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Vorwort zur ersten Auflage.

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

Der Inhalt ist ungefahr die Summe des Ubungsstoffes, