracht war, in der iiblichen Weise mit Gummistopfen
und Manometerrohren versehen und in Bechergldser gebracht, die
350 ccm H,PO,-Lésung vom py 3,5 enthielten. Da der Proteingehalt
der Innenfliissigkeiten konstant bleiben und nicht durch das Hinein-
diffundieren der proteinfreien AuBenfliissigkeit vermindert werden sollte,
wurde das Niveau im Manometer jeweils so hoch eingestellt, wie der
nach fritheren Versuchen zu erwartende osmotische Druck betrug. Un-
gefahr 20 Stunden spiter wurden die Wasserstoffelektrodenpotentiale
und die Membranpotentiale gemessen. Einige Versuche wurden doppelt
angestellt (Tabelle 22).

Aus der Tabelle 22 geht offenbar hervor, daBl die Membranpotentiale
mit steigender Gelatinekonzentration anwachsen und daB ferner in
gleichem MaBe wie die Membranpotentiale auch die H'-Potentiale zu-
nehmen.

Die Membranpotentiale von Lésungen krystallinischen
EiereiweiBes.

Die bisher angefiihrten Versuche sind zum groBten Teil mit Gelatine
angestellt worden. Es war demnach wichtig zu untersuchen, ob die an
dem Beispiel der Gelatine gefundenen Tatsachen sich auch beim kry-
stallisierten Eiereiweifl bestitigen lassen. Dies gelingt in der Tat: Die
Versuche iiber Membranpotentiale von Losungen krystallinischen Eier-
eiweiBes ergeben quantitative Ubereinstimmung mit den Forderungen
der Theorie.

Kollodiumsédckchen von etwa 50 ccm Inhalt wurden mit Losungen
gefiillt, die 19, krystallinisches Eiereiweil und abgestufte Mengen n/10-
Salzsaure enthielten. Die Sickchen wurden wie iiblich in Bechergliser
mit 350 ccm Wasser eingestellt, die gleichfalls abgestufte Salzsdure
mengen enthielten. Die beiden ersten Horinzontalreihen der Tabelle 23
geben die den entsprechenden Innen- und AuBenfliissigkeiten zugesetzten
Salzsduremengen an. Bei den Versuchen, die bei einer Temperatur von
24° durchgefiihrt waren, wurde nach 22 Stunden der osmotische Druck,
das Membranpotential und das py der Innen- sowie der AuBenflissigkeit
bestimmt. Unser Eiweil war nicht isoelektrisch, es war nach der
Methode von SORENSEN hergestellt worden und bestand deshalb zum
Teil aus Ammoniumalbuminat. Sein py betrug etwa 6,0. Aus der
Tabelle 23 ergibt sich, daB3 die Membran- und die Wasserstoffelektroden-
potentiale besonders auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes
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ausgezeichnet iibereinstimmten, daB3 ferner das Membranpotential bei
pu 4,7 ein Minimum hat (der isoelektrische Punkt des Eieralbumins
liegt bei py 4,8) und daB die Innenfliissigkeit auf der sauren Seite
des isoelektrischen Punktes positiv und auf der alkalischen Seite negativ
geladen ist. Diese I'atsachen stehen in Einklang mit den Folgerungen der
DonnaNnschen Theorie iiber die Membrangleichgewichte.

Das nichste Problem bestand darin, den EinfluBl von Neutralsalz-
zusitzen zu Eieralbuminchloridldsungen zu ermitteln. Hierzu wurden
1 proz. Loésungen von krystallinischem Eiereiweill in verschieden kon-
zentrierten Kochsalzlosungen unter Zusatz von 7 ccm n/10-HCl auf
100 ccm hergestellt, in die Kollodiumsackchen in der {iblichen Weise
eingefiillt und diese in 350 ccm einer NaCl-Losung eingetaucht. Die
AuBenfliissigkeit bestand aus n/1000-HCl, die NaCl in der gleichen
Konzentration wie die zugehorige Innenfliissigkeit enthielt Die Ein-
stellung des Gleichgewichtes erfolgte bei einer Temperatur von 24°;
die Messungen wurden 22 Stunden nach dem Beginn der Versuche
angestellt.

In der Tabelle 24 sind die Ergebnisse in der gleichen Weise wie bisher
dargestellt, aus welchen wiederum die ausgezeichnete Ubereinstimmung
zwischen den Wasserstoffelektrodenpotentialen und den Membran-
potentialen hervorgeht.

Membranpotentiale bei Caseinchloridldsungen.

Fir das Caseinchlorid 148t sich ebenfalls nachweisen, da3 bei An-
wesenheit einer Membran und einer caseinfreien AuBenfliissigkeit die
Verteilung der diffusiblen Ionen der DoNNaNschen Gleichung unter-
liegen.

Zu diesem Zweck wurden 4-, 3-, 2-, 1-, 0,5 proz. Lésungen isoelek-
trischen Caseins durch Salzsiurezusatz auf ein py von 2,5 gebracht, in
Kollodiumséckchen in der iiblichen Weise eingefiillt und diese in 350 ccm
einer Salzsdurelésung vom anfinglichen py 2,3 eingetaucht. Nach
18 Stunden wurden die Potentialdifferenzen zwischen den Innen- und
AuBenfliissigkeiten mittels indifferenter Kalomelelektroden bestimmt
und dann das py der Innen- sowie der AuBenfliissigkeit in Wasserstoff-
elektroden gemessen. Die Tabelle 25 enthilt die Ergebnisse. Die zweite
und dritte Horizontalreihe enthilt die mit der H'-Elektrode gemessenen
pu-Werte der Innen- und AuBenfliissigkeiten nach eingetretenem Gleich-
gewicht. Die vierte Reihe gibt die Werte fiir py innen minus py auflen,
die fiinfte Reihe die H'-Elektrodenpotentiale an. Diese letzteren Zahlen
miissen mit den unter Verwendung indifferenter Elektroden gemessenen
Werten der Membranpotentiale zwischen Innen- und AuBenflissigkeit
iibereinstimmen. Ein Vergleich der fiinften und sechsten Reihe der
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Tabelle 25 lehrt, daB eine gute Ubereinstimmung der beiden Potentiale
besteht, so daB die Membranpotentiale zweifellos durch ein Donnan-
Gleichgewicht bedingt sind.

Tabelle 25.

Vergleich der Membranpotentiale und der Wasserstoffelektrodenpotentiale.

1. Caseinchlorid 9, . . . . . . . . . 4 3 2 1 0,5 10,25
2. pg innen . . . . .. L L L. 2,595 2,595| 2,580 2,53| 2,46|2,46
3.pgauBen . . .. ... L. L. 2,230| 2,270 2,305| 2,34 2,36(2,39
4. py innen minus py auBen . . . .| 0,365| 0,325 0,275| 0,19| 0,10{0,07
5. H'-Potential in Millivolt . . . . . 21,5 19,2 [16,2 11,2 | 59 |41
6. Membranpotential in Millivolt . . . |20,0 [18,0 [15,0 10,8 | 7,2 |31

Diese Beobachtungen bestétigen noch einmal die Tatsache, daB bei
gleichem py das Membranpotential mit zunehmender Proteinkonzen-
tration ansteigt, wie es die Theorie der Membrangleichgewichte verlangt.

HitcHcock hat ferner gezeigt, daB das Donnan-Gleichgewicht auch
bei Edestin- und Globulinlésungen die ungleiche Verteilung der kry-
stalloidalen Ionen bestimmt?).

SchluBbemerkung.
Der Wert des Membranpotentidls ist, wie wir gesehen haben, gleich

291log (1 + —;—> Millivolt. Da Zusatz eines Nichtelektrolyten den Wert

Z hicht beeinfluflt, so sollte theoretisch Zusatz eines Nichtelektrolyten,
y

wie etwa Rohrzucker, zu einer Gelatinechloridlésung das Potential nicht
beeinflussen. Die Richtigkeit dieser Folgerung konnte experimentell
bewiesen werden.

Das Membranpotential kann auf zwei Arten den Wert Null annehmen.
Im isoelektrischen Punkt ist z =0 und damit auch der Wert fiir

29 log (1 + i). Andererseits kann das Membranpotential bei hinreichen-
y
dem Neutralsalzzusatz Null werden, weil dann bei sehr groBem y

29 log (1 —f—%) zugleich mit dem Wert £ verschwindet.
Y
Es ist oft behauptet worden, daB durch Salzzusatz Proteine auf ihren
isoelektrischen Punkt gebracht werden konnen, zu Unrecht, denn der
isoelektrische Punkt ist eine konstitutionelle Eigenschaft eines Proteins.

Ein Protein ist nur bei einer ganz bestimmten H'-Ionenkonzentration

) Hircucock, D.1.: Journ, of gen. physiol. Bd. 4, S. 597. 1921/22; Bd. 5,
S. 35. 1922/23.
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isoelektrisch. Salze vernichten nur die Membranpotentiale, machen aber
das Protein nicht isoelektrisch. Proteinlésungen oder -gele konnen ihre
Ladung verlieren, ohne dabei isoelektrisch zu werden.

Die angefiihrten Zahlen beweisen eine Tatsache, die von grundsitz-
licher Bedeutung fiir die Erkldrung der Elektrolytwirkungen auf das
kolloidale Verhalten der Proteine ist: dal ndmlich die Verteilung kry-
stalloider Ionen zwischen einer in einem Kollodiumsickchen befind-
lichen Proteinlésung und einer wisserigen, proteinfreien AuBenfliissig-
keit durch das DoNNANsche Gleichgewicht geregelt wird und daB diese
Verteilung auf Grund der DoNNaNschen Gleichung fiir dieses Gleich-
gewicht berechnet werden kann. Weitere Tatsachen iiber die Membran-
potentiale sollen in spiteren Abschnitten noch behandelt werden.

Zwolftes Kapitel

Der osmotische Druck?).

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration.

Wir sind nunmehr imstande, die Einwirkung der Elektrolyte auf den
osmotischen Druck von Proteinlésungen, der in der Abb. 57 dargestellt
ist, zu erkliren. Wir wollen zuerst den EinfluB von Siure auf den
osmotischen Druck 1 proz. Lésungen urspriinglich isoelektrischer Ge-
latine erértern. Es wurden Lésungen mit einem Gehalt von 1 g trockener,
urspriinglich isoelektrischer Gelatine in 100 ccm und verschiedenen
n/10-Sauremengen hergestellt. Diese Losungen wurden in unsere
Kollodiumsackchen eingefiillt, welche in Becherglaser mit 350 ccm
Wasser eingetaucht wurden. Um die Einstellung des Gleichgewichtes
zwischen der Innen- und AuBenfliissigkeit zu beschleunigen, wurde der
AuBenfliissigkeit eine bestimmte Siuremenge zugesetzt (z. B. HCl bei
den Versuchen mit Gelatinechlorid, H,PO, beim Gelatinephosphat usw.).
Jedes Kollodiumsickchen wurde mit Gummistopfen und Manometerrohr
versehen (vgl. Kapitel 7).

In der Abb. 66 ist die Wirkung von HCl, H,PO, und H,SO, auf den
osmotischen Druck einer 1proz. Losung urspriinglich isoelektrischer
Gelatine dargestellt. Die py-Werte der Gelatineldsungen, die bei osmo-
tischem Gleichgewicht bestimmt wurden, sind als Abszissen und die
osmotischen Drucke in mm Wasser als Ordinaten aufgetragen. Der
osmotische Druck hat im isoelektrischen Punkt ein Minimum, er steigt
mit zunehmender Siuremenge, bis bei einem py von ungefihr 3,4 der

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S. 691. 1920/21; Bd. 4, S. 741, 769.
1921/22; Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 44, S.1930. 1922.
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Gelatinelésung ein Maximum eintritt; bei weiterem Saurezusatz sinkt
er dann wieder ab.

Bevor wir irgendwelche Theorien iiber das Wesen der Saurewir-
kung auf den osmotischen Druck aufstellen, miissen wir uns vergegen-

wiartigen, dall diese

w0 Kurven der beobach-
251 LA N teten osmotischen
400 D b\acg Drucke nicht allein
375 \?0/ 3 den durch die Protein-
§350 NV S molekiile und Protein-
?z‘; 6‘?% o ionen bedingten osmo-
jg 275 N \& tischen Druck dar-
§z50 L stellen. Sie verzeich-
8225 \ nen aulerdem den
§200 X ] ~ LN Druck, der wegen des
g Zz ¢ NI\ Donnan-Gleichgewich-
§ﬂ5 p,@“” ANIAY tes von den in der In-
10|44 gah 3 nenfliissigkeit  héher
75 \\ konzentrierten Ionen
501 \\% ausgeiibt wird. Der be-

“ obachtete osmotische

Druck einer Protein-
16sung bedarf wegen
des DonnNaANschen
Gleichgewichtes einer
Korrektur. Wir beab-

0
PHIY 16 18 20 22 24 246 28 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 4850

Abb. 66. Die Kurven geben die Wirkung des py
und der Anionenvalenz auf die osmotischen Drucke
von 1proz. Gelatinesiduresalzlosungen wieder. Die
Kurven fiir Gelatinechlorid und -phosphat sind iden-

tich, denn die Anionen, Cl und Hj POj sind ein-
wertig. Die Kurve fiir Gelatinesulfat ist weniger
als halb so hoch wie die Kurve der beiden anderen
Verbindungen, weil das Anion hier zweiwertig ist.
Beide Kurven erheben sich vom isoelektrischen Punkt
bei pg4,7 bis zu einem Maximum bei py 3,4 oder

sichtigen, den zahlen-
miBigen Wert dieser
Korrektur zu  be-
rechnen. Wir beginnen
mit der Kurve der

3,5 und sinken dann rasch ab. Wirkung der Salzsiure
auf den osmotischen
Druck einer 1 proz. Losung urspriinglich isoelektrischer Gelatine, und
wir wollen nun iiberlegen, wie sich die Ionen zwischen der Innen- und
AuBlenfliissigkeit bei eingetretenem osmotischen Gleichgewicht ver-
teilen. Wir setzen komplette elektrolytische Dissoziation sdmtlicher
Elektrolyte voraus, des Gelatinechlorids sowohl wie der Salzsdure. Die
molare Konzentration der Proteinmolekiile und -ionen wollen wir mit
a bezeichnen, die molare Konzentration der mit dem ionisierten
Protein verbundenen Chlorionen sei z, y die molare Konzentration
der Wasserstoffionen der freien Salzsdure in der Innenfliissigkeit.
Die molare Konzentration der Chlorionen dieser Salzsiure ist dann
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ebenfalls y. Dann ist der osmotische Druck der Proteinlésung durch
die Summe

a+2y+z2

gegeben. Von diesem Ausdruck miissen wir den osmotischen Druck der
Salzsdure der AuBenfliissigkeit abziehen. x moge die molare Konzen-
tration der H-Ionen der AuBenfliissigkeit und selbstverstindlich auch
die der Cl™-Ionen bedeuten. Dann ist der beobachtete osmotische Druck
einer Proteinlésung durch die Summe folgender Konzentrationen ge-

ben :
geben a+2y+4+2—2x%.

Aus der Abb. 67 ergibt sich, daB dieser Betrag sich mit dem py der
Proteinlésung (d. h. y) dndert. Um zu einer Theorie iiber die Wirkung
der Salzsiure auf den osmotischen Druck von Proteinlésungen zu ge-
langen, muBl man den Wert fiir 2y + 2z — 2x berechnen, den theo-
retischen osmotischen Druck daraus nach der Theorie von VAN'T HOFF
ermitteln und diesen letzteren Wert von dem beobachteten osmotischen
Druck der Proteinlésung subtrahieren. Wir wollen den durch die molaren
Konzentrationen 2y + z — 2x bestimmten Druckwert die Donnan-
Korrektur nennen?). In diesem Ausdruck sind y und x aus den Mes-
sungen des py bekannt, denn das py der Innenfliissigkeit ist —logy
und das py der AuBenfliissigkeit —logx. zkann aus x und y mit Hilfe
der Donnan-Gleichung (1) berechnet werden:

_ &ty (x—y)
v )
denn wir haben im vorigen Kapitel gesehen, daBB x und y durch das
Donnan-Gleichgewicht bestimmt sind. Man kann nun diesen Wert
29y 4+ 2z — 2x fiir verschiedene py-Werte einer Gelatinechloridlésung
(deren Gehalt an urspriinglich isoelektrischer Gelatine in unserem Fall
19, betrug) berechnen, und daraus mittels der VAN’T HoFrschen Theorie
bestimmen, welche Druckwerte diesen Uberschiissen der Konzentration
der krystalloiden Ionen in der Innen- (Protein-) Lésung entsprechen.
Stellt man diese Werte graphisch dar, so ergibt sich, daf3 diese Kurve der
Donnan-Korrektur fast genau mit der Kurve des beobachteten osmo-
tischen Druckes iibereinstimmt. Man erkennt also, da3 die Zunahme
des osmotischen Druckes einer 1 proz. isoelektrischen Gelatineldsung
auf allmahlichen Siurezusatz bis zu einem Maximum sowie das Wieder-
absinken des osmotischen Druckes auf Zusatz von mehr Siure nur
dadurch bedingt ist, daB die Proteinionen durch die Kollodiummem-
bran, die fiir die krystalloiden Ionen leicht durchgingig ist, nicht
diffundieren kénnen und nichts mit einer Anderung des Dispersitits-

1) Der Kiirze halber wollen wir gelegentlich unter dem Ausdruck Donnan-
Korrektur auch die Summe 2y 4 z — 2 x verstehen.
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grades des Proteins zu tun hat. Die molaren Konzentrationen der
krystalloiden Tonen in der Proteinlosung miissen also stets gréBer sein
als in der AuBenfliissigkeit. Was sich mit dem py der Gelatineldsung
indert, ist die GréBe des Uberschusses von 2y + z iiber 2x. Dies
geht aus der DoNNANschen Gleichung (1) hervor, nach welcher

x =71yt +yz  oder 2% =142+ 4yz
und
2y +z2=714y2 + d4yz + 22
ist. Nun ist offenbar

Y4y +4yz+2> 714y + 4yz,

d. h. die Konzentration der krystalloiden Ionen in der Proteinlésung
2y + zist stets groéfer als die Konzentration der krystalloiden Ionen
der AuBenfliissigkeit.

Substituieren wir fiir 2y 4+ 2z — 2%, der Donnan-Korrektur, den
identischen Ausdruck

V492 + 4yz+ 2 —J4y2 + 4yz

so koénnen wir uns veranschaulichen, weshalb der osmotische Druck
im isoelektrischen Punkt ein Minimum hat und weshalb er bei all-
méhlichem Siurezusatz bis zu einem Maximum ansteigt und dann bei
weiterem SAurezusatz wieder absinkt.

Im isoelektrischen Punkt ist das Protein nicht ionisiert, dann ist
2 =20, und der ganze Ausdruck

V492 +4yz+ 22 — V4y® + dyz,

wird gleichfalls Null. Deshalb ist der im isoelektrischen Punkt be-
obachtete osmotische Druck allein durch das Protein bedingt. Er ist
wegen des hohen Molekulargewichtes der Gelatine sehr klein.

Setzt man eine kleine Siuremenge (z. B. Salzsiure) zu einer Losung
von isoelektrischer Gelatine, so bildet sich Gelatinechlorid; etwas freie
Saure bleibt wegen der hydrolytischen Dissoziation {ibrig. Es nimmt
also sowohl z (die Konzentration der mit dem Protein verbundenen
Chlorionen) als auch y (die Konzentration der Chlorionen der wegen
der Hydrolyse vorhandenen freien Salzsiure) zu. z nimmt aber anfangs
rascher als y zu, und daher wichst der UberschuBl der Konzentration
der Ionen der Innenfliissigkeit iiber die der AuBenfliissigkeit, bis das
Protein zum gréBeren Teil in Proteinchlorid umgewandelt ist. Dann ist
der UberschuB an krystalloiden Ionen in der Innenfliissigkeit maximal.
Wird nun noch mehr Siure zugesetzt, so nimmt z verhdltnismaBig
langsamer als y zu, so daBl der Wert von 2z schliellich gegen y zu ver-
nachlédssigen ist. Die Donnan-Korrektur mull demnach also bei An-
wesenheit einer hinreichend groBen Siuremenge Null werden, und aus
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dem gleichen Grunde werden die & A
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stellt. Die als py der Innenfliissigkeit angegebenen Werte sind die am
SchluB des Versuches gemessenen py-Werte der Gelatinelésungen; ent-
sprechend sind die als py der AuBenfliissigkeit aufgefithrten Werte die
am Schlul des Experimentes (18 Stunden nach dem Beginn) in der
gelatinefreien Auflenfliissigkeit gemessenen py-Werte. Die nichsten

Reihen geben die Werte

von %, ¥ und z an, die
ZZ el s?chste Reihe die Werte
B S4ENAA fir 2y + 22— 2%, die vor-
ot 7 \& letzte Reihe den Wert der
Suso /| [l = ?nc Donnan - Korrektur  des
;5 '/ 2y & osmotischen Druckes der
E w0 ) :‘x 5] Lésung, namlich
Ny / RS
¥ 275 7 RS 2,5-105 2y + z — 2 %).
gm / E\\ e
§ 225 /c,f / %ﬁ \nzy__ In der letzten Reihe
§zoa L o *‘ stehen die beobachteten
S5 /'/ : : “;\ % osmotischen Drucke. Es
S 70 // Y \( kommt nun vor allem
25 7‘([ ~ , \ darauf an, wie sich die
b 19 Gelntivelisum ) Donnan-Korrektur zuden
7 A beobachteten osmoti-
Z \| schen Drucken verhilt.
Der Vergleich dieser bei-

;7/777,5 18 2022 24 26 28 30 32 3% 36 36 40 42 44 46  den Wertepaare wird

Gravhi q durch ihre Darstellung

'Abb. 67. raphlsche Darstellung der .ge- in der Abb. 67 erleichtert.
messenen osmotischen Drucke von Gelatine- N X R R
16sungen und ihrer der nach DonNNaNschen Die Abszissen bllden'dle
Theorie berechneten Korrektur. pu-Werte der Gelatine-

lésung (die erste Reihe
der Tabelle 26), die Ordinaten der einen Kurve sind die beob-
achteten osmotischen Drucke a + 2y + z — 2%, die der zweiten
Kurve sind die berechneten, der Donnan-Korrektur 2y 4 z —2x ent-
sprechenden Drucke. Die beiden Kurven sind einander sehr #dhnlich;
auf ihre Unterschiede kommen wir noch zu sprechen. Bei beiden finden
wir ein Minimum im isoelektrischen Punkt, beide steigen bis zu ungefahr
der gleichen Hohe von 440 mm Wasser und sinken dann wieder bis zu
etwa den gleichen niedrigen, dem isoelektrischen Punkt entsprechenden
Werten. Die beiden Kurven wiaren identisch, wenn auf den aufsteigen-
den Asten zwischen py 4,7 bis py 3,4 die Werte des beobachteten
osmotischen Druckes nicht um einen fast konstanten Betrag ent-
sprechend hoher wiren als die entsprechenden Werte fiir die Donnan-
Korrektur. Diese konstante Differenz ist wahrscheinlich durch a be-
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dingt, sie bedeutet also den osmoti-
schen Druck der 1 proz. Gelatine-
16sung. Ist diese Annahme richtig, so
ergibt sich, daB der osmotische Druck
des in der Losung befindlichen Proteins
bei Anderungen des py konstant bleibt.
Das Ansteigen und Absinken der Kurve
des beobachteten Druckes ist nur da-
durch bedingt, daB mit dem py auch der
KonzentrationsiiberschuB der in der

roteinlgsung  befindlichen H'- wund
Cl’-Ionen iiber die der H'- und Cl’-Ionen
der AuBenflissigkeit, also der Wert
2y 4+ 2z — 2« sich dndert. Wiirde sich
dieser letztere Wert nicht mit dem py
iandern, so wiirde der osmotische Druck
der Proteinlésung konstant bleiben oder
sich nur innerhalb enger Grenzen be-
wegen. Die Differenzen zwischen den
Ordinaten der absteigenden Kurveniste
der Abb. 67 - (zwischen pyx 3,4 und
$u 1,8) sind wahrscheinlich durch fehler-
hafte Berechnung des Wertes von z be-
dingt. Wir werden noch erfahren, dal3
eine geringe Fehlerhaftigkeit der pg-
Messung der Innen- sowie der Aullen-
fliissigkeit eine groBe Unsicherheit des
Wertes z bedingt, wenn das py relativ
klein ist.

Die Saure hat also gar keinen oder
nur einen sehr geringen EinfluB auf den
osmotischen Druck des Proteins an sich.
Die Wirkung der Siure auf das Protein,
die zunichst als spezifisch kolloidal er-
schien, ist nur der Ausdruck fir das
Donnan - Gleichgewicht zwischen den
innerhalb und auBerhalb der Membran
befindlichen krystalloiden Ionen.

In der Tabelle 27 sind die osmoti-
schen Drucke und die ‘Donnan-Korrek-
turen fir H,PO, enthalten; offenbar
stimmen die Wertepaare wieder gut
iiberein. Die Abb. 68 enthilt die ent-

Tabelle 27.
19, Gelatinephosphat. Vergleich der beobachteten osmotischen Drucke und der Donnan-Korrektur.
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sprechende graphische Darstellung. Die Abszissen sind die py-Werte der
im Gleichgewicht befindlichen Phosphatlosungen, die Ordinaten der einen
Kurve die beobachteten osmotischen Drucke der Gelatinephosphat-
losungen und die Ordinaten der zweiten Kurve die berechneten Werte
der Donnan-Korrektur fiir die Gelatinephosphatlgsung (vgl. Tabelle 27).

Auch hier bestehen wieder

die gleichen Ahnlichkeiten

#0 5 und die gleichen Verschie-
ws T // \cg denheiten wie bei den
#00 / \ \_??3, ausfithrlich  diskutierten
;:_; Y4 \ \“':?g, Kurven  fir  Gelatine-
Suzs '/ %%‘\ chlorid. In der Tat ist auch
N / AR\ die Kurve des beobachteten
§275 / ) \3 osmotischen Druckes beim
%‘250 1/ %A‘Q__ Gelatinephosphat identisch
N / \s s | | mitder Kurve des beobach-
% 200 /. §*_ EN__ teten osmotischen Druckes
775 / \“} \%— beim Gelatinechlorid. Die
R 70— \‘31— 3| Werte fiir die Donnan-
S 725 TV Korrektur stimmen gleich-
700 72 Cltirestrashatiin \ falls beim -Gelatinechlorid
75 und beim Gelatinephosphat

#0 miteinander iiberein. Diese

o letztere Tatsache ist von

p/?’07,5 18 20 22 2% 26 26 30 32 3% 36 38 40 42 4 46 groBer Bedeutung, dennaus
ihr ergibt sich von selbst die
Abb. 68. Osmotischer Druck und Donnan- Valenzregel, welche an die
Korrektur bei Gelatinephosphatlésungen. Stelle der HOFMEISTER-
schen Reihen iiber die Wir-
kungen der Ionen auf die kolloidalen Eigenschaften von EiweiBlosungen
getreten ist. Wenn diese letztere Wirkung sich, wie wir iiberzeugt sind,
nur aus der durch die DoNNANsche Gleichung geforderten ungleichen
Verteilung der krystalloiden Ionen auf beiden Seiten der Membran
ergibt, so mulB} diese Wirkung fiir alle Sduren mit einwertigem Anion die
gleiche sein, denn nur die Valenz, aber nicht die sonstige Natur des
Anions, geht in die DoNNANsche Gleichung fiir Proteinsiuresalze ein.
Die Kolloidchemiker hatten zu Unrecht angenommen, dal das Anion
der Sdure die kolloidalen Eigenschaften des Proteins beeinflult. Beim
Gelatinephosphat reagiert das einwertige Anion H,PO,, und daher muB
nach der DoNNaNschen Theorie die Wirkung der Phosphorsdure auf den
osmotischen Druck der Gelatine identisch mit der Wirkung der Salz-
saure sein. Dal} dies wirklich der Fall ist, lehrt ein Vergleich der Ab-
bildungen 67 und 68.
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Der EinfluB der Valenzen.

Bei der Betrachtung der Wirkung mehrwertiger Ionen gehen wir von
der Kurve des osmotischen Druckes einer Gelatinesulfatlésung aus,
deren Maximum nur ungefihr halb so hoch ist als das der ent-
sprechenden Kurve des Gelatinechlorids. Dieser Unterschied beruht
darauf, daBl das Anion des Gelatinesulfats zweiwertig ist.

Der Ausdruck fiir die Donnan-Korrektur 2y + z — 2 x gilt fir die
Losungen simtlicher Gelatineverbindungen mit einem einwertigen Sdure-
anion, also fiir Gelatinechlorid, -acetat, -phosphat, -tartrat, -citrat usw.
Ist nun das Anion eines Gelatinesduresalzes zweiwertig, wie etwa beim
Gelatinesulfat, so ist die Gleichung fiir das Gleichgewicht vom dritten
Grade, wie wir im vorigen Kapitel gesehen haben. Wenn x die molare
Wasserstoffionenkonzentration der AuBenfliissigkeit bedeutet, so ist die

molare Konzentration der SO;-Ionen in der AuBenfliissigkeit %, und

wenn wir mit y die molare Konzentration der H'-Ionen der freien
Schwefelsdure in der Innenfliissigkeit bezeichnen, so ist entsprechend
die Konzentration der SO}-Ionen der freien Schwefelsiure in der Gelatine-

sulfatlésung % Beim Gelatinechlorid bedeutete z die molare Konzen-

tration der mit der Gelatine verbundenen Cl’-Ionen, folglich soll —;— die

molare Konzentration der mit der gleichen Anzahl Gelatineionen ver-
bundenen SOj-Ionen bezeichnen.

Die Gleichung fiir das Gleichgewicht lautet also fiir das Gelatine-
sulfat folgendermaBen:

8 .

% .+ 2)
=Y

Aus der Gleichung (2) (vgl. S. 149) folgt:
x5 — 43
y2

Die molare Konzentration der krystalloiden Ionen der Innenfliissig-
keit ist demnach beim Gelatinesulfat um

2 =

3 z 3
PRI

héher als die molare Konzentration dieser Ionen in der AuBenfliissigkeit.

Dieser Ausdruck wurde fiir die Berechnung der Donnan-Korrektur
fiir Gelatinesulfat benutzt. Diese Werte sind in der Tabelle 28 auf-
gefithrt. Der Unterschied zwischen den beobachteten osmotischen

Loeb, EiweiBkorper. 12
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Drucken und den Drucken, die der Donnan-Korrektur entsprechen, ist
in der Abb. 69 graphisch dargestellt. Offenbar stimmen die aus der
Donnan-Korrektur berechneten mit den beobachteten osmotischen
Drucken sehr nahe iiberein, nur haben auf dem aufsteigenden Teil der
Kurve die beobachteten osmotischen Drucke stets etwas héhere Werte.
Das Maximum der Kurve des osmotischen Druckes einer Gelatinesulfat-
16sung betrdgt nur 200 mm Wasser, es ist also nicht ganz halb so gro8
wie der maximale osmotische Druck sowohl bei Gelatinechlorid als auch
bei Gelatinephosphat (immer bei gleicher Konzentration der urspriing-
lich isoelektrischen Gelatine). Der ‘gleiche Unterschied besteht auch
zwischen den Donnan-Korrekturen fiir Gelatinesulfat einerseits und
Gelatinechlorid usw. andererseits. Die Ubereinstimmung zwischen der
Donnan-Korrektur und dem beobachteten osmotischen Druck beseitigt

jeden Zweifel an der Tat-

= sache, daBl die stiarker de-
200 E s SRS pressorische Wirkung des
75 LA T TN ” s
1 A > 2\ SO7-Ions — die in der kol-
QE 125 é/ 2N| N&. | | loidchemischen  Literatur
S0 BRUERE allgemein auf spezifische
§ 7514 : - 'é“ = ,,dehydratisierende’ Eigen-
S relatme. S, . e
S 0] 7t Gelapnssulf 2> \Y schaften dieses Ions zuriick-
2 N gefiihrt wurde — sich ganz

lp/fﬁza 2022 2% 26 28 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48 einfach daraus ergibt, da8

die  Gleichung fiir das

Abb. 69. Osmotischer Druck und Donnan- DonNANsche Gleichgewicht

Korrektur bei Gelatinesulfatlésungen. beim Gelatinesulfat eine

Gleichung dritten Grades ist,

wihrend die entsprechenden. Gleichungen beim Gelatinechlorid oder

beim Gelatinephosphat vom zweiten Grade sind. Bei gleichem py

und bei gleichem Gehalt an urspriinglich isoelektrischer Gelatine be-

tragt die Donnan-Korrektur beim Gelatinechlorid oder beim Gelatine-
phosphat etwa doppelt soviel wie beim Gelatinesulfat.

Es mag noch kurz hervorgehoben werden, dafl die Wirkungen der
sieben einbasischen Siauren HCl, HBr, HI, HNO,, Milch-, Essig- und
Propionsdure auf den osmotischen Druck von Gelatinelésungen mit
einem Gehalt von 19, trockener urspriinglich isoelektrischer Gelatine
identisch sind und daB die Drucke bei der graphischen Darstellung als
Funktionen der py-Werte der Gelatinelosungen auf der gleichen Kurve
liegen. Die gleiche Ubereinstimmung besteht auch bei den beiden
starken zweibasischen Siuren H,SO, und Sulfosalicylsdure. Bei diesen
beiden letzteren sind die Werte nur etwa halb so hoch als bei den ent-
sprechenden Wasserstoffionenkonzentrationen der Gelatinesalze mit ein-
basischen S#uren.



Berechnung des pu der AuBenfliissigkeit aus den osmotischen Drucken.

Die Berechnung des py der

AuBenfliissigkeit aus den

beobachteten osmotischen
Drucken.

Der der Donnan-Korrektur ent-
sprechende Druck P betrug beim
Gelatinechlorid

P=25x%x10°(2y + 2z — 2x) mm

Wasser. Dr. HrrcHCOCK hat den Ver-
fasser darauf aufmerksam gemacht,
daB3 die beobachteten Werte des os-
motischen Druckes dazu dienen
kénnen, um das py der Innen- oder
der AuBenfliissigkeit mit Hilfe dieser
Formel zu berechnen. Man kann dann
diese py-Werte mit den direkt be-
stimmten vergleichen und hat damit
eine neue Moglichkeit, die Richtigkeit
der hier angewendeten Theorie zu
priifen.

Wir wollen voriibergehend die
vereinfachende Annahme machen,
daB der beobachtete osmotische Druck
P einer Gelatinechloridlésung mit dem
entsprechenden Wert der Donnan-
Korrektur iibereinstimmt. Dann ist

z —2y+2x.

T 2,5-10°
Setzen wir diesen Wert in die Donnan-
Gleichung (1) ein, so erhalten wir

x2=yy+—P——2y+2x .

2,5+10°

Die Zulissigkeit unserer Annahme
iiber die Ubereinstimmung des be-
obachteten osmotischen Druckes mit
der Donnan-Korrektur kann nun
geprift werden, indem wir den be-
obachteten Wert entweder fiir x oder
fir y einsetzen und die Gleichung be-
ziiglich nach y oder nach x auflosen.

Tabelle 28.
Vergleich der beobachteten osmotischen Drucke und der Donnan-Korrektur.

19, Gelatinesulfat.
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Wenn wir nach x auflésen, so erhalten wir

P Py
2 o =_2
=YY ¥ 350000 2V T2 Y229+ 556000
Py
2 —
= 9)* = 350000°

wobei x und y gewohnlich Mole pro Liter bedeuten. Hieraus folgt:

V Py
*=YF 500
Setzt man fiir y die gemessenen py-Werte der Innenfliissigkeit und
fiir P die beobachteten osmotischen Drucke, so kann man aus der
Gleichung (2) x berechnen. Driickt man das Ergebnis als py aus (das py
der AuBenflissigkeit ist = — log %), so kann man die gefundene Zahl
mit den gemessenen Werten des py der AuBlenfliissigkeit vergleichen.
Die so aus den Angaben fiir P und fiir py der Innenfliissigkeit be-
rechneten Werte fiir das py der AuBenfliissigkeit sind in der Tabelle 29
den gemessenen py-Werten gegeniibergestellt. ‘Die Zahlen fiir P und fiir
das py der Innenfliissigkeit sind der Tabelle 26 entnommen worden.

Tabelle 29.

5o
19, Gelatinechlorid. py der AuBenlésung aus der Formel » =y + l;g berechnet.

Beobachtetes ‘ ! ] |

pu aulBen . . |4,14|3,78|3,44(3,26|2,872,81|2,53/2,28 2,00 1,89 1,72“,53
Berechnetes |

pu aullen . . |3,88|3,61|3,36)3,22 2,86 2,81‘2,55 2,31'2,01 1,89 1,7211,52

Bei allen p-Werten unterhalb 3,2 und sogar bei einem beobachteten
$u von 3,26 sind die Unterschiede zwischen den beobachteten und be-
rechneten Werten fiir das py der AuBenfliissigkeit gering. Die Differenz
ist groBer bei py-Werten der AuBenfliissigkeit iiber 3,4, d. h. also, bevor
das Maximum des osmotischen Druckes erreicht ist. Dieses Verhalten
stimmt auch mit dem Kurvenbild der Abb. 67 iiberein.

In der gleichen Weise wurde fiir Gelatinephosphat aus den in der
Tabelle 27 enthaltenen Werten fiir P und fiir das py der Innenfliissigkeit
das py der AuBenfliissigkeit berechnet und mit den gemessenen py-Werten
fiir die AuBenfliissigkeit verglichen. Tabelle 30 enthdlt diese Gegeniiber-
stellung. Wieder stimmen berechnete und beobachtete Werte unter-
halb py 3,14 miteinander gut iiberein, bei hoheren py-Werten ist die
Ubereinstimmung schlechter.
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Tabelle 30.

19, Gelatinephosphat. py der AuBenfliissigkeit aus der Gleichung ¥ = y - VP
500

2,66,2,39
2,23!2,00, 1,83]1,67

berechnet.

|

3,1013,02\2,90‘2,80

Beobachtetes

pH aullen . [4,70(4,10
Berechnetes

pu auBen . |4,20|3,85

3,77(3,40|3,14|3,04|2,90|2,80 2,2211,98/1,83/1,67

3,6113,32 2,66|2,41

Wenden wir uns nun zu den Kurven der Abb. 67 und 68, so ist
unschwer einzusehen, daf3 die Differenzen zwischen den beiden abstei-
genden Kurvenisten, ndmlich erstens der Donnan-Korrektur und
zweitens des beobachteten osmotischen Druckes, durch Irrtiimer bei
der Berechnung von z bedingt sind. Die Unterschiede der Werte der
aufsteigenden Aste stellen ganz oder zum Teil den wahren osmotischen
Druck der Proteinlésung dar, der nicht in die Donnan-Korrektur eingeht.
Dieser betragt selbstverstandlich nur einen Bruchteil des beobach-
teten osmotischen Druckes.

Diese Ubereinstimmung bedeutet eine Bestitigung unserer Ansicht,
nach welcher die Wirkungen der Siure auf den osmotischen Druck von
Proteinlésungen durch die DoNNANsche Theorie erkldrt werden.

Der osmotische Druck bei Caseinchloridlosungen.

Ahnliche Versuche wurden mit Caseinchlorid angestellt. Verwandt
wurde Casein, das aus abgerahmter Milch nach der Methode von
VAN SLYKE und BAKER!) hergestellt war. Das von uns verwendete
Casein stellte ein feines, nahezu isoelektrisches Pulver dar. Es ist in
Wasser bei seinem isoelektrischen Punkt nur schwer 16slich, wird aber
bei hinreichendem Zusatz von Salz- oder Phosphorsaure 16slicher. Von
diesem Caseinpraparat wurden Portionen von je 1 g in je 100 ccm Wasser
mit verschieden abgestuftem Gehalt von n/10-Salzsdure gebracht (vgl.
die erste Horizontalreihe der Tabelle 31). Nach Verlauf von 24 Stunden
war alles Casein in Losung gegangen; die Losungen enthielten mehr als
5 und weniger als 40 ccm n/10-Salzsdure in 100 ccm. Nachdem das
Casein in Losung gegangen war, wurde von jeder Caseinchloridlésung
die Wasserstoffionenkonzentration bestimmt, dann wurde jede Losung
in ein Kollodiumséickchen gefiillt und dieses in 350 ccm verdiinnter
Salzsiure eingetaucht, deren py zunichst das gleiche war wie das der
dazugehoérigen Caseinldsung.

Die erste Reihe der Tabelle 31 gibt an, wieviel ccm n/10-Salzsiure
urspriinglich neben 1 g zunichst fast isoelektrischen Caseins in 100 ccm
enthalten waren. In der nichsten Reihe ist angegeben, ob innerhalb

1) vaN SLYKE, L. L. u. J. C. BAKER: Journ. of biol. chem. Bd. 35, S. 127. 1918.
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Der osmotische Druck bei Caseinchloridlésungen. 183

24 Stunden das Casein in Lésung gegangen war, d. h. ob in dem Becher-
glas mit der Losung sich noch ein Caseinniederschlag befand oder nicht.
Ein Niederschlag war nicht vorhanden, wenn der Gehalt der Losung
an n/10-Salzsdure zwischen etwas mehr als 5 und weniger als 40 ccm
betrug. Die dritte Reihe gibt das py der Caseinlésungen zum Beginn
des Versuches an und die vierte Reihe das py der AuBenflissigkeiten
ebenfalls zu Beginn des Versuches. Dies letztere stimmte mit dem der
dazugehorigen Innenfliissigkeit ungefahr {iberein.

Die letzten beiden Reihen (5 und 6) enthalten das Ergebnis des
Versuches. Es sind die py-Werte der Innen- und der AuBenfliissigkeit
angegeben, nachdem das osmotische Gleichgewicht sich eingestellt hatte
(also nach 18 Stunden). Sowohl in der Innen- wie in der AuBenfliissigkeit
ist das py anders geworden, ausnahmslos ist es in der AuBenfliissigkeit
kleiner als in der Innenflissigkeit; mit anderen Worten: Im osmotischen
Gleichgewicht hat die AuBenfliissigkeit eine héhere Wasserstoffionen-
konzentration als die Innenfliissigkeit, ein Ergebnis, das genau dem.
entspricht, was nach der DoxNaNschen Formel fiir die Membrangleich-
gewichte zu erwarten war.

In der Reihe 1 der Tabelle 32 stehen die nach eingestelltem Gleich-
gewicht gemessenen py-Werte der Caseinlosungen. Der in der letzten
Reihe aufgefithrte osmotische Druck ist in der Néhe des isoelektrischen
Punktes (py 4,04) am kleinsten und steigt mit zunehmender Saure-
menge bis zu einem Maximum an, das bei py 3,0 erreicht ist, dann
sinkt er wieder, wenn die Wasserstoffionenkonzentration weiter ansteigt.
Die Reihe 6 enthilt die Donnan-Korrektur und die Reihe 7 die beob-
achteten osmotischen Drucke.

Vergleichen wir die entsprechenden Werte der beiden letzten Reihen
der Tabelle 32, so ergibt sich, daB} angesichts der Fehler, mit welchen
die Messungen und Berechnungen notwendig behaftet sind, nur geringe
Unterschiede zwischen je zwei Wertepaaren bestehen. Siuren beein-
flussen demnach den osmotischen Druck von Caseinlésungen lediglich
auf dem Umweg iiber ein Donnan-Gleichgewicht. Der Anteil des
osmotischen Druckes, der bei diesem Versuch durch Caseinmolekiile,
-ionen oder -aggregate hervorgerufen war, war so klein, dafl sein Betrag
innerhalb der Fehlergrenzen der Messungen und Rechnungen lag.

Bei der Betrachtung der beiden letzten Reihen der Tabelle 32 sind die
Unstimmigkeiten anscheinend doch etwas gro8. Diese sind aber einfach
dadurch bedingt, daB schon kleine Unsicherheiten der py-Messungen
in der zweiten Dezimale, die so klein sind, daB sie durchaus inner-
halb der Fehlergrenzen liegen, in dem Wert der Donnan-Korrektur
2y -+ z—2x eine betrichtliche Fehlerhaftigkeit hervorrufen.

Wenn wir wieder annehmen, daB der beobachtete osmotische Druck
mit der Donnan-Korrektur iibereinstimmt, so kénnen wir das py der
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AuBenfliissigkeit aus dem gemessenen osmotischen Druck und dem ge-
messenen py der Innenfliissigkeit aus der oben abgeleiteten Formel
VPy

F=y 500

berechnen. Diese Werte sind in der Tabelle 33 zusammengestellt, und
man erkennt die gute Ubereinstimmung zwischen dem berechneten und
beobachteten py der AuBenfliissigkeit, solange dieses zwischen den
Werten 3,42 und 2,14 liegt. Die Ubereinstimmung ist bis zu p-Werten
von 1,73 noch befriedigend. Innerhalb des py-Bereiches zwischen 4,7
(dem isoelektrischen Punkt des Caseins) und 3,42 geht 1 g Casein in
100 ccm Salzsdure nicht vollig in Losung.

Tabelle 33.

Die gemessenen pg-Werte der AuBenlosungen und die fiir das py auBen unter der
Voraussetzung berechneten Werte, daBl der beobachtete osmotische Druck nur
durch das Donnan-Gleichgewicht entsteht.

pu beobachtet . . . .| 1,73 | 1,88 | 2,00 | 2,14 | 2,26 | 2,35 | 2,42 | 2,57
pu berechnet. . . . . 1,69 | 1,83 | 1,96 | 2,12 | 2,26 | 2,36 | 2,44 | 2,56
pH beobachtet . . . .| 2,67 | 2,88 | 2,97 | 3,13 | 3,28 | 3,42 | 3,69 | 3,84
pu berechnet. . . . . 2,67 | 2,84 | 2,98 | 3,11 | 3,28 | 3,40 | 3,61 | 3,79

Nach diesen Ergebnissen kann nicht mehr daran gezweifelt werden,
daB der EinfluB3 von Siuren auf den osmotischen Druck nur durch das
Donnan-Gleichgewicht bedingt ist.

Erwihnenswert ist noch, daB die Ubereinstimmung zwar bei
pr-Werten oberhalb 3,4 maBig ist, aber unterhalb dieses Wertes aus-
gezeichnet wird, eine Erscheinung, die auch bei den Gelatinelésungen
zu beobachten war.

Die Wirkung von Neutralsalzen.

Die erste Angabe dariiber, daBl Neutralsalze den osmotischen Druck
einer Gelatinelésung vermindern, hat R. S. L1LLIE?!) gemacht. Es muf3
indessen hervorgehoben werden, daBl diese depressorische Wirkung der
Salze im isoelektrischen Punkt nicht zustande kommt. Setzen wir ver-
schiedene Salze zu einer Gelatinechloridlésung mit einem Gehalt von
1 g urspriinglich isoelektrischer Gelatine in je 100 ccm Losung und
einem py von 3,5 bei Versuchsbeginn, so muB3 die Verminderung des
osmotischen Druckes nach der DoNNaNschen Gleichung von dem Anion
abhingen. Diesist, wie die Abb. 70 zeigt, wirklich der Fall. Die Gelatine-

1) LitLig, R. S.: Americ. journ. of physiol. Bd. 20, S.127. 1907/08.
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chloridldsungen wurden hergestellt unter Verwendung verschieden kon-
zentrierter Losungen der Salze NaCl, NaNO,, CaCl, und Na,SO,.
Das py der Mischungen betrug stets 3,5. Mit ihnen wurden Kollodium-
sickchen von ungefahr 50 ccm Inhalt angefiillt, dann wurden die Sack-
chen in Bechergldser mit 350 ccm wisseriger Losung eingetaucht, deren
Gehalt an anorganischen Salzen der gleiche war wie der der dazugehdrigen
Gelatinel6sungen. Zwischen den

Innen- und AuBenfliissigkeiten

bestanden nur die Unterschiede, 425
daBl die AuBenfliissigkeiten 400 k\\
keine Gelatine enthielten und TN

350 \

daB ihr py auf 3,0 eingestellt 325 AR
war, um die Ausbildung des 300 [HRWA%
Gleichgewichtes zu beschleuni- 27 \L A

A =|

gen. Der osmotische Druck  Rzs \L LY \g‘

wurde nach ungefihr 20 Stun- § 225 \

den abgelesen. Die Versuchs- 3200 \56 \
\

A1)

=i

R
temperatur betrug wie {ib- §7%

lich 24°. 370 \ X

In der Abb. 70 sind die Ab- " VRN
szissen die Konzentration der o A\
Salzlosungen beim Versuchs- :; AN
beginn, die Ordinaten die os- 25 T~
motischen Drucke. Das Donnan- 0
Gleichgewicht bewirkte eine 0 o3 i 3 57 55 it ok 8 6 7 A

. . Salzkonzentration
Anderung sowohl des py wie Ab Dic™d che Wik
auch der Verteilung der Neu- b. 70. Die,depressorische Wirkung

von Neutralsalzen auf die osmotischen

tralsalze auf beiden Seiten der Drucke 1proz. Gelatinechloridlsungen
Membran. Die Anderung des vom py 3,5.

py bei diesem Versuch ist schon

in den Tabellen 19, 20 und 21 aufgefiihrt und im elften Kapitel er-
ortert worden. Aus der Abb. 70 entnehmen wir, daf die depres-
sorische Wirkung des CaCl, ungefihr doppelt so groB ist wie die
dquimolekularer Mengen von NaCl, daB dagegen die Wirkung des
Na,SO,, dessen Anion zweiwertig ist, ungefihr 8 mal so groB ist als
die entsprechender NaCl-Mengen. Ohne Zweifel ist also die depres-
sorische Wirkung durch das Anion bedingt, das Kation ist offenbar
wirkungslos (sicherlich ist sein EinfluB dem des Anions auf keinen Fall
entgegengesetzt).

Derartige Versuche haben weiter ergeben, dal NaCl, CaCl, und LaCl,
den osmotischen Druck von Gelatinechloridlosungen von einem be-
stimmten py in genau der gleichen Weise beeinflussen, wenn die Chlor-
ionenkonzentration der Losungen dieser Salze gleich gemacht wird.
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Nach der Theorie des Verfassers kann diese depressorische Wirkung
der Salze auf den osmotischen Druck einer Proteinlésung nur so zustande
kommen, daB durch den Salzzusatz der Wert der Donnan-Korrektur
verkleinert wird. Bei Gelatinechlorid betriagt die Donnan-Korrektur:

2y 4-2z2—2x.
Hierfiir konnen wir einsetzen:

V4y2+4yz+ 22— Y4y  + 4yz.
Geben wir nun ein Salz, wie NaCl, zu einer Lésung von Gelatinechlorid,
so dndert sich z bestimmt nicht, dagegen nimmt der Wert von y zu,
wenn y die Konzentration samtlicher freien Chlorionen des Salzes sowohl
wie der Siure bedeutet. Diese Zunahme von y ist um so starker, je
mehr Salz zugesetzt wird. Setzt man also zu einer Gelatinechloridlésung
mehr und mehr Kochsalz, so wird der Wert von z schlieflich im Ver-
gleich zu y so klein, daB man ihn vernachldssigen kann, der Ausdruck

V492 + 4yz 4+ 22 — Y492 4 4yz

mull dann immer kleiner werden und sich dem Grenzwert Null nihern.
Die depressorische Wirkung der Neutralsalze auf den osmotischen Druck
von Proteinlgsungen beruht also nicht darauf, dafl der osmotische Druck
des Proteins verkleinert wird, sondern darauf, daB3 der Betrag abnimmt,
um welchen die krystalloiden Ionen in der Innenfliissigkeit stirker
als in der AuBenfliissigkeit konzentriert sind.

Der EinfluBl der Proteinkonzentration auf den
osmotischen Druck.

Vermehrt man den Proteingehalt einer Proteinlésung bei konstantem
pu, so muBl bei Abwesenheit von Neutralsalzen aus zwei Griinden der
osmotische Druck gedndert werden. Zunichst einmal muf8 der osmotische
Druck der Losung steigen, weil die Zahl der in ihr vorhandenen Protein-
teilchen groBer geworden ist. Zweitens mul sich eine weitere Steige-
rung des Druckes wegen der Zunahme des Wertes 2y + 2z — 2 x oder
VAy2+4yz+ 22 — Y492+ 4yz ergeben, denn offenbar muB bei kon-
stantem y, d.h. bei konstantem py der Gelatinelésung, der Wert
des Ausdruckes J4y2+4yz+ 22— }J4y2+4yz in dem MaBe wach-
sen, wie der Wert von z zunimmt. Diese beiden Erscheinungen kénnen
getrennt voneinander betrachtet werden, indem man den Wert des
Ausdruckes 2y 4 2 — 2x von dem beobachteten osmotischen Druck
subtrahiert. Diese Differenz muB (innerhalb der Versuchsfehlergrenzen)
mit steigender Proteinkonzentration zunehmen. Diese Folgerungen der
Donnanschen Theorie werden durch das Experiment bestitigt.
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Es wurden Gelatinephosphatlosungen mit einem Gelatinegehalt von
2—0,5% hergestellt, samtlich vom py 3,5. Diese Gelatinephosphat-
Iésungen wurden in unsere Kollodiumsickchen von 50 ccm Inhalt
eingefiillt, jedes Sidckchen mit Gummistopfen und Manometerrohr
versehen und dann in Bechergliser mit 350 ccm Wasser getaucht,
deren py zu Beginn des Versuches durch Phosphorsiurezusatz auf
3,5 gebracht worden war. Wenn die Sickchen mit Gelatinephosphat-
16sung in Wasser gestellt werden, so diffundiert dieses rasch in den
Innenraum und verdiinnt die Gelatinelosung. Um diese Fehlerquelle
zu vermeiden, fiillten wir die Manometerrohre jedesmal bei Versuchs-
beginn mit Gelatinephosphatlésung so hoch an, wie nach unseren Er-
fahrungen bei osmotischem Gleichgewicht der Druck betragen miiBte.
Samtliche Versuche wurden doppelt angesetzt. AuBer dem osmotischen
Druck wurde nach eingestelltem Gleichgewicht noch das py der Innen-
und der AuBlenfliissigkeit gemessen. Aus diesen beiden letzteren Angaben
lieB sich die Donnan-Korrektur berechnen, welche

(2y 4+ 2 —2%)-2,5-10° mm H,0

betrug. Durch Subtraktion dieses Wertes von den beobachteten osmo-
tischen Drucken hofften wir einen Anhaltspunkt fiir den Anteil der
Proteinteilchen an diesem osmotischen Druck zu gewinnen. Die Er-
gebnisse enthilt die Tabelle 34.

Tabelle 34.

EinfluB der Gelatinephosphatkonzentration auf den osmotischen Druck.
(pu betrug ungefihr 3,6. Doppelversuch.)

e ration oo 2 2| v | | x x U, b | M |
pH innen . . . . . 3,64/ 3,66 3,600 3,60 3,65 3,66 3,60 3,60 3,61 3,62
pH aullen. . . . . 3,02] 3,02 3,02] 3,01 3,12 3,11 3,14 3,12 3,21 3,19

y = Cyg innen X 105} 22,9 | 21,9 | 251 | 251 | 22,4 | 21,9 | 251 | 251 | 24,6 | 24,0
x# = CpgauBen X 10%| 95,5 | 955 | 955 | 97,7 | 759 | 77,6 | 72,4 | 759 | 61,7 | 64,6
L FTNE—Y

Y
2y+2z2—2x . . .1230,0 |248,0 (197,0 |210,0 |128,0 |142,0 | 89,0 {102,0 | 56,0 | 69,0

375,0 [395,0 |338,0 |355,0 {235,0 [253,0 |184,0 {204,0 |130,0 | 150,0

Osmotischer Druck
(beobachtet) . .]860,0 |860,0 |715,0 |680,0 |420,0 |445,0 |314,0 {316,0 | 186,0 | 186,0
Donnan-Korrektur . |576,0 | 620,0 |493,0 | 523,0 |320,0 |355,0 |222,0 |255,0 | 140,0 |172,0
Differenz (osmoti- ‘
scher Druck der
Gelatine an Sich) 284,0 |240,0 [222,0 |157,0 [100,0 | 90,0 | 92,0 | 61,0 46,0 14,0

Durchschnitt . . . 262,0 190,0 95,0 73,0 26,0
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Zunichst mag hervorgehoben werden, daBl mit zunehmender Protein-
konzentration der Theorie entsprechend auch die Donnan-Korrektur
ansteigt. Wir wenden uns nun zu den beiden letzten Zahlenreihen der
Tabelle 34, welche die Differenzen zwischen den beobachteten osmo-
tischen Drucken und den Donnan-Korrekturen enthidlt. Wenn diese
Differenzen wirklich den osmotischen Druck der Gelatineteilchen dar-
stellen, so miissen sie der Gelatinekonzentration anndhernd proportional
sein. Die als Doppelversuche angestellten Experimente geben eine Vor-
stellung von der Fehlergroe, und es wird auch offenbar, daB diese
betrachtlich (zwischen 259, und dariiber) sein kann, denn die Fehler
der Beobachtung und der Berechnung addieren sich. So betrigt die
Differenz bei der 0,75proz. Losung in einem Fall 92, im anderen
Fall 61. Die Fehlerbreite betrdgt also rund 50%,! Ziehen wir dies in
Betracht, so kénnen wir zu dem SchluB kommen, daBB die Unterschiede
zwischen den beobachteten osmotischen Drucken und den berechneten
Werten fiir die Donnan-Korrektur mit der Vorstellung vereinbar sind,
daB diese Differenz dem Wert der durch die gelésten Gelatineteilchen
allein bedingten osmotischen Druck entspricht.

Eine adhnliche Versuchsreihe wurde mit verschieden konzentrierten
Losungen des Chlorids von krystallinischem Eiereiwei3 durchgefiihrt.
Das py der Albuminchloridlésungen betrug beim Versuchsbeginn 3,5,
das der dazugehorigen AuBenfliissigkeiten 3,0. Bei eingestelltem Gleich-
gewicht hatte das py sowohl innen wie aulen etwas andere Werte an-
genommen (vgl. Tabelle 35). Aus diesen Werten -wurde 2y + 2z — 2«
berechnet und den gemessenen osmotischen Drucken der 0,25—4 proz.
Albuminchloridlésungen gegeniibergestellt. Die Differenzen der beiden

Tabelle 35.

EinfluB der Albuminchloridkonzentration auf den osmotischen Druck
(pH ungefahr 3,4).

Prozeatischer Albumingehalt 4 3 2 I Yy a

pu innen } bei osmotischem { 3,34 3,32 3,38 3,40| 3,40 3,40

pH auBen Gleichgewicht 2,98 2,97 3,07 3,14 3,19 3,24

y = Cyg innen X 105 . . . . . 45,7 47,9 41,7 | 39,8 | 39,8 | 39,8

x = Cyg auBlen X 105 . . . . . 104,7 | 107,2 851 | 72,4 | 64,5 | 57,5
(¥ 4+ ¥ —

z = —y)yL__?/_) ...... 194,0 192,0 132,0 | 92,0 | 64,6 | 43,3

2y +z2—2x%. . . . . ... 76,0 74,0 45,0 | 27,0 | 15,0 8,0

Beobachteter osmotischer Druck |776,0 | 555,0 -+ | 375,0 1163,0 | 75,0 ! 36,0
Donnan-Korrektur . . . . . . 190,0 | 185,0 113,0 | 67,0 | 39,0 | 20,0
Differenz (osmotischer Druck des

Albumins) . . . . . . . . . 586,0 370,0 + | 262,0 96,0 36,0 16,0
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Wertepaare, die also dem osmotischen Druck der gel6sten Albumin-
teilchen entsprechen wiirden, sind in der letzten Reihe der Tabelle
angegeben. Sie stimmen mit den entsprechenden Werten bei gleich
konzentrierten Gelatinechloridlésungen sehr nahe iiberein.

Die direkte Bestimmung von z.

Bei den vorstehenden Berechnungen gelangten wir zu dem Wert
von z mit Hilfe der Donnan-Gleichung

@4y (x—y)

T,

% und y wurden aus den py-Messungen gewonnen. Fiir die Bestimmung
von 2 gibt es noch eine andere Moglichkeit, indem man ndmlich durch
Titration die Konzentration der Chlorionen innerhalb einer 1 proz.
Gelatinechloridlésung ermittelt. Das Chlorion der Innenfliissigkeit ist
zum Teil mit H' (freie Salzsiure) und zum Teil mit der Gelatine
verbunden. Durch Titration mit NaOH bis zum Punkt ¢y 7,0
und Korrektion auf den isoelektrischen Punkt erhalten wir den
Wert z 4 y. v ist aus den pg-Messungen bekannt, und wenn wir seinen
Wert subtrahieren, so bekommen wir z. Solche Bestimmungen haben
wir nach Abschlull eines Versuches iiber den osmotischen Druck an-
gestellt und in dem gleichen Versuche z auBerdem noch aus der DONNAN-
schen Gleichung

(*+y) x—2v)

g = - 77 LT

y

berechnet. Die beiden Wertepaare fiir z, die nach diesen beiden ver-
schiedenen Methoden in dem gleichen Versuche bestimmt wurden, sind
in der Tabelle 36 zusammengestellt.

Tabelle 36.
Die Werte z - 105 (in Aquivalenten).

pu der Gelatinelésung . |4,51|4,26| 3,96

z berechnet aus
(v +) (=)

3,61 3,53| 3,32| 3,23| 2,86| 2,32| 2,16/ 1,93

30 | 90 | 166 | 223 | 252|316 | 387|493 | 570 | 687 | 687

z titriert . . . . . . . 17 | 84,5/ 170 | 275|291 | 342 | 401 | 532 | 548 | 838 | 885

Man erkennt, daB die nach der Donnan-Gleichung berechneten Werte
fir z gut mit den durch Titration ermittelten Werten fiir z {iberein-
stimmen, solange das py nicht zu klein wird. Diese letztere Einschrén-

kung konnte vorhergesehen werden, denn eine Unsicherheit von einer
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oder zwei Einheiten in der zweiten Dezimale der py-Werte bedingt eine
um so groBere Unsicherheit der aus dem py berechneten Konzentra-
tionen, je kleiner das py ist.

Wenn wir die Ergebnisse dieses Kapitels zusammenfassen, so kénnen
wir festhalten, daB die Wirkungen der Elektrolyte auf den osmotischen
Druck von Proteinsalzldsungen — die Proteine waren Gelatine, kry-
stallinisches EiereiweiB, Casein und nach Versuchen von Dr. HITCHCOCK
auch Edestin — dadurch zustande kommen, da wegen der Unfahigkeit
der Proteinionen, durch Membranen zu diffundieren, die fiir krystalloide
Ionen leicht durchgingig sind, die molare Konzentration dieser kry-
stalloiden Ionen innerhalb der Proteinldsung stets gréBer als auBerhalb
derselben ist. Dieser Unterschied ist abhingig vom py, von der Valenz
der Ionen und von der Konzentration der Salze. Man kann ihn mit
Hilfe der DonNaNschen Gleichung fiir die Membrangleichgewichte be-
rechnen. SchlieBlich konnte gezeigt werden, daB die gesamte Wirkung
der Elektrolyte auf den osmotischen Druck von Proteinlésungen praktisch
ausschlieBlich eine Wirkung auf die ungleiche Verteilung der Ionen
auf beiden Seiten der Membran ist.

Dreizehntes Kapitel
Die Quellung.
A. Die Membranpotentiale fester Gelatinegele.

1. Allgemeine Bemerkungen,

ProcTER und WiLsoN?) haben eine osmotische Theorie der Gelatine-
quellung auf Grund der DonnNanschen Theorie der Membrangleich-
gewichte entwickelt. Die Theorie dieser Autoren, die den Unter-
suchungen des Verfassers iiber das gleiche Problem zeitlich voraus-
ging, liBt sich in kurzen Worten dahin zusammenfassen, daB beim
Zusatz von Salzsiure zu Gelatine sich elektrolytisch dissoziiertes Gela-
tinechlorid bildet, dessen Gelatineion nicht aus dem Gel diffundieren
kann, wihrend dieses fiir die Ionen der Sdure leicht durchgingig ist.
Es bildet sich demnach ein Membrangleichgewicht zwischen der Fliissig-
keit im Gelinneren und der AuBeniliissigkeit aus derart, daB die Kon-
zentration der krystalloiden Ionen innerhalb des Gels gréBer ist als
in der umgebenden wisserigen Fliissigkeit. Der osmotische Druck der
Losungen der krystalloiden Ionen innerhalb des Gels ist also grofer
als auBerhalb desselben und bedingt eine Diffusion von Wasser in das

1) PROCTER, H. R. u. J. A. WiLsoN: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 109,
S. 307. 1916.
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Gel, wobei dieses quillt. Die Quellung erreicht ihr Ende, wenn die
Kohisionskrafte zwischen den Molekiilen des Gelatinegels den Diffu-
sionskriften die Wage halten.

Die Autoren konnten ihre Theorie einer quantitativen Priifung
unterziehen, und sie haben in dieser ihrer Arbeit als erste DONNANS
Theorie tiber die Membrangleichgewichte fiir die Erklidrung kolloidaler
Erscheinungen herangezogen. Ihre Auseinandersetzungen sind so iiber-
zeugend, daBl man kaum versteht, weshalb ihre osmotische Theorie der
Quellung nicht sofort allgemein angenommen wurde. Vielleicht sprachen
zwei Griinde dagegen: Erstens widerstrebten viele Chemiker der An-
sicht, daB Proteine mit Sduren und Basen echte ionisierende Salze
bilden. Diese Schwierigkeit ist nunmehr behoben. Der zweite Grund
war der, daBl aus der DoNNAN schen Theorie der Membrangleichgewichte
das Bestehen eines definierten Membranpotentials zwischen dem Gel
und der dieses umgebenden wisserigen Fliissigkeit bestehen miiite,
dessen Nachweis noch ausstand. Wir miissen also zunichst einmal
nachweisen, daB diese Membranpotentiale existieren und dal ihr Be-
trag sich quantitativ aus den DonNaNschen Gleichungen ergibt.

Damit sich ein Membranpotential ausbilden kann, ist fiir die Dif-
fusion einer Ionenart ein Hindernis notig, welches fiir die anderen
Tonenarten nicht existiert. Setzen wir Sdure zu fester isoelektrischer
Gelatine, so ionisiert die feste Gelatine ebenso, als wenn sie sich
in Lésung befinde. Das Hindernis fiir die Diffusion der Gelatineionen
aus dem Gel besteht in den Kohdisionskriften zwischen bestimmten
(,,6ligen‘‘) Gruppen der Gelatinemolekiile oder -ionen, die die Ursache
fiir die Gelbildung sind. Dieses Hindernis veranlaBt das Auftreten
eines Donnan-Gleichgewichtes, das eine Zunahme des osmotischen
Druckes und die Entstehung einer Potentialdifferenz zwischen dem
Gel und der dieses umgebenden Fliissigkeit zur Folge hat.

Bei unseren Versuchen gingen wir nach folgender Methode vor:
Gepulverte isoelektrische Gelatine wurde in Sdure- oder Alkalilssungen
von einer Temperatur von 20° gebracht und darin einige Stunden be-
lassen, um ganz oder angendhert ein Gleichgewicht zwischen dem
Inneren der Micellen und der AuBenfliissigkeit zu erméglichen?!). Die
Versuchstemperatur soll 20° nicht {iberschreiten, damit sich die Gela-
tinekdrnchen nicht zu schnell 16sen.

Nach einigen Stunden wurden die suspendierten Gelatineteilchen
durch Filtration von der AuBenfliissigkeit getrennt, dann wurde die
Gelatine geschmolzen und in GefiBe eingefiillt, die mit zwei gebogenen
Rohren versehen waren (vgl. Abb. 71). Nachdem die Gelatine durch
Abkiihlen zu einem Gel erstarrt war, wurde die Potentialdifferenz

1) LoEes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 351. 1921/22.
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zwischen dem Gel und der AuBenflissigkeit (dem Filtrat) mit dem
Elektrometer bestimmt. Die gemessene Potentialdifferenz entsprach
der folgenden Anordnung:

Kalomel-
elektrode

Gesiattigte
KCl-Loésung

Kalomel-
elektrode,

Gesittigte

(wasserig) KCI-Losung.

AuBenlb’sung‘ Festes Gel

Bei dieser Kette wurde also, da die Anordnung sonst symmetrisch ist,
die Potentialdifferenz zwischen den suspendierten Gelatineteilchen (dem

Abb. 71. Die Messung der Potentialdifferenz zwischen einem
Gel und der mit ihm im osmotischen Gleichgewicht befindlichen
AuBenfliissigkeit.

festen Gel) und der AuBenfliissigkeit bestimmt, mit welcher die Gelatine-
micellen sich véllig oder so gut wie véllig ins Gleichgewicht gesetzt
hatten.

Man kann so zeigen, daB das Membranpotential zwischen den Mi-
cellen und der AuBenfliissigkeit durch das py, die Valenzstufe der mit
dem Protein verbundenen Ionen und durch Salze in genau der gleichen
Weise beeinfluBt wird wie bei einer Proteinloésung, die von einer
wisserigen AuBenflissigkeit durch eine Kollodiummembran getrennt ist.
Nun muBte man sich vergewissern, ob diese Potentialdifferenz durch
ein Donnan-Gleichgewicht bedingt ist, und hierfiir wurde das py im
Inneren der Gelatinemicellen (nachdem sie geschmolzen waren) und
das py der AuBenfliissigkeit mit Wasserstoffelektroden gemessen. Es
stellte sich heraus, daB das Wasserstoffelektrodenpotential so nahe mit
dem mittels indifferenter Elektroden bestimmten Membranpotential
iibereinstimmt, wie die Exaktheit der Messungen zulit. Das Mem-
branpotential eines Gels ist demnach mit sehr groBer Wahrscheinlich-
keit durch ein Donnan-Gleichgewicht bedingt. Die Bestimmungen der
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Membranpotentiale sind bei diesen Versuchen nicht so exakt wie bei
den im vorhergehenden Kapitel geschilderten Versuchen; aus welchen
Griinden, konnten wir bisher nicht ermitteln.

2. Der EinfluB des py auf die Membranpotentiale von
Gelatinegelen,

1 g gepulverte isoelektrische Gelatine, welche das Sieb Nr. 30, aber
nicht Sieb Nr. 60 passierte, wurde in Portionen zu je 1 g abgeteilt und
diese in je 350 ccm Wasser mit verschiedenem Gehalt an Salzsiure ge-
bracht (vgl. die erste Horizontalreihe der Tabelle 37) und in diesen
Losungen 24 Stunden lang bei einer Temperatur von 20° belassen.
Die Mischungen wurden gelegentlich umgerithrt. Nach 24 Stunden
wurde das relative Volumen der Teilchen gemessen, dann wurden sie
auf ein Filter gebracht und von der Fliissigkeit getrennt. Die Gelatine
wurde durch Erhitzen auf 45° geschmolzen, in den geschilderten Glas-
gefiBen zum Erstarren gebracht und die Potentialdifferenz zwigchen
dem Gel und der wisserigen Losung bestimmt. Die GefiBe, die die
Gelatine enthielten, waren mit 2 Glasréhren versehen, von welchen
eine in ein Becherglas mit der salzsiurehaltigen AuBenfliissigkeit (dem
Filtrat), mit welcher die Gelatine sich ins Gleichgewicht gesetzt hatte,
die andere in ein Becherglas mit gesittigter KCl-Lésung tauchte. Die
beiden Bechergldser waren mit Kalomelelektroden, die gesittigte KCl-
Losung enthielten, verbunden, deren Potentialdifferenz mit einem
CompTON-Elektrometer bestimmt wurde. Die letzte Reihe der Tabelle 37
enthilt die beobachteten Potentialdifferenzen in Millivolt.

Dann wurde das py der geschmolzenen Gelatine mit der Wasser-
stoffelektrode bestimmt; dieser Wert wird in der Tabelle 37 als das
pu innen angefithrt. Das py der AuBenfliissigkeit (des Filtrates) wurde
in der gleichen Weise bestimmt.

Aus den Tabellen 37 und 38 ersieht man, daB die Messungen nicht
so exakt sind wie die der Membranpotentiale zwischen einer Gelatine-
I6sung in einem Kollodiumsidckchen und der AuBenfliissigkeit. Immer-
hin ist bei der Mehrzahl der Versuche der Tabelle 37 eine gute Uber-
einstimmung zwischen den Membranpotentialen der Gele und den
Wasserstoffelektrodenpotentialen unverkennbar. Nur gelegentlich fallt
der eine oder andere Wert aus der Reihe heraus. Der Verfasser ist
iiberzeugt, daB diese vereinzeiten Unstimmigkeiten durch experimen-
telle Fehler bedingt sind, die in Zukunft aller Wahrscheinlichkeit nach
zu erkennen und dann zu vermeiden sein werden. Das gleiche gilt fiir
die Zahlen der Tabelle 38. Im ganzen lassen diese Ergebnisse erkennen,
daB trotz gelegentlicher fehlerhafter Zahlen die Potentialdifferenz
zwischen dem Gel und der umgebenden AuBenfliissigkeit durch ein
Donnan-Gleichgewicht bestimmt ist.

Loeb, EiweiBkérper. 13
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3. Der Einflul von Sduren und Basen auf die Art der elektrischen
Ladung der Gelatinegele.

Wir haben gesehen, daf3 eine Proteinlgsung auf der sauren Seite ihres
isoelektrischen Punktes eine positive und auf der alkalischen Seite
eine negative elektrische Ladung annimmt. Das gleiche 148t sich fiir
die Ladungen suspendierter Teilchen gepulverter Gelatine nachweisen.
Bei der Umkehr der Ladung dieser Teilchen, die eintritt, wenn man
von der sauren zur alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes
iibergeht, dndert gleichzeitig der Wert (py innerhalb der Micellen minus
pu auben) sein Vorzeichen. 1 g der gepulverten isoelektrischen Gelatine
von der erwidhnten KoérnchengroBe wurde jedesmal in eine Reihe ver-
schlossener Flischchen gebracht, die 350 ccm destillierten Wassers mit
variiertem Gehalt von n/10-Salzsiure oder Natronlauge enthielten
(vgl. Tabelle 38). Nachdem das Gelatinepulver 4 Stunden bei einer
Temperatur von 20° in den Losungen belassen war, wurde es ab-
filtriert, geschmolzen und sowohl das py der geschmolzenen Gelatine
wie das ihres Filtrates (der AuBenfliissigkeit) bestimmt. Nun wurde
die Gelatine zum Erstarren gebracht und in der beschriebenen Weise
die Potentialdifferenz zwischen ihr und ihrem Filtrat (der AuBen-
flisssigkeit) nach der beschriebenen Methode bestimmt. Die Ergebnisse
dieser Versuche sind in der Tabelle 38 zusammengestellt. Die erste
Reihe gibt an, wieviel ccm n/10-Salzsiure oder Natronlauge ur-
spriinglich in 100 ccm Losung enthalten waren. Die zweite Reihe gibt
das relative Volumen, d. h. den Quellungsgrad, der abfiltrierten festen
Gelatineteilchen an. Die iibrigen Zahlen der Tabelle bediirfen keiner
Erklirung. Es geht aus ihnen hervor, daB der Wert (py innen minus
$u aulen) positiv ist, wenn das py der Gelatine sich auf der sauren
Seite des isoelektrischen Punktes befindet, wihrend dieser Wert
negativ wird, sobald das py der Gelatine auf die alkalische Seite ihres
isoelektrischen Punktes riickt. Die Vorzeichen wechseln etwa in
der Gegend des isoelektrischen Punktes; die genaue Lage des Uber-
gangspunktes 148t sich nicht feststellen, denn die Messungen sind
in der Nihe des isoelektrischen Punktes offenbar durch Versuchs-
fehler und moglicherweise auch aus anderen Griinden entstellt,
so daB der Ausfall dieses Versuches nur zeigt, daB ein Metall-
gelatinatgel anders als ein Gelatinechloridgel geladen ist. Bei
diesem Ubergang der positiven Ladung der Gelatine zur negativen
wechselt auch gleichzeitig das Vorzeichen des Wertes py innen minus
pu auBen, das positiv beim Gelatinechlorid und negativ beim
Natriumgelatinat ist. ~Wir wollen noch hervorheben, daB das
Minimum der Quellung (des Volumens) mit dem Minimum der
Potentialdifferenz zusammenfallt.

13*
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4. Die Wirkung der Salze auf die Membranpotentiale fester Gele.

Von einer Theorie der elektrischen Ladungen fester Gele verlangt
man vor allen Dingen, daB sie die Vernichtung dieser Ladungen durch
Neutralsalze erklirt. Die Anhidnger der Adsorptionstheorie nehmen an,
daB die beiden Ionen eines Neutralsalzes an den Kolloidteilchen ad-
sorbiert werden, wobei dasjenige Ion, dessen Ladung der des Kolloid-
teilchens entgegengesetzt ist, die Ladung des letzteren verkleinert und
das Ton mit gleichsinniger Ladung die Ladung des Kolloidteilchens ver-
mehrt, und zwar um so mehr, je hoher die Valenzstufe des Ionsist. Diese
Vorstellungen sind durch die im zweiten Kapitel angefiihrten Versuche
(vgl. Abb. 1 und 2) endgiiltig widerlegt. Es kénnte immerhin méglich
sein, daB ein mit den Kolloidteilchen gleichsinnig geladenes Ion dessen
Ladung in irgendeiner anderen Weise als gerade durch Adsorption ver-
mehrt. Diese Moglichkeit, die bei einigen Autoren Anklang gefunden
hat, muBite einer Priifung unterzogen werden. Bei den Versuchen des
Verfassers iiber anomale Osmose wurden Kollodiummembranen ver-
wendet, die mit Gelatine {iberzogen waren. Auf der einen Seite befand
sich eine verdiinnte Salzlosung, auf der anderen Wasser; beide Fliissig-
keiten waren durch Zusatz etwa von Salpetersiure auf das gleiche py
gebracht worden. Es zeigte sich hierbei, daf der Betrag der Potential-
differenz zwischen den beiden Membranseiten mit der Valenz des
Kations des Salzes zunahm, und zwar in der Reihenfolge

Ce > Ca > Na.

Diese Erscheinung konnte auf das Bestehen von Diffusionspoten-
tialen zuriickgefithrt werden?). Nichtsdestoweniger war es notwendig
zu ermitteln, ob diese Kationen die Ladungen fester Gelatinechlorid-
gele in der gleichen Weise beeinflussen. Es miiBte dann namlich der
vermindernde EinfluB} des CeCl; auf die Ladung des Gels kleiner sein
als der des CaCl, und diese wieder kleiner als die depressorische Wir-
kung des NaCl sein, immer vorausgesetzt, dafl das py auf der sauren
Seite des isoelektrischen Punktes ist. Wenn aber andererseits nur der
Donnan-Effekt allein die depressorische Wirkung der Salze auf die
Ladung von festen Gelatinegelen bestimmt, so kann diese Wirkung
der Salze nur durch das Anion des Salzes bedingt sein, wenn das
pu des Gels sich auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes
der Gelatine befindet; das Kation diirfte keine Wirkung haben.
Dies ergibt sich aus den Ausfilhrungen des vorigen Kapitels, nach

1) Loes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S.213 u. 463. 1921/22.
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Die Wirkung der Salze auf die Membranpotentiale fester Gele.

welchen das Membranpotential
zwischen  einer  Gelatinechlorid-
l16sung und Wasser durch den Wert

log<1 + %) bestimmt wird. z und y

bedeuten hierbei die Konzentra-
tionen von Anionen. Werte fiir
die Kationen gehen auf der sauren
Seite des isoelektrischen Punktes
iiberhaupt nicht in diesen Ausdruck
ein. Die Messungen der Potential-
differenz zwischen Gel und AuBen-
fliissigkeit sind, wie wir sehen wer-
den, hinreichend exakt, um sicher
za beweisen, daB das Donnan-
Gleichgewicht die Ladung des Gels
vollstindig bestimmt und dalB das
Kation - eines zugesetzten Salzes die
Ladung eines Gelatinechloridgels
nicht vergroBert.

Da in der Nihe des isoelek-
trischen Punktes die Messungen
der Potentialdifferenz ungenau sind,
so verwendeten wir Gelatinechlorid-
micellen, deren py weit genug vom
isoelektrischen Punkt entfernt war.
Wir teilten Gelatinepulver, dessen
pu in der Ndhe von 7,0 lag, in Por-
tionen von 1g ab; diese Portionen
-wurden durch Behandeln mit
m/128- Essigsdure isoelektrisch ge-
macht und, wie im zweiten Kapitel
beschrieben ausgewaschen. Hierbei
verloren wir wahrscheinlich- etwa
259, der Gelatine. Diese isoelek-
trischen Gelatineportionen wurden
in 200 ccm Wasser oder in ver-
schieden konzentrierte Lésungen der
Salze NaCl, CaCl,, BaCl,, CeCl,
Na,SO, gebracht, die samtlich 16ccm
n/10-HCl enthielten. Das py des
Gels wurde auf diese Weise auf etwa

2,8 oder: etwas darunter gebracht, .

Tabelle 43.
EinfluB der Na,S5O,-Konzentration auf das Membranpotential eines Gelatinechloridgels.
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200 Die Quellung.

wie die Tabellen 39—43 zeigen. In diesen siurehaltigen Salzlgsungen
wurden die Gelatinepulver unter Umrithren 2 Stunden lang bei 20° be-
lassen. Dann wurden die Mischungen filtriert und die Potentialdifferenz
zwischen dem Gel und dem Filtrat mit dem CompTON-Elektrometer
bestimmt, wobei die Versuchsanordnung der Abb. 71 benutzt wurde.
Die Tabellen 39—43 enthalten
die Resultate. In der obersten

26 N Reihe ist die Art und die
2 NaR NI Konzentration des Salzes ange-
22 \ -] . . . ..
NUR N geben. Die zweite Zeile enthilt
Zz die relativen Volumina der Gela-
:i A tinegele und gibt die Wirkung
3 2 AN des Salzes auf die Quellung an.
S = - R
Sz NEAN Die nichsten drei Reihen geben
2 das py innen, das py auBen und
NI\ o : \
8 N die Differenz py innen minus
6 pu auBen an, und die beiden
4 \ letzten Reihen die Wasser-
Z ~ stoffelektrodenpotentiale ~ (H'-
g oI H W N H N H M N Potentiale) und die unter Ver-
8192 409 2048 7024 572 256 28 G4 22 T 8

Molare Armionenkonzentration wendung indifferenter Elektro-

Abb. 72. Die depressorische Wirkung den und des Quadrantenelek-

von Salzen auf die Membranpotentiale ~trometers nach der Versuchsan-

von Gelatinechloridgelen. ordnung der Abb. 71 bestimmten
Membranpotentiale.

Bei allen diesen Versuchen besteht zwischen den beiden Potentialen
befriedigende Ubereinstimmung; das H'-Potential ist durchschnittlich
ungefihr 3 Millivolt gréBer als das Membranpotential, aus welchem
Grunde, ist vorldufig noch nicht zu entscheiden. Die Differenz ist,
wie dem auch sei, konstant und kann daher nichts mit der che-
mischen Natur des jeweils verwendeten Salzes zu tun haben.

Als Hauptergebnis halten wir fest, daB die depressorische Wirkung
der 4 Salze NaCl, CaCl,, BaCl, und CeCly von der Chlorionenkonzen-
tration abhdngt und daB die Valenz des Kations nicht in Erscheinung
tritt. Die Ladung eines festen Gelatinegels ist also zweifellos eine ein-
deutige Funktion des Donnan-Gleichgewichtes.

Die depressorische Wirkung von Na,SO, ist ungefdhr 4mal so stark
wie die des NaCl (Abb. 72).

B. PROCTERs und WILSONs Theorie der Quellung.

Schon im ersten Teil des Buches ist erwidhnt worden, daB wir inner-
halb des groBen Gelatinemolekiils ,,6lige* und ,,wésserige Gruppen von-
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einander unterscheiden miissen. Befindet sich Gelatine in wisseriger
Losung, so kénnen zwei Gelatinemolekiile aneinander hingen bleiben,
wenn sie zufillig einander mit ihren oligen Gruppen beriithren; in dieser
Weise kommen Molekiilaggregate zustande. Diese Aggregatbildung, bei
welcher die Molekiile nur mittels ihrer 6ligen Gruppen in Verbindung
treten, braucht nicht notwendig die Affinitdt der wisserigen Gruppen
zum Wasser zu verindern. Wahrscheinlich geschieht dies auch nicht,
und so bleibt die relative Entfernung zwischen den Mittelpunkten der
in der Losung befindlichen Gelatinemolekiile oder -ionen durch die
Aggregatbildung unverdndert. Geht dieser Proze(l weiter, so werden
schlieBlich simtliche Gelatinemolekiile auf diese Weise ein zusammen-
hingendes Gel bilden. Dabei ist allerdings notig: erstens, daB die Gela-
tinekonzentration nicht zu gering ist und zweitens, daBl die Molekular-
bewegung langsam genug, d. h. die Temperatur niedrig genug ist, damit
nicht Molekiile, die mittels ihrer 6ligen Gruppen zusammenhingen, aus-
einandergerissen werden.

Bringt man ein trockenes isoelektrisches Gelatinegel in Wasser, so
bedingen die Attraktionskrifte zwischen dem Wasser und den wisse-
rigen Gruppen der Gelatinemolekiile einen Eintritt von Wasser in das
Gel. Es lost sich also hierbei das Wasser sozusagen in der festen Gela-
tine auf. Da die isoelektrische Gelatine nicht ionisiert ist, tritt ein
Donnan-Gleichgewicht nicht in Erscheinung; die Quellung isoelektrischer
Gelatine in Wasser vom py 4,7 ist durch andere Ursachen bedingt
als Anderungen des Quellungszustandes unter dem Einflul von Sauren.
Setzt man dem Wasser Saure oder Alkali zu, so bilden sich ionisierende
Gelatinesalze, und es mu$ sich infolge der Ionisation ein Donnan-Gleich-
gewicht zwischen dem Gel und der AuBenfliissigkeit ausbilden. Dieses
ist dadurch gekennzeichnet, da der osmotische Druck der krystalloi-
den Ionen im Inneren héher wird als der osmotische Druck in der
AuBenfliissigkeit. Diese durch das Donnan-Gleichgewicht bedingte
hohere Konzentration der krystalloiden Ionen im Gelinneren bewirkt
die unter dem EinfluB von Siuren vor sich gehende Quellung. Nach
den oben erdrterten Untersuchungen derartiger Membrangleichgewichte
kann ein Zweifel hieriiber nicht mehr bestehen.

ProcTER!) und PROCTER und WiLsoN?) haben die DoONNANsche
Theorie fiir die Erklirung der Siurequellung der Gelatine verwendet.
Nach diesen Autoren verursachen osmotische Krifte den Eintritt von
Wasser und damit die Volumenzunahme eines in Siure gelegten Ge-
latineblockes. Die Kraft, die der Quellung ein Ende macht, ist die

1) PROCTER, H. R.: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 105, S. 313. 1914.
2) ProCTER, H. R. u. J. A. WiLson: Journ. of the chem. soc. (London)
Bd. 109, S. 307. 1916.
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Kohisionskraft zwischen den Gelatinemolekiilen oder -ionen, die das
Netzwerk bilden, in dessen Maschen das Wasser eingeschlossen ist.
Diese Kohisionskrifte spielen also bei dem Quellungsgleichgewicht die
gleiche Rolle wie der hydrostatische Druck auf die Membran bei den
Versuchen iiber den osmotischen Druck.

Die Proteinionen eines Gelatinechloridgels koénnen nicht mehr
diffundieren und nach PROCTER und WiLsoN deshalb keinen meB-
baren osmotischen Druck ausiiben. Die mit ihnen verbundenen
Chloranionen, die innerhalb des Gels durch elektrostatische Attraktion
seitens der Gelatineionen zuriickgehalten werden, bedingen dagegen
einen bestimmten osmotischen Druck. Diese Verschiedenheit der
Diffusionsfahigkeit der beiden entgegengesetzt geladenen Ionen des
Gelatinechlorids ist die Voraussetzung fiir das Zustandekommen eines
Donnan-Gleichgewichtes. Wenn x die Konzentration der H- und
Cl'-Ionen in der AuBenflissigkeit, v die Konzentration der freien H'-
und Cl’-Ionen in dem festen Gel und z die Konzentration der mit
der Gelatine verbundenen Chlorionen ist, so wird das DoNNaNsche
Gleichgewicht durch die Gleichung

2=y +2)
und der osmotische Druck e fiir die Absorption von Wasser seitens des

Gels durch e—2ytz—2x

dargestellt. Dies sind die gleichen Formeln, die der Verfasser spiter
auf den osmotischen Druck fibertragen hat (vgl. zwolftes Kapitel).

J. A. und W. H. WiLson?) haben den von PROCTER eingeschlagenen
Weg weiter verfolgt und sind unter der Annahme, daBl die Gelatine
sich mit Salzsiure chemisch zu dem hochgradig ionisierten Gelatine-
chlorid verbindet, durch mathematische Uberlegungen zu folgender
Gleichung gekommen:

V(K +3) (CV+2]CVy) —y=0.

V bedeutet die Volumenzunahme in ccm eines Millidquivalent-
gewichtes Gelatine; C ist eine Konstante, entsprechend dem Elastizitédts-
modul der Gelatine, und die Konstante K ist durch die Gleichung
definiert:
(Gelatine) (H*) = K (Gelatineion).

Kennt man die Konstanten, so kann man offenbar simtlich Variablen
des Gleichgewichtszustandes berechnen.

ProcTER und WILSON bestimmten bei Gelatinelosungen mittels der
Wasserstoffelektrode den Wert von K zu 0,00015 und den Wert von C

1) WiLson; J. A. u. W.H. WiLsoN: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 40,
S. 886. 1918.
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&

aus Versuchen iiber die Quellung von Gelatinegelen zu 0,0003 bei
18°. Aus PROCTERs Angaben berechnete WiLson!) das Aquivalent-
gewicht der Gelatine zu 768. Dieser Wert ist kleiner als der von
Hitrcrcock?), der zu 1090 angegeben wird (vgl. S. 54, erster Teil). Mittels
dieser Konstanten konnten WirsoN und WiLson die Variablen V, y
und z berechnen und mit den Versuchsergebnissen von PROCTER ver-

Tabelle 443).

14 y z
x
Berechnet Beobachtet Berechnet Beobachtet Berechnet 1 Beotachtet
0,0032 43,2 41,2 0,0005 0,0005 0,018 0,017
0,0073 40,8 44,5 0,002 0,002 0,022 0,018
0,0077 40,2 40,1 0,002 0,002 0,023 0,020
0,0120 37,5 39,9 0,005 0,006 0,026 0,021
0,0122 37,3 39,7 0,005 0,006 0,026 0,021
0,0170 34,5 31.1 0,008 0,009 0,028 0,028
0,0172 34,3 37,0 0,008 0,009 0,028 0,022
0,0406 26,7 28,0 0,026 0,030 0,037 0,031
0,0420 26,4 23,4 0,027 0,030 0,038 0,038
0,0576 24,0 26,1 0,041 0,043 0,041 0,036
0,0666 23,0 21,4 0,049 0,050 0,043 0,045
0,0680 22,8 22,4 ‘0,050 0,053 0,044 0,039
0,0930 20,7 17,7 0,072 0,072 0,049 0,054
0,0944 20,5 20,3 0,073 0,072 0,049 0,049
0,1052 19,8 22,9 0,083 0,085 0,051 0,043
0,1180 18,9 18,7 0,095 0,090 0,053 0,058
0,1434 17,9 18,4 0,118 0,118 0,056 0,055
0,1435 17,9 18,6 0,118 0,118 0,056 0,054
0,1685 17.1 18,0 0,141 0,138 0,059 0,062
0,1925 16,3 15,8 0,164 0,161 0,061 0,068
0,1940 16,2 17,4 0,166 0,165 0,061 0,060
0,1945 16,2 17,0 0,167 0,164 0,061 i 0,062

gleichen. Die berechneten und beobachteten Werte sind in der Ta-
belle 44 zusammengestellt; die Ubereinstimmung ist eine sehr gute, die
Differenzen liegen innerhalb der Fehlergrenze der Versuche von PROCTER.
Die Ubereinstimmung wird noch offensichtlicher, wenn man eine gra-
phische Darstellung benutzt. PROCTER und WILSON betrachten diese
Ubereinstimmung der Berechnung und der Beobachtung als quanti-
tativen Beweis der Richtigkeit ihrer Theorie.

1) WiLsoN, J.A.: Journ. of the Americ. Leather chem. assoc. Bd. 12, S.108.
1917.

2) HitcHcoek, D. I.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 733. 1921/22.

3) Beobachtete Werte nach H. R. PROCTER: Journ. of the chem. soc. (London)
Bd. 105, S. 313. 1914. Die beobachteten Werte fiir ¥ in dieser Tabelle geben die
Volumenzunahme von 0,768 Grammolekiil. Gelatine in ccm an. Die Werte fiir
z, y und z bedeuten Mole pro Liter.
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Die Beziehungen zwischen ¥V und e unterliegen dem Gesetz von
HookEe: Ut tensio sic vis. Da e einen nach allen Richtungen gleich-
miBigen Druck bedeutet, so wird dadurch ein nach allen Dimensionen
gleichmiBiger Zug bedingt. Die Beziehung wird dargestellt durch die
Gleichung . CV

wobei C durch den Elastizitdtsmodul der Gelatine bestimmt ist.

ProcTER und WiLsoN beweisen, da das spezifische Verhalten von
¢ und demzufolge auch von V sich aus der DONNANschen Theorie er-
gibt. Durch geeignete Umformung der thermodynamischen und osmo-
tischen Gleichungen folgt

e=—2x+V4x2 2

,,Wenn die Konzentration der Sidure von Null bis zu einem Kkleinen,
aber endlichen Wert zunimmt, so wichst z gleichfalls, aber mit einer
viel groBeren Geschwindigkeit als ». Dies zeigt sich besonders aus-
gesprochen bei sehr verdiinnten Losungen, in welchen dann fast die
ganze zugesetzte Sduremenge sich mit der Gelatine verbindet. Da-
gegen besteht fiir z eine obere Grenze, die durch die Gesamtkonzentration
der verwendeten Gelatine bedingt ist. z kann nun entweder diesem Grenz-
wert sich ndhern oder verschwinden. Dies letztere wiirde geschehen,
wenn die Jonisation des Gelatinechlorids hinldnglich zuriickgedringt
wiirde. In beiden Fillen folgt

lim V4 2% + 22 = V4 42

X =00
und weiter .

lme=—2x+4+2x=0.

X =00
Daraus ergibt sich, daB, wenn x von Null an allmihlich zunimmt,
e anfangs ebenfalls zunehmen, ein Maximum erreichen, wieder ab-
nehmen und schlieBlich sich dem Wert Null asymptotisch ndhern mu8,
gleichgiiltig ob die Ionisation des Gelatinesalzes nennenswert zuriick-
gedringt wird oder nicht?).*

Was die depressorische Wirkung der Salze auf die Quellung an-
langt, so sind PROCTER und WiLsoN nicht der Ansicht, daB3 diese durch
Zuriickdrangung der Ionisation zustande kommt.

»Zweifellos driangen Salze die Ionisation des Gelatinechlorids bis zu
einem gewissen Grade zuriick. Diese Eigenschaft der Salze reicht aber
schwerlich zur Erkldrung dafiir hin, daB Salze das Volumen eines Gels
fast bis auf das urspriinglich von der Trockensubstanz eingenommene
verkleinern. Bei Salzzusatz erfolgt wahrscheinlich eine Zunahme des
Wertes x, dessen Zunahme nach der eben diskutierten Gleichung eine

1) ProcTER, H. R. u. J. A. Wirson: Journ. of the chem. soc. (London)
Bd. 109, S. 317. 1916.
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‘Abnahme des Wertes ¢ und damit auch eine Abnahme des Gelvolumens
bewirkt?).

Offenbar wird die osmotische Theorie von PROCTER und "WILSON
dem Quellungsvorgang auch in quantitativer Beziehung gerecht; bis-
her ist noch keine Theorie verdffentlicht worden, die dieses leistete.

Die Kohisionskrifte zwischen den Molekiillen oder Ionen, aus
welchen das Gel besteht, wirken der Quellung entgegen und- lassen
sie schlieBlich zum Stillstand kommen. Vermindert man diese Ko-
hisionskrifte, so muBl die Quellung zunehmen. PROCTER und WILSON
haben schon hervorgehoben, daB dies wirklich der Fall ist, denn die
Quellung der Gelatine nimmt zu, wenn die Temperatur steigt?).

Die Kohisionskrifte hingen auBer von der Temperatur noch von
der chemischen Konstitution ab. Sie sind von gleicher Art wie die
Krifte, die die Loslichkeit bedingen. Bekanntlich vermehrt der Ersatz
eines H' durch Na' die Loslichkeit der Olsiure; noch stirker als Na’
wirkt K. Man miiBite also a priori erwarten, da3 die Kohisionskrafte
eines festen Gelatinegels erhebliche Anderungen, je nach der Natur
des mit der Gelatine verbundenen Ions, erfahren konnten. Indessen
bestitigen die Versuche diese Vermutung im allgemeinen nicht. Nur
die Valenz, aber nicht die Natur des mit der Gelatine verbundenen
Tons beeinfluBt die Quellung. So ist also bei gleicher Temperatur, bei
gleichem py und bei gleichem Gehalt an urspriinglich isoelektrischer
Gelatine die Quellung von Gelatinechlorid, -nitrat, -phosphat, -bromid,
-rhodanid, -acetat ungefihr gleich groB, die des Gelatinesulfats und des
-sulfosalicylats betrdchtlich kleiner. Ebenso ist die Quellung des
Li-, Na-, K- und NH'-Gelatinats bei gleichem py und bei gleicher
Gelatinekonzentration praktisch die gleiche. Dagegen ist sie beim Mg™-,
Ca”- und Ba"-Gelatinat erheblich geringer (vgl. siebentes Kapitel).

Im siebenten Kapitel hatten wir gesehen, daB die Valenz auf den
osmotischen Druck in der gleichen Weise wirkt wie auf die Quellung;
das gleiche gilt auch fiir die theoretische Betrachtung: Was wir im
vorigen Kapitel iiber die Theorie der Valenzwirkung auf den osmo-
tischen Druck auseinandergesetzt haben, 148t sich auf die entsprechen-
den Vorginge bei der Quellung iibertragen.

Bei den Caseinsiduresalzen, die schlechter 16slich als Gelatinesidure-
salze sind, besteht dagegen sehr wohl eine Beziehung zwischen der
chemischen Natur des Anions und den Kohidsionskriften. Zum Bei-
spiel ist Casein-Trichloracetat praktisch so unléslich wie Caseinsulfat.
Keines der beiden Salze ist imstande zu quellen, wihrend bei dem

1) PROCTER, H.R. u. J. A. WiLsoN: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 109,
S. 317. 1916.

2) PROCTER, H.R. u. J. A. WiLsoN: Journ. of the chem. soc. (London) Bd. 109,
S. 315. 1916.
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16slicheren Caseinchlorid und Caseinphosphat Quellung zu beobachten
ist. Bei diesen beiden letzteren Beispielen ist die Valenzregel giiltig,
denn die Quellung des Caseinphosphats und des Caseinchlorids ist bei
gleichem py, bei gleicher Temperatur und bei gleicher Konzentration
des urspriinglich isoelektrischen Caseins gleich groB!). Die Valenzregel
ist immer dann giiltig, wenn es sich um das kolloidale Verhalten handelt,
denn das kolloidale Verhalten ist lediglich eine Folge eines Donnan-
Gleichgewichtes, und hierbei kommt nur das Vorzeichen der elektrischen
Ladung des Ions und seine Valenz in Frage. Die Loslichkeit und die
Kohision stehen nur in zweiter Linie mit dem kolloidalen Verhalten in
Beziehung. DaB Loslichkeit und Kohision von der spezifischen Natur
des Tons (auBer seiner Ladung und seiner Valenz) abhingen, wider-
spricht nicht der Tatsache, daB bei den echten kolloidalen Erschei-
nungen nur der Sinn der elektrischen Ladung und die Valenz eines
Jons in Betracht kommen.

Bei einem nicht isoelektrischen Gelatinegel ist ein Teil des Wassers
durch die chemischen Attraktionskrifte zwischen den wisserigen
Gruppen der Gelatine und dem Wasser gebunden; ein anderer Teil
wird zuriickgehalten, weil die im Inneren des Gels bestehende hohere
Konzentration der krystalloiden Ionen einen osmotischen Druck be-
dingt, der hoher ist als der der AuBenfliissigkeit. Das py sowie die
Valenz des Sdureanions oder des Alkalikations miissen diesen osmo-
tischen Druck in der gleichen Weise beeinflussen wie den eines in
Losung befindlichen Proteins. Es besteht eigentlich nur der Unter-
schied, dal bei der Quellung eines Gels die Kohisionskrifte zwischen
den Gelmolekiilen die Quellung zum Stillstand kommen lassen, wihrend
das Eindringen von Wasser in eine Proteinlosung dann aufhért, wenn
der hydrostatische Druck der Losung einen bestimmten Betrag er-
reicht. Wir verstehen jetzt, warum die Wirkung der Siuren und Basen
auf Quellung und osmotischen Druck dhnliche Funktionen des py und
der Ionenvalenz sind. Es ist ferner klar geworden, weshalb Salze die
Quellung vermindern: weil sie den Unterschied zwischen der Konzen-
tration der diffusiblen Ionen innerhalb und auBerhalb des Gels vermin-
dern. DaB wirklich dies der Fallist, geht aus den py-Messungen des Gels
und der AuBenfliissigkeit hervor. Die Ergebnisse sind hierbei dhnlich
wie bei den Versuchen iiber den osmotischen Druck von Protein-
lésungen. Der ritselhafte Parallelismus der Elektrolytwirkungen auf
den osmotischen Druck von Proteinlésungen und auf die Quellung von
Proteingelen erfihrt so eine sehr einfache Erklirung.

Die HorMEIsTERschen Ionenreihen wurden zuerst auf Grund von
Versuchen iiber Quellung aufgestellt?). HOFMEISTER legte feste Gela-

1) LoEs, J. u. R. F. LoEB: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 187. 1921/22.
?) HOFMEISTER, F.: Arch. {. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 28, S.210. 1890/91.
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tinestiicke in sehr hochkonzentrierte Losungen von verschiedenen
Salzen und von Nichtelektrolyten, und fand, daB die Gewichtszu-
nahme der Gelatinestiicke je nach der Art der gelésten Substanz
verschieden war.

Nach ihrer relativen Wirkung auf die Quellung wurden die Sub-
stanzen zu der folgenden Reihe, der ersten HorMEISTERschen Reihe,
zusammengestellt:

Natriumsulfat, -tartrat und -citrat
Natriumacetat, Traubenzucker, Rohrzucker
‘Wasser

Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Ammoniumchlorid
Natriumchlorat, Natriumnitrat, Natriumbromid.

Die Konzentration der Losungen dieser Substanzen betrug zwischen
m/2 und m/4. Man braucht kaum noch hervorzuheben, daB die von
HorMEISTER gefundenen Wirkungen nichts mit der Férderung der
Quellung durch Siure oder Alkali und mit ihrer Verminderung durch
Salze zu tun haben, denn die durch Siure und Alkali bewirkte Quellung
der Gelatine wird schon durch Salzkonzentrationen unterhalb m/2
vollig aufgehoben. Ferner bedingen Salze hierbei nur eine Verminderung,
aber keine Zunahme der Quellung. Offenbar haben die von HOFMEISTER
gefundenen Wirkungen keine Beziehung zu den von dem Donnan-
Gleichgewicht abhingigen Salzwirkungen.

StiasNy und AcKERMANNY) fanden, daB trockenes Hautpulver in
hochkonzentrierten Salzlgsungen stirker als in Wasser quillt. Hierbei
bestand der EinfluB der hohen Salzkonzentration wahrscheinlich in
einer Vermehrung der Loslichkeit und in einer Verminderung der
Kohision zwischen den Molekiilen des festen Kollagens, wodurch ein
Hineindiffundieren des Wassers in die sonst impermeable Substanz er-
moglicht wurde.

Sowohl bei den HoFMEISTERschen wie bei den Versuchen von
St1asNY beeinfluBten die Salze offenbar Eigenschaften, die beim Donnan-
Gleichgewicht nicht in Frage kommen. Ungliicklicherweise wird das
Wort Quellung ohne Unterschied angewendet, wenn ein fester Korper in
Wasser sein Volumen indert, ohne Riicksicht darauf, daB die diese
Anderungen bedingenden Krifte ganz verschiedener Art sein kénnen.
Behilt man diese Moglichkeiten im Auge, so kann man festhalten, daf3
bei derjenigen Art von Quellung, die von einem Donnan-Gleichgewicht
abhidngt, nur die Valenzregel gilt; dariiber hinaus kann die chemische
Natur der Ionen nur dann von Bedeutung sein, wenn die Quellung mit
Anderungen krystalloider Krifte, wie der Kohésion oder der Lgslich-
keit, zusammenhingt.

1) StiasNY, E. u. W. ACKERMANN: Kolloidchem. Beih. Bd. 17, S.219. 1923.
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Vierzehntes Kapitel.

Die Viscositat").

1. Fir das Verstindnis der beiden folgenden Kapitel muB3 hervor-
gehoben werden, daB es zwei Arten von Viscositdt gibt. Die eine Art
findet man gleichmiBig bei allen Lésungen, sowohl von Krystalloiden
als auch von Kolloiden; sie hat nichts mit kolloidalem Verhalten
oder dem Donnan-Gleichgewicht zu tun. Die zweite Art ist durch das
Volumen submikroskopischer, fester Teilchen in einer Lésung bedingt.
Nur diese zweite Art der Viscositit ist fiir die kolloidalen Erscheinungen
spezifisch, sie hidngt, wie wir zeigen werden, mit dem Donnan-Gleich-
gewicht zusammen. Diese kolloidale Viscositit ist von einer viel be-
trachtlicheren GroBenordnung als die erste, krystalloide. Wir wollen
diese deshalb bei den folgenden Erérterungen auBer acht lassen.

In dem siebenten und achten Kapitel ist auseinandergesetzt worden,
daB Elektrolyte die Viscositit von Losungen bestimmter Proteine,
z. B. von Gelatine oder von Casein, #hnlich beeinflussen wie den
osmotischen Druck, die Quellung und die Membranpotentiale. Die
Wirkung der Elektrolyte auf die zuletzt angefithrten Eigenschaften
wird verstindlich, wenn man von der DonNANschen Theorie der
Membrangleichgewichte ausgeht. Man kann diese Theorie nur dann
anwenden, wenn die Diffusion einer Ionenart unméglich ist, die
anderen Ionen aber ungehindert diffundieren konnen. Bei den Ver-
suchen iiber den osmotischen Druck oder iiber das Membranpotential
von Proteinlésungen hinderte die Kollodiummembran die Diffusion
der Proteinionen; bei den festen Gelen waren es die Kohisionskrifte,
die die Proteinionen daran hinderten, in die umgebende proteinfreie
Losung zu wandern. Wie kann nun das Donnan-Gleichgewicht in
Beziehung zu der Viscositit von Proteinlésungen treten? Die Ant-
wort ist, wie wir beweisen wollen, folgende: Obwohl Proteinlgsungen
in erster Linie als echte Losungen aufzufassen sind, die aus gleich-
miaBig in Wasser verteilten isolierten Proteinionen und -molekiilen
bestehen, so enthalten sie unter bestimmten Bedingungen doch sub-
mikroskopische Proteinteilchen. Wir werden sehen, daB die Visco-
sitit von Proteinlésungen durch Elektrolyte nur dann in der glei-
chen Weise wie der osmotische Druck beeinfluBt wird, wenn der-
artige feste Proteinteilchen in betrachtlicher Zahl zugegen sind. Ferner
miissen diese Teilchen imstande sein zu quellen. Fehlen sie, sind sie
nur in geringer Zahl vorhanden oder kénnen sie nicht quellen, so be-
einflussen Elektrolyte die Viscositit von Proteinlgsungen nicht in der

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 3, S. 827. 1920/21; Bd. 4, S. 73, 97.
1921/22.
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gleichen Weise wie den osmotischen Druck oder das Membranpotential
von Proteinlésungen oder die Quellung von Gelen. Die im folgenden
erwihnten Bestimmungen der Viscositit von Proteinlosungen sind
mittels des OstwaLDschen Viscosimeters ausgefithrt worden; die Zeit,
die die Proteinlosung zum DurchflieBen der Capillare brauchte, wurde
dividiert durch die fiir reines Wasser von gleicher Temperatur er-
forderliche Zeit; der Quotient ist im folgenden als relative Viscositit
der Proteinlosung bezeichnet. Diese Methode der Viscositdtsbestimmung
ist zwar verbesserungsbediirftig, sie ist aber zur Priifung unserer
Theorie hinreichend.

EinsTEINY) hat eine Theorie der Viscositdt von Losungen aufgestellt,
nach welcher die Viscositit eine lineare Funktion des von der gelssten
Substanz in der Losung eingenommenen Volumens ist.

N =1 (14 2,5¢). 1)

In dieser Formel bedeutet 7, die Viscositit des Wassers bei der
Versuchstemperatur, 5 die Viscositit der Losung und ¢ den Bruch-
teil des Volumens der Losung, der von der gelésten Substanz ein-
genommen wird. Nach EINSTEIN gilt diese Formel nur dann, wenn
@ sehr klein ist und die Teilchen der dispersen Phase kugelférmig
und groB im Verhiltnis zu den Molekiilen des Losungsmittels sind.
Bei Proteinlosungen treffen diese Voraussetzungen nicht zu, sobald
das von dem Protein eingenommene Volumen zu groB wird.

Verschiedene Autoren haben die EINsTEINsche Formel erweitert,
um sie auf héher konzentrierte Proteinlésungen anwenden zu kénnen.
HatscHEK 2) wollte die Konstante 2,5 der EINSTEIN schen Formel durch
die Konstante 4,5 ersetzen, indessen sind seine Ableitungen von SMO-
LucHOWSKI®) und von ARRHENIUS?) abgelehnt worden. ARRHENIUS
hat gezeigt, daB eine logarithmische, aus der EINSTEINschen herge-
leitete Formel sich den Beobachtungen in befriedigender Weise an-
paBt. Die Formel heiflt

logn —logn, =9 ¢, (2

wo @ wiederum den von dem Protein in der Losung eingenommenen
Bruchteil des Volumens, ¥ eine Konstante und % und 7, dieselbe
Bedeutung haben wie in der EinsTeiNschen Gleichung. Bei héheren
Viscosititen werden wir uns der Gleichung (2) von ARRHENIUS be-
dienen.

1) EINsTEIN, A.: Ann. d. Physik Bd. 19, S.289. 1906; Bd. 34, S. 591. 1911.
2) HatscHEK, E.: Kolloid-Zeitschr. Bd. 11, S.280. 1912.
3) SmorucHowskI, M.: Kolloid-Zeitschr. Bd. 18, S.190. 1916.

4) ARRHENIUS, S.: Meddelanden K. Vetenskapsakademiens, Nobelinstitut,
Bd. 3, Nr.21. 1917.

Loeb, EiweiBkorper. 14
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Bei diesen beiden Formeln ist die Viscositdt eine Funktion des von
dem gelosten Korper eingenommenen relativen Volumens. Unsere Auf-
gabe ist, eine Beziehung zu finden zwischen der Wirkung der Elektrolyte
auf die Viscositdt und ihrer Wirkung auf das Volumen des in Ldsung
befindlichen Proteins. Nun erhebt sich die Frage, wie die gleiche in
Losung befindliche Masse der Proteinteilchen ihr relatives Volumen
unter dem EinfluB der Elektrolyte dndern kann. Dies ist nur dann

denkbar, wenn das von dem

Relative Viskositat

45 - Protein eingenommene Vo-
’ P P lumen durch Eintritt von
v < . . .
30 "’%% Wasser in die Micellen der
/:*/(,'\ gelosten  Substanz  ver-
%5 7% ol ‘\\ groBert wird. Wir miissen
5o ™ .| also untersuchen, ob in
20 Py . . . ,
’ h dieser Weise eine Wasser-
N . .
15 . 0576 Get; '%,%/i\ verschiebung vom Losungs-
Z 7z — . .
e T~ 1% mittel zum gel6sten Stoffe

derart moglich ist, daB
das Volumen des gel6sten
Abb. 73. Die Viscositat frisch hergestellter Stoffes auf Kosten des
Gelatinechloridlésungen als Funktion des pg. Volumens des Losungs-

’ mittels zunimmt. Weit-
verbreitet ist die Ansicht, daB der Mechanismus einer solchen Wasser-
verschiebung durch die in diesem Buch wiederholt erwidhnte PauLi-
sche Hydratationstheorie erkldrt wird. Nach PAuL1 sind die ionisierten
Proteinmolekiile von einem Wassermantel umgeben, die nichtioni-
sierten Molekiile aber nicht. Wird das Protein etwa durch Zusatz
von Siure oder Alkali zu isoelektrischem Protein ionisiert, so soll sich
dabei gleichzeitig ein Wassermantel um jedes einzelne Proteinion
bilden. Mit Hilfe dieser Vorstellung wird es erklirlich, weshalb die
Viscositdt einer Losung isoelektrischen Proteins durch Zusatz von
Sdure oder Alkali ansteigt. Indessen ist nach den Arbeiten von
LoreNz, BorN und anderen die Hypothese einer allgemeinen Hy-
dratation mehratomiger Ionen erschiittert worden. AuBerdem liegen
aber noch einige andere Tatsachen vor, aus welchen sich ergibt, da83
nur die Ionisation und Hydratation der einzelnen Proteinmolekiile
doch nicht das Wesen der py-Wirkung auf die relative Viscositit von
Gelatinelgsungen erkldren kénnen.

Gelatinelosungen lassen die charakteristischen Wirkungen des py
auf ithre Viscositidt erkennen. Ihr Verhalten ist in Abb. 73 graphisch
dargestellt. Vergleicht man das Verhalten der Viscositit von Gelatine-
losungen mit den Forderungen der PauLrischen Hydratationstheorie,
so findet man, daB die Viscositdt der Theorie qualitativ entspricht,

70
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mit der einzigen Ausnahme, daB das Maximum der Viscositdt nach
der Paurischen Theorie mit dem Maximum der Ionisation zusammen-
fallen miiBte, was in der Tat nicht der Fall ist. Das Maximum der
Viscositdt liegt in Wirklichkeit bei einem héheren py als das der Ioni-
sation. Wire die Hydratation der einzelnen Proteinionen der Grund
fir die Anderungen der Viscositit von Gelatinelésungen, so miiBte
auch die Viscositdt von Losungen einfacher Aminosiuren, wie Glykokoll
oder Alanin, sich bei py-Anderungen #hnlich verhalten. Zur Priifung
dieser Uberlegung wurden demnach §proz. Glykokoll- und Alanin-
lésungen hergestellt, deren py durch Salzsdurezusatz zwischen 5,0
und 2,0 variiert wurde. Im Laboratorium des Verfassers fand Frl.
BRAKELEY, daB bei diesen 5proz. Aminosiurelésungen Anderungen
des py zwischen 5,0 und 1,16 keinen meBbaren EinfluB auf die Visco-
sitdt der Losungen hatten. G. HEDESTRANDY), der in EULERs Labora-
torium die Viscositdt von n/2-Glykokollésungen unter dem Einflu von
Siuren und Basen untersuchte, konnte kleine Unterschiede feststellen.
Das Minimum der Viscositidt betrug ungefahr 1,36 und lag bei py 6,4,
bei py 3,0 betrug die Viscositit 1,38. Demnach ist die Wirkung des
Py auf die Viscositdt solcher Losungen von einer betrdchtlich kleineren
GroBenordnung als bei Gelatine- oder Caseinlosungen.

Bei den Versuchen des Verfassers konnte die Viscositit einer 1proz.
Gelatinelosung mit Leichtigkeit von 1,2 durch Siurezusatz bis auf 3,0
oder 4,0 gebracht werden. Eine 1proz. Gelatinelésung ist hochstens
/1000 molar, wahrscheinlicher aber 1/,,,, molar. Da die Wirkung von
Sduren auf die Viscositit bei Gelatineldsungen mehr als 1000 mal
starker ist als bei Aminosdurelgsungen, so ist zweifellos der EinfluB
der Sdure auf die Viscositit in beiden Fillen ganz verschiedenartig.

Die Viscositit von Aminosduren ist in ihrem isoelektrischen Punkt
wahrscheinlich deshalb ein Minimum, weil deren Ionisation hierbei
gleichfalls ein Minimum hat. Der EinfluB der Ionisation auf die Vis-
cositdit von Aminosduren steht indessen in keiner Beziehung zum
Donnan-Effekt, wihrend bei den Gelatinelosungen die Wirkung der
Sdure auf die zweite Art von Viscositdt durch die Quellung submikro-
skopischer fester Gelteilchen bedingt ist.

Man muB8 sich stets vor Augen halten, daB fiir alle mit der Ionisation
zusammenhidngenden Eigenschaften der Proteine im isoelektrischen
Punkt ein Minimum existiert; der Zusammenhang mit der Ionisation
kann aber direkt oder indirekt sein. Eine direkte Beziehung besteht bei
der Loslichkeit und bei einer bestimmten Art von Viscositit, die wir
die gewohnliche Viscositdt nennen wollen, wahrscheinlich auch bei der
Oberflichenspannung. Indirekt ist diese Beziehung bei den Membran-

1) HEDESTRAND, G.: Zeitschr. f. anorg. u. allg. Chem. Bd. 124, S.153. 1922.
14*
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potentialen, beim osmotischen Druck, bei der Quellung und bei der
Art von Viscositit, die von der Quellung suspendierter Teilchen ab-
hingt.

Nach diesen Uberlegungen ist es kaum anzunehmen, daB die Eigen-
tiimlichkeiten der Viscosititskurve der Gelatine (Abb. 73) durch Ande-
rungen der Hydratation der einzelnen Gelatineionen bedingt sein scllten.

Unsere  Zweifel

mw
7

w73 T 1] i - wurden durch (}en
%,z Q 3% Albmachiorid Ausfall von Ver-
“Eﬂ — - v suchen iiber den
= EinfluB des py auf

7
N TRV TR TR TR 32 34 35 36 38 40 47 44 46 . .
prGs R ¥ ¢ die Viscositit des

Abb. 74. Losungen von Eieralbumin haben im Ver- k'rys.talthChen Eier-
gleich zu Gelatineldsungen eine geringe Viscositit, eiweies  bestérkt.
die durch das pg bei Werten tiber 1,0 bei gewshn-  Wir fanden hierbei
licher Temperatur nur wenig beeinfluBt wird. nur ganz geringe,
fast zu vernach-

lassigende Unterschiede. In der Abb. 74 ist ein solcher Versuch
graphisch dargestellt. Verwendet wurden 3 proz. Lésungen urspriing-
lich isoelektrischen EiereiweiBes, die durch Salzsiurezusitze auf be-
stimmte py-Werte gebracht waren. Bei der Darstellung ist der MaB-
stab der Ordinaten ein groBerer als der der Abb. 73, die Ordinaten
selbst bedeuten die Quo-

15 ’ [ tienten aus den Viscosititen
2 . - der Albuminlbsungen und
7 der Viscositit des Wassers,
5 die Abszissen das py der
01T 2 3 ¥ 5 6 7 6 9 W01 1713 M o 1
Prozembsche Alburminkonzentration Losung. Offenbar hat im

Verhiltnis zur Gelatine das
Abb. 75. Die Viscositit von Eieralbumin-

. . . innerhalb

16sungen vom pg 5,1 bei 15°C. Die relative P ha der_ Grenzen
Viscositat ist in dem untersuchten Konzen- 40 und 1,0 nur einen sehr
trationsbereich der Konzentration nahezu geringfiigigen EinfluB auf

direkt preportional. die Viscositit von Albumin-

l6sungen. Vermindern wir

das py noch weiter, so steigt die Viscositit plotzlich an; wir kommen

auf diese Erscheinung noch zu sprechen.

Bei diesen Versuchen gingen wir folgendermaBen vor: Je 50 ccm einer

6 proz. Losung von isoelektrischem, krystallinischem Eiereiweil wurden

mit je 50ccm verschieden konzentrierten Salzsiurelosungen vermischt

und das py der Mischung gemessen. Dann wurden die Lésungen rasch
auf 24° erwdrmt und sofort ihre Viscositit bestimmt.

Wie kommt es nun, daB Aminosiuren und zumindest ein EiweiB3-

korper, das krystallinische EiereiweiB, sich so ganz anders als Gelatine
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beziiglich der pyg-Wirkung auf die Viscesitit verhalten? Diese Ver-
schiedenartigkeit ist gar nicht zu verstehen. solange wir bei der An-
nahme bleiben, daB der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf
die Viscositédt von: Gelatinesduresalzlésungen durch die Hydratation der
einzelnen Proteinionen zustande kommt. Die Aminosduren sowohl wie
das krystallinische Eiereiweil miiBten sich nimlich dann ebenso ver-
halten wie die Gelatine. :

Das Problem wird noch schwieriger, wenn wir bedenken, daB der
osmotische Druck von Gelatinelosungen sowohl wie von Losungen
krystallinischen  Eier-

eiweiBles in genau der
gleichen Weise von der 40 %
Wasserstoffionenkon- 's ]
zentration  beeinfluBt ’ °
wird (siebentes Kapitel). %0 Sl |
Wie kommt es, daf die 3J / A P—
pu- Wirkung auf die §3,5 i @‘:\}—
Viscositdt dieser beiden ¥ o/
EiweiBkoérper eine so .§3’0 '/
verschiedenartige ist? 5215 § y Ay

' Dlese“ Frage" wird gl / /1/,,+
einer Kldrung niherge- 20 A4
fuhrt, wenn wir die / 7 ]
GroBenordnungen  der 1 >
Viscositit dieser beiden PRZal
EiweiBkérper  mitein- Toazsgs 10 15 40 45 40 35 40

Prozentischer Gelatinegehalt

Abb. 76. Der EinfluB3 der Gelatinekonzentration
auf die Viscositit von Ldsungen isoelektrischer
Gelatine bei verschiedenen Temperaturen.

ander vergleichen. Die
Viscositat von Albumin-
16sungen ist relativ klein
im Vergleich zu der
gleich konzentrierter Gelatinelgsungen von gleichem py. Wir be-
stimmten die Viscositdt von Albuminlésungen vom py = 5,1, d. h. in
der Nihe des isoelektrischen Punktes, bei einer Temperatur von 15°.
Die Konzentrationen der Lésungen betrugen zwischen 1 und 14%.
Die Viscositdten sind klein und stehen praktisch in geradliniger Be-
ziehung zur Konzentration (Abb. 75). In entsprechender Weise sind
die Viscosititen verschieden konzentrierter Gelatinelosungen bei ver-
schiedenen Temperaturen in der Abb. 76 dargestellt. Samtliche Lo-
sungen wurden unter Verwendung der gleichen Vorratsldsung von iso-
elektrischer Gelatine hergestellt, dann rasch auf 45° erhitzt und rasch
auf die gewiinschte Temperatur abgekithlt. Dann wurde die Viscositét
mittels des OsTwALDschen Viscosimeters ermittelt. Rasches Arbeiten
war notwendig, damit nicht bei lingerem Stehen die Viscositdt zu-
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nahm, ein Verhalten, das bei Losungen isoelektrischer Gelatine besonders
ausgesprochen ist. Aus Griinden der Konformitit wurde bei den
Albuminlosungen die gleiche Methode angewendet. Offenbar ist die
Viscositit der Gelatinelosungen, die vom $y in der gleichen Weise wie der
osmotische Druck beeinfluit wird, von einer ganz anderen GréBen-
ordnung als bei den Eieralbuminlésungen, bei denen das py die
Viscositdt nicht in der Weise édndert.

Wir wollen jetzt zeigen, daB diese Verschiedenheit der GroBen-
ordnung mit dem von dem geldsten Protein in der Lésung eingenom-
menen relativen Volumen zusammenhéngt. Die geringe GréBenordnung
der Viscositit von Albuminlésungen 148t ein kleines relatives Volumen
vermuten; ist diese Vermutung richtig, so miissen die Viscositdten von
Albuminlésungen der EINSTEINschen Formel gehorchen. Die wesent-
lich hohere GroSenordnung der Viscositit von Gelatineldsungen 1aBt
darauf schliefen, daBl das von den Gelatineteilchen eingenommene Vo-
lumen wesentlich groSer ist. Die Konstante 2,5 der EINSTEINschen
Formel miite demnach zu klein sein, d.h. also, die EINSTEINsche
Formel miiBte hierbei durch eine andere, etwa die von ARRHENIUS,
ersetzt werden.

EINsTEINs Formel lautet - — 1 + 2,5 ¢, wobei ¢ das von dem

0
Protein in der Lésung eingenommene relative Volumen, 1 das Ver-

Mo
hiltnis der Viscosititen bedeutet, d. h. die Zeit, die die Losung zum
AusflieBen gebraucht, dividiert durch die fiir Wasser erforderliche Zeit.
Das von dem Protein in 100 ccm Ldsung eingenommene Volumen

betragt
o = (1 _ 1) 100
o 2!5
Tabelle 45. Wenn wir das Gewicht des in
Konzentration Berechnetes | Berechnetes der L(’isung befindlichen Albu-
des krystalli- n_y Volumen des | spezif. Gew. . . .
rischen Bier- | 7y, Albumins des mins durch das von ihm ein-
albumins in 9/, in ccm Albumins genommene Volumen divi-
14 0,290 11,6 1,20 dieren, so erhalten wir das
12 0,240 9,6 1,25 spezifische Gewicht des Albu-
10 0,185 74 1 135 mins. Direkte Bestimmungen
2 8::(3)(2) Z:g :ié des spezifischen Gewichtes
4 0,074 2,96 1,36 von Eieralbumin ergeben 1,36
2 0,042 1,7 1,17 (ARRHENIUS). Wir haben nun

das spezifische Gewicht des
Eieralbumins mittels der EinsTEINschen Beziehung berechnet. Die
Werte sind in der Tabelle 45, zusammengestellt und man ersieht, daB
sie nur innerhalb der Fehlergrenzen von dem durch direkte Bestim-
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mung gefundenen Wert 1,36 differieren. Bei diesen Versuchen betrug
die AusfluBlzeit des Wassers aus dem Viscosimeter bei 15° 227 Se-
kunden. Die geringe GréBenordnung der Viscositit der Albumin-
losungen hingt also damit zusammen, daB das von dem Albumin
in der Losung eingenommene Volumen klein genug fiir die Anwend-
barkeit der EINSTEIN schen Formel mit der Konstanten 2,5 ist.

Wenden wir die EINsTEINsche Formel in der gleichen Weise auf
die Viscositdtsmessungen von isoelektrischen Gelatineldsungen an, so
finden wir, daB3 die aus dem

relativen Volumen der gel6sten Tabelle 46.
Gelatine und aus ihrem spezi- Konzentration | B?,rfﬁf‘n’:etes Berechnetes
R R . . en if. Gew
fischen Gewicht sich ergeben- trischen %o der Gelatine | P2 oW
v 10 Gelatine in 9/, bei 35° in ccm er Gelatine

den Werte ganz unmoglich
sind. Soist wahrscheinlich das 0,5 0,170 6.8 0,077
spezifische Gewicht der Gela- 1,0 0,405 16,2 0,06
tine nicht sehr verschieden 1.5 0,725 29,0 | 0,05

dem des Fieralbumi 2,0 1,020 40,8 0,05
von dem des Eieralbumins, 2.5 1.405 562 0,045
es diirfte etwa 1,4 betragen. 3,0 2,042 81,7 0,037
Die mittels der EINSTEIN schen 3.5 2,560 102,4 0,034

Formel berechneten Zahlen,

die in der Tabelle 46 enthalten sind, sind etwa 20—40mal zu klein.
Das relative Volumen der Gelatine in diesen Losungen ist also viel zu
groB, als daB man die Formel von EINSTEIN anwenden kénnte. Dagegen
gibt die Formel von

ARRHENIUS eine befrie- Tabelle 47.
digende Ubereinstim- Konzentration log L

. der isoelektri- g Na
mung. NaCh ) dleser soher.l Gelatine
Formel miiBten die Lo- in %o 6o° 45° 3s° 25°
garithmen der relativen 0,25 0,0236 | 0,0306 | 0,0269 | 0,0374
Viscosititen bei der 0,5 0,0504 | 0,0682 | 0,0682 | 0,0792
Darstellung als Funk- 1,0 0,0930 | 0,350 | 0,4475 | 0,1635
. . 1,5 0,1656 | 0,2135 | 0,2367 | 0,2765
tion der Gelatinekonzen 2,0 0,2350 | 0,2796 | 0,3057 | 0,3701
tr‘atlon eine .gerade Ln.ne 2,5 0,2953 | 0,3512 | 0,3811 | 0,4691 -
bilden. Die Uberein- 3,0 0,3004 | 0,4409 | 0,4832 | 0,6941
stimmung unserer Werte 3.5 04321 | 0,5051 | 0,5514 |\ bt
fir Temperaturen zwi- 4.0 0,5214 | 0,5660 | 0,6043

schen 35 und 45 ° mit der

ARrrHENIUSSchen Formel sind befriedigend, wenn man die Fehler-
grenzen der Bestimmungen im Auge behdlt. Die Logarithmen
der Viscositdten sind praktisch den Gelatinekonzentrationen (d. h.
dem relativen Volumen) direkt proportional (Tabelle 47). Bei 60°
ist die Ubereinstimmung nicht mehr so gut, aber doch noch deutlich.
Bei einer Temperatur von 25° indessen besteht nur bei den niedrigsten
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Konzentrationen befriedigende Ubereinstimmung, bei hoheren Konzen-
trationen steigt die Viscositdt stirker an. Der Grund fiir dieses Ver-
halten ist leicht einzusehen, denn bei dieser Temperatur erstarren
Gelatinelosungen so rasch, daB Viscositdtsbestimmungen bei Konzen-
trationen von 3,59, Gelatinegehalt nicht mehr durchfithrbar waren.
Deshalb sind auch die Viscositdtswerte von 2- oder 3 proz. Lésungen
bereits zu hoch wegen der durch die partielle Erstarrung bedingten
mechanischen Behinderung des DurchflieBens durch das Viscosimeter.

Wir kommen somit auf Grund dieser Versuche zu folgenden zwei
Ergebnissen:

a) Da die Viscositdtsmessungen bei Lésungen von krystallinischem
EiereiweiBl und von Gelatine befriedigend mit der EINSTEINschen resp.
der ARRHENIUSschen Formel iibereinstimmen, so ist die Viscositit dieser
Proteinlgsungen offenbar in erster Linie eine Funktion . des von dem
Protein in der Losung eingenommenen relativen Volumens.

b) Die beiden Proteine befanden sich bei diesen Untersuchungen
in der unmittelbaren Nihe ihres isoelektrischen Punktes. Der Unter-
schied zwischen der Viscositit der Gelatinelosungen und der Albumin-
I6sungen kann demnach nicht durch den Hydratationsgrad der einzelnen
Proteinionen erklirt werden, denn im isoelektrischen Punkt ist das
Protein praktisch nicht ionisiert.

Somit ergibt sich, daB die sehr viel groBere Viscositit bei der Gela-
tine im Vergleich zu der des Eieralbumins dadurch bedingt sein mu8,
daB bei der Gelatine ein besonderer Mechanismus besteht, durch welchen
ihr relatives Volumen in gelostem Zustande erheblich vergroBert wird.
Dieser Mechanismus ist beim Eiereiwei§ nicht vorhanden, solange die
Konzentration und die Temperatur nicht zu hoch sind und das py
iiber 1,0 ist. Bei der Gelatine scheint dieser Mechanismus mit ihrer
Tendenz zur Gelbildung in Beziehung zu stehen.

Nach ZsicmonDY hat SmoLucHOWsKI die Viscositidtszunahme einer
Aluminiumoxydlosung bei eintretender Gerinnung durch die Annahme
von Fliissigkeitseinschliissen zwischen den Teilchen erklirt. Aus der
Zunahme der Viscositit wiahrend der Gerinnung von Aluminium-
oxydlésungen berechnet SmoLucHOWsKI, daB die gerinnenden Teilchen
ein 400—500mal so groBes Volumen einnehmen als die trockene Sub-
stanzl). Diese offenbare Volumenvermehrung wird so erklirt, daf3 bei
der Aggregatbildung aus nadelférmigen Teilchen Wasser zwischen diesen
Teilchen eingeschlossen wird. Allem Anschein nach hat SMOLUCHOWSKI
diese Wasserokklusion nicht mit dem Donnan-Gleichgewicht in Be-
ziehung gebracht.

1) Zitiert nach ZsiGMONDY (S. 98). Die Arbeit von SMoLUCHOWSKI war dem Ver-

fasser nicht zuganglich, denn die Nummer der Zeitschrift, in welcher diese Arbeit
erschien, ist im Institut in der Kriegs- und Nachkriegszeit nicht eingetroffen.
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Wenn wir diese Vorstellung fiir die Erklirung der hohen Viscositit
von Gelatinelésungen im Vergleich zu der von Eieralbuminlésungen
heranziehen, so kommen wir zu dem Ergebnis, daBl Gelatinelosungen
submikroskopische, feste Gelteilchen enthalten miissen (d. h. Micellen),
die relativ groBe Wassermengen einschlieBen. Demnach ist dann das
relative Volumen, das die Gelatine in der Losung einnimmt, vermehrt.
Beim EiereiweiB sind solche Teilchen nicht oder nur spirlich vorhanden.
Diese submikroskopischen Gelteilchen sind die Vorlidufer des zusammen-
hingenden Gels, in welches Gelatinel6sungen tiberzugehen streben. Dal
diese Teilchen bei Eieralbuminlésungen fehlen oder spirlich sind, hangt
damit zusammen, daB diese Losungen bei gewdhnlicher Temperatur
und bei einem py iiber 1,0 kein Gel bilden. Sinkt das py unterhalb
1,0 und steigt die Temperatur, so bilden die Losungen von krystalli-
nischem Eiereiweil nunmehr ein Gel. Dann ist ihre Viscositdt von der
gleichen hohen GroBenordnung wie bei den Gelatinelgsungen.

Diese Annahme wiirde gleichfalls erkldren, weshalb py-Anderungen
bei Gelatinelosungen ahnliche Anderungen der Viscositit wie des
osmotischen Druckes bedingen, wihrend die Viscositit von Eier-
albuminlésungen einen solchen EinfluB des py nicht erkennen 1laBt.
Zwischen diesen submikroskopischen festen Gelteilchen und der um-
gebenden Lésung muB sich nidmlich ein Donnan-Gleichgewicht aus-
bilden, und von diesem Donnan-Gleichgewicht héngt die Wasser-
menge ab, die das in der Gelatinelosung schwimmende submikro-
skopische feste Gelteilchen einschlieBt. Da die geringe GréBenord-
nung der Viscositit von Albuminlésungen das Vorhandensein einer be-
trachtlicheren Zahl solcher fester submikroskopischer Teilcheh aus-
schlieBt, so kann offenbar auch das Donnan-Gleichgewicht sich bei der
Viscositdt von Losungen dieses Proteins nicht bemerkbar machen,
solange dieses nicht zu konzentriert, seine Temperatur nicht zu hoch
und sein py iber 1,0 ist.

2. Wir miissen nun untersuchen, ob zwischen festen Gelatineteilchen
und einer diese umgebenden verdiinnten Losung eines Gelatinesalzes,
etwa von Gelatinechlorid, ein Donnan-Gleichgewicht besteht. Ver-
suche hieriiber wurden so angestellt, daB wir Gelatinepulver in Gela-
tineldsungen brachten und dann die Membranpotentiale und die Wasser-
stoffelektrodenpotentiale zwischen den Teilchen des Gelatinepulvers
und der AuBenfliissigkeit bestimmten. Wenn sich hierbei ein Donnan-
Gleichgewicht einstellt, so miissen die beiden Potentiale {ibereinstimmen.

Es mag zuerst seltsam erscheinen, dal zwischen festen isoelektrischen
Gelatinekérnchen und einer Gelatinechloridlésung sich ein Donnan-
Gleichgewicht ausbilden kann. Hierbei miiten dann die H'- und CI'-
Tonen innerhalb der festen Koérnchen anders konzentriert sein als in
der umgebenden Gelatinelssung. Indessen bildet sich hierbei tat-
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sichlich ein solches Donnan-Gleichgewicht aus, wie sich aus der Tabelle 48
ergibt. Der Grund hierfiir ist leicht einzusehen. In dem festen Gela-
tinekornchen ist die Konzentration der Proteinmolekiile viel hoher als
in der schwachen, die Kérnchen umgebenden Gelatineldsung. Setzt
man Salzsiure zu, so muB die Konzentration der Gelatineionen im
Inneren der festen Kérnchen hoher sein als in der verdiinnten Gelatine-
losung, in welcher die Kornchen suspendiert sind. Aus der DONNAN-
schen Theorie ergibt sich, daB dieser Unterschied der Proteinkonzen-
trationen zwischen dem Inneren der Pulverkdrnchen und der Losung
ein Membrangleichgewicht bedingen muB. Somit muB dann auch ein
Membranpotential bestehen, das innerhalb der Fehlergrenzen derartiger
Messungen mit dem H'-Potential iibereinstimmen mus.

Tabelle 48.
Donnan-Gleichgewicht zwischen Gelatineteilchen und einer sie umgebenden
Gelatinelosung.
Feste Gelatine in 100 ccm . g | 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Geloste Gelatine in 100 ccm g | 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0
pu des Gelatinepulvers | — | 3,30 3,26| 3,28| 3,24| 3,28 3,24| 3,30| 3,26

pu der Gelatinelosung . |2,99 | 2,97| .2,90! 2,88| 2,83 2,77| 2,72| 2,69| 2,62
pr der festen minus pgy

der fliissigen Gelatine | — | 0,33| 0,36 0,40, 0,41| 0,51} 0,52| 0,61 0,64
H'-Potential (Millivolt) [ — [19,0 [21,0 |23,0 |24,0 |29,5 [30,0 35,5 |37,0
Membranpotential

(Millivolt) . . . .| — |14,5 |17,0 |17,0 |17,5 |23,0 |26,0 |30,0 |33,0

Die Richtigkeit dieser Uberlegung wurde durch das folgende Ex-
periment bestdtigt. Es wurden Mischungen aus Losungen isoelektrischer
Gelatine und aus gepulverten isoelektrischen Gelatinekérnchen derart
hergestellt, daB 100 ccm der Losung stets insgesamt 0,8 g isoelek-
trische Gelatine enthielten. Das Verhiltnis der festen und der fliissigen
Gelatine wurde variiert, wie in der Tabelle 48 angegeben ist. In je
100 ccm der Mischung waren 8 ccm n/10-HCl enthalten. Die Mi-
schungen wurden 2 Stunden lang bei 20° gehalten und hiufig ge-
schiittelt, um die Ausbildung des Gleichgewichtes zwischen Ké&rnchen
und Losung zu beschleunigen. Dann wurde die gepulverte Gelatine
von der flilssigen Phase durch Filtration getrennt. Um das Membran-
potential zwischen den festen Gelatineteilchen und der Gelatineldsung
zu bestimmen, wurden die festen Teilchen geschmolzen und in den fiir
die Bestimmung des Membranpotentials zwischen Gel und AuBen-
fliissigkeit geeigneten GefiBen zur Erstarrung gebracht. In diesem
Fall handelte es sich, abweichend von den fritheren Untersuchungen,
um die Ermittlung der Potentialdifferenz zwischen dem festen Gel und
der mit ihm im Gleichgewicht befindlichen Gelatinelosung. Die in der
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Tabelle 48 zusammengestellten Ergebnisse zeigen, da3 zwischen Gela-
tinekérnchen und einer schwachen Gelatinelosung betrichtliche Mem-
branpotentiale bestehen und daB diese Potentialdifferenz erwartungs-
gemdl zugleich mit der relativen Zunahme der festen Gelatine ansteigt.

Die Bestimmungen des H'-Potentials beweisen, daB die Membran-
potentiale durch ein Donnan-Gleichgewicht bedingt sind?!). Jedoch
besteht zwischen den Membranpotentialen und den H'-Potentialen eine
fast konstante Differenz, deren Wesen noch nicht aufgeklirt ist.
Nach diesen Ergebnissen ist es sicher, daB die Saurewirkung auf die
Viscositit von Suspensionen gepulverter Gelatineteilchen in einer
Gelatinelosung durch die Quellung dieser Teilchen bedingt ist und
dafB diese Erscheinung durch Ausbildung eines Donnan-Gleichgewichtes
zustande kommt.

3. Eine Suspension gepulverter Gelatine in Wasser miite also nach
unseren Ausfithrungen eine grofere Viscositdt haben als eine Lésung
der gleichen Gelatinemenge in dem gleichen Volumen Wasser bei
gleicher Temperatur. Im zweiten Fall hitten wir ndmlich eine echte
Losung vor uns (dies haben wir im ersten Teil des Buches gesehen),
und hierbei kann die Gelatine ihr Volumen durch Wasseraufnahme
nicht vergréBern. Ferner miissen Elektrolyte die Viscositdt von Gela-
tinesuspensionen ebenso beeinflussen wie den osmotischen Druck von
Gelatinelgsungen. Es ldBt sich experimentell zeigen, daB diese Uber-
legungen richtig sind.

Gelatinepulver wurde in Portionen zu 0,5 g abgeteilt. Die Portionen
wurden in je 100 ccm wiésseriger Losung mit einem Gehalt von 0, 1,
2,3 4,5, 6,7, 810, 12,5, 15 und 20 ccm n/10-HCl gebracht, so daB3
Gelatinesuspensionen mit abgestuftem py entstanden. Diese Suspensionen
blieben 1 Stunde lang bei 20° stehen, um die Teilchen zur Quellung
zu bringen, dann wurde bei 20° die Viscositit der Suspensionen mittels
eines geraden Viscosimeters bestimmt. Die AusfluBzeit fiir Wasser be-
trug bei diesem Viscosimeter bei 20° 48,5 Sekunden. Die obere Kurve
der Abb. 77 stellt die relativen Viscositidten dieser Suspensionen in bezug
auf die des Wassers bei 20° dar (wenn die Viscositit hoch ist, so sind
die Werte etwas zu groB, denn die festen Gelatineteilchen sammeln
sich dann unter der Gravitationswirkung an der oberen Offnung der
Capillare und vermehren deshalb wahrend eines Teiles der Messungs-
zeit voriibergehend die Dichtigkeit der Suspension). Nachdem in dieser
Weise die Viscositit einer Suspension bestimmt war, wurde die Sus-
pension durch Erhitzen fiir 10 Minuten auf 45° in eine Losung iiber-
gefithrt. Dann wurde die Losung rasch auf 20° abgekiihlt und nun ihre

1) Die Potentialdifferenz zwischen fester Gelatine und Gelatinelosung 1a8t
sich nicht so exakt bestimmen wie zwischen zwei, durch eine Membran ge-
trennten Flissigkeiten.
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Viscositit sofort mit dem gleichen Viscosimeter bei der gleichen Tem-
peratur bestimmt. Man ersieht aus der unteren Kruve der Abb. 77,
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Abb. 77. Die obere Kurve gibt das Ver-
halten der Viscositat von 0,5 proz. Gelatine-
suspensionen wieder, die untere Kurve die
Viscositaten der gleichen Fliissigkeiten,
nachdem durch Erhitzen .die Suspension in
eine Losung tbergefithrt war. Samtliche
Messungen werden bei 20° C vorgenommen.
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Abb. 78. Die Wirkung des py auf die Viscosi-
tat 0,5 proz. Gelatinesuspensionen und die
pua-Wirkung auf das Volumen der Gelatine.

daB jetzt die Viscositit viel
kleiner geworden ist. Die
Abszissen bedeuten das py
der Losungen resp. der Sus-
pensionen.  Vergleicht man
die Abb. 77 und 73, so wird
offenbar, daB das py die Vis-
cositit der Gelatinesuspension
viel stirker als die der Gela-
tinelgsungen beeinfluBt. Wenn
man eine Suspension zum
Schmelzen bringt, rasch auf
20° abkiihlt und sofort unter-
sucht, so ersieht man, wie
ein Vergleich der oberen mit
der unteren Kurve der Abb. 77
lehrt, daB die Wirkung des
pu fast vollstindig fehlt.
Bestimmen wir das Volu-
men der suspendierten Teil-
chen, so stellt sich heraus,
daB3 es sich dhnlich wie die
Viscositdat dndert. Portionen
zu 0,5 g von gepulverter kiuf-
licher Gelatine (COOPER), deren
pyungefihr 6,0 betrug, wurden
in je 100 ccm Wasser mit vari-
iertem Salzsduregehalt ge-
bracht. Die Pulverkérnchen
waren von ungefdhr gleicher
GroBe (sie passierten Sieb 100,
aber nicht Sieb 120), dagegen
war ihre Form sehr unregel-
miBig.  Sie wurden einige
Stunden bei 20° in den L&-
sungen belassen, dann wurde

die AusfluBzeit des Gemisches durch eine Capillarréhre bei 20° be-

stimmt.

Die AusfluBzeit fir Wasser betrug bei dem Viscosimeter

bei der gleichen Temperatur 24 Sekunden. Selbstverstindlich wurden
die Suspensionen griindlich umgeriihrt, bevor sie in das Viscosimeter
eingesaugt wurden, da die Gelatineteilchen sich sonst rasch zu Boden
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senkten. Nach der Bestimmung der Viscositit wurden die Suspen-
sionen durch ein baumwollenes Filter gegeben. Das Volumen des Fil-
trates wurde gemessen; wenn wir dieses von dem Ausgangsvolumen der
Suspension, das in allen Fillen 100 ccm betrug, subtrahierten, so
konnten wir das Volumen bestimmen, das die Gelatirie einnahm
(selbstverstdndlich ist eine solche Bestimmung nicht sehr genau).
Nun wurde die Gelatine geschmolzen und ihr py sowie das des
Filtrates elektrometrisch be-

stimmt. In der Abb. 78

sind die Ergebnisse eines *° L3 T

solchenVersuches dargestellt. | “,,,Q“/ f

Die untere Kurve gibt die —*l\ﬁg zs/ \'

Wirkungdes py (der Gelatine) 35 %&‘\ g

auf die Viscositdt, die obere § 3§ 7 \\
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die Viscositit von Protein- )
Abb. 79. Die Viscosititen von 0,5 proz.

1.. : :

osungen, wie sich aus flen Gelatinechlorid-, -phosphat, und -sulfat-
Ku'rv'en der Abb. 79 ergibt. suspensionen. Die Chlorid- und Phosphat-
Bei diesen Versuchen wurden kurven fallen praktisch zusammen, die

Ge]atineportionen zu 0,5 g, Sulfatkurve liegt erheblich tiefer.

die sehr fein gepulvert waren

(so daB sie das Sieb 100, aber nicht das Sieb 120 passierten) und ein py
von 7,0 hatten, in eine Reihe Bechergldser mit je 100 ccm verdiinnter
Salzsdure mit verschiedenem py gebracht und in diesen Losungen iiber
Nacht bei einer Temperatur von 20° gelassen. Gleichzeitig wurden
analoge Versuche unter Verwendung entsprechender Phosphorsiure-
und Schwefelsduremengen angestellt. Bei diesen letzteren beiden Ver-
suchsreihen enthielten je 100 ccm Losung ebenfalls 0,5 g Gelatine-
pulver. Sie unterschieden sich von der ersten Reihe nur dadurch, da8
an die Stelle der Salzsdure Phosphorsiure resp. Schwefelsdure getreten
war. Nach 19 Stunden wurden bei 20° die Viscosititen simtlicher
Suspensionen bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Abb. 79 dar-
gestellt, in der die Ordinaten die relativen Viscosititen (bezogen auf
Wasser) und die Abszissen das py der Gelatineteilchen nach ein-
getretenem Gleichgewicht bedeuten. Man sieht, dafl bei Suspensionen
von Gelatinesulfat die Viscositit etwas weniger als halb so groB ist
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als bei Suspensionen von Gelatinechlorid oder -phosphat von gleichem
pu. Die Kurven des Gelatinechlorids und -phosphats fallen, mit Aus-
nahme eines Teiles des absteigenden Kurvenastes, zusammen. Die
Abweichung ist wahrscheinlich durch die unvollstindige elektrolytische
Dissoziation der Phosphorsdure bedingt. Wir hatten schon gesehen,
daB diese drei Siuren die Quellung von Gelatine in ganz &hn-
licher Weise beeinflussen. Die Kurven des relativen Volumens von

Gelatinepulver in  Losungen

dieser drei Sduren (Abb. 32,
5 6 % S.100) entsprechen den Viscosi-
3 titskurven der Abb. 79. Das
30 = 208 . .
N N> ] relative Volumen des Gelatine-
EM X . 5@ sulfats “war nimlich ungefdhr
§ ’ § halb so groB wie das des Gela-
L, %, wy tinechlorids oder Gelatinephos-
g4 NG cé’ h leich
N A3 § Phats von gleichem pg.
Q:H N PR Die Viscositit einer Gelatine-
< chloridlésung etwa vom py = 3,0
] ird, wie wi hen haben
10 i T i ¢ wird, wie wir gesehen haben,
0% 0 512 2% T8 6F X B4 durch  Neutralsalzzusatz  bei

NaMls-Honzentration
o konstantem py verkleinert (Abb.

Abb. 80. Die depressorische Wirkung 52, S. 122). Das gleiche gilt
von Neutralsalzen auf die Viscositit von ’ . . . .
auch fiir die Viscositit von

Gelatinepulversuspensionen und auf das . ” :
von den Gelatineteilchen in der Suspen- Gelatinepulversuspensionen. Wir

sion ‘eingenommene Volumen. brachten wiederum Portionen
zu 0,5 g unseres Gelatinepulvers
von py = 6,0, welches das Sieb 100, aber nicht das Sieb 120 passiert
hatte, in je 100 ccm Wasser mit einem Gehalt von 6 ccm n/10-HCI und
verschiedenen NaNQO,;-Mengen; die Konzentration dieses Salzes war in
den Losungen zwischen m/8 und m/2048 abgestuft. Eine Losung war
salzfrei. Das py der Gelatine betrug um 3,0 herum, die Versuchs-
temperatur war 20°. Nun wurde 21/, Stunden lang die Ausbildung des
Donnan-Gleichgewichtes abgewartet, die Viscositit jeder Suspension bei
20° gemessen und das von den suspendierten Gelatineteilchen einge-
nommene Volumen nach der beschriebenen Methode bestimmt. Es ergab
sich, daB das relative Volumen der Gelatineteilchen sowohl wie die Viscosi-
tit vermindert sind (Abb. 80). Die beiden Kurven laufen einander in den-
jenigen Bezirken nicht parallel, bei denen das Gelatinevolumen gro83
ist. Dieses Verhalten konnte man voraussagen, denn in diesen Fillen
ist die EINSTEINsche Formel nicht mehr giiltig. Die py-Bestimmungen
der Gelatine und der AuBeniliissigkeit ergaben, daB die Differenz der
beiden Werte entsprechend der DonnaNschen Theorie durch den
Salzzusatz verkleinert wird (Tabelle 49).
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Tabelle 49.
NaNO;-Konzentrationen
b4 S ) © ®
Sls|al&|Z &8 =
° g g g g g g g g
pu der Gelatineteilchen . . . . . 3,04| 3,04| 3,03 3,02| 3,00| 3,02| 2,97| 2,94/ 2,85
pu der iiberstehenden Losung . . |2,74|2,76| 2,76/ 2,76| 2,77| 2,80| 2,78 2,77| 2,70
Differenz py innen minus pg aullen |0,30| 0,28 0,27| 0,26 0,23, 0,22/ 0,19, 0,17| 0,15

Diese Versuche beweisen die Richtigkeit unserer Ansicht, daB die
Viscositdit von Suspensionen gepulverter Gelatine in Wasser von
verschiedenem p; in der gleichen Weise durch Elektrolyte beeinfluBt
wird wie die Viscositit von Losungen der gleichen Gelatinesalze, und
daB diese Erscheinungen bei den Suspensionen durch die Wirkung des
Don~anschen Gleichgewichtes auf den Quellungszustand der Teilchen
zustande kommen.

Wir bestimmten das Volumen V, das die Gelatine in 100 ccm der
Suspension einnahm, indem wir filtrierten und das Volumen des Fil-
trates von dem Gesamtvolumen der Suspension subtrahierten. Wenn
wir die Viscositit kennen, so kann man die EINsTEIN sche Konstante ¢
nach der Formel (

o
berechnen. Wenn V hinreichend klein ist, so mul ¢ = 2,5 sein. Die
Ergebnisse einer Reihe solcher Rechnungen sind in der Tabelle 50
zusammengestellt. Man sieht, daB die EINSTEINsche Formel die Werte
fir die Viscositit richtig wiedergibt, wenn das Volumen der Gelatine
klein ist. In solchen Fillen ist ¢ gleich oder fast gleich 2,5.

Wird nun das Volumen der Gela-

tine groBer, so wichst auch der Wert Tabelle 50.

fiir c. DaB der Wert von ¢ groBer als v 7 .
2,5 wird, wenn das von den suspen- cem 7o

dierten Teilcher} eingenommene Vo- 12,0 1.202 2.5
lumen groB ist, hatten schon 17,0 1,480 2.8
HatscHEk, SmoLucHOWSKI und 18,0 1,792 4,4
ARRHENIUS gefunden. Wir haben 20,5 2,064 5,1
schon hervorgehoben, daB HATSCHEK 20,5 2,020 4.9
den Wert 2,5 der EINSTEINschen fg’g :2;2 ;'i
Formel durch einen gréBeren, nim- 16,5 1,542 3.3

lich 4,5, ersetzen wollte. Durch

diese Anderung kénnen indessen Ubereinstimmungen nicht erzielt werden,
denn der Wert ¢ 148t bei unseren Versuchen einen Gang erkennen. Er hat
ein Maximum, wenn das Volumen der Gelatineteilchen ein Maximum
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ist. Diese Schwierigkeit ist in der Gleichung von ARRHENIUS weit-
gehend vermieden; wir miissen also von der EINSTEINschen Formel
zu der von ARRHENIUS {bergehen, wenn das relative Volumen der
gelosten oder suspendierten Teilchen so gro8 wird, daBl die EINSTEIN-
sche Formel nicht mehr angewendet werden kann. Im néichsten Kapitel
werden wir hieriiber noch eingehender berichten.

Die Versuche iiber die Viscositit von Suspensionen gepulverter
Gelatine in Wasser haben also folgende Ergebnisse gezeitigt: 1. Die
Wirkung des py, der Ionenvalenz und der Konzentration zugesetzter
Neutralsalze auf die Viscositit von wésserigen Suspensionen fein-
gepulverter Gelatine ist dhnlich der Wirkung dieser drei Faktoren auf
die Viscositit von Gelatinelosungen. 2. Die Elektrolytwirkung auf die
Viscositit von Suspensionen kommt auf dem Umweg iiber Anderungen
des Quellungsgrades (oder des relativen Volumens) der suspendierten
Teilchen zustande. 3. Aus dieser letzteren Tatsache ergibt sich, daBl
das Donnan-Gleichgewicht auch die Viscositdtsinderungen solcher Sus-
pensionen bestimmt.

Finfzehntes Kapitel.
Die Viscositdt (Fortsetzung).

1. In dem vorigen Kapitel ist {iber Versuche mit wisserigen Sus-
pensionen gepulverter Gelatine berichtet worden. Wir miissen nun-
mehr der Frage nihertreten, ob die hohe Viscositit von Gelatine-
losungen ebenfalls durch gequollene feste, in der Gelatinelosung sus-
pendierte Gelatineaggregate bedingt ist. Wenn dies zutreffen sollte,
so miiBte die Viscositit einer Gelatinelésung um so mehr zunehmen,
je linger man sie bei einer hinreichend tiefen Temperatur sich selbst
iiberlaBt, denn hierbei miiBten sich immer mehr isolierte Molekiile zu
Aggregaten vereinigen. Die submikroskopischen festen Aggregate, die
man als Vorldufer des zusammenhdngenden Gels, in welches Gelatine-
I6sungen unter geeigneten Bedingungen iibergeht, ansehen konnte,
sind nicht bloBe Fiktionen; ihre Existenz ist durch die Beobachtungen
von MENz sichergestellt!). Dieser Autor konnte auch feststellen, daf3
die Anzahl und die GroBe dieser Teilchen mit der Zeit zunehmen.

Erhitzt man eine 0,5proz. Losung isoelektrischer Gelatine rasch
auf 45°, kithlt sie dann rasch auf eine niedrigere Temperatur, etwa
20°, ab und hélt sie bei dieser Temperatur, so erstarrt die Lésung
schlieBlich zu einem zusammenhdngenden Gel. Inzwischen nimmt
ihre Viscositdt stetig zu. Die natiirlichste Erklarung dieses Verhaltens
ist die Annahme, daB der Bildung eines zusammenhingenden Gels

1) MENz, W.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 66, S.129. 1909.
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die Bildung submikroskopischer Gelstiickchen vorangeht, deren Zahl
und GroéfBe zunimmt, bis schlieBlich ein zusammenhingendes Gel
entstanden ist. Je lidnger also eine Losung von isoelektrischer Ge-
latine bei 20° gehalten wird, um so gréBer wird die Zahl der in
der Loésung sich bildenden submikroskopischen Gelteilchen. Diese
Gelteilchen, die von einer echten wisserigen Losung isolierter Ge-
latinemolekiile umgeben sind, schlieBen eine gewisse Menge Wasser
ein, deren Betrag durch die DoNNANschen Gleichungen bestimmt wird.
Setzen wir also einer 0,5proz. isoelektrischen Gelatinelésung etwas
Salzsiure zu, so miilten wir eine héhere Viscositit finden, wenn die
Losung vorher einige Stunden bei 20° gestanden hitte, als wir finden,
wenn die gleiche Sduremenge der Gelatine sofort nach dem Erhitzen
auf 45° und dem raschen Abkithlen auf 20° zugesetzt hitten.

Das Resultat eines solchen Versuches entspricht den Erwartungen,
wie sich aus Abb. 81 ergibt. Eine 0,5proz. Losung isoelektrischer
Gelatine wurde rasch auf 45° erhitzt, dann rasch auf 20° abgekiihlt
und durch Salzsdurezusatz
auf abgestufte py- Werte
gebracht. Die bei 20° ge- 4% A%
messene Viscositit dieser PR
Losungen wird durch die %2 /4
unterste Kurve der Abb. 81 § )
dargestellt. LieB man da- § ~ ol
gegen die 0,5 proz. isoelek- §
trische Gelatinelssung 3 {77 / . 2
Stunden bei 20° stehen, 0\27,6' - ool ,
bevor die Siure zugesetzt 45 ™~ ?f N
wurde, so wurden bei der 44 v
Messung der Viscositdt bei 13
20° andere Werte erhalten.
Sie sind in der mittleren
Kurve der Abb, 81 dar-  Apb. 81. Beschreibung dieses Versuches im
gestellt; die Kurve lauft nebenstehenden Text.
der unteren Kurve etwa
parallel, ist aber betrdchtlich hoher. Der Grund dafiir ist der, daB sich
innerhalb der 3 Stunden eine groBere Anzahl fester, quellungsfdhiger
Gelteilchen gebildet hatte. Wartete man mit dem Salzsdurezusatz zu
der bei 20° aufbewahrten isoelektrischen Gelatineldsung 17 Stunden
lang, so erhilt man aus den Messungen eine Kurve die noch héher
liegt und mit Ausnahme des Gipfelteiles der untersten Kurve, an-
nihernd parallel liuft. Wahrscheinlich wichst bei dem Stehenlassen
der Losung auBer der Anzahl der Gelteilchen auch deren GroBe. Der
Verfasser hat beobachtet, daB bei seinen Versuchen die Viscositit um

L
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so groBer war, je groBer die KornchengroBe ist, denn die Viscositit
ist hauptsichlich, wenn auch nicht ausschlieBlich, eine Funktion des

relativen Volumens der Teilchen.
Nun ist die Gelbildung der Gelatine ein reversibler Vorgang; es
miissen sich also in einer Gelatinelsung bei ruhigem Stehen zwei ein-
ander entgegengesetzte Vor-

1701 o] ginge gleichzeitig abspielen;
o/l erstens die Bildung fester
08 3/ 7] Gelteilchen durch Aggrega-
’ tion vorher isolierter Gela-
0 , | tinemolekiile oder -ionen,
X / jedesmal wenn ihre oligen
3 Gruppen einander beriihren,

o . . . .
S0 / und zweitens die Dissozia-
f ' tion solcher Aggregate (Mi-
%50 cellen) unter Bildung iso-
S T lierter Molekiile und Ionen
50 bei 25 unter dem EinfluB der von
PEPYT) der Temperatur abhingigen

el 35°C

40 = Molekularbewegung.  Man
Teor4s90—| kann leicht zeigen, daB sich
30 Gelatinepulver von einem
20 460%™  bestimmten py um sorascher

0 5 10 175 20 25 30 35 w 4 50 55 60Min. lost, je hoher die Temperatur

Abb 82. Der EinfluB der Temperatur auf ist. Wenn unsere Annahme

die Viscositit sich selbst @berlassener Gela- Tichtig ist, nach welcher in
tineldsungen. Der Gelatinegehalt betragt einer Gelatinelosung zwei ein-
2 % das py 2.7. ander entgegengesetzte Vor-
ginge sich abspielen, so
mull mit steigender Temperatur die Zerfallsgeschwindigkeit der Mi-
cellen zunehmen. Bei sehr tiefer Temperatur miiBte demnach die Vis-
cositdt einer sich selbst iiberlassenen Gelatinelosung sehr rasch zu-
nehmen, weil sich fortwihrend neue Micellen bilden, die dann so gut wie
gar nicht zerfallen. Uberschreitet die Temperatur, bei welcher man die
Loésung sich selbst iiberldBt, einen bestimmten Betrag, so kann die
Zerfallsgeschwindigkeit der Micellen groSer werden als ihre Bildungs-
geschwindigkeit. Bei einer solchen Temperatur miite dann die Viscosi-
tit einer sich selbst {iberlassenen Gelatinelésung kleiner werden.

Wir unterzogen diese SchluBfolgerungen einer experimentellen Prii-
fung und konnten ihre Richtigkeit erweisen. Eine 2proz. Gelatine-
chloridlosung vom py 2,7 wurde rasch auf 45° erhitzt und dann
rasch auf diejenige Temperatur abgekiihlt, bei welcher die zeitliche
Anderung der Viscositit beobachtet werden sollte. In bestimmten
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Zeitabschnitten wurde die Viscositdt der Losung gemessen. Die Abb. 82
enthilt die Ergebnisse. Bei 15° nahm die Viscositit der sich selbst
iiberlassenen Losung rasch zu, bei 25° war eine weniger rasche Zunahme
festzustellen, wihrend bei 35° oder dariiber die Viscositit beim Stehen
abnahm, und zwar um so mehr, je héher die Temperatur war. Die
beiden einander entgegengesetzten Vorginge, ndmlich die Bildung und
die Riickbildung der Micellen,
halten bei einer Temperatur
nahe 35° einander die Wage 77
(bei einer 2proz. Gelatine-
chloridlésung vom py=2,7).
Davis und OAKEs?!) geben
hierfiir eine Temperatur von
etwa 38° an.

Wenn wir zu einer Losung
von isoelektrischer Gelatine
von einer bestimmten Tempe-
ratur Sdure zusetzen, so nimmt
die Geschwindigkeit, mit der
die Teilchen in Losung gehen, 4o 89—
mit zunehmender Wasserstoff- ¥
ionenkonzentrationder Losung 40
zu und l4aBt im Gegensatz zur
Quellung kein Maximum er- 20— 5535 v 45 50 45 aahin
kennen. Demnach miite die
VlSCOSltat einer 0,5 proz. Abb. 83. Die Zunahme der Viscositat von

Gelatinesulfatlosungen von abgestuftem py.
Am raschesten ist die Zunahme im iso-
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Losung isoelektrischer Gela-

tu.le’ die man bei einer be- elektrischen Punkt, woraus hervorgeht,
stimmten Temperatur, etwa daB die Anwesenheit von Siure die
20°, sich selbst iiberldBt, um  Bildungsgeschwindigkeit von Micellen ver-
SO weniger rasch zunehmen, mindert.

je betrichtlicher der Siure-
zusatz gewesen ist; denn je groBer die Wasserstoffionenkonzentration
ist, um so ausgesprochener ist die Losungstendenz schon gebildeter Gel-
teilchen, wihrend der umgekehrte Vorgang, das Zusammentreten iso-
lierter Molekiile oder Ionen, nicht beschleunigt wird. Die Viscositit
einer bei 20° sich selbst iiberlassenen 0,5 proz. Gelatinechlorid- oder
-sulfatlésung miifte also um so langsamer zunehmen, je kleiner ihr
by ist. DaB dies der Fall ist, ergibt sich aus der Abb. §3.

Wir hatten im ersten Teil des Buches gesehen, dal die Losungs-
geschwindigkeit von Gelatinepulver in Wasser durch verschiedene Salze

1) Dawis, C. E. u. E. T. Oakgs: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 44,
S. 464. 1922.
15*
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verschiedenartig beeinfluBt wird. Die Lo6sungsgeschwindigkeit von
Gelatinechloridpulver wird durch Na,SO, vermindert, sobald dessen
Konzentration m/64 iibersteigt, und diese Verminderung ist um so
ausgesprochener, je hoher die Salzkonzentration ist. Demgegeniiber
vermehrt CaCl, die Ld&sungs-

geschwindigkeit des Gelatine-
33 v . .
22 A chloridpulvers, sobald die
87 7L Salzkonzentration den Wert
50 jy/ m/4 iibersteigt.
29 va Es wurden nun Gelatine-
28 / chloridlésungen vom 4y 3,4
) ) g 3
827 Y mit einem Gehalt von 1g
26 N urspriinglich  isoelektrischer
S R\ Gelatine in 100 ccm unter
tzﬂ W, |5 Verwendung von Na,SO, und
N ohne [Vaz . :
] 4 "% Ca(Cl, in verschiedenen Kon-
KL N?"/S‘ zentrationen hergestellt. Die
47 oy S0 M2 L Losungen wurden rasch auf
5’5 51 e [ sp, LA 45° erhitzt, dann rasch auf 20°
. M 0 abgekiihlt und bei dieser
78 g a,Vaz .
27 y 2 Temperatur 1 Stunde sich
; 5 ¥ selbst iiberlassen. Wihrend
15 dieser Zeit wurde in Abstinden
M [ von 5—10 Minuten die Aus-

0 5 70 75 20 25 30 35 40 45 50 55 60Min. ‘fluBzeit der L('jsungen aus

Abb 84. Na,SO, in Konzentrationen von einem Viscosimeter bestimmt.
m/64 und dariiber vermehrt die Viscositit Die AusfluBzeit von Wasser
voa Gelatinechloriqlésu?gen vom py 3,4 von 20° betrug bei diesem
bel 20% Viscosimeter 61 Sekunden.

Die Viscositit einer Gelatinechloridlosung vom py = 3,4 steigt nur
sehr langsam an (die oberste Kurve der Abb. 84); die Geschwindigkeit
der Viscosititszunahme wird durch die Anwesenheit von m/512-Na,SO,
so gut wie gar nicht und durch die Anwesenheit von m/128-Na,SO,
nur wenig gedndert. Bei Gegenwart von m/32-Na,SO, wichst die
Viscositdt schon rascher, noch deutlicher bei m/8 und duBerst rasch
bei m/2-Na,SO,. Dieses Ergebnis konnten wir voraussehen, denn
Na,SO, bewirkt eine Verminderung der Losungsgeschwindigkeit des
Gelatinechlorids, sobald seine Konzentration m/64 iiberschreitet. In
solchen Lésungen werden die Micellen immer weniger rasch in Losung
gehen. Nun bilden sich bei 20° fortwihrend neue Micellen; betrigt
die Na,SO,-Konzentration mehr als m/64, so muB die Viscositit
rascher zunehmen, als wenn der Na,SO,-Gehalt kleiner als m/64 oder
Null ist.
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Aus der Abb. 85 sehen wir, daB CaCl, in Konzentrationen bis zu
der Viscositit einer Gelatinechloridlosung

m/8 dic zeitliche Anderung
nicht beeinfluBBt. Wichst in-
dessen die CaCl,-Konzen-
tration der Gelatinechlorid-
losung bis auf m/2 oder
m/1 an, so verschwindet die
zeitlicheViscositdtszunahme.
Es kann dann sogar zu einer
leichtenVermehrung der Los-
lichkeit des Gelatinechlorids
kommen.

Beim NaCl tritt keine
Anderung der Losungsge-
schwindigkeit des Gelatine-
chlorids ein, solange die
NaCl-Konzentration unter-
halb m/1 bleibt. Steigert man
die Konzentration iiber die-
sen Wert, so tritt Gerinnung
ein, die Viscositit kann dann
nicht mehr bestimmt werden.
Man muB3 demnach erwarten,
daB NaCl in Konzentratio-
nen bis zu m/1 die Geschwin-
digkeit der Viscositdtszu-
nahme sich selbst iiberlasse-
ner Gelatinechloridlésungen
nicht dndert. DaB dies auch
wirklich der Fall ist, zeigt
Abb. 86.

Die einfachste Methode,
feste Gelteilchen zum Zerfall
zu bringen, ist das Erhitzen
auf 45°. Wenn also die auf-
fallende Viscositatszunahme
einer bei 10 ° sich selbst iiber-
lassenen 0,5 proz. isoelektri-

Relative Viskositart

Relative Viskositart
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" 0 5 70 % 20 25 30 35 W 4 50 55 60Mm.
Abb. 85. CaCl, in Konzentrationen von

m/2 und dariiber bewirkt, daB die Viscosi-
tat sich selbst iiberlassener Gelatinechlorid-
lgsungen vom py 3,4 bei 20° nicht weiter

zunimmt.
T
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Abb. 86. NaCl andert die zeitliche Zunahme
der Viscositit von Gelatinechloridldsungen
vom py 3,4 bei 20° nicht, selbst wenn seine
Konzentration bis auf m/1 gesteigert wird.

schen Gelatineldsung durch die Bildung fester Gelteilchen bedingt ist, so
miiBte nach Erhitzung dieser Lésung auf 45 ° (bzw. nach Schmelzung und
Losung der festen Teilchen) und nach Abkiihlung auf 20° die Viscositdt
viel geringer gefunden werden. Die Viscositit muf3 viel kleiner sein
als die der gleichen Losung, die direkt von der Ausgangstemperatur 10°
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auf die Untersuchungstemperatur 20° gebracht war. Ein solcher
Versuch ist in der Abb. 87 dargestellt; sie zeigt, daB unsere Ver-
mutungen richtig waren.

Diese Versuche bedeuten eine Stiitze fiir unsere Ansicht, daB die
hohe Viscositdt von Gelatineldsungen und ihre BeeinfluBbarkeit durch
Elektrolyte dadurch bedingt ist, daB diese Lésungen submikroskopische
feste Gelteilchen (Micellen) enthalten. Diese Micellen kénnen erhebliche
Wassermengen einschlieBen, deren Betrag durch ein Donnan-Gleich-
gewicht bestimmt ist. Das heiBt also, die Beeinflussung der Viscositit

durch Elektrolyte ist in

45 letzter Linie eine Wirkung
’ 1) auf die Qqellung, also auf
10 & den osmotischen Druck im
% ’ J b 2] Inneren der Gelteilchen
$,5 o mittels des Donnan-Gleich-
i gewichtes.
3 7 4 . . v
R 20w 2. Bei Caseinlésungen
N s . . . .
Q . \_ wird die Viscositdt durch
15 vorher 754 far e 45 gehaltel! das py in der gleichen
Weise wie bei Gelatine-

lésungen beeinfluBt. Die
verminderte Wirkung der
Neutralsalze auf die Visco-
sitdit von Caseinchloridlé-
sungen ist dhnlich der Neu-
tralsalzwirkung auf den osmotischen Druck des Gelatinechlorids. Bei
Caseinlésungen besteht keine Neigung zur Gelbildung, indessen ist dem
Casein und der Gelatine gemeinsam, daB in ihren Loésungen sich
Teilchen befinden, die Wasser einschlieBen konnen, dessen Menge
durch das Donnan-Gleichgewicht geregelt wird. Folglich haben auch
Caseinchloridlésungen eine verhdltnismaBig hohe Viscositdt, welche
sich durch Elektrolyte in einer Weise #ndert, die fiir ein Donnan-
Gleichgewicht charakteristisch ist. DalB solche Teilchen in Casein-
chloridlésungen vorhanden sind, zeigt schon das Aussehen einer solchen
Losung. ,

Bei unseren Versuchen verwandten wir ein sehr feines, trockenes,
fast isoelektrisches Caseinpulver, das nach den Angaben von VAN SLYKE
und BAkKER hergestellt war. Das Pulver wurde gesiebt und Teilchen
von gleicher GréBe (die Sieb100 eben noch und Sieb 120 nicht mehr
passierten) in Mengen von je 1g in je 100 ccm verschieden konzen-
trierter Salzsdurelésungen gebracht. Die mikroskopische Untersuchung
der Kornchen ergab das Bestehen einer Quellung, die im isoelektrischen
Punkt ein Minimum hatte, mit zunehmender Wasserstoffionenkonzen-

70
PH18 80 22 24 25 28 30 32 3% 36 38 40 42 44 46 48

Abb. 87. Die Viscositat 5 proz. Gelatinechlorid-
1osungen bei 20°. Einstiindiges Erhitzen auf
45° vermindert die Viscositat betrachtlich.
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tration ein Maximum erreichte und dann bei weiterem Steigen der
Wasserstoffionenkonzentration wieder geringer wurde (vgl. neunzehntes
Kapitel). Das Volumen der in der Salzsdure suspendierten Caseinteilchen
hing also von dem py der Losung in dhnlicher Weise wie das Volumen
suspendierter Gelatineteilchen ab.

Man konnte diese Quellung auch in der Weise verfolgen, da man
die Losung in 100-ccm-MeBzylinder brachte und die Teilchen sich ab-
setzen lieB. Im isoelektrischen Punkt betrug das Volumen des Sedi-
mentes ein Minimum, es wuchs mit steigender Wasserstoffionenkonzen-
tration der Losung und nahm schlieBlich wieder ab. Die Kurven fiir
die Quellung und fiir das Volumen des Sedimentes vVerliefen aber nur
zu Beginn des Versuches parallel, denn von der gequollenen Gelatine
(die Quellung setzte sofort

. ; . . acs

ein) ging ein Teil in Losung §eo EZ 2 :

oder in Suspension. Das .78 N

Volumen des Sedimentes §76‘ \t\ :

wurde mit zunehmender R I ,:g

Versuchsdauer kleiner, ent- §,72 \ \'\‘3

sprechend derimmer groBe- 7% \ $ 5N

ren, in der iiberstehenden :J w4 \

Fl.u551gke1t bef}ndllchen Ca— g e ———
seinmenge. Dieses Verhal- Q‘Z’ ] ]

ten ist in der Abb. 88 dar- pH74 16 16 20 22 24 56 28 30 32 3% 36 38 40 42 4%

estellt. Die obere Kurve )
8 Abb. §8. Quellung und Lésung von Casein-

gibt die Sedimentvolumina  y:44 bei 20° innerhalb von 1 und 22 Std.
nach 1 Stunde wieder. Die

Suspensionen aus 1 g Caseinpulver in 100 ccm verschieden konzentrierten
Salzsiurelssungen wurden 1 Stunde lang bei 20° belassen.. Wihrend
dieser Zeit wurde wiederholt, aber nicht oft, geschiittelt. Dann wurden
die Suspensionen in 100-ccm-MeBzylinder iberfithrt und bei 20°
2 Stunden lang die Bildung des Sedimentes abgewartet. Das Sediment-
volumen wurde nun abgelesen und als Ordinaten tiber den py-Werten
dargestellt (die Kurve ,nach 1 Stunde” der Abb.88). Bei einer
analogen Versuchsreihe wurdé die Caseinsuspension 22 Stunden lang
bei 20° gehalten und 6 Stunden bei 20° im MeBzylinder belassen.
Die hierbei gefundenen Volumina sind die Ordinaten der zweiten
Kurve der Abb. 88 (,,nach 22 Stunden‘’). Die py-Angaben beziehen.
sich auf die gesamte Suspension.

Die Kurve ,,nach 1 Stunde” ist leicht zu deuten. Sie ist haupt-
sdchlich der Ausdruck des verschiedenen Quellungsgrades der Casein-
teilchen. Es ist langst ‘nicht soviel Casein in Loésung gegangen als bei
dem anderen, langdauernden Versuch. Das Volumen der festen Teilchen
ist im isoelektrischen Punkt ein Minimum, bei py 3,1 steigt es steil
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an, sinkt etwas ab bei py 2,2 und dann weiter bei $y41,8. Die
beiden Senkungen haben nicht dieselbe Ursache. Der Knick bei py 1,8
ist durch die Verminderung der Quellung des Sedimentes bedingt,
wihrend das Minimum bei 2,2 durch die bei diesem py maximale Los-
lichkeit des Caseinchlorids verursacht ist. Hierbei war ein besonders
groBer Teil des Caseinchlorids in Losung gegangen. Mit dieser Auf-
fassung stimmt die Tatsache iiberein, dafl das Minimum bei 2,2 mit
der Zeit groBer wird und in dem 22-Stunden-Versuch sehr ausgesprochen
ist (Abb. 88). Im iibrigen unterscheiden sich die Kurven dieser beiden
Versuche nicht wesentlich. DaB diese Deutung der Volumkurven der
Abb. 88 richtig ist, geht aus der Abb. 89 hervor, bei welcher die Ordi-
naten die Gewichte der

.E’aw _o- getrockneten Sedimente
‘§0.70 47 W ad bedeuten, deren Volumina
L060I\ o die Abb. 88 wiedergibt.
SN\ J\ :

Sgs50 X“‘\ . 17 - 1 g Caseinpulver hatte
Low N Jg}“’ nach 24stiindigem Trock-
Yo | R T 7 nen bei einer Temperatur
A kY4 . peratt
pow V7 zwischen 90 und 100° ein
‘g”ﬂz 2 Gewicht von 0,87g. Der
<

pH1e 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3¢ 35 38 40 42 4 in die iiberstehende Fliis-
sigkeit iibergegangene An-
teil des Caseinchlorids
(d. h. also der bei der
Messung des Sedimentes nicht mitbestimmte) findet sich in zwei
Formen, nimlich erstens als submikroskopische suspendierte Teilchen,
die sich bei hinreichend langer Versuchsdauer abgesetzt hitten, und
zweitens als isolierte Caseinionen und -molekiile. Die festen suspen-
dierten Teilchen machen unter dem EinfluB des Donnan-Gleichge-
wichtes den gleichen QuellungsprozeB durch wie die sedimentierten
Teilchen (es sei denn, daB sie zu klein sind, um Wasser einschlieBen zu
konnen). AuBerdem haben wir in der Losung noch Caseinionen — die
Caseinmolekiile sind wahrscheinlich unléslich, denn isoelektrisches Casein
15st sich so gut wie gar nicht im Wasser. — Diese Ionen kénnen aber nicht
quellen und kommen somit nicht fiir das Volumen, das das Casein ein-
nimmt, und fir die Viscositit in Betracht. Das von dem Casein in
der Losung eingenommene relative Volumen muB folglich um so kleiner
sein, je mehr feste Caseinchloridteilchen in isolierte Caseinionen oder in
Teilchen zerfallen, die zu klein sind, um Wasser einschlieBen zu kénnen.
Dementsprechend muB sich also auch die Viscositit verhalten. Wenn
unsere an dem Beispiel der Gelatine gepriifte Theorie richtig ist,
so muB3 also beim Casein die Viscositit an der Stelle ein interme-
didres Minimum haben, wo die Léslichkeit ein Maximum ist. Die

Abb. 89. Das Trockengewicht der Caseinsedi-
mente (vergl. Abb. 88).
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Richtigkeit dieser Annahmie ergibt sich aus den Viscosititskurven der
Abb. 90, welche die Viscositit nach 1 Stunde und nach 22 Stunden
wiedergeben. Diese Viscosititen beziehen sich auf die gleichen Experi-
mente, die in den Abb. 88 und 89 dargestellt worden sind. Wir be-
stimmten die Viscositdt unserer Objekte, die sowohl Suspensionen wie
Losungen darstellten, mittels eines geraden Viscosimeters. Wasser von
20° hatte in diesem Apparat eine AusfluBzeit von 48,4 Sekunden. Die
Kurven der Viscosititen fiir den 1stiindigen Versuch entsprechen
hauptséchlich den Quellungen, denn bei 20° 16st sich Caseinchlorid nur
langsam. Die Kurve ist fast ohne jede UnregelmiBigkeit; ihr Maximum
liegt zwischen py 2,1 und 2,4, einem Bezirk, in welchem die Quellung
ebenfalls ein Maximum hat.

Indessen ist doch ein klei- -7

ner Sattel bei py 2,2, vor- E, 5 / ')(%\"Jg:

handen entsprechend dem %;,, P \g:;

Loslichkeitsmaximum des §.23 /A = \‘-j_

Caseins. Y7 FANY
DieViscositidtskurve des ‘%7,7

22stiindigen Versuchs 1aBt
bei py 2,2, also bei der
maximalen Loslichkeit des
Caseinchlorids, einen aus-
gesprochenen Sattel erkennen. Somit ist die Annahme gerechtfertigt,
daB die hohe Viscositit durch gequollene Caseinteilchen bedingt ist,
von denen eine bestimmte Anzahl bei oder in der Nihe von py 2,2
in Lésung gegangen ist. Es sind also quellfihige Teilchen zerfallen,
deren Fragmente zu klein sind, um noch Wasser einschlieBen zu konnen,
daher muB das relative Volumen des Caseins und damit auch die Vis-
cositit sinken. Unterhalb von py 1,8 ist die Loslichkeit des Caseins
betrachtlich kleiner, und daher zeigen auch die Viscosititskurven des
1 stiindigen und des 22stiindigen Versuches (Abb. 90) von’ diesem Punkt
ab keine nennenswerten Unterschiede mehr. Wegen des Sattels liegt
bei dem 22stiindigen Versuch das Maximum der Viscositit nunmehr
bei PH = 2,6. .

Unsere Ansicht, daB die Verminderung der Viscositit so zustande
kommt, daB submikroskopische, quellfdhige Teilchen in kleinere zerfallen,
die Wasser nicht mehr einschlieBen kénnen, wird durch folgenden Versuch
noch besser gestiitzt. Wir untersuchten das Verhalten von 1proz. Casein-
chloridlgsungen, die aus sehr feinem Caseinpulver (die Caseinteilchen
passierten das Sieb 200) in einer Konzentration von 19, hergestellt
wurden. Um die Teilchen rascher in Lésung zu bringen, wurde bei
einer Temperatur von 40° gearbeitet. Bei den Viscositatsbestimmungen
wurde ein Viscosimeter verwendet, aus welchem Wasser bei 40° inner-

10
Pl 16 18 20 22 2% 26 28 30 32 3% 36 38 40 42 4

Abb. 90. Die Viscositdit von 1 proz. "Casein-
chloridlésungen nach 1 und 22 Std. (20°).
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halb 35,5 Sekunden ausfloB. In der Abb. 91 sind die Ergebnisse dar-
gestellt. Die Viscosititen wurden in vier verschiedenen Zeitpunkten
gemessen: sofort nachdem das Caseinpulver in die Salzsdure gebracht
war, dann nach 11/,, 3 und 6 Stunden. Die Caseinchloridlésungen wurden
wihrend dieser ganzen Zeit auf 40° gehalten. Die Kurve der sofort
nach der Herstellung der Suspensionen bestimmten Viscosititen hat
eine dhnliche Gestalt wie etwa die Kurve fiir den osmotischen Druck;
sie ist aber der Ausdruck fiir die Quellung, die in wenigen Minuten
zwischen der Herstellung der Losung und der Viscositdtsbestimmung
vor sich ging. Das Maximum der Quellung liegt ungefdhr bei py 2,3.
Bei dieser Messungsreihe konnte die in Caseinionen {ibergegangene
Caseinmenge vernachlissigt werden. Diese Kurve entspricht ungefahr
der Kurve ,,nach 1 Stunde der Abb. 90. Die zweiten Viscositits-
bestimmungen wurden nach 1!/, Stunden ausgefithrt, und aus ihrer
entsprechenden graphischen Darstellung in der Abb. 91 erkennt man,

daB nunmehr die Viscosi-

T - tit um pyz 2,2 herum,
7 ﬁs ¢ d. h. innerhalb des py-Be-
16 & 5 . o -
4 8 o reiches der groBten Los-
TSNS Y lichkeit des Caseinchlorids
w “"/\t: Seots erheblich geringer gewor-

A NP

;’3 iy 715 #\ den ist. Der tiefste Punkt
; 1 S dieser Senkung liegt bei
' Pu 2,1, hier liegt auch das

70 , . . .
pH% 16 18 20 22 2% 26 28 30 32 3% 36 36 4042 4%  Maximum der Loslichkeit.

Abb. 91. Die Viscositat’1proz. Caseinchlorid- Bei tieferen py-Werten ist
l6sungen bei 40°. Die Viscositat nimmt allmah- ~ die Viscositit dann wieder
lich ab, weil die Caseinteilchen in Losung gehen.  gréBer. Bei der 11/,-Stun-
den-Messungsreihe liegt das
Maximum der Viscositit bei py 2,7 oder 2,8, also an derselben Stelle
wie bei dem 22-Stunden-Versuche der Abb. 90. Die spiter vorge-
nommenen Viscositdtsbestimmungen — nach 3 wund 6 Stunden
(Abb. 91) — bestitigen diese Ergebnisse.
3. Wir wollen nun sehen, ob diese Wirkung der Elektrolyte auf die
Viscositit der Caseinsuspensionen durch die Formel von ARRHENIUS

wiedergegeben wird oder nicht. Die Kurven fiir log—n- miiBten dann

0
den Kurven parallel laufen, die das vom Casein in der Lésung ein-
genommene Volumen darstellen. Aus unseren Bestimmungen der rela-

tiven Viscositat erhalten wir -, woraus wir leicht log - berechnen

0 o
konnen. Das Volumen des Caseins ergibt sich gleich dem Volumen
des Sedimentes. Hierzu muB indessen noch eine Korrektur angebracht
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werden, die das Volumen des in der iiberstehenden Fliissigkeit befind-
lichen Caseins beriicksichtigt. Wir finden diesen Wert, wenn wir das
Trockengewicht des Sedimentes von dem (bekannten) Trockengewicht
der gesamten in die Losung gebrachten Caseinmenge subtrahieren
(1 g Caseinpulver hat ein Trockengewicht von 0,87 g). Wir nehmen
in diesem Fall an, daB das Casein

in der iiberstehenden Fliissigkeit in 0 L

Form von suspendierten Teilchen 7 AN 50
vorhanden ist. Eine solche Annahme % > N w
ist mit guter Anniherung fiir einen u . =\ §
1stiindigen Versuch bei 20° giiltig. SR 72 _¢ XN aai
Die Ordinaten der Volumenkurve $ 7|/ S
der Abb. 92 geben die derart korri- Yo ,Z \ zo§
gierten Volumenwerte wieder, in der 6 N S
zweiten Kurve sind die Werte fiir 4 N 70
log—n— dargestellt; die Abszissen be- z <

Mo Pﬁﬂl" 16 18 40 322% 26 28 30 32 d“o
deuten das py der Suspensionen.

Die beiden Kurven verlaufen fast Abb.92. Die Ahnlichkeit der Kurven
parallel. fir logiund fur das relative Vo-

Die derartig korrigierten Werte "o . o
. . lumen von Caseinchlorid in 1proz.
fir das Volumen des Caseins ent- Lasungen.
halten noch eine bestimmte Wasser-
menge, die sich zwischen den Kérnchen befindet. Indessen be-
treffen unsere Uberlegungen nur das relative, von dem Casein ein-
genommene Volumen, dessen absoluter Wert auBler Betracht bleiben
kann. '

Setzen wir NaCl in verschiedenen Konzentrationen zu Casein-
chloridlésungen, so wird ebenso wie bei Gelatinechloridlésungen die
Viscositit vermindert. Im neunzehnten Kapitel werden wir sehen, daB
diese Abnahme der Viscositit einhergeht mit einer ihr parallellaufenden
Abnahme der Quellung der einzelnen Caseinteilchen.

Je 1 g Caseinpulver wurde in 100 ccm einer wisserigen Losung mit
einem Gehalt von 12,5 ccm n/10-HCl und von Kochsalz in Konzen-
trationen zwischen 0 bis m/4 gebracht. Die Mischungen wurden unter
gelegentlichem Schiitteln 16 Stunden bei 20° aufbewahrt. Dann wurde
die Viscositit, das Volumen des Sedimentes (nach 24stiindigem Ab-
setzen), das Trockengewicht des Sedimentes (ohne das in ihm enthaltene

NaCl) bestimmt. Stellt man nun die Volumina und die Werte fiir log %7—
' 0

als Funktionen' der Kochsalzkonzentrationen dar, so erhilt man zwei
Kurven, die sich nur wenig voneinander unterscheiden (Abb. 93). GroBere
Unterschiede sind nur bei fehlendem oder sehr kleinem Salzzusatz vor-
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handen, was darauf zuriickzufiihren ist, daB einzelne Caseinteilchen véllig
in Lésung gegangen sind. Das berechnete Volumen war also hier zu groB,
was in unseren Kurven zum Ausdruck kommt. Wir sind durch diese
Versuche berechtigt, den SchluBl zu ziehen, dafl die Elektrolytwirkung
auf die Viscositit von Caseinlésungen oder -suspensionen durch die
Quellung der suspendierten Casein-
teilchen bedingt und daB deren Vo-
lumen durch das Donnan-Gleich-

22 |

-
213 \\0’43; % gewicht bestimmt ist.
” <X \ o~ 4. Die Wassermengen, die ein
" ‘3@\ \ § festes Gelatinegel einschlieen
N Py | 30"\5 kann, sind enorm. Wenn wir das
S0 § Molekulargewicht der Gelatine der
~ 3 GréBenordnung nach zu 12 000
S

s

6 annehmen, so wiirde ein festes
4 N Gel mit 19, urspriinglich iso-
2

0

\
elektrischer Gelatine pro Gelatine-

7 molekiil iiber 60 000 Wassermole-
v kiile enthalten. Derartige Wasser-
. mengen koénnen unmoglich durch
Abb. 93. Die Ahnlichkeit der Kurven die Krifte der Nebenvalenzen
fiir logi und fiir das relative Volumen  zwischen den Gelatine- und Wasser-
von Case(i)nchlorid in 1 proz. Losungen molekillen gebunden werden. Ca-
vom pg 2,18 und abgestuftem NaCl- seinteilchen schlieBen viel weniger
Gehalt. Wasser ein, deshalb ist auch
die Viscositit von Caseinchlorid-
losungen niemals so hoch wie die von Gelatinechloridlésungen von
gleicher prozentischer Proteinkonzentration.

Samtliche hier beschriebenen Versuche stehen mit der Okklusions-
theorie, aber nicht mit der Hydratationstheorie im Einklang. Dal
die Viscositit einer 0,5 proz. Losung isoelektrischer Gelatine bei einer
Temperatur von 20° oder darunter rasch mit der Zeit anwichst, kann
z. B. nicht mittels der Hydratationstheorie erklirt werden, denn die
isoelektrische Gelatine ist nicht ionisiert. Diese Erscheinung kénnte
mittels der Annahme erklirt werden, daB Gelatinelésungen eine dhn-
liche Struktur haben wie feste Gelatinegele. Verfolgt man diesen Ge-
danken weiter, so miissen wir schlieBlich annehmen, daB auBer der
Viscositdt, die von dem relativen Volumen des Proteins abhingig ist,
noch eine andere Viscositdt existiert, die nur bei Proteinlésungen an-
zutreffen ist und nicht in Beziehungen zu dem relativen Volumen steht.

,»Es besteht die Moglichkeit, daB Proteinlésungen eine bestimmte
molekulare Struktur haben, dhnlich wie Gele oder Koagula, die sich
aus den Losungen bilden. Diese Moglichkeit gewinnt eine gewisse

MMM MM MHYHN
Zovs 0y 572 256 728 6% 32 6 8
NaCl-Konzertration
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Wabhrscheinlichkeit, wenn wir uns das Verhalten der Viscositit solcher
EiweiBlosungen vergegenwirtigen. Schreiben wir z. B. einer solchen
Losung eine netzartige Struktur zu (etwa wie ein Tennisnetz), so wiirden
rasch bewegte, im Verhiltnis zu den Netzmaschen kleine Kérper nur
so weit behindert werden, als der zu ihrer Bewegung notwendige Raum
durch Bestandteile des Netzwerkes eingenommen wird. Dagegen wiirden
Einflilssen, die auf eine Deformation der ganzen Struktur abzielen,
sehr viel erheblichere Widerstidnde entgegengesetzt werden; solche Wider-
stdnde wiirden auftreten wenn z. B. eine derartige Losung durch ein
enges Rohr gepreBt wird?!).”

Diese Theorie wird unhaltbar, wenn es sich um Suspensionen von
gepulverter Gelatine oder von Caseinchlorid handelt, die keine Neigung
zur Gelbildung zeigen. Ferner versagt sie, wenn die Tatsache erklirt
werden soll, daB bei Gelatinelosungen die Wirkung des py auf die
Viscositat dieselbe ist wie die auf den osmotischen Druck. Es ist un-
notig, eine zweite, von dem relativen Volumen der gelésten Substanz
unabhingige Art der Viscositit anzunehmen, denn die Theorien von
EINsTEIN und von ARRHENIUS, die die Viscositit aus dem relativen
Volumen herleiten, erkliren hinreichend simtliche beobachteten Er-
scheinungen.

Wir kommen demnach zu dem SchluB, daB iiberall da, wo die
Wasserstoffionenkonzentration, die Ionenvalenz und die Konzentration
von Salzen die Viscositdt von Proteinlésungen &hnlich beeinflussen wie
den osmotischen Druck, dieser EinfluB auf die Viscositit in Wirklich-
keit eine Elektrolytwirkung auf die Quellung fester, submikroskopischer,
in der Losung suspendierter Proteinteilchen ist.

Sechzehntes Kapitel.

Der osmotische Druck, die Viscositat und
die Membranpotentiale bei Anwesenheit
von Gelatineaggregaten®).

1. Genuine Proteine bilden echte Losungen, in welchen aufler den
isolierten Ionen und Molekiilen noch submikroskopische Teilchen vor-
handen sein kénnen, die imstande sind zu quellen und Wasser ein-
zuschlieBen. Nur dann, wenn in eipner Proteinlosung derartige Teilchen
vorhanden sind, besteht eine verhéltnismiBig hohe Viscositdt, welche

1) RoBeErTsoN, T.B.: The Physical Chemistry of Proteins. §S.324—325.
New York, London, Bombay, Kalkutta, Madras 1918.
2) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 97, 796. 1921/22.



9238 Der osmotische Druck, die Viscositdt und die Membranpotentiale.

durch Elektrolyte dhnlich wie der osmotische Druck beeinflult wird.
Nicht zu konzentrierte Losungen von krystallinischem Eieralbumin
sind von verhiltnismiBig kleiner Viscositit, die nicht in der typischen
Weise durch Elektrolyte gedndert wird. Solche Losungen miissen da-
her hauptsichlich aus einzelnen Ionen und Molekiilen oder aus Teilchen
bestehen, die zu klein sind, um Wasser einschlieBen zu kénnen. Nun
beeinflussen aber Elektrolyte den osmotischen Druck von Eieralbumin-
losungen in der gleichen Weise wie den von Gelatinelésungen. Bei
der Beeinflussung des osmotischen Druckes durch Elektrolyte muB es
sich also um eine Wechselwirkung zwischen diesen und den isolierten
Proteinionen handeln, nicht aber den submikroskopischen quell-
fahigen Teilchen. Bei Gelatinelosungen, in welchen sowohl isolierte
Tonen als auch submikroskopische Micellen angenommen werden,
wiirden dann die isolierten Ionen ausschlaggebend sein fiir die Elek-
trolytwirkungen auf den osmotischen Druck der Losung, wahrend die
submikroskopischen quellfihigen festen Gelteilchen fiir den Elektrolyt-
einfluf auf die Viscositidt in Frage kommen. Wenn man also in einer
Gelatinelosung die submikroskopischen, festen Gelteilchen in isolierte
Molekiile oder Ionen iiberfithrt, so muB die Viscositit sinken, der
osmotische Druck steigen und umgekehrt. Versuche an Gelatine-
lésungen stimmen hiermit iiberein.

Im vorigen Kapitel haben wir gesehen, da3 beim Stehenlassen einer
Gelatinechloridlésung die Viscositit nicht immer zunimmt. Bei hin-
reichend hohen Temperaturen wird sogar eine Abnahme beobachtet.
DaB dies der Fall ist, wurde von einer 2proz. Gelatinechloridlésung
vom py 2,7 gezeigt (Abb. 82). Bei einer solchen Lésung steigt die
Viscositdt sehr rasch an, wenn man sie bei 15° hilt, sie steigt viel
langsamer an bei 25°, bei Temperaturen oberhalb 35° wird sie kleiner,
und zwar um so ausgesprochener, je hoher die Temperatur ist. Dieses
Verhalten fithrten wir darauf zuriick, daBl bei Temperaturen iber 35°
die Zerfallsgeschwindigkeit submikroskopischer fester Gelteilchen gréBer
ist als die Geschwindigkeit ihrer Bildung aus isolierten Ionen oder
Molekiilen. Mehrere Liter einer 0,55 proz. Losung isoelektrischer Gela-
tine wurden 48 Stunden lang bei ungefihr 10° und die nichsten
24 Stunden bei 20° aufbewahrt. Dann wurde diese Losung in zwei
Teile geteilt. Die eine Hilfte wurde in Portionen von je 90 ccm ein-
geteilt, jede Portion wurde dann auf ein verschiedenes py gebracht,
indem je 10 ccm verschieden konzentrierter Salzsiure zugesetzt wurde.
Auf diese Weise betrug der Gehalt an urspriinglich isoelektrischer
Gelatine jedesmal 0,59%. Der zweite Teil der Losung wurde in der-
selben Weise aufgearbeitet, mit dem Unterschied, daB vor dem Siure-
zusatz die Gelatine 1 Stunde bei 45° gehalten wurde, um die sub-
mikroskopischen Gelteilchen zum Teil zum Schmelzen zu bringen und
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so die Konzentration der isolierten Tonen und Molekiile zu vermehren.
Nach dieser Erhitzung wurde dieser Teil der Ausgangslosung rasch auf
20° abgekiihlt, genau wie vorher abgeteilt und jedem Teil Salzsdure
zugesetzt. Nun wurden simtliche Gelatinelgsungen zur Messung des
osmotischen Druckes in Kollodiumsickchen gebracht, deren Inhalt
etwa 50 ccm betrug. Fiir beide Versuchsreihen wurde eine Temperatur
von 20° innegehalten. Von Anfang an war zu erkennen, daB die osmo-
tischen Drucke der fiir

1 Stunde auf 45° erhitzten 2 L rhitzen], .|

. . 200 o5 L ”>;,
Losungen, in welchen man L& ) e

. . s/»?:ﬁia—
eine  geringere  Anzahl 760 & AN Y
fester Gelteilchen vermuten §,, 3/ %; 2
mulBte, hoher als der der N/ N
nicht vorher erhitzten Gela- ﬁ:m /‘/ / AN \
tinelssungen war. In der 34 7 / N
Abb. 94 sind die nach 22 < &0 |AA] N
Stunden abgelesenen Werte % N
dargestellt. Bei den er- %

. . . a
hitzten Gelatmelosungen P18 20 22 24 46 28 30 32 34 16 38 40 42 4% 46 48

steigt der osmotische Druck Abb b tische Druck ,
bis auf 200 mm Wasser, bei - 94. Der osmotische Druc Jor 0.5 proz.

. Gelatinechloridlosungen bei 20° ist hoher,
d?n anderen Losungen nur wenn die Losungen 1 Std. lang auf 45°
bis auf 170 mm. hitzt werden.

Nun wurden bei 20° die
Viscosititen bestimmt, die sich umgekehrt verhielten (Abb. 87 des
vorigen Kapitels). Die Viscositdten der vorher nicht erhitzten Lsungen
waren betrichtlich héher als die der vor dem Versuch auf 45° er-
hitzten. Es miissen sich also unserer Erwartung gemiB in der einen
Versuchsreihe feste submikroskopische Gelteilchen in isolierte Protein-
ionen und -molékiille verwandelt haben, wobei die Viscositit der
Losung kleiner und der osmotische Druck groBer wird.

In quantitativer Beziehung sind die Unterschiede der Viscositit
(Abb. 87) groBer als die Unterschiede der osmotischen Drucke (Abb. 94),
wahrscheinlich deshalb, weil die Viscositit sofort, nachdem- die
Temperatur wieder auf 20° gebracht war, gemessen wurde, wihrend
der osmotische Druck dieser Losungen erst nach 22stiindigem
Verweilen bei 20° abgelesen werden konnte. Wéihrend dieser Zeit
hatte sich wahrscheinlich eine betrachtliche Anzahl submikroskopi-
scher fester Gelteilchen in den vorher auf 45° erhitzten Lésungen
riickgebildet.

Ferner wurde folgender Versuch angestellt Eine 1proz. Gelatine-
1sung vom py 3,5 wurde in zwei Teile geteilt, der erste Teil wurde
in ein Becherglas gebracht ‘und in diesem auf 20° gehalten. Der andere
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Teil wurde 1 Stunde lang auf 45° erhitzt, dann rasch auf 20° abge-
kiihlt, in ein Kollodiumsickchen gebracht und in diesem in den anderen
Teil der Gelatineldsung eingetaucht. Hierbei diffundierte erwartungs-
gemiB Wasser in die vorher erhitzte Gelatinelgsung hinein.

Diese Versuche rechtfertigen die im vorigen Kapitel ausgesprochene
Ansicht, daB Proteinlosungen echte Losungen sind, die auBerdem noch
feste quellfihige Proteinteilchen enthalten kénnen.

Bei Gelatinelosungen ist die Bildung submikroskopischer, fester Gel-
teilchen aus den isolierten Molekiilen oder Ionen ein reversibler Vorgang.
In solchen Vorgingen ist wahrscheinlich der Grund fiir eine Er-
scheinung zu erblicken, die der Verfasser lange Zeit hindurch erfolglos
aufzukldren bemitht war. Es kommt ndmlich vor, daB Gelatineldsung
vom gleichen py und vom gleichen Gehalt an urspriinglich isoelek-
trischer Gelatine anscheinend ohne erkennbaren Grund Unterschiede
ihres osmotischen Druckes zeigten. Wahrscheinlich war diese Erschei-
nung durch einen damals nicht in Rechnung gezogenen Faktor bedingt,
nimlich durch die allmihliche Bildung groBerer Aggregate aus Mole-
kiilen oder Ionen, die bei Zimmertemperatur vor sich geht. Bei diesem
Vorgang muB der osmotische Druck sinken und die Viscositit steigen.
Wir hatten diesen Faktor bei den Viscositdtsversuchen ausgeschaltet,
bei welchen wir die Gelatineldsungen vorher stets auf 45° erhitzten
und dann sofort auf die fiir die Messungen erforderlichen Temperaturen
abkiihlten. Wahrscheinlich muBl man bei Versuchen iiber den osmo-
tischen Druck die Losungen in der gleichen Weise vorbehandeln.

Na-Caseinatlosungen sind weniger opak als Caseinchloridlésungen
von gleichem Gehalt an isoelektrischem Casein. ‘Wir kénnen also ver-
muten, daB Na-Caseinatldsungen mehr isolierte Caseinionen und
weniger submikroskopische feste Teilchen enthalten als Caseinchlorid-
16sungen.

In einem fritheren Kapitel hat der Verfasser gezeigt, daB die maxi-
male Viscositit einer 1proz. Caseinchloridlésung hoher als die maximale
Viscositit von Na-Cagseinatldsungen von gleichem Gehalt an isoelek-
trischem Casein ist. Beim osmotischen Druck dieser Losungen ist das
Verhalten genau umgekehrt, denn der maximale osmotische Druck
einer 1proz. Na-Caseinatlésung betrigt fast 700 mm Wasser gegen nur
ungefahr 200 mm bei 1proz. Caseinchloridlgsungen.

Losungen aus krystallinischem Eiereiweil3 bestehen anscheinend bei
gewohnlicher Temperatur und bei nicht zu hoher Albumin- und Wasser-
stoffionenkonzentration ausschlieBlich oder fast ausschlieBSlich aus iso-
lierten Molekiilen oder Ionen. Da diese durch eine Kollodiummembran
nicht diffundieren koénnen, bildet sich bei Anwesenheit einer solchen
Membran ein Donnan-Gleichgewicht aus, und daher wird nur der osmo-
tische Druck von gelosten Salzen des krystallinischen Eieralbumins
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durch Elektrolyte in der von der DoNNANschen Theorie verlangten
Weise beeinfluBt. Die Viscositit solcher Losungen 148t derartige Wir-
kungen nur in ganz geringfiigigem MafBe erkennen.

2. Die geschilderte Beziehung zwischen Viscositit und osmotischem
Druck muB sich noch besser demonstrieren lassen, wenn wir in einer
Gelatinelssung einen Teil der geldsten Gelatine durch das gleiche Ge-
wicht gepulverter Gelatine ersetzen. Durch eine solche Substitution
miiBte die Viscositdit der Losung zu- und der osmotische Druck ab-
nehmen.

Abb. 95 zeigt, daBB der osmotische Druck einer 1proz. Lésung ur-
spriinglich isoelektrischer Gelatine um so mehr abnimmt, in je stir-
kerem MaBe man die geloste Gelatine durch kleine Teilchen gepulverter
Gelatine ersetzt. Die Ordinaten der hochsten Kurve stellen die Werte
der osmotischen Drucke von Gelatinelsungen mit einem Gehalt von
19, urspriinglich isoelektrischer Gelatine bei verschiedenem py dar,
wobei das py wie iiblich die Abszissen der Kurve bildet. Zum An-
sduern wurde Salzsiure verwendet; die Kurve 1iBt die gewohnte Ge-
stalt erkennen. Die Gelatinelssungen wurden vor dem Versuchsbeginn
rasch auf 45° erhitzt, dann rasch auf 20° abgekiihlt und wéihrend
des ganzen Versuches auf dieser Temperatur gehalten. Die py-Werte
beziehen sich auf die Gelatinelosungen am Ende des Versuches. Die
mittlere Kurve stellt eine Versuchsreihe dar, bei welcher 0,5 g der in
der Losung befindlichen isoelektrischen Gelatine durch 0,5 g isoelek-
trischen Gelatinepulvers ersetzt war. Dieser Ersatz hatte keinen Ein-
fluB auf den osmotischen Druck. Der beobachtete osmotische Druck
ist lediglich verursacht durch die einzelnen Ionen der 0,59, geldsten
Gelatine, welche das Zustandekommen des Donnan-Effektes bedingen.
Einen Beitrag dazu liefern noch die isolierten Gelatineionen und -mole-
kiille. Theoretisch miiBten selbstverstindlich die groben Gelatine-
stiickchen ebenfalls am osmotischen Druck teilhaben, indessen ist
wegen der kleinen Anzahl dieser Teilchen ihre Wirkung zu vernach-
lissigen (die verwendeten Gelatineteilchen hatten eine KoérnchengroBe
von etwas iiber 0,042 cm Durchmesser). Vor dem Beginn der Versuche
wurden die Gelatinelosungen rasch auf 45° erhitzt, rasch auf 20°
wieder abgekiihlt und dann soviel Gelatinepulver zugefiigt, da3 der ge-
samte Gelatinegehalt 19, betrug. Die angegebenen py-Werte sind
die der Gelatinelosungen am Ende des Versuches.

Die tiefste Kurve stellt die osmotischen Drucke von Suspensionen
aus 1 g isoelektrischem Gelatinepulver in 100 ccm verschieden kon-
zentrierter Salzsiurelosungen dar. Die geringen Drucke sind wahr-
scheinlich dadurch bedingt, daB sich allmahlich etwas Gelatine loste.
In einer Wiederholung dieses Versuches ging wahrscheinlich noch
weniger Gelatine in Losung; die beobachteten Drucke waren noch

Loeb, EiweiBkorper. 16
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kleiner als die Ordinatenwerte der untersten Kurve der Abb. 95. Diese
Versuche iiber den osmotischen Druck wurden sdmtlich in einem

Thermostaten von 20° durchgefiihrt.
Wenn man einen Teil der gelosten Gelatine durch feste Gelatine-
teilchen ersetzt, so dndert

A sich die Viscositdt in genau
Zgg \ der umgekehrten Weise wie
5o N4 der osmotische Druck. Die
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Gelatinegehalt 19, betrug.
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Abb. 95. Eine 1proz. Suspension von fein-
gepulverter Gelatine hat nur einen sehr

kleinen osmotischen Druck (unterste Kurve),
wahrend eine 1proz. Losung. der gleichen
Gelatine einen sehr hohen osmotischen Druck
bis tiber 500 mm Wasser zeigt (obere Kurve).

Es wurden also zu der
0,5 proz. Lsung 0,5 g Gela-
tinepulver gesetzt (die Teil-
chen hatten Sieb 100 bis

Eine Suspension von 0,5g Gelatinepulver in

100 ccm einer 0,5proz. Gelatinelésung hat etwa

den einer 0,5proz. Gelatinelésung zukommen-
den osmotischen Druck (mittlere Kurve).

120 passiert), der 0,875 proz.
Losung wurde 0,125 g Gela-
tinepulver zugesetzt, wih-
rend die 1proz. Lésung
ohne Zusatz blieb. Diese Mischungen wurden durch Zusatz verschiedener
‘Salzsduremengen auf verschiedenes py gebracht und vor der Messung der
Viscositét 1 Stunde stehen gelassen, um Quellung der Gelatinekérnchen zu
ermoglichen. Die Endergebnisse der Messungen sind in der Abb. 96 dar-
gestellt. Man erkennt, daB innerhalb des py-Bereiches zwischen 3,6 und
1,4 die Viscositdt um so hoher ist, je hoher der Anteil der gepulverten
Gelatine am Gesamtgelatinegehalt ist. Dies bestdtigt die Richtigkeit
der Ansicht, daB8 die Beeinflussung der Viscositit von Gelatinelosungen
durch Elektrolyte so zustande kommt, daB die Quellung submikroskopi-
scher, in der Losung befindlicher fester Gelteilchen modifiziert wird.
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Die Kurven der Abb. 96 bediirfen fiir den py-Bereich zwischen

4,6 und 3,8 noch

einer Erklirung.

Hier liegen die Kurven

um so tiefer, je mehr geloste Gelatine durch feste Gelatine er-

setzt ist. Der Grund hier-
firr ist, da wir vor den
Viscositdtsbestimmungen
die Suspensionen min-
destens 1 Stunde stehen
lassen muBten, damit
die Gelatineteilchen quel-
len konnten. Wihrend
dieser Zeit nimmt im
isoelektrischen Punkt
oder in seiner Nihe die
durch geloste Gelatine
bedingte Viscositat rasch
zu; diese Zunahme der
Viscositit ist bei héherer
Wasserstoffionenkonzen-
tration weniger ausge-
sprochen. Dal diese Er-
klirung richtig ist, zeigt
die Abb. 97, in wel-
cher die nach 1stin-
digem Stehen gemessenen
Viscosititen der fiiber-
stehenden Fliissigkeiten,
d. h. ohne suspendierte
Teilchen, dargestellt sind.
Die. Viscositit hatte bei
pu 4,6 eine stirkere Zu-
nahme als bei py 4,4 ge-
zeigt. Dies bedeutet, da3
im isoelektrischen Punkt
oder in seiner Nihe sich
aus den Molekiilen fort-
wihrend neue submikro-
skopische feste Gelteil-
chen bilden. Dieser Vor-
gang ist um so langsamer,
je hoher die Wasserstoff-
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Abb. 96. Der Ersatz geloster durch suspendierte
Gelatine beeinfluBt die Viscositit in der ent-
gegengesetzten Weise wie den osmotischen Druck.
Die Viscositat ist um so hoher, je mehr geldste
Gelatine durch feste Gelatinekérnchen ersetzt ist.
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Abb. 97. Die Viscositat von Gelatineldsungen,

die 1 Std. lang bei 20° sich selbst tberlassen

waren. Das Minimum liegt bei py 4,4, weil im

isoelektrischen Punkt (4,7) die Viscositit wegen

der Bildung von submikroskopischen Gelteilchen
zugenommen hatte.

ionenkonzentration ist. Wihrend bei stirkerer Saurekonzentration die
Bildungsgeschwindigkeit neuer Micellen kleiner ist, ist die Quellung der be-

16*
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stehenden Gelteilchen entsprechend groBer, wihrend andererseits die
Teilchen gepulverter isoelektrischer Gelatine in wisseriger Losung
vom py 4,7 beim Stehen ihr Volumen nicht vergréBern.

Wir haben schon im vorigen Kapitel ausgefithrt, da8 man durch
Sdurezusatz zu einer Losung isoelektrischer Gelatine die Bildung neuer
fester Teilchen bei lingerem Stehen verhindern oder verzoégern kann.

Wir kehren nun zu der Besprechung der Kurven der Abb. 96 zuriick.
Die Kurventeile, die den py-Werten iiber 3,8 entsprechen, sind der
Ausdruck dafiir, daBl die durch die geloste Gelatine bedingte Viscositat
innerhalb der Stunde, wihrend der die Losung bei 20° sich selbst iiber-
lassen blieb, nachdem sie vorher auf 45° erhitzt war, allmihlich zu-
genommen hatte. Diese Zunahme hatte im isoelektrischen Punkt ihr
Maximum; bei py-Werten unterhalb 3,4 war sie fast Null. Der Saure-
zusatz hat den entgegengesetzten EinfluB auf die festen Gelatine-
kérnchen, deren Volumen nach den Gesetzen des Donnan-Gleich-
gewichtes zunimmt.

Ferner wurden noch einige Untersuchungen iiber den EinfluB sus-
pendierter Gelatineteilchen auf die Membranpotentiale von Gelatine-
losungen angestellt.

Gelatinepulver (welches Sieb 30, aber nicht Sieb 60 passiert hatte)
wurde in der frither beschriebenen Weise isoelektrisch gemacht. Ein
Teil der isoelektrischen Gelatine wurde geschmolzen und die ge-
schmolzene und die gepulverte isoelektrische Gelatine gemischt. In
sdmtlichen Versuchen betrug das Gesamtgewicht der verwendeten iso-
elektrischen Gelatine in 100 ccm der Losung 0,8 g. Das Verhéltnis der
gepulverten zu der gelésten Gelatinemenge war indessen abgestuft
(vgl. Tabelle 51). Bei Anwesenheit von 0,5g gepulverter Gelatine
betrug das Gewicht der gelosten Gelatine 0,3 g, bei einem Gehalt an
geldster Gelatine von 0,6 g wurden 0,2 g gepulverter Gelatine zugesetzt
usw. 100 ccm der Mischungen enthielten auBerdem 8 ccm n/10-HCI;
und das py der Gelatinelosungen betrug, nachdem das osmotische
Gleichgewicht sich eingestellt hatte, zwischen 3,2 und 3,3. Bei diesem
py-Betrag ist der osmotische Druck einer Gelatinelésung nahezu maxi-
mal. Diese Mischungen wurden in Kollodiumsickchen mit einem Vo-
lumen von ungefdhr 50 ccm eingefiillt, welche mit Gummistopfen ver-
schlossen wurden, durch deren Bohrung ein glisernes Manometerrohr
fithrte. Die Sackchen wurden tiber Nacht in Becherglédser mit je 350 ccm
wisseriger n/1000-HCl eingebracht. Die Versuchstemperatur betrug
21°. Am nichsten Tag wurde der osmotische Druck abgelesen, das
Membranpotential zwischen der Gelatinechloridlésung und der wisse-
rigen gelatinefreien AuBenfliissigkeit mit einem CoMpPTON-Elektrometer
mittels indifferenter gesittigter KCl-Kalomel-Elektroden gemessen
und schlieBlich das py innen und auBen mittels der Wasserstoffelek-
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trode bestimmt. Die Beobachtungen sind in der Tabelle 51 zusammen-
gestellt.

Zunichst ergibt sich bei einer Betrachtung der Tabelle, daB die
osmotischen Drucke um so
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beiden Seiten der Kollodiummembran bedingt; die Beobachtungen
stehen also in Einklang mit der DoNNaNschen Theorie. Aus diesen
Feststellungen ergibt sich weiter, daBl Proteinaggregate bei einem
Donnan-Gleichgewicht fast in demselben Ausmal} wie die isolierten
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Gelatinemolekiile oder -fonen beteiligt sind. Dies findet darin
seinen Ausdruck, daB3 die Membranpotentiale relativ wenig vermindert
werden, wenn geloste Gelatine durch gepulverte ersetzt wird. Indessen
beteiligen sich diese Teilchen nicht an der Herstellung des osmotischen
Druckes, weil nidmlich ihr Anteil an dem UberschuB von Chlorionen
in ihrem Inneren festgehalten wird, wo er dazu dient, die Quellung der
Teilchen zu vermehren. Bei unseren Versuchen gibt jedes Gelatine-
teilchen zu einem Donnan-Gleichgewicht Veranlassung, wodurch die
Cl’-Tonenkonzentration innen gréfer als auBlen und so ein osmotischer
Druck bedingt wird. Es wird also Wasser in jedes Koérnchen so lange
hineindiffundieren, bis die Kohisionskrifte des Gelatineteilchens dem
durch das Donnan-Gleichgewicht bedingten osmotischen Druck im
Inneren die Wage halten: Die Teilchen werden also quellen. Bei
einer Mischung aus geloster und gepulverter Gelatine stellen sich
zwei verschiedene osmotische Drucke ein: 1. der osmotische Druck
der in echter Losung befindlichen Gelatine und 2. der osmotische
Druck im Inneren jedes festen Gelatineteilchens. Den ersten be-
stimmen wir als hydrostatischen Druck der Wassersdule, die der Dif-
fusion durch die Membran die Wage hilt. Diese osmotischen Drucke
sind in der Tabelle 51 angegeben. Die osmotischen Drucke im In-
neren jedes Teilchens fester gepulverter Gelatine &dufBert sich in der
Quellung, d. h. in einer Vermehrung (Anspannung) der Kohisions-
krafte zwischen den Molekiilen des Gelteilchens. Dieser Betrag er-
scheint nicht in dem abgelesenen osmotischen Druck der Losung. Nur
der Teil der osmotischen Krifte einer Proteinldsung erscheint als hydro-
statischer Druck, der direkt oder indirekt durch isolierte Proteinmolekiile
bedingt ist. Dieser hydrostatische Druck wird kleiner, wenn man einen
Teil des in Losung befindlichen Proteins durch Proteinaggregate oder
-micellen ersetzt.

Es wird nach diesen Ergebnissen offenbar, daB die Elektrolyt-
wirkungen auf den osmotischen Druck einer Gelatinesalzlosung in erster
Linie von den isolierten Proteinionen abhéngt. Der dhnliche EinfluB der
ElektrolyteaufdieViscositat von Gelatinesalzlgsungensteht hauptsichlich
in Beziehungen zu den zum Teil oder ganz aus Ionen bestehenden Aggre-
gaten, welche die Losung enthilt. Bei den Elektrolytwirkungen auf die
Membranpotentiale von Gelatinesalzlésungen kommen dagegen sowohl
die isolierten Gelatineionen als auch die ionisierten Aggregate in Betracht.

Der osmotische Druck und die Viscositdt von Gelatinesalzlosungen
héngen in verschiedenem Sinne mit dem Dispersitétsgrad der ionisierten
Gelatineteilchen zusammen. Die Ahnlichkeit der Elektrolytwirkung
auf die Viscositdt und auf den osmotischen Druck von Gelatinelésungen
kann man also unmdglich durch die Annahme verschiedener Dispersitits-
grade erkldren.
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Siebzehntes Kapitel

Membranpotentiale und kataphoretische
Potentiale bei Proteinen’).

1. Im Jahre 1900 beobachtete HArRDY, daB Teilchen denaturierten
(gekochten) Eiereiweilles im elektrischen Feld in saurer Losung katho-
disch, in alkalischer Losung anodisch wanderten und bei einem be-
stimmten Punkt zwischen diesen zwei Reaktionen, ndmlich in dem
sogenannten isoelektrischen Punkt?), stillstanden. Im elften Kapitel
hatten wir gesehen, daB der gleiche EinfluB des py auf die Ladung
des Proteins bei den Membranpotentialen vorhanden ist, indem
nidmlich eine in ein Kollodiumsickchen gebrachte Proteinlgsung, die
sich mit einer wisserigen proteinfreien AuBenfliissigkeit ins Gleich-
gewicht setzen konnte, auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes
positiv und auf seiner alkalischen Seite negativ geladen ist, wahrend
im isoelektrischen Punkt keine Ladung vorhanden ist. Es fragt sich
nun, wodurch die Ahnlichkeit der py-Wirkung auf die beiden Potentiale
bedingt ist. Die Membranpotentiale beruhen auf dem Konzentrations-
unterschied eines diffusiblen Ions (etwa des H'-Ions) zwischen der Innen-
und AuBenflissigkeit. Dies ist dadurch bewiesen, dall die Membran-
potentiale von Proteinldsungen mit den H'-Potentialen iiberein-
stimmen. Die kataphoretischen Potentiale sind dagegen durch die
Potentialdifferenz zwischen den beiden Lagen einer elektrischen Doppel-
schicht bestimmt, die sich an der Grenzfliche zwischen den Teilchen
und dem Wasser befindet, aber ausschlieflich dem Wasser angehort.
Diejenige Lage dieser Doppelschicht, die den festen Teilchen zunichst-
liegt, ist mit ihm fest verbunden und bewegt sich mit ihm. Die
Ladung dieses Wasserhdutchens bestimmt die kataphoretische Be-
wegung der Teilchen.

Die Theorie dieser elektrischen Doppelschichten ist von QUINCKE
und HELMHOLTZ entwickelt und in einer wesentlichen Beziehung von
PERRIN abgedndert worden. Man kann die Potentialdifferenz derartiger
elektrischer Doppelschichten aus der Wanderungsgeschwindigkeit solcher
Teilchen in einem elektrischen Feld mit Hilfe folgender Gleichung
berechnen:

e-E-K
4y

)

v ist die Wanderungsgeschwindigkeit des Teilchens in cm pro Sekunde,
¢ ist die Potentialdifferenz zwischen den beiden Lagen der das Teilchen

1) LoEs, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 505. 1922/23.
2) HarDy, W. B.: Proc. of the roy. soc. of London Bd. 66, S. 110. 1900.
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umgebenden Doppelschicht, E das Potentialgefélle in elektrostatischen
Einheiten pro cm des elektrischen Feldes, K die Dielektrizitdtskonstante
des Wassers oder der Losung und #n die Viscositdt des Wassers. Es mag
hervorgehoben werden, daBl diese Formel den Tatsachen gut ent-
spricht, denn die Ausflockung von Suspensionen einer gegebenen
Substanz erfolgt stets bei der gleichen, vorher zu berechnenden,
kataphoretischen Potentialdifferenz. Dies wiirde nicht der Fall sein,
wenn die HELMHOLTZ-PERRINsche Gleichung nicht wenigstens an-
gendhert richtig wire.

Uber den Ursprung des Potentials dieser Doppelschicht sind wir
nicht so gut unterrichtet. Wir kénnen indessen mit ziemlicher Wahr-
scheinlichkeit folgendes annehmen: Die Potentialdifferenz ist dadurch
bedingt, daBl zwei entgegengesetzt geladene Ionen eines Elektrolyten in
den beiden Lagen der Doppelschicht in ungleicher Konzentration erit-
halten sind, indem Kréfte, die in der Natur des Wassers bedingt sind,
eine Jonenart — im allgemeinen das OH-Ion oder ein anderes negatives
Ton — in die duBerste Oberfliche des Wassers, d.h. in das Hiutchen
oder diejenige Lage der Grenzfliche dringen, die an dem festen Teil-
chen haftet und sich mit ihm bewegt. Da von diesem Hiutchen
das kataphoretische Verhalten des Teilchens abhidngt, so finden wir,
daB hiufig in Wasser suspendierte Teilchen negativ geladen sind,
wihrend das Wasser selbst, das einen entsprechenden UberschuB3 posi-
tiver Ionen besitzt, positiv geladen ist.

Offenbar hat im allgemeinen das kataphoretische Potential einen
ganz anderen Ursprung als das Membranpotential. Es erscheint dem-
nach sehr schwierig, die Tatsache zu erkldren, da3 der Sinn der elek-
trischen Ladung bei den Membranpotentialen und bei den kataphore-
tischen Potentialen von Proteinteilchen bei Anderungen der Wasserstoff-
ionenkonzentrationen sich in gleicher Weise dndert.

Zunichst muBten wir uns vergewissern, wieweit sich die beiden
Potentiale tatsdchlich gleichartig verhalten. Die hierfiir erforderlichen
Messungen {iiber die Wirkung von Salzen auf die kataphoretischen
Potentiale fester Proteinteilchen wurden nach der mikroskopischen
Methode von ELLis?!) zur Bestimmung der Wanderungsgeschwindigkeit
und unter Verwendung der Apparatur von NORTHROP?) mit unpolari-
sierbaren Elektroden durchgefiihrt.

Wir untersuchten in der Weise vier verschiedene Proteine: Casein,
denaturiertes Eiereiweil, mit Gelatine iiberzogene Kollodiumteilchen
und Kollodiumteilchen, die mit genuinem Eiereiwei8 iiberzogen waren3).

1) Eruss, R.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 78, S. 321. 1911/12; Bd. 8o,
S. 597. 1912.

2) NorTHROP, J. H.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 629. 1921/22.

3) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 395. 1922/23.
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Bei allen vier Proteinen war die Salzwirkung auf das kataphoretische
Potential praktisch die gleiche, wir konnen uns demnach darauf be-
schranken, nur die an Caseinteilchen gefundenen Ergebnisse wieder-
zugeben.

Das Casein wurde in folgender Weise zubereitet: Eine 1proz. Casein-
16sung in Salzsdure mit einem py von ungefihr 2,8 wurde ganz allmih-
lich mit n/10-NaOH _versetzt, bis die Losung sehr milchig wurde
und das Casein fast ausflockte. Die Suspension wurde dann zentrifu-
giert, das Sediment

in einem Mérser mit INZPN

wenig Wasser vom _, Y ’\E’(Z’/&

pu ungefihr 4,0 zu ,/‘(

einer rahmigen Sus- // $01 N
pension verrieben, die s HA /Nal/‘/‘

als Ausgangsmaterial § ¢ 4 ——t > J"’Vﬂ L

diente. Vier Tropfen N | 705 g
dieser ~ Suspension *% +‘~\ ;——’*’4
wurden 50 ccm ver- ]+ w #
schieden konzentrier- *# B Saukee!

ter Salzlésungen mit a0 M

bekanntem py zuge- 0% it sain s A0 AR B 5 AL
fiigt. Die Teilchen Honzentrato

blieben bei Zimmer-  Apb. 98. Die Wirkung von Salzen auf die kata-
temperatur 20 Mi- phoretische Ladung von isoelektrischen Casein-
nuten lang in die- teilchen (py 4,7). Bei Abwesenheit von Salzen
tragen die Teilchen keine Ladung. Na,Fe(CN),

sen Losungen, dann ladet sie negativ, LaCl, positiv.

wurde ihre Wande-
rungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld nach der Methode von
NorTHROP bestimmt.

In der Abb. 98 sind die Wirkungen von fiinf Salzen auf die kata-
phoretische Potentialdifferenz isoelektrischer Caseinteilchen dargestellt
(pu 4,7). Die Abszissen bedeuten die Salzkonzentrationen, die Ordi-
naten den Potentialsprung der Doppelschicht in Millivolt. Positive
Ladungen sind als negative Ordinaten und negative Ladungen als
positive Ordinaten abgetragen. Offenbar ist die Ladung der Teilchen
bei Abwesenheit von Salzen Null. NaCl, Na,SO, und CaCl, beeinflussen
die Ladung sehr wenig; bei CaCl, werden sie ganz schwach positiv und |
bei Na,SO, ganz schwach negativ. Die Wirkungen dieser beiden Salze
sind zwar sehr geringfiigig, sie sind aber bei siamtlichen bisher unter-
suchten Proteinen gefunden worden.

Viel ausgesprochener waren die Wirkungen von LaCl; und Na Fe(CN),.
Bei Anwesenheit von Ferrocyannatrium waren die Teilchen stark negativ,
bei Lanthanchlorid stark positiv (Abb. 98).
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In der Abb. 99 sind die Ergebnisse einer derartigen Versuchsreihe
bei py 4,0 dargestellt. Hierbei sind Proteinteilchen (etwa Gelatine-,
Casein- und Albuminteilchen) bei Abwesenheit von Salzen positiv. Die
Potentialdifferenz betragt etwa 15 Millivolt. Die Ladung der Teilchen
wird durch LaCl;, CaCl, und NaCl um so mehr vermindert, je héher

die Salzkonzentra-
-3 Cl? 6 tion ist. Wesent-
NG N lich ausgesproche-
-20 %! ner ist diese Er-
‘ N scheinung bei An-
- ! A wesenheit von
« L/ Na,S0,. Die bis-
S 4
S0 / her besprochenen
< Y S - > Wirkungen  der
+ / ) S E/‘ A .
70 1] " 3 Salze auf die ka-
“'é @~ 1 ¥ /4/‘}7&4 3 /*'/ taphoretische Po-
r20 ~ L1 LA tentialdifferenz
P aCls . .
*30 = sind den Wirkun-
0 i imin gt it A 4 4 & 4 ¥ 4 gen dieser  Salze
Honzentration auf die Membran-
Abb. 99. Der EinfluB von Salzen auf die kataphore- potentiale bei dem
tische Ladung von Caseinteilchen vom py 4,0. gleichen py sehr

dhnlich. Abwei-

chend ist indessen die Wirkung des Ferrocyannatriums, welches die
kataphoretische Ladung der Teilchen schon bei Konzentrationen von
m/65000 umkehrt. Wir werden spiter sehen, dal eine solche Um-
kehrung der elektrischen Ladung von Proteinteilchen nur bei den kata-
phoretischen, aber nicht bei den Membranpotentialen der Proteine bei
einem py von 4,0 vorkommt.

[T Die Wirkungen der gleichen

d —5 | L ¥ Salze bei einem py von 3,0 sind
X PRZ Ct "ﬂ in der Abb. 100 dargestellt. Bei
N N¢ diesem py muBte indessen die
§¢zg Untersuchung von Ferrocyan-
| | La C{’ natrium wegen der hierbei auf-

S R R A tretenden‘ chemischen Veréindef-
A By B ¥ rungen dieses Salzes unterblei-

Abb. 100. Der Einflud von Salzen auf ben. Bei Abwesenheit von Salz
. B VO z . . . . .

die kataphoretische Ladung von Caseiz- sind dle, (,:aseln.tell(:hen ]?elm Pu

teilchen vom pg 3,0. 3,0 positiv, die Potentialdiffe-

renz betrdgt ungefihr 20 Milli-

volt. Die vier Salze vermindern die Ladung, Na,SO, rascher

als die Chloride. Die Wirkung dieser Salze auf die kataphoretische
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Potentialdifferenz ist &hnlich wie ihre Wirkung auf die Membran-
potentiale bei dem gleichen py.

In der Abb. 101 sind die Wirkungen der fiinf Salze bei einem py
von 5,8. dargestellt. Bei Abwesenheit von Salz war die Ladung der
Teilchen im Betrage von ungefahr 12 Millivolt negativ. Lanthanchlorid
dndert das Vorzeichen der
Ladung schon in Konzen- o]
trationen von m/30000; J G
bei NaCl, CaCl,und Na,S0, %
tritt keine Umkehrung ein.
Na,Fe(CN), vergroBert die | Nagp el g

-40

U

™

QS
>

negative Ladung der Teil- 70 qT N
chen sehr stark, Na,SO, § 1 %ﬁ )
bewirkt eine geringe Zu- § 0\ ~ ﬁa—.l (

nahme derselben. CaCl,
vermehrt bei py 5,8 die *#%
Ladung der Teilchen nicht.

Bei den Membranpoten- *# Ll

tialen hatten wir weder

die Umkehrung der Ladung 30 LA A o A ] o H N 3
durch Lanthanchlorid noch Hongentraton.

die Zunahme der Ladung : .
. Abb. 101. Der EinfluB von Salzen auf die

qurCh Na,Fe(CN)g  bei kataphoretische Ladung von Caseinteilchen
einem py 5,8 beobachtet. vom py 5,8. Bei Abwesenheit von Salzen
Es geht also aus diesen  sind - die Teilchen negativ geladen. LaCl,

Versuchen hervor, daB kehrt die Ladung um.

sich die Membranpotentiale

und die kataphoretischen Potentiale in einer ganz bestimmten Weise
voneinander unterscheiden.

2. Um diese Unterschiede zu bestitigen, wurden Versuche iiber die
Wirkungen von Na,Fe(CN), und LaCl; auf die Membranpotentiale von
3- und 1proz. Losungen krystallinischen Eieralbumins bei py 4,0 und
bei py 5,8 angestellt. Die Membranpotentiale wurden 18 Stunden
nach dem Beginn des Versuches, wie im elften Kapitel beschrieben,
bestimmt.

In der Abb. 102 sind die Wirkungen verschiedener Konzentrationen
von Na,Fe(CN), auf die Ladung albuminiiberzogener Kollodium-
teilchen (obere Kurve) und auf die Membranpotentiale einer 3proz. und
einer 1proz. Lésung von Eieralbumin bei einem py 4,0 gleichzeitig
dargestellt. Die Ordinaten bedeuten die Potentialdifferenzen in Milli-
volt, die Abszissen die Konzentrationen des Ferrocyannatriums. Bei
positiver Ladung des Proteins sind die Ordinaten wieder nach unten,
bei negativer Ladung derselben nach oben aufgetragen.
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Bei Abwesenheit von Salzen ist das Protein bei einem py 4,0 in
beiden Fallen positiv geladen, das Membranpotential ist aber hoher als
das kataphoretische Potential. Wihrend schon eine Ferrocyannatrium-
konzentration von m/200000 bei den kataphoretischen Potentialen
die Ladung des Proteins umkehrt, ist etwas Derartiges bei den Membran-

potentialen der 3proz. Albumin-
30 losung nicht vorhanden. Das

] i // » [ | Salz vermindert hier die Poten-

201 gataphorets ”i e tialdifferenz, der DoNNANschen

" /1 Theorie entsprechend, die bei

i) einer  Salzkonzentration von

S 0 [ o At m/1034 Null wird und auf diesem

N P AV Punkt bleibt, selbst wenn man die

s 10 ,Q«”"Ql/ !}\@\/ Salzkonzentration bis auf m/64
4 e b"“r‘/ 3 oder noch hoher steigert.

+20 T Eine Umkehr der Ladung

0\“15/ scheint bei den Membranpoten-

+30 [ Wembro"™ 4 tialen der 1proz. Albuminlésungen

bei einer Salzkonzentration von

M0 W m/2048 eben nachweisbar zu sein,

MM MMM MN M N M

536 2768 38 5107 . .
R netation diese Umkehr muB aber in
Abb. 102. Die Wirkung von Na,Fe(CN), Wirklichkeit durch eine Yerfchle-
auf das Membranpotential von 1- und bung des py der Proteinlésung
3 proz. Eieralbuminlésungen und auf bedingt sein, die bei lingerem
das kataphoretische Potential von - Qtehen durch das Ferrocyan-

Kollodiumteilchen, die mit  ~ Albumin R . .
fberzogen sind. Das py betrug 4,0. natrium eintritt. Wenn man das

Die kataphoretische Ladung wird im Pm der Proteinldsung bestimmt.
Gegensatz zum Membranpotential schon S0 ergibt sich, daB es innerhalb
durch kleine Salzmengen umgekehrt. 18 Stunden iiber das des isoelek-
trischen Punktes steigt, und da-
durch dndert sich der Sinn der Ladung bei Konzentrationen zwischen
m/4096 und m/2048. Bei hoheren Salzkonzentrationen wird das Mem-
branpotential durch die depressorische Wirkung des Salzes wieder
Null. Diese Umkehr des Membranpotentials trat bei der 3 proz.
Losung nicht ein, wahrscheinlich weil das Protein sich py-Ande-
rungen gegeniiber wie ein Puffer verhilt, und zwar um so wirksamer,
je hoher es konzentriert ist. Bei den Bestimmungen des kataphore-
tischen Potentials wurden derartige Anderungen des py nicht beobach-
tet; die kataphoretischen Potentiale wurden aber auch schon nach
20 Minuten bestimmt (die Membranpotentiale erst nach 18 Stunden).
Innerhalb von 20 Minuten dndert sich das py nicht mefBbar.
In der Abb. 103 ist die Wirkung des Lanthanchlorids auf die kata-
phoretischen und Membran-Potentiale bei py 5,8 dargestellt. Bei Ab-

Six
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Six
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wesenheit dieses Salzes sind bei dem py des Versuches die Protein-
teilchen sowohl wie die Proteinldsung negativ geladen. Das Salz kehrt
schon in sehr geringen Konzentrationen, bei m/32 000 oder sogar noch
weniger, die Ladung der Teilchen um, bei den Membranpotentialen
findet auch bei hohen Salzkonzentrationen eine solche Umkehr nicht
statt. Das LaCl, kann die Membran-

potentiale von Proteinlésungen bei % |
pu 5,8 nur bis auf Null vermindern, 3«?
aber den Sinn der Ladung nicht um- 3
kehren. w0 ] 3‘3
In der Nihe des isoelektrischen RZ \—“l
Punktes bewirkt Na,Fe(CN)gin niedri- -3¢ . Bi
gen Konzentrationen eine betricht- ¥ )g =
liche negative Ladung der Teilchen, S-z \3;:-— S
withrend geringe Konzentrationen von < \;—'_;e 3_‘
LaCl, eine erhebliche positive kata- -] -
phoretische Ladung des Albumins \ é’\’*“5
verursachen (vgl. Abb. 109, S.270). 0 N #’*
Aus der Abb. 104 ersehen wir, N
daB diese beiden Salze bei den Mem- * %[~ Fgosict || |
branpotentialen einer im isoelek- T Porertigle
trischen Punkt befindlichen Albumin- *% A A A A

losung das Auftreten einer der- Honzertration

artigen Ladung nicht bedingen.  ,up, 103 Die Wirkung von LaCly
Nur nach Anderung der Wasser-  auf die kataphoretischen Potentiale
stoffionenkonzentration durch das und auf die Membranpotentiale von
Na,Fe(CN), kommt eine geringe Eieralbumin bei px 5,8
Ladung zustande. Innerhalb von 18 Stunden steigt das pu der
Albuminlésung bei Gegenwart Na,Fe(CN); etwas {iber 4,7.

Schon bei fritheren Ver-

suchen ilber den EinfluBl " laug'fe(CN)ﬁ - I/

von Ferrocyannatriumoder % o L . a{%i‘,_
Lanthanchlorid auf die § r o+ 2 D llall 150
Membranpotentiale von iso- Stw ¥

elektrischen Gelatineldsun-

gen wurden &hnliche Er- 20— =y w w n w u u 0 H KA H

gebnisse wie bei diesen Ver- D553 168 3B sz W06 0ig O e 6 TR Gk 3t

suchen iiber Eiereiweill be- Abb Die Wirk - Sal
obachtet; die Tendenz der + 104. Dle Wirkung verschiecener sa'ze

auf die Membranpotentiale von 1 proz. iso-

Losung, ihr py zu dndern, elektrischen Eieralbuminlésungen.

fiel dabei gleichfalls auf.
Der Verfasser war aber damals nicht sicher davon iiberzeugt, daB die
schwache Wirkung dieser beiden Salze auf die Membranpotentiale iso-
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elektrischer Gelatine ausschlieBlich durch die beim lingeren Stehen
eintretenden py-Anderungen bedingt war. Nach den neuen Versuchen
ist es viel wahrscheinlicher, daB es sich wirklich um py-Anderungen
handelt.

Versuche iiber die Membranpotentiale zwischen festen Gelatinegelen
und wisseriger gelatinefreier AuBenfliissigkeit erwiesen die gleiche Wir-
kung des Lanthanchlorids und Ferrocyannatriums wie bei den Membran-
potentialen von Albuminlésungen.

Nun beeinflussen andererseits Salze von dem Typus des NaCl, des
CaCl, und des Na,SO, die Membranpotentiale und die kataphoretischen
Potentiale in gleicher Weise, sie erniedrigen sie ohne sie umzukehren.
Immerhin laden Sulfate Proteinteilchen etwas stirker negativ und
CaCl, etwas stdrker positiv auf als NaCl, eine Erscheinung, die
bei den Membranpotentialen nicht votkommt. Diese Wirkung ist
indessen schwach und nur im isoelektrischen Punkt oder in seiner
Nahe erkennbar.

Wir kommen somit zu dem SchluB, daB eine Umkehr der elektrischen
Ladung von Proteinen durch schwache Konzentrationen von Salzen
mit drei- oder vierwertigen Ionen nur bei den kataphoretischen Poten-
tialen vorkommt, dagegen nicht, oder praktisch nicht, bei den Membran-
potentialen. DaB eine solche Umkehr der kataphoretischen Ladung durch
schwache Konzentrationen von Lanthanchlorid und Ferrocyannatrium
wirklich zustande kommt, stimmt mit dem Ausfall von Versuchen
iiber zwei Phinomene iiberein, die von den kataphoretischen Potentialen
abhingen, nimlich der Stabilitit von Proteinteilchen und der Elektro-
osmose durch Proteinschichten?).

Nach der HeLmHOLTZ-PERRINschen Theorie der kataphoretischen
Wanderung ist die Wanderungsrichtung durch die das Proteinteilchen
unmittelbar umgebende und sich mit ihm bewegende Wasserhiille be-
stimmt. Gewohnlich ist diese Hiille negativ geladen, wahrscheinlich
weil sie einen UberschulB negativer Ionen enthilt, welche in diese
Schicht durch dem Wasser eigentiimliche Krifte gedringt werden. — Wir
diirfen annehmen, da8 dies die Krifte der Oberflichenspannung sind. —
Wenn die beiden Ionen eines Elektrolyten die Oberflichenspannung des
Wassers in verschiedenem MaBe erniedrigen, so muB dasjenige Ion sich
in der duBersten Lage der Doppelschicht (d.h. der Wasserhiille, die
fest an dem Teilchen hingt und sich mit ihm bewegt) anreichern, das
die Oberflichenspannung stirker erniedrigt. Wir diirfen uns vorstellen,
daB auch die Molekiile des Wassers an seiner Oberfldche durch derartige
Krifte derart orientiert $ind, daB im allgemeinen das Sauerstoffatom
die duBerste und der Wasserstoff die tiefere Lage der Oberfliche bildet.

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 463. 1921/22.
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In dieser Weise reichern sich die negativen Ionen im allgemeinen in der
duBersten Lage der Oberflichenschicht des Wassers an, wihrend die
positiven Ionen sich in der tieferen Lage oder in der zusammenhin-
genden Masse des Losungsmittels iiberschiissig vorfinden. Es hat
den Anschein, daB die Krifte, welche Kationen aus der Ober-
flichenschicht tiefer in das Wasser hereinziehen, schwicher werden,
wenn die Valenz des Kations anwichst. Bei einem Salz wie
Lanthanchlorid wird also das dreiwertige Kation mit einer gréBeren
Kraft als das Anion in die duBere Wasserlage gedrdngt; daher wird
die Ladung dieser Lage positiv.

Diese Ausfithrungen erkliren wahrscheinlich die Beobachtungen,
daB positiv geladene Gelatinechloridteilchen vom py 4,0 in einer sehr
verdiinnten Ferrocyannatriumlésung eine negative kataphoretische
Ladung annehmen, und daBl Na-Gelatinatteilchen vom py 5,8 mit
urspriinglich negativer Ladung in einer Lanthanchloridlésung stark
positiv geladen werden. Es wird nunmehr gleichfalls verstindlicher sein,
wieso Na,SO, die kataphoretische Ladung von Proteinteilchen in der
Nihe des isoelektrischen Punktes etwas stirker negativ und CaCl, sie
etwas stirker positiv macht, als es NaCl tut.

Diese Tatsachen sind sdmtlich mit der Vorstellung gut vereinbar,
daB die Wanderung im elektrischen Felde durch die Potentialdifferenz
einer elektrischen Doppelschicht bestimmt ist, die ausschlieBlich dem
Wasser angehért und deren Beschaffenheit wenigstens zum Teil von
Kriften abhingt, die dem Wasser eigentiimlich sind.

3. Immerhin bleibt noch die iiberraschende Beobachtung unerklirt,
daB Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration das kataphoretische
Potential von Proteinteilchen dhnlich wie das Membranpotential von
Proteinlosungen beeinfluBt. Die Abb. 105 gibt den EinfluB von Siuren
und Basen auf die kataphoretische Potentialdifferenz von gelatine-
iiberzogenen Kollodiumteilchen an, die in folgender Weise hergestellt
waren: Eine dicke Suspension von Kollodiumteilchen wurde mit so viel
isoelektrischer Gelatine versetzt, daB eine 1proz. Losung entstand. DaB
zur Herstellung dieser Losung verwendete Wasser hatte ein py von 4,7,
d. h. das py der isoelektrischen Gelatine. Die gelatinehaltige Kollodium-
suspension blieb iiber Nacht stehen, wurde am nichsten Tag auf 40°
erhitzt, um die Gelatine bestimmt zu verfliissigen, dann wurden die
Kollodiumteilchen aus der noch warmen Gelatinelosung abzentrifugiert.
Das dicke Zentrifugat wurde in 50 ccm Wasser von py 4,7 auf-
geschwemmt. Diese Suspension diente als Vorrat. Fir den Versuch
wurden einige Tropfen dieser Suspension in 50 ccm verschieden konzen-
trierter Siure- oder Alkalilésungen gebracht, umgeschiittelt und bei
24° eine halbe Stunde lang stehen gelassen. Dann wurde die Wande-
rungsgeschwindigkeit der Teilchen im elektrischen Feld unter dem
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Mikroskop bestimmt. In der Abb. 105 sind die Ergebnisse dargestellt.
Im isoelektrischen Punkt war die Potentialdifferenz gleich Null, Sduren
und Basen vermehren den Potentialsprung, wobei in alkalischer Lésung
die Teilchen negativ und in saurer Losung positiv geladen sind, ebenso
wie es auch bei den Membranpotentialen der Fall ist. Ist das Sidure-

anion oder das Alkalikation ein-

w0 [ wertig, so ist der elektrokinetische
- Yoy Potentialsprung gréBer, als wenn die
/ I entsprechenden Ionen zweiwertig
A RZ) sind, eine Tatsache, die mit der Va-
3 — lenzregel bei den Membranpoten-
S0 tialen in Einklang steht.
S : = Waichst die Konzentration der
+0 byl 22 ;r) Saure oder des Alkali iiber einen
I x bestimmten Betrag, so wird die
ru i kataphoretische Potentialdifferenz
v50 wieder kleiner, was ebenfalls bei den
o b h A AL LAY ¥ T Membranpotentialen der Fall war.
Honzentration Leider konnte nicht festgestellt wer-
Abb. 105. Der EinfluB von Siuren den, ob diese UbereinStimmllng

und Basen auf die kataphoretische
Ladung von Kollodiumteilchen, die
mit Gelatine iiberzogen sind. Die
Abszissen bedeuten die Normalititen
der Saure- oder Alkalilosungen, die
Ordinaten die zugehérigen kata-
phoretischen Ladungen der Teilchen
in Millivolt. Die Ordinaten weisen
bei negativer Ladung der Teilchen
nach oben, bei positiver nach unten.
Der Nullwert der Abszisse bezieht

quantitativ ist, denn die Protein-
konzentration der festen Teilchen
ist unbekannt. Die Membranpoten-
tiale einer 1 proz. Proteinlosung
waren bei gleichem py stets hoher
als die kataphoretische Potential-
differenz fester Teilchen desselben

‘Proteins. Es fragt sich nun, wo-

durch diese qualitative Uberein-

sich auf. den isoelektrischen Punkt
der Gelatine.

stimmung der py-Wirkungen auf
diese beiden Potentiale bedingt ist.
Fir die Wirkung der Sduren und
Basen auf die Membranpotentiale besitzen wir eine mathematische
Theorie, leider gilt das gleiche nicht fiir die kataphoretische Potentiale.

4. FREUNDLICH und RoNA!) haben einen Unterschied zwischen den
HaBerschen Phasengrenzpotentialen an der Grenzfliche zwischen Glas
und Wasser und den kataphoretischen Potentialen von Wasser gegen
Glas festgestellt. Das Phasengrenzpotential hingt hierbei nur von der
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung ab; auBer den H'- und OH'-
Tonen iiben andere Ionen keinen EinfluB auf dieses Potential aus, wie

1) FreunpricH, H. und P. Rona: Sitzungsber. d. preuB. Akad. d. Wiss.
Bd. 20, S. 397. 1920.
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dies schon von HABER und KLEMENSIEWICZ!) festgestellt war. Das
,,elektrokinetische Potential“ an der Grenzfliche zwischen Glas und
Wasser, welches FREUNDLICH und RoNA im Kataphoreseversuch maBen,
lieB eine ausgesprochene BeeinfluBbarkeit durch andere Ionen auBer
den H'- und OH’-Ionen erkennen. Insbesondere konnte der EinfluB der
Valenzen nachgewiesen werden, der fiir simtliche kataphoretischen
Potentiale so charakteristisch ist. Nach FREUNDLICH und Rona ist
der Unterschied zwischen den beiden Potentialen folgender: Das
Phasengrenzpotential ist die Potentialdifferenz zwischen dem Inneren
der festen Phase und dem Inneren der fliissigen Phase; sie kann daher
nur durch solche Ionen der fliissigen Phase beeinflut werden, die in
die feste Phase eindringen konnen. Beim Glas scheint dies nur fiir die
H'- und OH’-Ionen zuzutreffen. Das elektrokinetische Potential indessen
ist in Ubereinstimmung mit der HELMHOLTzschen Theorie die Potential-
differenz zwischen der dem festen Teilchen unmittelbar benachbarten
Wasserschicht und dem Innern des Wassers. Der Potentialsprung dieser
elektrischen Doppelschicht wird durch simtliche Ionen der Fliissigkeit
beeinfluBlt ; die beiden Autoren nehmen an, daB bei den elektrokinetischen
Potentialen die Adsorption die Hauptrolle spielt.

Die Anschauungen von FREUNDLICH und RoNa sind von FREUNDLICH
und GYEMANT?) auf Grund von Vergleichen zwischen den ,,thermo-
dynamischen* und elektrokinetischen Potentialen zwischen mit
Wasser mischbaren Fliissigkeiten(Phenol,Guajacol, Benzonitrilund Anilin)
und wisserigen Losungen bestitigt worden. Die aus thermodyna-
mischen Daten berechneten Potentiale zwischen diesen 6ligen Fliissig-
keiten und Wasser hat BEUTNER?) in einer Reihe ausgezeichneter Ver-
suche erforscht; seine Ergebnisse und SchluBfolgerungen beziiglich des
Ursprungs dieser Potentiale wurden von FREUNDLICH und GYEMANT be-
stitigt. BEUTNER fand, daB die nichtwisserige Phase positiver oder
negativer geladen ist, je nachdem das Kation oder Anion eines vor-
handenen Salzes in ihr besser 16slich war. Bei den kataphoretischen
Potentialen zwischen diesen vier mit Wasser nicht mischbaren Fliissig-
keiten und Wasser fanden FREUNDLICH und GYEMANT, daB die Ol-
tropfen stets negativ geladen waren, sogar das basische Anilin, und
daB das Vorzeichen der elektrischen Ladungen dieser mit Wasser nicht
mischbaren Tropfchen umgekehrt werden konnte, wenn Verbindungen
mit mehrwertigen anorganischen Kationen oder mit organischen Kat-

1) HaBer, F. und Z. KLEMENSIEWICZ: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 67,
S. 385. 1909.

2) FREUNDLICH, H. und A. GYEMANT: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 100,
S. 182. 1922. .

3) BEUTNER, R.: Die Entstehung elektrischer Strome in lebenden Geweben.
Stuttgart 1920.

Loeb, EiweiBkérper. 17
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ionen (z. B. basische Farbstoffe) zugesetzt wurden. Diesen EinfluB der
Kationen auf die kataphoretischen Potentiale beziehen die Verfasser
auf die Adsorption.

In den von FREUNDLICH und seinen Mitarbeitern untersuchten
Fillen sind die Unterschiede zwischen den ,,thermodynamischen
und den kataphoretischen Potentialen dargestellt. Immerhin kann man
mittels der Adsorptionslehre nicht erkldren, weshalb die Membran-
potentiale bei Proteinen durch H- und OH’-Ionen in derselben Weise
wie die kataphoretischen Potentiale gedndert werden; durch Adsorp-
tionsvorgiange werden nur die kataphoretischen Potentiale beeinflut.

Wir konnen als ein Ergebnis unserer Versuche festhalten, daB die
kataphoretische Wanderung und die kataphoretische Potentialdifferenz
von Proteinteilchen oder von suspendierten von Protein umhiillten
Teilchen durch zwei Ursachen bedingt sind: 1. durch Krifte, die den
Proteinteilchen eigentiimlich sind und 2. durch Krifte, die ausschlieBlich
der die Proteinteilchen umgebenden wisserigen Losung zukommen. Die
von den Proteinteilchen abhdngigen und wegen ihrer Ionisation mit dem
Membrangleichgewicht im Zusammenhang stehenden Krifte iiberwiegen
die vom Wasser abhingigen Krifte derart, daB der Sinn der kataphore-
tischen Wanderung der Proteinteilchen durch die aus der Ionisation und
dem Membrangleichgewicht resultierenden Krifte bestimmt ist.

J. A. WiLson?) nimmt an, daB die kataphoretische Potentialdifferenz
zwischen den Teilchen und dem Wasser durch das DoNNAN-Gleichgewicht
bestimmt ist. Dies kann nur der Fall sein fiir den Teilbetrag der kata-
phoretischen Potentialdifferenz, die mit der Ionisation des Proteins
zusammenhidngt. Wéihrend aber die Wanderungsrichtung von Pro-
teinteilchen ganz fraglos von ihrer Ionisation abhingt, ist es nicht mit
gleicher Sicherheit erwiesen, daB das DonNNaNsche Gleichgewicht die
Ursache fiir diesen Zusammenhang ist.

Achtzehntes Kapitel

Die Stabilitdt von Suspensionen fester
Proteinteilchen und die Wirkungsweise
von Schutzkolloiden?).

1. Vorbemerkungen.

Wihrend man frither die an den Grenzen zwischen festen und
flisssigen Korpern auftretenden Krifte fiir rein physikalische hielt, sind
1) WiLsoN, J. A.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 28, S. 1982. 1916. —

The Chemistry of Leather Manufacture S. 127. New York and London 1923.
%) Vgl J. Loes: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 479. 1922/23.
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Lanemuir?) und HARKINS2) zu dem SchluB gekommen, daBl diese Krifte
in erster Linie chemischen Ursprungs sind. Bei der Erorterung des Pro-
blems, das den Gegenstand dieses Kapitels bildet, werden wir von dieser
letzteren Auffassung Gebrauch machen. Wir wollen nidmlich unter-
suchen, welcher Art die Krafte sind, die feste Proteinteilchen suspendiert
erhalten. Das groBe Proteinmolekiil verhalt sich nicht wie eine homogene
Einheit, wir miissen daher fiir unsere Erorterung zwischen ,,wisserigen
Gruppen, d.h. Gruppen, die eine starke chemische Affinitit zu den
Wassermolekiilen haben (z. B. Carboxyl-, Amino- oder Imidogruppen),
und ,,6ligen* Gruppen unterscheiden (z. B. Kohlenwasserstoffgruppen),
deren Affinitit zueinander gréBer als zum Wasser ist. Ahnliche An-
sichten hat SHEPPARD geduBert3): In wisseriger Losung befindliche
Gelatinemolekiile kénnen aneinander hingenbleiben, wenn sie einander
mit ihren 6ligen Gruppen beriihren; ist die Gelatinekonzentration hoch
genug, so kann die ganze Losung zu einem Gel erstarren. Bei einem
solchen Vorgang braucht die Affinitit der ,,wisserigen Gruppen der
Gelatinemolekiile zum Wasser nicht kleiner zu werden, wahrscheinlich
ist dies auch nicht der Fall. Der durchschnittliche Abstand zwischen
den Mittelpunkten der Gelatinemolekiile des Gels bleibt der gleiche
wie vorher in der Losung. Wird indessen Gelatine durch ein Salz aus-
gefillt, so wird die Affinitit der ,wisserigen* Gruppen zum Wasser
verkleinert und die Molekiile ziehen einander mit groBerer Kraft an.
Die Folge davon ist eine Koagulation, denn dann sind die gegen-
seitigen Abstinde der Gelatinemolekiile sehr viel kleiner als vorher in
der Losung.

Diese Auffassung von dem Unterschied zwischen Gelbildung und
Ausflockung oder Aussalzung wird durch die von dem Verfasser be-
obachtete Tatsache gestiitzt, daB man bei gleicher Temperatur zum
Ausfillen von Gelatineldsungen, die nahezu schon ein Gel bilden, die
gleiche hohe Salzkonzentration braucht wie zur Ausflockung identisch
zusammengesetzter Losungen bei sehr geringer Viscositit.

Hieraus ergibt sich, daB3 es nicht nur a priori méglich, sondern viel-
leicht auch wahrscheinlich ist, daBl die Affinitit der wisserigen Gruppen
der Gelatinemolekiile zum Wasser weiter wirkt, wenn ein festes Teil-
chen, etwa aus Kollodium, mit einer Gelatineschicht iiberzogen wird.
Wir wollen in diesem Kapitel nachweisen, daB die Ausflockung oder
Fillung gelatineumhiillter Kollodiumteilchen durch Salze derselbe Vor-
gang ist wie das Aussalzen von Gelatinelésungen. Ferner wollen

1) LANGMUIR, I.: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 39, S. 1848. 1917.

2) Harxkins, W. D,, F. E. BRown and E.C. H. Davigs: Journ. of the Americ.
chem. soc. Bd. 39, S.354. 1917; HAaRKINS, DaviEs and G. L. CLARK: a.a. O.
S. 541.

3) SuEPPARD, S. E. and S. S. SweET: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 44,
S. 2797. 1922.
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wir zeigen, da Suspensionen aus gelatineumbhiillten Kollodiumteilchen
bei dem py des isoelektrischen Punktes der Gelatine, nimlich 4,7,
ebenso instabil sind wie Gelatinelgsungen, und dafl Suspensionen von
gelatineumhiillten Kollodiumteilchen sowohl wie Gelatinelésungen
bei einem py von 4,7 durch den Zusatz von Neutralsalzen stabiler
oder loslicher werden. Die Stabilitit von Suspensionen von gelatine-
umhiillten Kollodiumteilchen in Wasser ist demnach von den Kriften
der chemischen Affinitdt zwischen den wisserigen Gruppen der Gelatine-
molekiile und dem Wasser!) abhingig.

Diese chemische Betrachtungsweise steht im Widerspruch zu den
rein physikalischen Ansichten, nach welchen suspendierte Teilchen aus-
schlieBlich durch ihre elektrischen Doppelschichten am Ausflocken ge-
hindert werden, deren Ursprung durch die Eigenschaften des Wassers
bedingt ist. Nach dieser Vorstellung wiirde die Stabilitit einer Suspen-
sion nur von der Potentialdifferenz zwischen den beiden Lagen der das
suspendierte Teilchen umgebenden Doppelschicht abhidngen, wobei diese
Potentialdifferenz durch verhiltnismiBig geringe Salzkonzentration zum
Verschwinden gebracht werden kann und dasjenige Ion des Salzes in
diesem Sinne wirkt, dessen Ladung der des Teilchens entgegengesetzt
ist. Wenn man Kollodiumteilchen mit genuinem krystallinischen Eier-
eiweill tiberzieht, so verhalten sie sich so, als ob durch die Bildung
eines diinnen Hiutchens die Affinitit des Proteins zum Wasser ver-
lorengegangen wire, ebenso wie dies bei hoher Temperatur eintritt
(,,beim Kochen"). Hierbei treten die chemischen Attraktionskrifte
zwischen den ,,wisserigen Gruppen des Albumins und dem Wasser
bei der Stabilitit der Suspensionen nicht mehr in Erscheinung. Solche
Teilchen konnen, der physikalischen Theorie entsprechend, nur mittels
sie umgebender elektrischer Doppelschichten suspendiert erhalten werden.

2. Das Wesen der Krifte, die die Stabilitit von Suspensionen
gelatineiiberzogener Kollodiumteilchen bedingen.

Nach einer in einer fritheren Arbeit mitgeteilten Methode wurden
Suspensionen aus Kollodiumteilchen hergestellt?). Eine kleine Menge
einer solchen Suspension wurde mit 100 ccm einer 0,1proz. wisserigen
Losung isoelektrischer Gelatine vom py4,7 vermischt und iiber Nacht
stehen gelassen. Hierbei bildet sich, wie der Verfasser frither gezeigt
hatte, um jedes Kollodiumteilchen eine feste EiweiBschicht?). (Man
darf hierzu keine héher ‘konzentrierten Gelatineldsungen verwenden,
sonst bilden sich gréBere Gelatineaggregate, an welchen einzelne Kol-
lodiumteilchen hingenbleiben kénnen. Solche groBere Teilchen setzen

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 479. 1922/23.

%) LoEs, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 109. 1922/23.
3) Loes, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 2, S. 577. 1919/20.
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sich dann auch bei Abwesenheit von Salzen rasch ab, so daB die
Versuchsergebnisse gefilscht werden koénnen.)

Am nichsten Morgen wurden die nunmehr mit Gelatine umbhiillten
Kollodiumteilchen abzentrifugiert und dann so viel Teilchen von einer
bestimmten GréBe in Wasser von bestimmtem py gebracht, daB eine
rahmige Suspension entstand. Von dieser Ausgangssuspension wurden
nun drei Tropfen in Reagensgldser mit 10 ccm einer Salzlsung von
bestimmtem py bei Zimmertemperatur gebracht und {iber Nacht stehen
gelassen und auf diese Weise festgestellt, bei welchen Salzkonzentra-
tionen Fillung erfolgte. Die Potentialdifferenz der elektrischen Doppel-
schicht der gelatineumbhiillten Teilchen war aus den Kataphorese-
versuchen des vorigen Kapitels bekannt?!). In der Tabelle 52 sind die
molaren Konzentrationen verschiedener Salze angegeben, die zur Aus-
fallung der Suspensionen von gelatineumbhiillten Kollodiumteilchen iber
Nacht bei Zimmertemperatur notwendig waren.

Tabelle 52.
Die niedrigsten Salzkonzentrationen, die eben noch die Ausfillung von Suspensionen
von gelatineumhiillten Kollodiumteilchen bewirken. (Uber Nacht bei Zimmer-
temperatur.)

pu NaCl CaCl, LaCly Na,S0, Na,Fe(CN)g
m m m m m
3,0 2 >2 >1 1
4,0 >2 >2 >1 1 1/2
4,7 >2 >2 >1 >1/2 1/2
5.8 >2 >2 >1 1 1/2
11,0 >2 2 1 1/2

Aus zwei Griinden stehen die zur Féllung dieser Suspension erforder-
lichen Salzkonzentrationen nicht zu der kataphoretischen Potentialdiffe-
renz in Beziehung, erstens weil die Salzkonzentrationen weit groBer
sind als diejenigen, die die Potentialdifferenz sehr verkleinern oder zum
Verschwinden bringen, und zweitens weil keine Andeutung fiir das Be-
stehen der Valenzwirkung vorhanden ist, die bei der Verkleinerung der
kataphoretischen Potentialdifferenz durch Salzzusatz so ausgesprochen
ist. Die zur Ausflockung von Suspensionen negativ geladener eiweiB-
freier Kollodiumteilchen erforderlichen Salzkonzentrationen waren fiir
NaCl, Na,SO,, CaCl, und LaCl; beziiglich m/2, m/4, m/32 und m/2048.
Die gelatineumbhiillten Kollodiumteilchen sind bei pg 5,8 und 14,0 eben-
falls negativ geladen, indessen iibersteigen die zur Fallung notwendigen
Lanthanchloridkonzentrationen den Betrag 1m, beim CaCl, 2m.

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 395. 1922/23.
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Der Verfasser kann nicht mit volliger Sicherheit angeben, ob man die
negativ geladenen suspendierten gelatineumbhiillten Teilchen mittels noch
so groBer Konzentrationen dieser Salze iiberhaupt vollstindig ausfillen
kann, obwohl die Moglichkeit nicht ausgeschlossen ist. Ferner fillen
Natriumsulfat und Ferrocyannatrium die negativ geladenen Teilchen viel
besser als Lanthan- oder Calciumchlorid. Aus diesen Ergebnissen folgt,
daB die Krifte, die die Stabilitit dieser gelatineumbhiillten Kollodium-
teilchen gewihrleisten, nicht die der elektrischen Ladung der Teilchen sind.

Besonders bemerkenswert sind die Ergebnisse derartiger Versuche,
bei welchen das py 4,7 betrug, d.h. im isoelektrischen Punkt der
Gelatine. Hierbei sind die Teilchen, wie die Kataphoreseversuche zeigen,
vollig ungeladen. Bei py 4,7 sind nun Suspensionen von gelatine-
iiberzogenen Teilchen bei Abwesenheit von Salzen nicht stabil. Man
konnte meinen, daB dies die Bedeutung der elektrischen Ladung der
Teilchen fiir die Stabilitit solcher Suspensionen beweist, daB also die
im isoelektrischen Punkt ungeladenen Teilchen einer Ladung bediirfen,
damit die Suspension stabil wird. Diese Annahme ist indessen nicht
richtig. Setzt man den Suspensionen nimlich sehr kleine Salzmengen
zu, die so klein sind, daB die Teilchen ungeladen bleiben, so kénnen
die Suspensionen stabil werden. So geniigen schon CaCl, und Na,SO,
in Konzentrationen von m/16000 und NaCl in einer Konzentration
von m/512, um derartige Suspensionen im isoelektrischen Punkt der
Gelatine zu stabilisieren. Die Bestimmungen der kataphoretischen Po-
tentialdifferenz solcher gelatineumhiillten Kollodiumteilchen im iso-
elektrischen Punkt der Gelatine ergaben, daBl bei Gegenwart dieser
Salze in den angefithrten Konzentrationen die Teilchen keine Ladung
erhalten. Sie bleiben sogar bei viel hoheren Konzentrationen ungeladen?).

In der Tabelle 53 sind die minimalen Salzkonzentrationen angegeben,
die erforderlich sind, um solche Suspensionen im py des isoelektrischen
Punktes der Gelatine zu stabilisieren.

Tabelle 53.

Salzkonzentrationen, bei denen Suspensionen von gelatineumhiillten Kollodium-
teilchen eben noch stabil bleiben. pg 4,7 (isoelektrischer Punkt der Gelatine).

Stabil Gefillt
NaCl . .. .. .. m/512 bis 2 m (und héher) | 0 bis m/1024
CaCl, . . . . . .. m/16000 bis 2 m (o]
LaCly . . . . . .. m/130000 bis 1 m 0
Na,8O, . . .. .. m/16000 bis m/2 0 bis m/32000 und iber
m/2
Na,Fe(CN); . . . . |m/1000000 bis m/4 0 und iiber m/4

1) LoEB, J.: Journ. of gen. Physiol. Bd. 5, S. 395. 1922/23.
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Wenn also nach diesen Versuchsergebnissen die Stabilitdt solcher
gelatineumhiillten Kollodiumteilchen nicht von der Potentialdifferenz
der die Teilchen umgebenden elektrischen Doppelschichten abhingt, so
fragt es sich, welche sonstigen Krifte diese hochgradige Stabilitadt
solcher Suspensionen bewirken kénnen. Diese Krifte sind die gleichen,
die Gelatine in Losung halten. Die zur Ausfillung von Suspensionen
von gelatineumhiillten Teilchen erforderlichen Salzmengen stimmen
praktisch mit den {iberein, die man zum Aussalzen der Gelatine aus
echten wisserigen Losungen verwenden muf. In der Tabelle 54 sind
die zum Aussalzen 1proz. Gelatinelgsungen bei den py-Werten 3,0, 4,0,
4,7 (isoelektrischer Punkt), 5,8 und 11,0 erforderlichen niedrigsten Salz-
konzentrationen fiir NaCl, CaCl,, LaCl;, Na,SO, und Na,Fe(CN); an-
gegeben. Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB3 je 1 g ur-
spriinglich isoelektrische Gelatine in 100 ccm wésseriger Losungen auf-
gelost wurden, welche Salzsiure oder Natronlauge in solchen Mengen ent-
hielten, daB das py den gewiinschten Wert annahm. Ferner enthielten diese
Losungen die angegebenen Salzmengen. Nach ihrer Herstellung blieben
die Losungen iiber Nacht bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen.

Tabelle 54.

Die zur Ausfillung von Gelatine in 1proz. Losung bei Zimmertemperatur erforder-
lichen molaren Salzkonzentrationen.

br NaCl CaCl, LaCly Na,SO, Na,Fe(CN)¢
m m m m m
3,0 2 >2 >7/8 1/2
4,0 >2 >2 >7/8 1/2 und héher 7/16
4,7 >2 >2 >7/8 1/2 und hoher 7/16
5.8 >2 >2 >7/8 7/8 >7/16
11,0 >2 >2 7/8 7/16

Die in der Tabelle 54 angegebenen Werte sind fast dieselben wie
die der Tabelle 52.

Offenbar sind die zur Ausfillung gel6ster Gelatine erforderlichen
Salzkonzentrationen (z. B. bei CaCl, oder LaCl;) sehr erheblich grofer,
als sie sein miiBten, wenn die Gelatine eine Suspension bildete, d. h.
wenn die Gelatineteilchen am Ausflocken durch die Ladung der elek-
trischen Doppelschichten gehindert wiirden. Die Tabellen 52 und
54 zeigen ferner, daB Na,SO, ein besseres Fallungsmittel fir Gela-
tinelosungen ist als CaCl,, auch wenn die Gelatineteilchen negativ
geladen sind, also bei py 5,8 oder bei py 11,0. Wiirden die Gelatine-
teilchen mittels ihrer elektrischen Ladung in Lsung gehalten, so miiBte
CaCl, besser fillen als Na,SO,, wenn die Teilchen negativ geladen sind.
Dies ist aber, wie wir gesehen haben, nicht der Fall. Da weiter die zum
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Aussalzen der Gelatine erforderlichen Salzkonzentrationen fast identisch
mit den zum Ausfillen von Suspensionen gelatineumhiillter Kollodium-
teilchen notwendigen Mengen sind, so miissen die Krifte, die die Sta-
bilitdt solcher Suspensionen gewdhrleisten, identisch mit denen sein,
die die Stabilitit echter Gelatinelosungen bedingen. Diese letzteren
Krifte sind die Krifte der Affinitdt zwischen Losungsmittel und geléster
Substanz.

Man kann weiter zeigen, daB die stabilisierende Wirkung von Salzen
auf Suspensionen von gelatineumhiillten Kollodiumteilchen, die sich im
isoelektrischen Punkt der Gelatine befinden, eine Beeinflussung der
Affinitit der Proteinschicht zum Wasser ist.

Im sechsten Kapitel haben wir gesehen, da Neutralsalze die Los-
lichkeit isoelektrischer Gelatine erhéhen, und zwar in um so héherem
MaBe, je hoher die Valenz eines der beiden Salzionen ist!). Wir haben
es hier mit der gewohnlichen Léslichkeit zu tun, denn erstens wird die
zur Losung einer bestimmten Menge fester isoelektrischer Gelatine
erforderliche Zeit durch Zusatz von Salzen kleiner, und zweitens nimmt
hierbei die Menge der in Wasser geldsten isoelektrischen Gelatine zu.
Diese beiden Erscheinungen sind um so ausgesprochener, je hoher die
Valenz eines der beiden Salzionen ist.

Aus der Gleichheit der Salzwirkungen auf die Stabilitdt von Gelatine-
lI6sungen und auf die Stabilitit von Suspensionen von gelatine-
umhiillten Kollodiumteilchen ergibt sich, daBl die Krafte, welche das
Ausfallen der gelatineumhiillten- Kollodiumteilchen verhindern, die
gleichen betrachtlichen Krifte sind, von denen die gewohnliche Losung
von Gelatine in Wasser abhingt. Dies sind die Krifte der chemischen
Affinitdt zwischen den ,,wisserigen’* Gruppen (Carboxyl-, Amino- oder
Imidogruppe) und den Wassermolekiilen.

3. Losungen von genuinem krystallinischen Eiereiwei®).

Das Eieralbumin kommt in zwei Modifikationen vor, als ,,genuines‘
und als ,,denaturiertes”. Das genuine krystallinische Eiereiweil3 ist
in Wasser sehr gut 18slich, das denaturierte dagegen so gut wie un-
lIoslich. Die einfachste (aber nicht die einzige) Methode, aus ge-
nuinem EiweiB die wasserunldsliche Modifikation herzustellen, besteht
in dem Erhitzen wisseriger Losungen dieser Substanz. Das genuine
Eiereiwei3 wird mittels der starken Krifte der Nebenvalenzen, von
denen auch sonst die Loslichkeit abhingt, in Losung gehalten, dagegen
ist das denaturierte EiereiweiB in Losung oder besser in Suspensionen

1) LoEs, J.: Arch. néerland. de physiol. de 'homme et des anim. Bd. 7,
S. 510. 1922.
2) LoEB, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 479. 1922/23.
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nur durch die Wirkung der schwachen elektrostatischen AbstoBungs-
krifte moglich, welche durch die die Teilchen umgebenden elektrischen
Doppelschichten bedingt sind. Wir wollen uns zuerst mit der Loslich-
keit des genuinen Eiereiweilles in Wasser beschiftigen.

Ausdriicklich mag erwdhnt werden, daB samtliche Versuche mit
genuinem Eiereiweil bei Zimmertemperatur von héchstens 24° an-
gestellt wurden. Bei Temperaturen von 60° oder dariiber besteht die
Moglichkeit der Bildung der unldslichen Modifikation.

Da die Teilchen des genuinen isoelektrischen EiereiweiBles im py
ihres isoelektrischen Punktes keine Wanderung im elektrischen Feld
zeigen, so konnen sie auf keinen Fall durch ihre elektrischen Ladungen
in Losung gehalten werden. AuBerdem ist die Viscositit isoelektrischer
Albuminlésungen so klein, daB in ihnen nur verhiltnismiBig wenig
oder gar keine Aggregate enthalten sein kénnen. Auch SORENSEN?) ist
der Ansicht, daB das krystallinische Eiereiweil echte Losungen bildet.
Dieser Auffassung widerspricht keine bisher bekannte Tatsache.

Wenn man krystallinisches Eieralbumin in der Umgebung seines iso-
elektrischen Punktes, d. h. bei py 4,0, 4,8 und 5,8 ausfillen will, so muf3
man Salze in sehr hohen Konzentrationen verwenden. Eine Beziehung
zwischen dem Sinn der elektrischen Ladung des Proteinteilchens und
dem féllenden Ion des Salzes besteht nicht. Bei hoheren Wasserstofi-
ionenkonzentrationen, etwa bei py 2,0, geniigen zur Fillung schon
kleinere Salzkonzentrationen. Bei sdmtlichen py-Werten fillen Salze
wie LaCl; besser als Salze wie CaCl, (Tabelle 55).

Tabelle j55.

Die niedrigsten Salzkonzentrationen, die zur Ausflockung 1 proz. Eieralbumin-
16sungen bei Zimmertemperatur innerhalb von 20 Stunden erforderlich sind.

sz NaCl MgCl, CaCl, LaCl, Na,S0, Na,Fe(CN)g
m m m m m m
11,0 1 1/4 >3/4 >3/8

5,8 >2 >2 1/2 >3/4 >3/8
4,8

(Isoelektrischer | >2 >2 <3/4 >3/4 >3/4

Punkt)

4,0 >2 1 1/4 >3/4 >3/8
3,0 1 1 <1/4 <3/4
2,0 3/8 3/16

Die Loslichkeit des genuinen krystallinischen Eieralbumins ist dem-
nach zweifellos nicht durch die die Molekiile oder Teilchen umgebenden
elektrischen Doppelschichten bedingt, sie ist vielmehr durch die Krifte

1) S6RENSEN, S. P, L.: Cpt. rend. trav. Lab. Carlsberg Bd. 12, Copenhagen
1915/17.
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bestimmt, die auch sonst -echte krystalloide Losungen ermoglichen.
Die Ausfillung des genuinen Eiereiweifles hdngt nicht mit einer Ver-
kleinerung der Potentialdifferenz einer Doppelschicht zusammen,
sondern ist ein echter ,,Aussalzvorgang®.

4. Die Stabilitit von Suspensionen von Kollodiumteilchen,
die mit krystallinischem EiereiweiB iiberzogen sind.

Uberzieht man Kollodiumteilchen mit genuinem krystallinischen
Eiereiwei und stellt aus ihnen Suspensionen her, so verhalten sich
diese ganz anders als Losungen von genuinem Eiereiwei3; sie gleichen
den Suspensionen von Teilchen des denaturierten EiereiweiBes. Wenn
also genuines krystallinisches Eiereiweil in diinner Schicht auf einer
Kollodiumoberfliche ausgebreitet ist, so verhilt es sich derartig, als
ob seine ,,wisserigen“ Gruppen nun nicht mehr mit Wasser reagieren
konnen. Suspensionen von albuminumhiillten Kollodiumteilchen sind
nur so lange stabil, als die kataphoretische Ladung der Teilchen hoher
als 12 oder 13 Millivolt ist.

Kollodiumteilchen wurden in 1proz. Losungen von krystallinischem
Eieralbumin vom py 4,8 gebracht und darin iiber Nacht belassen.
Dann wurde abzentrifugiert und aus dem Zentrifugat unter Zusatz
von Wasser vom py 4,8 eine milchige Suspension hergestellt. Drei
Tropfen dieser Suspension wurden nun mit 50 ccm verschieden konzen-
trierter Salzlésungen vom py 11,0, 5,8, 4,5, 4,0 und 3,0 vermischt und
dann die Wanderungsgeschwindigkeit der Teilchen im elektrischen Feld
mikroskopisch gemessen.

In den Abb. 106—108 sind die Ergebnisse dieser Messungen graphisch
dargestellt. Die Ordinaten dieser Kurven stellen die Wirkung der Salze
auf die kataphoretische Potentialdifferenz der albuminumbhiillten Kol-
lodiumteilchen dar und sind in Millivolt ausgedriickt. Als Grundlage
der Berechnung dient die gemessene Wanderungsgeschwindigkeit. Bei
negativer Ladung der Teilchen sind die Ordinaten nach oben abgetragen.
Die Kurven sind fast die gleichen wie die der Abb. 109—112, welche
das Verhalten der kataphoretischen Potentialdifferenz bei Teilchen von
denaturiertem Eiereiweil3 darstellen. Nur bei den py-Werten 5,8 und 11,0
ist ein Unterschied; hier verhalten sich die mit Albumin {iberzogenen
Kollodiumteilchen fast ebenso wie albuminfreie Kollodiumteilchen.

Der EinfluB} der Salze auf die Stabilitit derartiger Suspensionen von
albuminumhiillten Kollodiumteilchen wurde in folgender Weise be-
stimmt: Drei Tropfen der Ausgangssuspension wurden in 10 ccm ver-
schieden konzentrierter Salzlsungen von abgestuftem py aufgeschiittelt,
dann wurde iiber Nacht das Absetzen der Teilchen bei Zimmertemperatur
abgewartet. Aus diesen Versuchen ermittelten wir den Betrag der kriti-
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schen Potentialdifferenz, die in den Abb. 106—108 als horizontale Linie
eingezeichnet ist. Bei simtlichen Salzlésungen, bei welchen die Ladung
der Teilchen zwischen diesen beiden Linien und der Abszissenachse
liegt, waren die Teilchen im allgemeinen iiber Nacht ausgefallen. Die
kritische Potentialdifferenz ist bei diesen Suspensionen von albumin-
umbhiillten Kollodiumteilchen fast die gleiche wie bei den Suspensionen
denaturierten EiereiweiBes, sie betrigt etwa 10—11 Millivolt.
In der Abb. 106 ist das

Verhalten der kataphoreti- NN
schen Potentialdifferenz der % ol
albuminumbhiillten Kollodium- 0 Z AN
teilchen bei elpem pu von 4,5 s | Arimsche 2D \\ -
dargestellt. Die Ladung der 4 -
Teilchen war Null. Der iso- § / /It/a, 50, , ~
elektrische Punkt des krystal- ¥ , ZagDene al
linischen Eiereiweies ist zwar T~ % | C/l

, LaCls
pu 4,8. Hierbei war aber die +w ritysche P, *
kataphoretische =~ Potential- o e e
diff;renzd Iﬁlcht Null, ;Ild ES *200 5_5_,45.%32_,[&”%”?;2 ”;_y{;w_,z iﬁi/ﬂiAﬂ, z% % _”y 7;{ %_y dﬂ
muBte daher durch - Zugabe Honzentration
einer Spur von Siure die kata-  pp, 406, Die Wirkung von Salzen auf

phoretische Wanderung zum
Stillstand gebracht werden.
Zusatz von NaCl, Na,SO,,
CaCl, oder LaCl, steigerte die
kataphoretische ~ Potential-
differenz nicht tiber den kri-

die kataphoretische Ladung von Kollodium-
teilchen, die mit einer Schicht von krystal-
linischem Eieralbumin iiberzogen waren.
Bei dem py des Versuches (4,5) war die
Ladung bei Abwesenheit von Salzen fast
Null. Die beiden gestrichelten Linien dieser
und der folgenden Abbildungen, die die

Bezeichung ,,Kritische P. D.** tragen, sind
die Grenzen, innerhalb deren die Suspen-
sionen instabil waren.

tischen, zur Herbeifithrung der
Stabilitdt erforderlichen Wert.
Dagegen stieg bei Zusatz von
Ferrocyannatrium in Konzentrationen von m/16000 und dariiber die
Potentialdifferenz auf 13 Millivolt und dariiber an, so daB die Sus-
pensionen stabil wurden. Bei einem Gehalt an Ferrocyannatrium von
m/32 oder dariiber sank die Potentialdifferenz unter den kritischen
Wert, so daBB die Suspensionen ausflockten.

Die kataphoretische Potentialdifferenz lag bei den Versuchen, die
bei py = 4,0 durchgefithrt wurden, von Anfang an bei Abwesenheit
von Salz iiber dem kritischen Wert. Wurden die Salze LaCl;, CaCl,,
NaCl oder Na,SO, zugesetzt, so sank die Ladung unter den kritischen
Wert, so daB Flockung eintrat (Abb. 107). Bei Anwesenheit von
Na,Fe(CN); in Konzentrationen zwischen m/8000 und m/32 waren
die Suspensionen stabil; die kataphoretische Potentialdifferenz war in
diesen Losungen groBer als 13 Millivolt.
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Bei py = 3,0 (Abb. 108) betrug die Potentialdifferenz mehr als
30 Millivolt, so daB3 die Suspensionen stabil waren. Um die Ladung

=30

[gg{cm M~
-20 *M \\
+ 1 Sotscte £
T I Aische O INE
WA N
A
5 .
3,/ [ aa!
N
S // L A L
b At 4
0 Y ik —I"[ rpische ADT]
Lot G 7
+20
0 I M T T HH
J2768 16384 8792 4096 2048 7024 572 26 728 64 32 176 8

Honzentrafion

Abb. 107. Die Wirkung von Salzen bei py

4,0 auf die Ladung und auf die Stabilitat

von albuminumhiillten Kollodiumteilchen.

Bei Abwesenheit von Salz betragt die

Ladung -13 Millivolt, Na,Fe(CN), kehrt
die Ladung um.
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Abb. 108. Die Wirkung von Salzen bei

Pu 3,0 auf die Ladung und auf die Stabili-

tat von albuminumhiillten Kollodiumteil-

chen. Die Ladung betrigt von Anfang an

schon --31 Millivolt. Die Suspensionen

flocken erst bei relativ hohen Salzkonzen-
trationen aus.

unter den kritischen Wert von
13 Millivolt zu senken, sind
hohe Salzkonzentrationen er-
forderlich: m/16 NaCl, m/32
CaCl,, ungefihr m/64 LaClg
und m/256 Na,SO,.

Aus diesen Versuchen er-
gibt sich, da3 Kollodiumteil-
chen, die mit genuinem Eier-
eiweil umhiillt sind, nur mit
Hilfe der elektrischen Doppel-
schichten Suspensionen bilden
konnen. Sinkt deren Poten-
tialdifferenz unter einen kriti-
schen Wert, so tritt Flockung
ein. Die Teilchen ziehen ein-
ander ebenso wie die Teilchen
denaturierten Eiereiwei3es an,
sobald die Potentialdifferenz
unter den kritischen Wert von
ungefdhr 12 Millivolt gesun-
ken ist.

Es ist schwer zu ver-
stehen, weshalb das genuine
EiereiweiB seine Wasserléslich- -
keit einbiiit, wenn es in diin-
ner Schicht auf Kollodiumteil-
chen ausgebreitet ist und sich
nunmehr in dieser Beziehung
wie gekochtes Eiereiweil3 ver-
halt. Ahnliche Beobachtungen
hatte RAMSDEN!) gemacht.
Dieser Autor fand, daB die
Proteine eine Neigung zur
Bildung fester Hiutchen auf
Fliissigkeitsoberflichenhaben,
weil sie die Oberflichenspan-
nung des Wassers verkleinern.

Hierbei tritt bei diesen Proteinen (oder vielleicht besser bei bestimmten

Proteinen) eine irreversible Koagulation ein.

Krystallinisches Eier-

1) RaMsDEN, W.: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. 47, S.336. 1904.
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eiweil wiirde also bei der Bildung eines diinnen Hiutchens denaturiert
werden.

HerzreLD und KiINGER!) sowie WiEcHOWwsKI?) fanden, daB ein
trockenes Pulver 19slichen Blutalbumins durch Zerreiben unloslich ge-
macht werden kann.

Die Vorginge bei der Denaturierung sind noch unbekannt. Es konnte
vielleicht sein, daB bei der Bildung eines Hiutchens die gegenseitige
Anordnung der Albuminmolekiile derartig ist, daB die Wirkung der
Gruppen mit hoher Affinitdt zum Wasser verschwindet. Nach den Be-
obachtungen von LANGMUIR®) miissen die Molekiile in Oberflichen-
hiutchen eine ganz bestimmte Lage einnehmen.

Wie dem auch sei, die Tatsache bleibt bestehen, daB die Elektrolyte
die kataphoretische Potentialdifferenz bei gelatineumbhiillten Kollodium-
teilchen in etwa der gleichen Weise beeinflussen wie bei Kollodium-
teilchen, die mit genuinem krystallinischen Eiereiweil {iberzogen sind.
Dagegen ist der EinfluB der Salze auf die Stabilitit von Suspensionen
dieser nach verschiedenen Methoden behandelten Kollodiumteilchen ein
ganz verschiedenartiger. Dieser Unterschied findet seinen Ausdruck
darin, daf3 die Stabilitdt von Suspensionen von gelatineumbhiillten Teil-
chen durch die betrichtlichen, bei der echten Loslichkeit wirksamen
chemischen Krifte gewihrleistet ist. Bei den Suspensionen von albumin-
umhiillten Kollodiumteilchen ist die Stabilitit im wesentlichen durck
die schwachen elektrostatischen Krifte der jedes Teilchen umgebenden
elektrischen Doppelschicht bedingt.

5. Die Stabilitit der Suspensionen von Teilchen
denaturierten Eiereiweifles.

Suspensionen von Teilchen denaturierten EiereiweiBles sind unter
den gleichen Bedingungen stabil wie Suspensionen von Kollodium-
teilchen, die mit genuinem Albumin {iberzogen sind; dieses Verhalten
steht mit der Vorstellung in Ubereinstimmung, daB das genuine Eier-
eiweil bei der Bildung eines Hiutchens an der Koliodiumoberfliche
sich derart verindert, daB anscheinend seine Affinitit zum Wasser
verschwindet.

Uber die Flockung des denaturierten EiereiweiBes liegen schon sorg-
faltige Untersuchungen besonders von CHICK und MARTINY) vor. In-
dessen wurde die elektrische Ladung der Teilchen nicht bestimmt, und

1) HerzreLp, E. und R. KLINGER: Biochem. Zeitschr. Bd. 78, S.349. 1917.

2) WiecHowski, W.: Biochem. Zeitschr, Bd. 81, S.278. 1917.

3) LANGMUIR, I.: Journ. of Americ. chem. soc. Bd. 38, S. 2221. 1916; Bd. 39,
S. 1848. 1917.

4) Cuick, H. und C. J. MArRTIN: Journ. of physiol. Bd. 45, S.261. 1912.
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gerade hierauf kommt es uns bei der Untersuchung der Beziehungen
zwischen dieser Ladung und der Stabilitdt der Suspensionen an.

Die Suspensionen von denaturiertem Eiereiwei8 wurden in folgender
Weise hergestellt?): Eine 1proz. Losung isoelektrischen krystallinischen
Eiereiweifes vom py 4,8 wurde auf 90° erhitzt, wobei das EiweiB
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Abb. 109. Die Wirkung von Salzen bei py

5,0 (Nihe des isoelektrischen Punktes) auf

die Ladung von Teilchen denaturierten
EiereiweiBes.

koagulierte. Nach dem Ab-
setzen wurde das Sediment
in einem Morser mit klei-
nen Wassermengen zu einer
milchigen Suspension ver-
rieben. Ein Tropfen einer
hinreichend konzentrierten
Vorratssuspension wurde in
je 10 ccm Losung verschie-
dener Salze von verschie-
denem py gebracht, umge-
schiittelt und iiber Nacht bei
Zimmertemperatur  stehen
gelassen.

Um die denaturierten Ei-
weiBteilchen zu entladen,
muf} man das py der Losung
auf etwa 5,0 bringen. In

der Abb. 109 sind die Wirkungen von NaCl, Na,SO,, CaCl,, LaCl, und
Na,Fe(CN)g bei diesem py auf die kataphoretische Potentialdifferenz
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Abb. 110. Die Wirkung der gleichen Salze
bei py 4,0 auf die Ladung der EiweiBteilchen.

dargestellt. Bei sdmtlichen
NaCl-, Na,SO,- oder CaCl,-
haltigen Loésungen waren
die Teilchen ausgeflockt.
Nur bei Anwesenheit von
Na,Fe(CN)g und LaCl; in
bestimmten Konzentratio-
nen wurden die Suspensio-
nen stabil. Bei Ferrocyan-
natrium  betrugen  diese
Konzentrationen zwischen
m/65000 und m/16. Aus
der Abb. 109 sieht man, daB3
in dem Bereich zwischen
diesen Konzentrationen die

kataphoretische Ladung iiber 10 Millivolt betrigt. Bei Anwesenheit

1) LoEs, J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 5, S. 505. 1922/23.
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von LaCl,; in Konzentrationen zwischen m/2000 und m/16 waren die
Suspensionen gleichfalls stabil und ihre Ladung gréBer als der kri-
tische Wert von ungefihr 12 Millivolt.

Die Wirkungen der gleichen fiinf Salze bei einem py von 4,0 sind in
der Abb. 110 dargestellt. Bei diesem py ist die kataphoretische Potential-
differenz der Teilchen bei

Abwesenheit von Salzen Nay (s

ungefihr 20 Millivolt, die | | 444 Ny
Suspensionen sind also 20 /' N

stabil. Bei Anwesenheit y | |/ . N

von Na,Fe(CN)g in Kon- ~§_70 o

zentrationen von m/8000 X a2 (7

oder noch weniger sinkt o\ v
die Potentialdifferenz schon N |
auf ungefihr Null, und +® I
die Teilchen flocken aus. 1T

Wiichst die Konzentration % o M HHH MMM MMM
des Na,Fe(CN),, so kehrt e antratn

sich die Ladung ,der Teil- Abb. 111. Die Wirkung der gleichen Salze
C‘hen‘ um, und die Poten- e pu 5,8 auf die Ladung der EiweiBteilchen.
tialdifferenz wird allméih-

lich groBer; bei einem Gehalt von m/2048 betrigt sie dann etwa
12 Millivolt, so daB die Suspension nunmehr wieder stabil ist. Die
iibrigen Salze verkleinern die Ladung unter den kritischen Wert in
folgenden Konzentrationen: '

NaCl m/16, CaCl, m/32, |

LaCly <m/16 und Na,SO, l

m/1024. Bei diesen und ¥,, a5 1 L

bei hoheren Konzentratio- § i wfl’

nen trat Flockung ein. S - L L
Die Abb. 111 und 112 Tetesst

stellen die Wirkung dieser +30 NH N HHNHNN NN

H
§

Slx

y M A .|

. . 4 8% 0% 577 &
Salze auf die kataphoreti- Z w5 R T o
sche Potentialdifferenz der Abb. - 112. Die Wirkung der gleichen Salze

EiweiBteilchen bei pu 5.8  bei py 3,0 auf die Ladung der EiweiBteilchen.
und 3,0 dar. Man kann

aus diesen Abbildungen ablesen, bei welchen Konzentrationen jeden
Salzes Flockung eintritt, da nur bei einer Potentialdifferenz iiber
10—12 Millivolt die Suspensionen stabil sind. Die groBten Salzkonzen-
trationen, bei denen die Suspensionen noch stabil waren, und die
niedrigsten Salzkonzentrationen, die Flockung bewirkten, sind in der
Tabelle 56 zusammengestellt.
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Tabelle 56.
Die niedrigsten Salzkonzentrationen und die dazugehdrigen kataphoretischen La-
dungen, bei welchen Suspensionen von denaturiertem Eieralbumin noch stabil
bleiben oder schon ausflocken.

Stabil Vollstandige Ausfdllung
bu Ladung i Ladung i
Konzentration &ﬁ;t’golltn Konzentration I;ilﬁ?rgl’tn
11,0 | CaCl, m/256 10 m/16 6
NaCl . . . m/4 bis 0 24 bis 9
Na,SO, . . m/4 bis 0 31 bis 10 1m <10
58 | NaCl. . . m/256 8 m/128 7
CaCly. . . m/4096 8 m/2048 7
LaCl, m/2048 13 m/32000 7
Na,SO, . . m/4096 12 m/512 9
Na,Fe(CN), m/4 <9
50 | NaCl . . . 0 bis m/4 <3
CaCl, 0 bis m/8 <3
Na,SO, . . 0 bis m/2 <3
LaCly m/2048 bis m/16 13bis10 | m/32000 bis 0 | 8 bis 6
Na,Fe(CN), m/65000 bis m/16 19 bis 10,5 0 5
4,0 | NaCl. . . m/32 9 m/16 6
CaCl, m/128 13 m/32 8
LaCl, m/65000 bis m/16 22 bis 9
Na,SO, . . m/16000 14 m/1024 8
Na,Fe(CN)g | m/4096 bis m/2048 12 bis 8 m/8192 3
3,0 | NaCl . . . m/16 10,5 m/4
CaCl, m/16 11 m/4
LacCl, m/16 9,5 m/4
Na,SO, . . m/256 9,5 m/128 8

Aus der Tabelle 56 ersiecht man, daB Suspensionen von Teilchen
denaturierten krystallinischen EiereiweiBes nicht mehr stabil bleiben,
sobald die Potentialdifferenz unter 9 Millivolt sinkt. Bei Werten iiber
10—12 Millivolt sind sie dagegen stets stabil. Es mag noch hervor-
gehoben werden, daB die Messungen der kataphoretischen Potential-
differenz nur auf -2 Millivolt genau sind.

Die Stabilitit von Suspensionen denaturierten krystallinischen Eier-
eiweiBes hingt nach diesen Versuchen von der elektrischen Ladung der
Teilchen ab. Indessen muB doch hervorgehoben werden, daB bei
pu 4,0, 5,8 und 5,0 bei CaCl, und NaCl in Konzentrationen von
m/2 oder dariiber die Suspensionen nicht ausflocken. Da bei Gegen-
wart der Salze in derartig hohen Konzentrationen die Potentialdifferenz
gegen Wasser sehr klein ist, so daB die Teilchen ausflocken miiB3ten,
so miissen wir annehmen, daf8 durch solche Salzmengen die Kohisions-
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kriafte zwischen den Teilchen vermindert oder die Attraktionskrifte
zwischen Wasser und Albumin vermehrt werden, so daB die Teilchen
nicht koagulieren konnen, selbst wenn sie keine elektrische Ladung
mehr tragen. Eine dhnliche Erscheinung beobachteten NORTHROP und
DE KRUIF!) bei ihren Versuchen iiber den EinfluB von Salzen auf
Bakteriensuspensionen und bewiesen durch direkte Messungen, dafB3 die
Kohisionskrifte zwischen den einzelnen Bakterienindividuen bei hohen
Salzkonzentrationen so klein werden kénnen, daB selbst bei fehlender
Ladung Agglutination nicht eintreten kann.

6. Der EinfluB von Salzen auf die Hitzekoagulation
des Eiereiweifes.

Erhitzt man krystallinisches EiereiweiB, so verindert es sich und
wird unloslich. Wenn die EiweiBmolekiile bei ihrer Temperatur-
bewegung aneinander anprallen, so bleiben sie aneinander hingen, bilden
Aggregate, und diese Aggregate kénnen durch das Hingenbleiben weiterer
Molekiile gréBer werden, vorausgesetzt, daB die kataphoretische Poten-
tialdifferenz der Teilchen kleiner ist als der kritische Betrag von etwa
9 Millivolt. Ubersteigt die kataphoretische Potentialdifferenz diesen
kritischen Wert, so kénnen die Teilchen nicht mehr koagulieren; die
Suspension bleibt stabil. Daher ist auch die durchschnittliche GréBe
der Teilchen um so kleiner, je groBer ihre Ladung ist, denn die Wahr-
scheinlichkeit, daB die Teilchen unter Uberwindung der gegenseitigen
elektrostatischen AbstoBung sich einander bis zu ihrer Vereinigung
nihern, wird um so kleiner, je hoher die kataphoretische Potential-
differenz ist. Man kann dies schon an dem Aussehen der Losung er-
kennen. Ist die Ladung der Teilchen sehr gro8, so muBl die Losung
durchsichtig wie Wasser erscheinen, weil unter diesen Bedingungen
Aggregate von hochstens der GréBe einiger Molekiile bestehen, dagegen
solche Aggregate sich nicht miteinander vereinigen konnen. Bei
kleineren Potentialdifferenzen kann ein kleiner Prozentsatz der Teilchen
sich mit hinreichend groBer Geschwindigkeit bewegen, um die elektro-
statische AbstoBung zu durchbrechen, so daB3 vereinzelt mehrere Aggre-
gate zu groBeren zusammentreten konnen. Solche Loésungen wiirden
eine ganz geringe blduliche Opalescenz aufweisen. Bei weiterer Ver-
kleinerung der Ladung nimmt die Zahl der wirksamen Molekiilzusammen-
stoBe zu, die Suspension wird dann grau und schlieBlich milchig er-
scheinen und ausflocken, sobald die Ladung den kritischen Wert unter-
schreitet, da dann bei den meisten ZusammenstoBen der Aggregate

1) NorTHROP, J. H. und P. H. pE Krurr: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 639,
655. 1921/22.

Loeb, EiweiBkorper. 18
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groBere Aggregate entstehen, die sich ihren Dimensionen entsprechend
rasch absetzen.

Die kataphoretische Ladung der Teilchen hiangt nun mit der Wasser-
stoffionenkonzentration und mit dem Salzgehalt der Loésung zusammen; die
Wirkung der Salze kann man aus den Kurven der Abb. 109—112 ablesen.

Die Versuche wurden in folgender Weise angestellt. Je 7 ccm Wasser
vom py 4,8, also dem py des isoelektrischen Punktes des krystal-
linischen EiereiweiBes, wurden mit je 2 ccm einer 1proz. Losung iso-
elektrischen krystallinischen EiereiweiBes (dessen py selbstverstindlich
4,8 war) vermischt und dazu je 1 ccm einer Losung verschiedener Salze
in verschiedenen Konzentrationen, aber stets von gleichem ¢y 4,8,
zugesetzt. Die 10 ccm Mischung wurden in Reagensglaser gefiillt und
diese so lange in kochendes Wasser eingestellt, bis der Inhalt der Reagens-
gliser eine Temperatur von 90° angenommen hatte. Dann wurden die
Reagensgliser aus dem Wasserbad herausgenommen und auf Zimmer-
temperatur abgekiithlt. In der Tabelle 57 ist angegeben, wie die ver-
schiedenen Mischungen am folgenden Tag aussahen.

Tabelle 57.

EinfluB verschiedener Salze auf die Hitzekoagulation des krystallinischen Eier-
albumins in wisseriger Losung im py seines isoelektrischen Punktes.

Gesamtsalzgehalt 03 2 2 183 & 182181812 |8 8 § : ‘§ §
imtocemozproz | B\ g | ¢ | § £53(5 S|z 8 = |2 |88 = |°
Albuminldsung 1S | o« ° <+ o= |« g8 8 g8 g B S5 E
LaCl; ... .| Koagulation |Opa- blaulich Opali- |mil-| koaguliert
les- | ~———————"|sierend chig
cenz sehr und
klar tritbe
Na,Fe(CN), . 2, % klar zuneh- milchig +
2l &g mende 8
<8 Opales- &
% 2 g cenz g
@ o — ~
BaCl, .... koaguliert
CaCl, .... »
Na,SO, ... »
NaCl..... »

Bei Abwesenheit von Salzen sind die Aggregate ungeladen, so da8
das Eiweill ausflockt. Desgleichen flocken die Losungen bei Gegenwart
von NaCl, Na,SO, oder CaCl, aus. Dieses Ergebnis ist ohne weiteres
verstindlich, denn wir haben gesehen (Abb. 106, S.267), daB diese
Salze die Ladung tiberhaupt nicht oder nur wenig vermehren. Dagegen
bildet sich bei Gegenwart von Na,Fe(CN)g oder von LaCl; nicht nur
eine Suspension, sondern diese Suspension wird bei denjenigen Konzen-
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trationen dieser Salze, bei denen die Potentialdifferenz des denaturierten
EiereiweiBes hoch ist, fast so klar wie Wasser. Die Suspension ist bei
einem Gehalt der Losung an LaCl; zwischen m/2800 und m/40 Klar,
aber ganz leicht bldulich. Beim isoelektrischen Punkt ist innerhalb
dieses Konzentrationsbereiches die Ladung maximal, sie betrigt fast
15 Millivolt. Bei den Konzentrationen m/25 und m/10000 sind die
Suspensionen noch stabil, aber opak, die Teilchen sind zwar groBer,
aber nicht groB genug, um sich hinreichend rasch zu sedimentieren.
In diesen Fillen betrug die Ladung der Teilchen etwa 10 Millivolt, sie
war also gerade noch gréBer als der kritische Wert von 9 Millivolt. Bei
einem Gehalt von LaCl; von m/20000 und darunter flockten die Teil-
chen aus, da ihre Ladung kleiner als 9 Millivolt war.

Die Wirkung der Sduren ist dhnlich. Bei Anwesenheit von ganz
geringen Sduremengen kommt es bei der Durchfithrung derartiger Ver-
suche bei der Erhitzung auf 90° nicht zur Ausflockung. Das Aussehen
der Losungen hingt in der angefiihrten Weise von der Ladung ab,
welche die Teilchen tragen. Bei diesen Versuchen wurden je 10 ccm
einer wisserigen 0,2proz. Losung fast isoelektrischen krystallinischen
EiereiweiBes mit einem Gehalt von abgestuften Salzsiuremengen in
Reagensglidser gebracht und in einem siedenden Wasserbad bis auf
90° erhitzt. Nach dem Abkiihlen bis auf Zimmertemperatur wurde
das Aussehen der Losungen mnotiert. Die Ergebnisse sind in der
Tabelle 58 angegeben. Wenn in den 10 ccm Losung 0,01 ccm n/10-HC1
enthalten war, so blieb das Protein so gut wie isoelektrisch (py 4,8)
und die Potentialdifferenz unterhalb des kritischen Wertes. Daher
trat beim Erhitzen Gerinnung ein. Bei einem Gehalt der Lésung von
0,02 ccm n/10-HCl trat keine Gerinnung auf, indessen nahm die
TeilchengroBe betrichtlich zu, da die Ladung nicht sehr gro8 war.
Erst bei einem Salzsiuregehalt von 0,05 ccm oder mehr war die
kataphoretische Potentialdifferenz groB genug, um die Losung beim
Kochen klar zu erhalten. Wurde die Salzsiurekonzentration derartig
gesteigert, daB die kataphoretische Potentialdifferenz wieder unter den
kritischen Wert sank, so trat beim Kochen wieder Flockung auf.

Tabelle 58.
EinfluB von HCI auf die Hitzekoagulation krystallinischen EiereiweiBes in wasse-
riger Losung. 10 ccm von (fast isoelektrischem) Albumin enthalten verschiedene
Mengen n/10-HCI. 90°.

ccm n/10-HCl in 10 ccm
a.0,2proz. Albuminlssung | © | 001 | 0,02 0,03 0,04 |005/0,1/0,2(0,4/0,8(1,6/3,2
Aussehen der Losung| koagu- sehr starke etwas vollig klar
liert opak | Opales- | opalisie-
cenz rend,
aber klar

18*
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In der Tabelle 59 sind die groBten und kleinsten Salzkonzentrationen
enthalten, bei denen Losungen genuinen krystallinischen Eiereiweiles
beim Erhitzen auf 90° klar blieben bzw. ausflockten. Ferner sind in
der Tabelle die kataphoretischen Potentialdifferenzen denaturierter
EiereiweiBteilchen bei Gegenwart der angegebenen Salze in den an-
gegebenen Konzentrationen aufgefiihrt.

Tabelle 59.
Hitzekoagulation des krystallinischen Eieralbumins.

Nicht koaguliert

Koaguliert

pu ) P.D. ] -D.
Konzentration in Millivolt Konzentration in ]I:‘[illiv olt
11,0 |NaCl. . . .| O bis m/2 24 bis 9
CaCl, .10, m/512| 31 ,, 12,5 m/128 bis 2 m | 8,5 u. weniger
Na,SO, . . .| 0 , m/8 31, 12 1m
Na,Fe(CN)g . | 0 ,, m/8 29 ,, 95 m/2
58 |NaCl. . . . m/16 u. héher | 5 ,,
Ca(Cl, . m/512 bis1m | 5 ,,
Na,S0, . . . m/16 bis m/2 7 . .
|Na,Fe(CN), - . m/4
4,0 [NaCl. . . . m/64 bis2m |11 ,,
CaCl, m/128 bis 2m (13 ,, ,,
LaCl, . m/4
Na,SO, . . . m/1024bis1m | 8§ ,
3,0 |NaCl . . . . m/32 13,5 m/4
CaCl, m/32 14 m/8 bis 2m 8 ,, .,
LaCl, . m/32 13 m/4
Na,S0, . . . m/512 10 m/128 8 ., .
4,8 |NaCl. . . . .
CaCl . . . . in allen Kon- | etwa 3 oder
N328204 o zentrationen weniger
La.Cl8 m/2 500 bis 13 bis 11
m/26
Na,Fe(CN)g . | m/2500 bis | 30 ,, 14
m/20

7. Proteine als Schutzkolloide.

Der Verfasser hat durch seine Versuche iiber anomale Osmose ge-
zeigt, daB3 auf der Innenseite von Kollodiumhiutchen, in denen sich
eine 1proz. Losung eines EiweiBkérpers befindet, etwa Gelatine,
krystallinisches Eiereiweil, Casein oder Oxyhimoglobin, sich iiber
Nacht ein festes Hautchen aus festem Protein bildet, das nicht ent-
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fernt werden kann, selbst wenn man das Kollodiumsickchen 10 bis
20mal?) mit warmem Wasser ausspiilt. Bei den Versuchen mit Oxy-
hdmoglobin erkennt man das EiweiBhdutchen an der Farbe. Die
Krifte, die das Anhaften des EiweiBhidutchens am Kollodium bewirken,
hingen nicht mit der Ionisation des Proteins zusammen, denn die
Hautchen bilden sich, gleichgiiltig ob das Protein sich im isoelektrischen
Punkt oder an seiner sauren Seite befindet. Indessen tritt keine
Hautbildung ein, wenn das Protein sich auf der alkalischen Seite
seines isoelektrischen Punktes befindet. Die Bildung des Hautchens
muB durch die Kriafte der sekundiren Valenzen bewirkt werden, die
ganz allgemein die Ursachen fiir die Erscheinungen der Kohision und
Adhision sind.

Diese Hautchenbildung ist die Ursache der sogenannten Schutz-
wirkung bestimmter Kolloide. ZsiGMONDY und seine Mitarbeiter haben
nachgewiesen, da§ Suspensionen von kolloidalem Gold, die durch geringe
Salzkonzentrationen ausgefillt wurden, gegen die fillende Wirkung der
Salze geschiitzt wurden, sobald die Goldteilchen in einer Gelatinelésung
suspendiert waren. Zur Kennzeichnung quantitativer Verhéltnisse fithrte
Zs16MONDY den Ausdruck ,,Goldzahl“ ein, die angibt, wieviel Milli-
gramm schiitzende Substanz eben geniigt, um zu verhindern, daB bei
Zusatz von 1 ccm einer 10proz. NaCl-Losung zu 10 ccm eines bestimmten
roten Goldsols die Farbe in blau umschligt?).

Gelatine ist ein besonders wirksames Schutzkolloid, wihrend Eier-
eiweil — welches ZsiGMONDY nicht durch Krystallisation gereinigt
hatte — nur geringe schiitzende Eigenschaften aufwies. Die Versuche,
die in diesem Kapitel angefithrt sind, erkliren diesen Unterschied.
Wenn man Suspensionen von Kollodiumteilchen nicht mit Proteinen
behandelt, so tritt schon bei Gegenwart sehr geringer Salzkonzentra-
tionen Fillung ein, weil die Teilchen nur vermége der sie umgebenden
elektrischen Doppelschichten suspendiert erhalten werden, deren Poten-
tialsprung schon durch geringe Salzmengen unter den kritischen Wert
verkleinert wird. Bringt man aber Kollodiumteilchen in eine Gelatine-
losung, so bildet sich an ihrer Oberfliche eine Gelatineschicht, deren
Molekiile weiter eine hohe Affinitit zum Wasser behalten, die selbst
durch sehr groBe Salzkonzentrationen nicht vernichtet wird. Die
Stabilitdt der Suspensionen von gelatineumbhiillten Kollodiumteilchen
hidngt also nun nicht mehr von der elektrischen Doppelschicht ab, die
fir die Stabilitit der nackten Kollodiumteilchen maBgebend war und
deren Potentialdifferenz durch relativ kleine Salzkonzentrationen unter
den kritischen Wert gebracht wird.

1) LoEs, ]J.: Journ. of gen. physiol. Bd. 2, S. 577. 1919/20.
2) ZsicmonDpY, R.: Kolloidchemie. Leipzig 1918, S. 173 und 358.



278 Die Stabilitait von Suspensionen fester Proteinteilchen.

Wenn die Kollodiumteilchen mit genuinem krystallinischen Eier-
eiweill tiberzogen werden, so verliert das Albumin seine vorher groBe
Affinitdit zum Wasser und verhilt sich jetzt wie denaturiertes Eier-
eiweil. Bei Suspensionen von Kollodiumteilchen, die mit Eierei-
weill {iberzogen sind, hidngt demnach die Stabilitit hauptsichlich
von der jedes Teilchen umgebenden elektrischen Doppelschicht ab,
so daB die Suspensionen schon durch kleine Salzmengen ausgeflockt
werden.

Wenn wir aber die Wirkungen der Wasserstoffionenkonzentration
in Rechnung setzen, konnen wir bestimmte Bedingungen ausfindig
machen, bei denen auch Schichten von krystallinischem Eiereiwei3
bei suspendierten Kollodiumteilchen eine gewisse Schutzwirkung
entfalten. So kann z. B. eine Suspension nackter Kollodiumteilchen
bei py 4,0 oder 3,0 schon durch sehr geringe Mengen LaCl; (ungefihr
m/4000) ausgeflockt werden. Sind dagegen die Teilchen mit Eiereiweif3
oder mit Casein umhiillt, so sind die zur Ausflockung erforderlichen
LaCl;-Mengen wesentlich hoher, die Konzentrationen betragen ungefahr
m/32 oder dariiber. Bei diesen py-Werten sind die Teilchen ndmlich
positiv geladen, und ihre Ladung wird nicht durch das La™-Ion, sondern
durch das Cl'-Ion verkleinert. Weiter beobachtet man bei einem py
von 4,0 oder von 4,8 eine Schutzwirkung gegeniiber dem EinfluB3 hoher
Konzentrationen von CaCl, (m/2 oder mehr), sobald die Teilchen mit
Albumin oder Casein iiberzogen sind. Casein besitzt im allgemeinen
keine oder hochstens geringe schiitzende Eigenschaften; die Stabilitit
von Suspensionen von caseinumhiillten Kollodiumteilchen ist durch die
kataphoretische Potentialdifferenz der Teilchen bedingt, die schon durch
kleine Salzkonzentrationen unter den kritischen Wert gesenkt wird.
Immerhin kénnen unter bestimmten Bedingungen die Teilchen auch bei
hohen Salzkonzentrationen (besonders CaCl,) selbst bei fehlender Ladung
suspendiert bleiben.

Versuche mit Kollodiumsuspensionen, deren Teilchen mit Edestin
itberzogen waren, ergaben, da8 dieses Protein sehr schwache schiitzende
Eigenschaften besitzt.

Nach den Ergebnissen dieser Versuche kénnen wir die Schutzkolloide
folgendermaBen definieren: 1. Schutzkolloide miissen an der Oberfliche
der zu schiitzenden Kolloidteilchen feste Hiutchen bilden kénnen, und
2. miissen zwischen den das Hautchen bildenden Molekiilen und den
Molekiilen des Losungsmittels (z. B. Wasser) stirkere Attraktionskrifte
wirken als zwischen den Molekiilen des Schutzkolloides, d. h. sie miissen
echte krystalloide Loslichkeit besitzen. Wer der Ansicht nicht zu-
stimmt, daB Proteine echte Lésungen bilden kénnen, diirfte die Schutz-
wirkung bestimmter Kolloide, wie etwa der Gelatine, schwerlich deuten
konnen.
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Neunzehntes Kapitel.
Membrangleichgewicht und Peptisation.

Unter Peptisation versteht man die Verminderung der AggregatgroQe;
sie ist daher das Gegenteil der Flockung oder der Koagulation. Die
Verkleinerung der TeilchengréBe kann auf verschiedene Weise zustande
kommen. Bei der Pepsinwirkung auf gekochtes Eiereiweil handelt es
sich um einen hydrolytischen Vorgang, durch welchen die unlosliche
Verbindung in kleinere Reaktionsprodukte mit echter Loslichkeit iiber-
gefiihrt wird. Manchmal kann eine Vermehrung der Loslichkeit mit
der Ionisation zusammenhingen, wenn z. B. die Loslichkeitsgrenze der
Gelatine im isoelektrischen Punkt iiberschritten und eine opake Sus-
pension entstanden ist, so kann die Losung sich aufhellen, sobald die
Loslichkeit durch Zugabe eines Salzes gesteigert wird. Diese Erschei-
nung ist bei den Salzen mit mehrwertigen Ionen besonders ausgesprochen.
Wir wollen uns jetzt mit einem Sonderfall der Peptisation beschiftigen,
wobei diese durch ein Membrangleichgewicht zwischen dem Teilchen
und der umgebenden Losung herbeigefithrt wird. Dies ist der Fall bei
der Peptisation von urspriinglich isoelektrischen unléslichen Casein-
kornchen unter dem EinfluB von Siuren.

Wegen der praktischen Unléslichkeit des isoelektrischen Caseins in
Wasser kann man bei diesem Protein leicht die Vorginge verfolgen,
die zur Losung der Caseinkdérnchen in wisserigen Sdure- oder Alkali-
losungen fithren. Diese Vorginge sind ganz verschiedenartig, je nach
der Reaktion. In einer alkalischen Losung, etwa in einer verdiinnten
Natronlauge, losen sich Caseinteilchen &dhnlich auf, wie Teilchen von
Natriumoleat. Die Erscheinungen, die man bei der Auflosung des
Natriumoleatsbeobachtet, sind nach QUINCKE so zu erkliren, da3 die Ober-
flichenspannung an der Grenzfliche Seife/Wasser plstzlich kleiner wird,
wodurch prominierende Teilchen der Seifenoberfliche fortgerissen werden
und die Oberfliche sehr bald glatt wird. Bei der Auflésung von Casein-
kornchen in verdiinntem Alkali beobachtet man die gleichen Vorgénge.

Die Krifte, die die Losung des Natriumcaseinats bewirken, hingen
nicht mit dem Donnan-Gleichgewicht zusammen, denn wire dies der
Fall, so miite die Losungsgeschwindigkeit der Kérnchen bei einem py
zwischen 10,0 und 12,0 ein Maximum haben, um dann wieder abzu-
nehmen. Nun wichst aber in Wirklichkeit die Losungsgeschwindigkeit
des Caseins in Alkali mit steigendem py sehr viel rascher. In einer
m/2-NaOH-Losung gehen die Kérnchen fast augenblicklich in Lésung.
Hiermit steht in guter Ubereinstimmung, daB wisserige Natriumcaseinat-
Iosungen von NaCl, LiCl oder NH,Cl nur in sehr hohen Konzentra-
tionen gefallt werden konnen.
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Wenn man 5ccm einer Natriumcaseinatlssung vom pg 7,0 mit
einem Gehalt von 29, urspriinglich isoelektrischen Caseins mit § ccm
verschieden konzentrierten Losungen verschiedener Salze ebenfalls vom
pu 7,0 versetzt, so tritt keine Féllung ein, wenn die Konzentration
des NaCl 2,5m oder kleiner ist; das Gleiche gilt fiir LiCl-Konzentra-
tionen von 3,25m und fiir NH,Cl-Konzentrationen von 2m?).

Bringt man dagegen isoelektrische Caseinkornchen in Salzsdure-
l6sungen, so tritt wegen der

§5,0 starken zwischen den Ca-
Ls5 / seinmolekiilen wirksamen
L / \* Kohisionskrifte erst dann
X /] \ Loésung ein, wenn die Mole-
N4 - g
8 * A% kiile durch den hydrostati-
L 45 \% \E _ schen Druck des in das
; = \ Innere der Teilchen mittels
840 i : \ , \\ des DonNAN-Gleichgewich-
% Va \’;? \ ‘\ tes eindringenden Wassers
N /5 2 \ Y auseinandergedringt wer-
N den.
§ 30 /( Y 2 Man kann sich von die-
3 A | ms0 ,
§z s PN Trichloressigsdure sen Erscheinungen durch
T & "% & &~ # % % m n die mikroskopische Be-
000 500 200 100 3% k4 4 2 .
Séiurekonzentration trachtung der in ver-

Abb. 113. Die Quellung von Caseinkérnchen schieden konzentrierten

in verschiedenen Sduren. (24° Versuchs- Saurelésungen auf'ge-'
dauer 1 Stunde,) schwemmten  Caseinteil-

chen iiberzeugen. Bei Ge-
genwart einer Salzsdurelosung beginnen die Caseinteilchen zu quellen,
wobei sie immer durchsichtiger werden; sobald die Quellung einen
bestimmten Grad erreicht hat, verschwinden die Teilchen — sie sind in
Losung gegangen. Die gequollenen Teilchen kénnen schon durch geringe
Erschiitterungen zerfallen. T. B. ROBERTSON hat derartige Vorgéinge bei
der Auflésung des Natriumcaseinats angenommen, indessen scheint in
diesem Fall der Mechanismus der Auflésung ein anderer zu sein. Ohne
Zweifel ist aber die Quellung der Caseinteilchen eine notwendige Vor-
bedingung fiir die Auflésung von Caseinsduresalzen. Die Caseinteilchen
gehen nur dann in Lgsung, wenn ihr Quellungsgrad eine bestimmte
Grenze iiberschreitet.
Bei unseren Versuchen gingen wir in folgender Weise vor: Isoelek-
trische Caseinkérnchen von ungefihr gleicher GroBe (sie passierten
das Sieb 100, aber nicht das Sieb 120) wurden in geringer Menge in je

1) LoEB, J. und R. F. LoEB: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 187. 1921/22.
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50 ccm Wasser mit einem Gehalt von verschieden konzentrierten Sduren
gebracht und darin bei 24° gehalten. Nach 15 Minuten, 1, 6 und 24
Stunden wurde der Durchmesser von ungefihr 15 Koérnchen mikro-
skopisch mittels eines Mikrometers bestimmt und der Durchschnitt
genommen. Es wurde besondere Sorgfalt darauf verwendet, die Teilchen
nicht auseinanderfallen zu lassen. Die mittleren Durchmesser nach
einstiindigem Verweilen sind in der Abb. 113 dargestellt. Die Abszissen
sind die Logarithmen der

Siurekonzentration,dieOr- %7 R
dinaten die mittleren §55 N/ Wallge Yasing
Durchmesser der Teilchen. E ! -
Man erkennt ohne weite- \
. NS \
res, daB mit zunehmen- g o \
surckonzentration die 45| | 17 NI\ || I\
der Sdurekonzentrationdie g5
. 7 [x.
mittleren Durchmesser der E @’ JANA 2
. . Y
Teilchen zuerst ansteigen, 240 i,i AT %
ein Maximum bei einem ~§ I \*
pu von ungefihr 2,0 der I35 I
| PIBEH . N [/ \
AuBenfliissigkeit erreichen, s 7 y N
und daf bei weiter zuneh- {37 - #25%
mender  Sidurekonzentra- §25 = Vi T J". L2
tion die Quellung wieder M N M on VR
000 500 200 700, 50 2 0 2

. . ¥
geringer wird. Sdurekonzentration

. In der Abb. 114 sind  \\} 114 Die Quellung und die Auflésung
dle. Messungse.rgebmsse der  yon Caseinteilchen in verschiedenen Sauren.
gleichen Teilchen mnach (24°, Versuchsdauer 24 Stunden.)

24 stiindigem Verweilen in
der Siure dargestellt. In diesem Zeitpunkt waren in den Salz- und
Phosphorsiurelésungen, deren py zwischen 1,8 und 2,9 lag, simtliche
Teilchen in Losung gegangen, so dafB ihre Dimensionen nicht bestimmt
werden konnten. Wir erkennen aus dieser Abbildung ferner, daB die
Losungsgeschwindigkeit bei Gegenwart verschiedener Sduren nicht die
gleiche ist. Salzsdure und Phosphorsdure verhalten sich bei gleichem py
ungefihr gleich, dagegen ist die Losungsgeschwindigkeit in Salpetersdure
kleiner und noch kleiner in Schwefel- und Trichloressigsiure. Die
Losungsgeschwindigkeit des Caseins in diesen verschiedenen Sduren
verhilt sich anndhernd so wie die Quellungsgeschwindigkeit. Bei 20°
l6ste sich Casein langsamer in Salpetersdure als in Salzsiure, wahrend
in Schwefelsdure und in Trichloressigsdure innerhalb 24 Stunden so
gut wie keine Losung eintrat.

In diesem Falle werden die Kohisionskrafte zwischen den oligen
Gruppen der Caseinmolekiile durch das Sdureanion verstirkt. Die
Wirkung des Anions der Gelatinesiuresalze auf die Kohasion der Teilchen
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eines festen Gels ist offenbar viel kleiner als die Wirkung des Anions
auf die Kohision von Caseinsduresalzteilchen. Die Kohisionskrifte
beim Caseinsulfat und beim Caseintrichloracetat scheinen so betricht-
lich zu sein, daB sie durch den (wegen des sich ausbildenden DONNAN-
Gleichgewichtes) entstehenden osmotischen Druck nicht {iberwunden
werden konnen. Demnach tritt bei festem Casein in Gegenwart von
Schwefel- oder Trichloressigsdure keine Quellung und folglich auch keine
Peptisation resp. Losung ein. Der Einfluf der Valenz auf das DONNAN-
Gleichgewicht ist bei der Quellung des Caseins der gleiche wie bei der

Quellung der Gelatine; verschieden

3% Wl g Yeskases | ist nur der EinfluB bestimmter
E ~ N Ionen auf die gegenseitigen Attrak-
jg 50 [ N N tionskrifte der ¢ligen Gruppen.
§45 N ProOCTER und WILsON haben ge-
N N . =] | zeigt, daB die Theorie der DONNAN-
: %0 G\ schen Gleichgewichte die depresso-
8 \ rische Wirkung auf die Quellung
*E 35 fester Gelatine erklirt. Wir haben
S 4 den EinfluB des Chlornatriums auf
§3,o die Quellungsgeschwindigkeit ein-
§ zelner Caseinkornchen in n/100-HCl
A A bei 24° durch mikroskopische
e ,ya’g';”f,ﬁ,”ﬁ,,,a,«fgﬂ 4 Messungen bestimmt. Die Ergeb-
Abb. 115. Die depressorische Wir- nisse sind in der Abb. 115 darge-

kung von NaCl auf die Quellung
und Auflésung von Caseinkdrnchen,
die in n/100-HCl suspendiert sind.

stellt. Die Ordinaten bedeuten wie-
derum die mittleren Durchmesser
der Teilchen nach 1stiindigem resp.

24stiindigem Verweilen in der Lo-
sung, die Abszissen die NaCl-Konzentrationen. Das Chlornatrium ver-
mindert die Quellung des Caseins in einer ganz dhnlichen Weise wie
die Quellung eines Gelatinegels. Nach 24stiindiger Versuchsdauer
waren die Caseinteilchen bei Gegenwart von NaCl in Konzentrationen
unter m/256 in Losung gegangen, dagegen nicht bei héheren NaCl-
Konzentrationen.

* 'Wir ersehen aus diesen Versuchen, daB die Kohisionskrifte zwischen
den Caseinmolekiilen erst iiberwunden werden miissen, bevor die Korn-
chen sich in Saure 16sen kénnen, und dazu dient der Quellungsvorgang.
Die Versuchsergebnisse wurden durch quantitative Bestimmungen des
bei 20° in Gemischen mit verschiedenem py in Lésung gegangenen
Caseinchlorids bestatigt. Je 1 g isoelektrisches Gelatinepulver wurde
in je 100 ccm verschieden konzentrierter Salzsiurelosungen gebracht
und darin einmal 1 Stunde, ein anderes Mal 22 Stunden belassen. Die
Mischung wurde dann in MeBzylinder iibergefiihrt, in welchen sich der
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ungeldste Riickstand innerhalb 2 resp. 6 Stunden bei 20° absetzte.
Die iiberstehende Fliissigkeit wurde abgegossen, der Riickstand iiber
Nacht bei 100° getrocknet und gewogen. 1 g isoelektrisches Casein
hatte ein Trockengewicht von 0,870 g, so daB die Differenz zwischen
dem Trockengewicht des Riickstandes und dem Trockengewicht der
verwendeten Caseinmenge angab, wieviel Casein in Lésung gegangen
war. Die erhaltenen Werte sind in der Tabelle 60 zusammengestellt,
aus welcher man ersieht, daB8 die Auflgsungsgeschwindigkeit in dem
pu-Bereich zwischen 4,36 bis 2,18 mit abnehmendem py zunimmt,
wobei die Loslichkeit des Caseinchlorids bei py = 2,18 maximal wird;
wird das pg noch kleiner, so sinkt die Auflésungsgeschwindigkeit wieder.
Es besteht also Ubereinstimmung mit der DoNNaNschen Theorie.

Tabelle 60.
In Salzsiure von verschiedenem py bei 20° in Lésung gegangene Caseinmenge.

pu 4,36/3,32)3,11] 297/ 2.94/2,84/2,75/2,64)2,53] 2,36/ 2,18/2,06]1,87]1,66/ 1,50/ 1,40
Nach15td. geldst (mg) [ 42 55| 86249265]......- \348!408 .. .[s47538401[366272]219
222 . . () 102133]1642673424459/536,634/646 733 788{779/710/528/374/300

‘Die depressorische Wirkung des NaCl auf die Auflosungsgeschwindig-
keit von Caseinchlorid wurde in dhnlicher Weise ermittelt wie in dem Ver-
such der Abb. 115. Es wurden eine Reihe von Losungen hergestellt, die in
je 100 ccm 12,5 ccem n/10-HCl und 1 g urspriinglich isoelektrisches Casein-
pulver und abgestufte Zusitze von NaCl enthielten. Die Konzentrationen
des NaCl betrugen 0, m/2048, m/1024 usw. bis m/4. Das py simtlicher
Losungen war 2,12. Die Losungen wurden bei 20° 16 Stunden lang
sich selbst iiberlassen, dann in MeBzylinder iibergefithrt und das Sedi-
mentieren bei der gleichen Temperatur 24 Stunden lang abgewartet.
Nun wurde das Trockengewicht des Riickstandes bestimmt und seine
Differenz gegen das Trockengewicht von 1 g isoelektrischem Casein
(0,870 g) ermittelt. Da das Caseinsediment noch Kochsalz enthielt,
sind diese Werte zu hoch, sie wurden daher etwas verkleinert, je nach
der NaCl-Konzentration der Losung, wobei schdtzungsweise angenommen
wurde, daB mit dem Riickstand je 2 ccm der Losung eingetrocknet
waren. Obgleich diese Korrektur einigermaBen willkiirlich ist, so wiirde
ohne sie doch ein betrichtlicher Fehler entstanden sein, wenigstens
bei den Versuchen, bei denen die Salzkonzentration gréBer als m/64
war. Bei kleineren Salzkonzentrationen konnte der EinfluB des mit-
gewogenen Kochsalzes vernachldssigt werden. In der Tabelle 61 sind
die in Losung gegangenen Caseinmengen in Milligramm angegeben. Als
Hauptergebnis dieses Versuches halten wir fest, daB bei geringer Ver-
mehrung des NaCl-Gehaltes sich die Auflosungsgeschwindigkeit merkbar
vermindert. So bewirkt NaCl in Konzentrationen von m/1024 eine
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betrichtliche Verkleinerung der Loslichkeit von Caseinchlorid vom
P = 2,12 bei 24°.

Tabelle 61.
Konzentration von NaCl
m/2048 m/1024 m/s12 | m/256 | mp2 m/64
Milligramm gelost | 714 685 665 l 615 | 449 282

Wir ersehen aus diesen Beobachtungen, daB die Auflosung fester
Gelatineteilchen in der Weise zustande kommt, daB die einzelnen Ele-
mente dieser Teilchen durch einen Quellungsvorgang auseinander-
gedringt werden. Die hierbei wirksame Kraft ist der hydrostatische
Druck des Wassers, das in die Interstitien der festen Teilchen ein-
dringt, weil der osmotische Druck der wisserigen Losung, die sich in
den Liicken zwischen den Caseinionen befindet, wegen des DONNAN-
Gleichgewichtes hoher ist. Sobald der osmotische Druck innerhalb der
Teilchen die Kohéisionskrifte zwischen den Caseinionen der Teilchen
tiberwindet, trennen sich die Caseinionen voneinander.

Die Kraft, welche die TeilchengroBe bei der Siurewirkung auf die
Peptisation von Caseinteilchen verkleinert, ist der hydrostatische Druck
des in die Teilchen osmotisch eindringenden Wassers. Sobald die osmo-
tischen Krifte die Kohisionskrifte iiberwiegen, tritt Peptisation —
oder vielleicht auch echte Losung — ein.

Zwanzigstes Kapitel

Einige Versuche mit Proteinlésungen
in Alkohol-Wassermischungen.

Als ein Beispiel fiir den EinfluB des Lgsungsmittels auf die Eigen-
schaften der Proteine wollen wir nun noch einige Versuche iiber Lsun-
gen von Gelatine in Alkohol-Wassermischungen schildern. Bei diesen
Versuchen konnten weder py-Messungen noch Bestimmungen des
Membranpotentials noch des kataphoretischen Potentials angestellt
werden. Wir konnen daher das Verhalten der Gelatine vorliufig nur
empirisch abhandeln und miissen auf eine Theorie der beobachteten
Erscheinungen verzichten.

Wenn man 1 ccm einer 1proz. isoelektrischen Gelatineldsung mit
1 ccm Wasser, dessen py gleichfalls 4,7 ist, vermischt, die Mischung auf
45° erhitzt und dann 8 ccm absoluten Athylalkohol zusetzt, so fallt
die Gelatine (bei Abwesenheit von Salzen) sofort aus und koaguliert;
die iiberstehende Fliissigkeit ist vollig klar. Mischt man dagegen 1 ccm
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der 1proz. isoelektrischen Gelatinelosung mit 1 ccm einer Salzldsung
vom gleichen ¢y 4,7 erhitzt und 8 ccm absoluten Alkohol zusetzt,
so resultiert, wenn man die geeigneten Salze verwendet, eine mehr
oder weniger klare Gelatinelosung. Derartige Erscheinungen wurden
beobachtet, wenn Salze wie CaCl,, CeCl;, Na,SO, oder Na,Fe(CN),
verwendet wurden, dagegen nicht bei Anwesenheit von Salzen wie NaCl,
KCl, LiCl oder MgSO,. Bei zu hoher Salzkonzentration wurden die
Losungen je nach der angewandten Salzmenge opalisierend, triibe
oder flockig. Die Konzentration der zugesetzten Salzlosungen war
zwischen m/32768 und 1m abgestuft. Durch den Zusatz von 1 ccm
isoelektrischer ~Gelatinelosung und von 8 ccm  Athylalkohol zu
1 ccm Salzlosung wurde die Salzkonzentration in dem Gemisch auf
den zehnten Teil herabgedriickt. Die zur Herstellung der Mischung ver-
wendeten wisserigen Anteile hatten ein py von 4,7, das py der resul-
tierenden alkoholischen Mischung konnte nicht bestimmt werden. In
der Tabelle 62 sind die Ergebnisse dieser Versuche zusammengestellt?).

Tabelle 62.

Das Verhalten verschiedener Salze in abgestuften Konzentrationen gegeniiber
Gelatine in wisserig-alkoholischer Losung.

MgCl, m/2048 bis m/512 Blaulich opalisierend, nicht ganz klar.
CaCl, . .. m/1024 ,, m/256 Heller als beim MgCl,.

SrCl, . . .. m/1024 ,, m/256 Wie beim CaCl,.

BaCl, m/4096 ,, m/512 Klarer als bei den drei ersten Salzen.
LaCl, m/4096 ,, m/32 Vollig klar.

Na,SO, . . . m/1024 ,, m/256 | Blaulich und leicht opak.

Na,Fe(CN), - m/8192 ,, m/128 Klar, bei m/512 durchsichtig wie Wasser.
LiCl . . ..

NaCl. . . .

KCl . . .. . . .

RbCL. . . . Flockung bei simtlichen Konzentrationen.

LiBr . . . .

MgSo, . . .

Im sechsten Kapitel haben wir gesehen, daB isoelektrische Gelatine
nur wenig in Wasser loslich ist, daB aber bei Zusatz von Salzen die
Loslichkeit groBer wird, und zwar um so mehr, je hoher die Valenz-
stufe eines der Ionen des Salzes ist. Bei den Alkohol-Wassermischungen
scheint die 16sende Wirkung auf isoelektrische Gelatine von der Differenz
der Valenzstufen der beiden entgegengesetzt geladenen Ionen des Salzes
abzuhingen, indem MgSO, oder NaCl keine, wihrend Na,SO, oder
MgCl, eine ausgesprochene l6sende Wirkung entfalten. MgSO, beférderte

1) Diese Versuche sind an anderer Stelle noch nicht verdffentlicht.
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die Auflésung von isoelektrischer Gelatine in rein wasserigen Losungen
ebenso ausgesprochen wie die iibrigen Salze. Vielleicht kommt diese
losende Wirkung der Salze durch eine Steigerung der kataphoretischen
Potentialdifferenz der Teilchen zustande, etwas Sicheres hieriiber kann
man indessen nicht angeben, da die kataphoretischen Potentialdiffe-
renzen nicht bestimmt werden konnten.

War das py der Gelatinelésung unter 4,4, und das Anion der der
isoelektrischen Gelatine zugesetzten Sidure einwertig, so konnte ein
betrachtlicher Teil des Wassers durch absoluten Athylalkohol ersetzt
werden, ohne daB Fillung eintrat. Das gleiche Verhalten wurde bei
py-Werten iiber 5,0 und bei Anwesenheit von einwertigen Alkali-
kationen beobachtet. Besonders bemerkenswert ist, dal man zur Aus-
fallung der Gelatine um so mehr Salz braucht, je gréBer der Alkohol-
gehalt der Mischungen ist, bis schlieBlich bei einem bestimmten Punkte
die zur Fillung notwendige Salzmenge plotzlich sehr klein wird, so da3
die Gelatine schon bei Zusatz geringer Salzspuren ausflockt. Bei diesem
Alkoholgehalt der Lésung sind die fallenden Eigenschaften an dasjenige
Ion des zugesetzten Salzes gebunden, dessen Ladung der des Proteins
entgegengesetzt ist.

Zu diesen Versuchen wurden 10proz. Gelatinechloridlésungen vom
#u 3,0 und 10proz. Natriumgelatinatlosungen vom ¢y 10,0 her-
gestellt. 5 ccm einer solchen Losung wurden zuerst erwdrmt, um die
Gelatine vollstindig zu verfliissigen, dann zu den noch warmen Lésungen
je 45 ccm Alkohol-Wassermischung zugefiigt, deren Alkoholgehalt in
bestimmter Weise abgestuft war. 10 ccm dieser 1proz. Gelatinechlorid-
oder Natriumgelatinatlgsungen wurden nun mit Losungen der Neutral-
salze (NH,),SO,, NaCl und CaCl, bei einer Temperatur von 20° titriert,
bis Féllung eintrat. Wihrend man die Gelatine durch Zusatz von
2,5m-CaCly- oder 5m-NaCl-Losungen iiberhaupt nicht und bei Ver-
wendung von (NH,),SO, nur bei verhiltnism48ig hohen Konzentrationen
ausfillen konnte, so lange der Alkoholgehalt der Mischung unterhalb
eines bestimmten Betrages blieb, geniigten Spuren dieser Salze zur
Ausflockung, sobald diese Grenze des Alkoholgehaltes iiberschritten
war (vgl. die Tabellen 63 und 64). Enthielten die Losungen keinen
Alkohol, d.h. bestand der Zusatz aus 45 ccm Wasser vom py 3,0,
so trat erst nach Zusatz von 7,1 ccm 2m-(NH,),SO, Fallung ein (Ta-
belle 63). Die zur Fallung erforderliche (NH,),SO,-Menge nahm anfangs
mit zunehmendem Alkoholgehalt der Mischung zu. Bestanden die
45 ccm Flisssigkeit, die den 5ccm 10proz. Gelatinelosung zugesetzt
waren, aus 18,75 ccm Wasser und 26,25 ccm Athylalkohol, so muBten
17,8 ccm 2m-(NH,),SO, den 10ccm der Gelatine-Alkohol-Wasser-
mischung zugesetzt werden, um Fallung zu bewirken. Wurde nun die
in dem Zusatz enthaltene Alkoholmenge nur ganz wenig gesteigert, so
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daB die 45 ccm 17,5 ccm Wasser und 27,5 ccm Alkohol enthielten, so
geniigten zur Fillung 0,04 ccm der 2m-(NHy),SO,-Losung (Tabelle 63).

Tabelle 63.

Die zur Ausflockung von Gelatinechloridldsungen von pm 3,0 bei Gegenwart
abgestufter Alkoholmengen erforderlichen Salzkonzentrationen.

ccm H,O . . . .]45,040,030,0125,020,0118,75|17,5|15,0/10,0| 8,75| 7,5 6,75/ 5,0/ 0,0
,,» absoluter '

Alkohol . . .| 0,0 5,015,020,025,0[26,25|27,5|30,0|35,0/36,25/37,5/38,25|40,0| 45,0
» 2m (NH,),SO,| 7,1 9,5111,6/12,1/15,2(17,8 |0,04/0,08/0,03 | .... ...|..... 0,03/0,02
,» 5m NaCl . .| 7,813,7/20,4(36,449,0/....|....| 0o | 0 | oo |0,2
» 21/2mCaC12 ] oo | 00| 00| oo | o0 | o0 oo oo oo oo oo oo 0,15 0,03

Tabelle 64.

Die zur Ausflockung von Na-Gelatinat vom pg 10,0 bei Gegenwart von
abgestufter Alkoholmengen erforderlichen Salzkonzentrationen.

ccemH,O . . . . . 5,0|40,035,0’30,0:25,0:22,521,25 20,0(15,0 13,75:12,5 10,0| 5.N
,, absolut. Alkohol| 0,0 5,010,0|15,0|20,0|22,523,75 25,0{30,0 31,25|32,5 35,0{40,0
, 2m (NH,,S0, [11,016,018,520,423,7. . .| ....|26,0]20,0| 1,5 [0,7 |0,08/0,02

2
leichter Niederschlag dichter
Nieder-
schlag
,, S5mNaCl. . .| oo | o0 | oo |oo|oo|o0]| o0 |0 | o0 | oo 0,()40,040,()2
» 2, mCaCly .| o |0 |oco|oo|oco|oo| o [0,080,020,020,02

Beim NaC(l war dieses Verhalten noch auffallender. Wenn die 45 ccm
des Fliissigkeitszusatzes 8,75 ccm Wasser und 36,25 ccm Alkohol ent-
hielten, so konnten 10 ccm der Gelatinechlorid-Alkohol-Wassermischung
durch Zusatz von 5m NaCl-Losung iiberhaupt nicht gefillt werden.
Wurde die Alkoholmenge nur ganz wenig vermehrt, indem die zu-
gesetzten 45 ccm aus 7,5 ccm Wasser und 37,5 ccm Alkohol bestanden,
so trat bereits bei Zusatz von 0,2 ccm der NaCl-Loésung Fallung ein.
Bei CaCl, war dieser Punkt iiberschritten, sobald der Zusatz 5 ccm
Wasser und 40 ccm Alkohol betrug.

Die Existenz eines derartigen ,kritischen Punktes“ kann bei Na-
triumgelatinatlésung in der gleichen Weise festgestellt werden, wie aus
der Tabelle 64 hervorgeht.

Wir sehen aus diesen Versuchen, daB die Krifte, die Gelatinechlorid
vom py 3,0 und Natriumgelatinat vom py 10,0 in Losung halten,
unbeeinfluBt bleiben, solange die anwesende Alkoholmenge einen be-
stimmten Betrag nicht iiberschreitet. Solange dies nicht der Fall ist,
fillt Ammoniumsulfat sowohl Gelatinechlorid als auch Na-Gelatinat
stets besser als Chlorcalcium. Ubersteigt der Alkoholgehalt dagegen
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einen bestimmten kritischen Punkt, so dndert sich plotzlich der Mecha-
nismus, durch welchen die Gelatineteilchen in Lésung gehalten werden,
denn einmal wird die zur Fillung notwendige Salzmenge plotzlich sehr
klein, und zweitens ist nunmehr dasjenige Ion das wirksame, dessen
Ladung der des Kolloidteilchens entgegengesetzt ist. So liegen z. B.
beim Gelatinechlorid (Tabelle 63) die kritischen Punkte fiir CaCl, und
NaCl nahe aneinander, wéihrend der kritische Punkt bei Ammonium-
sulfat bei einer viel geringeren Alkoholkonzentration liegt. Hierbei ist
das Gelatineion positiv geladen, das fillende Ion ist dann das Anion,
sobald der Alkoholgehalt den kritischen Wert {iberschritten hat. Wir
ersehen weiter aus der Tabelle 64, daB die kritischen Punkte beim
Natriumgelatinat fiir Ammonsulfat und Natriumchlorid nahe beieinander
liegen, daB dagegen der kritische Punkt fiir CaCl, sich bei einem be-
trachtlich geringeren Alkoholgehalt befindet. Hierbei sind die kolloidalen
Tonen negativ geladen und das fillende Ion des Salzes ist das Kation.

Wir konnen vorldufig noch nichts dariiber aussagen, was mit der
Gelatine bei der kritischen Alkoholkonzentration geschieht, ob z. B.
die Gelatinemolekiile eine Verdnderung erfahren, durch welche ihre
Loslichkeit verkleinert oder vernichtet wird.

Lost man Gelatine in einer Mischung, die viel Alkohol und wenig
Wasser enthilt, so daB die eben erwihnte kritische Grenze iiberschritten
ist, so erhidlt man eine Losung, die sich in zwei Punkten von einer
wisserigen Gelatineldsung unterscheidet: sie hat eine verhiltnismiBig
kleine Viscositit und ist nicht mehr imstande, ein Gel zu bilden. Ihr
Aussehen ist stets opalisierend. Die Anderung der Viscositit wurde
in folgender Weise festgestellt: ,

1 g isoelektrische Gelatine wurde mit so viel Salzsiure versetzt, daB
durch Zusatz von Wasser ad 100 ccm das py der Losung ungefihr 3,0
betragen wiirde. Derartig vorbehandelte Gelatineproben wurden in
Alkohol-Wassermischungen aufgeldst, rasch auf 45° erhitzt und rasch
auf 15° abgekiihlt. Dann wurde sofort die AusfluBzeit aus einem Vis-
cosimeter bestimmt. Als Vergleichszeit diente die AusfluBzeit einer ge-
latinefreien Alkohol-Wassermischung von gleicher Zusammensetzung
bei 15°. Die Quotienten der AusfluBzeiten, d. h. also die relativen
Viscosititen der Gelatinelosungen, sind in der Tabelle 65 zusam-
mengestellt. Die oberste Horizontalreihe gibt die prozentischen Al-
koholkonzentrationen an, die zweite Reihe schildert das Aussehen
der Losung, die dritte Reihe enthilt die AusfluBzeiten der Gelatine-
lésungen in Sekunden, die vierte Reihe die AusfluBzeiten der gelatine-
freien Vergleichslosungen und die letzte Reihe die relative Viscositit
der Gelatinelgsungen. Die Viscositit sinkt plétzlich, wenn die Alkohol-
konzentration von 809, auf 859, steigt. In 85proz. Alkohol betrigt
die Viscositdt 1,286 und bei 87,5proz. Alkohol nur noch 1,100.
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Tabelle 65.

Das Verhalten der Viscositit von 1proz. Gelatinechloridlésungen vom pg 3,0
bei zunehmendem Alkoholgehalt.

Alkoholgehalt (%/y)

o | 40 | 0 | 80 85 87,5 9%
Aussehen der Losung . . . klar etwas |opalis.| stark
opalis. opalis.

AusfluBzeit der Gelatinelésung ‘
inSek. . . . ... ...} 207 | 266 | 506 | 362 | 229 | 185 163

AusfluBzeit der Alkohol-

Wassermischung . . . . .| 80 233 | 225 | 194 | 178 168 160
Relative Viscositit . . . . .|2,590 | 2,860 | 2,250 | 1,860 | 1,286 | 1,100 | 1,020

Bei einer zweiten derartigen Versuchsreihe wurden die gleichen
Losungen nach ihrer Fertigstellung 2 Tage lang in einem Thermostaten
bei 9° aufbewahrt, dann wurden die Mischungen rasch auf 15° erwdrmt
und ihre Viscositdten bei dieser Temperatur bestimmt. Die Losungen,
deren Alkoholgehalt 60% und darunter betrug, waren zu einem Gel
erstarrt. Die Losung mit 709, Alkohol war beinahe erstarrt, dagegen
waren bei einem Alkoholgehalt von 809, und dariiber simtliche Lésungen
vollig flissig. Die relative Viscositidt (Tabelle 66) war nur ganz wenig
groBer als zu Beginn des Versuches, wenn der Alkoholgehalt 859, oder
mehr betrug, wihrend bei Alkoholkonzentrationen unter 809, die Vis-
cositdt betrdchtlich zugenommen hatte.

Tabelle 66.
Viscositat bei 15° nach 2tigigem Verweilen der Gelatinelésungen bei 9°.

Alkoholgehalt
80°/, 85°, 90 %/,
Aussehen der Loésung . . . . . . . leicht opalisierend stark
opalisierend opalisierend
AusfluBzeit der Gelatinelosung in Sek. 521,0 247,0 180,0
AusfluBzeit der Alkohol-Wasser-
mischung in Sek. e e e 194,0 178,0 160,0
Relative Viscositit der Gelatinelosung 2,685 1,390 1,125

Man erkennt schon aus der Opalescenz der alkoholischen Gelatine-
losungen die Anwesenheit von Aggregaten. Diese Aggregate miissen
aber wegen der kleinen Viscositdt der iiber 80proz. alkoholischen Lo-
sungen ganz andersartig sein, als die Micellen in den hochviscésen
wisserigen Losungen. Hiermit steht auch die Unféihigkeit dieser alko-
holischen Lésungen zur Gelbildung in Zusammenhang. Wir kénnen aus
der kleinen relativen Viscositit der opalisierenden Gelatine-Alkohol-
lésungen schlieBen, daBl die Micellen dieser Lésungen weniger Wasser

Loeb, EiweiBkorper. 19
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okkludiert enthalten als die Micellen wisseriger oder schwicher alko-
holischer Losungen.

Demnach miiBte Gelatine durch andersartige Krafte in wisseriger
oder in schwach alkoholischer Losung gehalten werden als in alkohol-
reicheren Mischungen, deren Alkoholgehalt den kritischen Betrag iiber-
schritten hat. In wisserigen oder in schwach alkoholischen Lésungen,
also in Losungen, die noch zu einem Gel gestehen konnen, sind die
Molekiile oder Tonen gleichmiBig in dem Losungsmittel verteilt, wobei
wahrscheinlich die betrichtlichen Krafte der Nebenvalenzen zwischen
Losungsmittel und geloster Substanz wirksam sind. Ubersteigt dagegen
der Alkoholgehalt einen bestimmten kritischen Betrag, so werden die
Attraktionskrifte zwischen den Gelatinemolekiilen und den Molekiilen
des Losungsmittels derart verkleinert, daB ihnen gegeniiber die Attrak-
tionskréifte der Molekiile zueinander iiberwiegen. Bei den in dieser
Weise sich bildenden Micellen berithren sich die Proteinionen oder
-molekiile viel inniger als in einem Gelteilchen, daher kénnen sie auch
nur viel weniger Wasser enthalten als die in reinem Wasser oder in
stark verdiinntem Alkohol sich bildenden Micellen. Diese letzteren
vermehren die Viscositit der Losung viel betrdchtlicher als die bei
Gegenwart von viel Alkohol gebildeten Micellen.

Einundzwanzigstes Kapitel.

SchluBbemerkungen.

GraHAM unterschied noch zwischen krystalloiden und kolloidalen
Substanzen. Diese Unterscheidung verlor ihre Bedeutung, als sich
herausstellte, daBB ein und dieselbe Substanz, wie z. B. Kochsalz, in
Wasser echte krystalloide Losungen, in Alkohol dagegen Suspen-
sionen bilden kann; es wurde daher gebrduchlich, den kolloidalen und
den krystalloiden Zustand der Materie einander gegeniiberzustellen.
Hierbei wurde vorausgenommen, daB3 man dieselbe Substanz je nach der
Natur des Losungsmittels in kolloidalem oder in krystalloidem Zu-
stand erhalten koénnte.

Wir ersehen aus den Ergebnissen des vorliegenden Buches, dal nun-
mehr auch die Unterscheidung zwischen kolloidalen und krystalloiden
Zustinden nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Wir miissen
jetzt zwischen dem krystalloiden und dem kolloidalen Verhalten
unterscheiden, denn die gleiche Substanz, z. B. ein Protein, kann sich
beziiglich bestimmter Eigenschaften wie ein Krystalloid verhalten
und beziiglich anderer Eigenschaften so, wie es fiir die sogenannten Kol-
loide als spezifisch angesehen wird. Durch die Titrations- und Verbin-
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dungskurven ist bewiesen, daB sich die Proteine beziiglich ihrer stéchio-
metrischen Reaktionen mit Sduren und Basen wie Krystalloide ver-
halten. In dieser Hinsicht unterscheiden sich also die Proteine nicht
von ihren Bausteinen, den typisch krystalloiden Aminosduren. Dal
diese Tatsache so lange verborgen bleiben konnte, war nur moglich,
weil die Wasserstoffionenkonzentration der Proteinlgsungen nicht ge-
messen und nicht beriicksichtigt worden war.

Ferner verhalten sich die Proteine auch hinsichtlich ihrer Léslich-
keit wie Aminosduren, d.h. wie Krystalloide. Die Proteine sind wie
viele ionisierende Krystalloide in ionisiertem Zustand besser 16slich als
in nicht ionisiertem, daher ist auch ihre Loslichkeit allgemein in ihrem
isoelektrischen Punkt am geringsten. Auch bei Aminosduren existiert
in ihrem isoelektrischen Punkt ein Minimum der Loslichkeit (MICHAELIS).
DaB in Proteinldsungen sich sehr oft feste submikroskopische Teilchen
bilden, widerspricht nicht der krystalloiden Natur ihrer Léslichkeit,
denn die Bildung von Aggregaten kann auch in wisserigen Losungen
von echten Krystalloiden, z. B. von Rohrzucker, vorkommen, sobald
die Konzentration hinreichend groB ist. Das Problem der Loslichkeit
hingt mit dem feineren Bau der Atome und der Molekiile zusammen;
bei groBen Molekiilen, wie bei den Proteinmolekiilen, miissen wir die
Loslichkeiten ihrer verschiedenen Konstituenten auseinanderhalten,
die betrichtliche Unterschiede zeigen kénnen. So sind in den Gelatine-
molekiilen anscheinend Gruppen mit hoher Affinitdt zum Wasser vor-
handen und ebenso ,,6lige’ Gruppen mit geringer Affinitit zum Wasser.
Diese Besonderheiten stehen indessen nicht in Widerspruch zu der Tat-
sache, daB sich Proteine beziiglich der Loslichkeit allgemein wie Krystal-
loide, d. h. wie Aminosduren, verhalten. ;

Sehr wahrscheinlich gleichen die Proteine den Krystalloiden nicht
nur hinsichtlich ihrer Léslichkeit und ihrer stéchiometrischen chemi-
schen Verbindungsfihigkeit, sondern auch in anderen Eigenschaften.
REYHER hat gezeigt, daB die Viscositit von Fettsiurelgsungen mit
zunehmender Ionisation der Siuren gréBer wird; das gleiche hat HEDE-
STRAND fiir die Aminosiuren nachgewiesen. Es ist durchaus denk-
bar, daB3 diese krystalloide Art von Viscositit auch fiir solche Proteine,
wie krystallinisches EiereiweiZ, nachgewiesen werden kann, deren
Losungen suspendierte feste Teilchen in sehr geringer Zahl enthalten.

Die Oberflachenspannung von Proteinlésungen ist nach Borrazzi
im isoelektrischen Punkt etwas kleiner als bei allen anderen py-Werten.
Ahnliche Versuche hat der Verfasser an EiereiweiBlésungen angestellt.
Bei einer 1proz. Losung von krystallinischem Eiereiwei wurde im
isoelektrischen Punkt eine Oberflichenspannung von ungefdhr 62 Dynen
gefunden, wihrend bei einem ¢y von etwa 3,4 die Oberfldchen-
spannung ungefihr 66 Dynen betrug und bei einem py4 von ungefihr

19%
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1,5 auf den Wert von 63 Dynen gesunken war. Die Unterschiede
sind duBerst klein. Héngen sie mit der Ionisation des Proteins zu-
sammen, so konnte der gleiche EinfluB des py auch bei der Ober-
flichenspannung von Aminosiureldsungen oder Loésungen irgendeiner
ionisierenden krystalloiden Substanz nachgewiesen werden. Sehr
wahrscheinlich verhalten sich die Proteine demnach wie Krystalloide
hinsichtlich der Einwirkung der Elektrolyte auf die Kohision, die
Elastizitit usw., Eigenschaften, die wir mit dem feineren Bau der
Materie in Verbindung bringen.

Es ist daher gerechtfertigt, die Proteine als Krystalloide anzusehen,
die kolloidales Verhalten nur unter einer bestimmten, wohl definierten
Bedingung erkennen lassen, nimlich dann, wenn zwar die groBen
Proteinionen, dagegen nicht die kleineren krystalloiden Ionen am
Diffundieren gehindert werden. Ein solches Hindernis ist eine Membran,
etwa eine Kollodiummembran, die von den gelésten Proteinionen
nicht, dagegen von den kleinen krystalloiden Ionen leicht durch-
drungen werden kann. Ferner kann das Hindernis fiir die Diffusion
durch die Kohésionskrifte zwischen den Proteinmolekiilen und -ionen
eines Gels verursacht sein, welches fiir krystalloide Ionen leicht
durchgingig ist. Unter solchen Bedingungen kommt es zur Ausbildung
eines DoNNaN-Gleichgewichtes, das dadurch gekennzeichnet ist, daB
die Konzentration der diffusiblen krystalloiden Ionen in der Protein-
losung oder in dem Proteingel groBer ist als in der wisserigen eiweil-
freien AuBenflissigkeit. Dieser Konzentrationsunterschied der krystal-
loiden Ionen zwischen dem Inneren und der Umgebung einer Protein-
lssung oder eines Proteingels bedingt das kolloidale Verhalten der
Proteine, d. h. die Abweichungen vom Verhalten der Krystalloide.
Dieses kolloidale Verhalten umfaBt folgende Eigenschaften: 1. die Mem-
branpotentiale, 2. den osmotischen Druck, 3. die Quellung, 4. die
Art der Viscositdt, die durch die Quellung submikroskopischer fester
Gelteilchen bedingt ist. Diese vier Eigenschaften sind zwar nur ein
kleiner Bruchteil der zahlreichen Eigenschaften von Proteinlgsungen,
sie sind aber von sehr groBer Bedeutung. Man braucht wohl kaum noch
hervorzuheben, daB die DoNNAN-Gleichgewichte bei der Verteilung der
Tonen und des Wassers im Korper eine wichtige Rolle spielen miissen.

Wie dem auch sei, das kolloidale Verhalten zeigt sich nur unter
solchen Bedingungen, unter denen eine Ionenart im Gegensatz zu anderen
Ionenarten am Diffundieren gehindert wird. Die sehr groBe Verbrei-
tung der kolloidalen Erscheinungen erklirt gich daraus, daf3 die in den
Organismen vorhandenen oder die technisch so leicht herzustellenden
Membranen derartige Diffusionshindernisse darstellen. Man darf daher
jetzt nicht mehr von einer Chemie oder gar von einer Welt der
Kolloide sprechen. Wenn wir Membranen erzeugen konnten, die fiir
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Ca nicht durchgingig, wohl aber fiir CI- oder Na -Ionen durchgingig
wiren, so wiirden Losungen von CaCl, und NaCl, sobald sie durch
eine derartige Membran von reinem Wasser getrennt wiirden, hin-
sichtlich der Einwirkung von Elektrolyten auf Membranpotentiale und
den osmotischen Druck kolloidales Verhalten zeigen.

Ein DoNNAN-Gleichgewicht kann sich nur dann ausbilden, wenn
das Protein ionisiert ist. Daher haben simtliche Eigenschaften der
Proteine, die direkt oder indirekt mit dem DoNNAN-Gleichgewicht zu-
sammenhingen, im isoelektrischen Punkt ein Minimum. Nun haben
krystalloide Eigenschaften der Proteine, deren Betrag mit zunehmen-
der Tonisation wichst, wie etwa die Loslichkeit, gleichfalls im isoelektri-
schen Punkt ein Minimum. Hierdurch ist eine gewisse Verwirrung
entstanden, weil nicht eingesehen wurde, dafB3 simtliche Eigenschaften
der Proteine, deren Werte mit zunehmender Ionisation ansteigen, des-
halb im isoelektrischen Punkt ein Minimum haben, weil die Proteine
amphotere Elektrolyte sind, daB aber diese Ionisation ein DONNAN-
Gleichgewicht und damit kolloidales Verhalten nur unter der einen
Bedingung bewirkt, daB die Diffusion allein des Proteinions ver-
hindert wird. Samtliche Eigenschaften der Aminosduren, die mit
ihrer Ionisation zusammenhingen, haben ebenfalls in ihrem isoelektri-
schen Punkt ein Minimum, sie weisen aber kein kolloidales Verhalten
auf, und zwar aus dem einfachen Grunde, weil ihre Ionen leicht durch
solche Membranen diffundieren kénnen, die fiir Proteinionen ein Hin-
dernis darstellen. Wenn jemals Membranen entdeckt werden sollten,
die fiir bestimmte Aminosiuren undurchgingig, dagegen fiir andere
krystalloide Ionen durchgingig sind, oder wenn Aminosiduren gefunden
wiirden, deren Losungen zu einem Gel erstarren koénnten, wiirde man
auch an Aminosduren kolloidales Verhalten nachweisen koénnen.

Es hat sich eingebiirgert, unter der Bezeichnung Kolloidchemie
nicht nur diejenigen Eigenschaften zu behandeln, die mit dem Donnan-
Gleichgewicht zusammenhidngen, sondern auch allgemeinere Eigen-
schaften, wie Loslichkeit, Kohision, Adhision und Oberflichenspan-
nung, die in keiner direkten Beziehung zum Donnan-Gleichgewicht
stehen. Diese mit der Molekularstruktur zusammenhingenden Er-
scheinungen sind eigentlich nicht spezifisch kolloidal, sondern gehéren
in das Gebiet der Atomphysik. Sie werden nicht nur durch die Valenz,
sondern auch durch die Natur der Ionen beeinfluft und unterscheiden
sich in dieser Beziehung von den rein kolloidalen, durch das DONNAN-
Gleichgewicht bedingten Erscheinungen, bei welchen nur das Vor-
zeichen der elektrischen Ladung und die Valenz eines Ions von Be-
deutung sind.

DaB die gleiche Substanz in dem gleichen Zustande krystalloide
sowohl wie kolloidale Erscheinungen zeigen kann, wird auch auf die
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Verwirrung, die hinsichtlich der HoOFMEISTERschen Ionenreihen herrscht,
klirend wirken. Nach den HorMEISTERschen Reihen soll sowohl die
Valenz als auch die chemische Natur der Ionen eines Salzes die physi-
kalischen Eigenschaften eines Proteins beeinflussen. Dies gilt wahr-
scheinlich fiir streng krystalloide Eigenschaften, wie etwa die Los-
lichkeit oder die Kohision von Proteinen. Die HoOFMEISTERschen Reihen
gelten indessen nicht fiir die kolloidalen Eigenschaften der Proteine,
die mit dem DonNAN-Gleichgewicht zusammenhingen, einfach deshalb,
weil das DonNaN-Gleichgewicht ein elektrostatisches Gleichgewicht ist,
auf welches nur die Anzahl der Ladungen, aber nicht die chemische
Natur des Ions EinfluB hat.

Der Verfasser hofft, daB die in diesem Buch erérterten Methoden,
experimentellen Ergebnisse und theoretischen Deutungen nicht nur fiir
Studien iiber das kolloidale Verhalten anderer Substanzen als Proteine,
sondern auch fiir die Physiologie von Nutzen sein mégen. Die Lebens-
erscheinungen sind untrennbar von dem kolloidalen Verhalten; ein
Organismus, der nur oder hauptsichiich aus krystalloidem Stoff oder
aus einem Stoff mit rein krystalloidalem Verhalten besteht, ist un-
denkbar. Der Verfasser hat frither die Organismen als chemische
Maschinen definiert, die aus hauptsichlich kolloidalem Material bestehen
und wachsen und sich fortpflanzen koénnen!). Wenn dies richtig ist,
so miissen Fortschritte unseres physiologischen Wissens so lange im
wesentlichen vom Zufall abhidngen, bis die Wissenschaft in den Besitz
einer mathematischen Theorie des kolloidalen Verhaltens derjenigen
Substanzen gelangt, aus welcher die Lebewesen bestehen. Wenn die
Donnansche Theorie der Membrangleichgewichte die mathematische
und quantitative Basis einer Theorie des kolloidalen Verhaltens der
Proteine abgibt — der Verfasser ist davon iiberzeugt —, so kann
man voraussagen, daB} diese Theorie einen Grundpfeiler der modernen
Physiologie bilden wird.

1) Loes, J.: Vorlesungen iiber die Dynamik der Lebenserscheinungen.
Leipzig 1906.
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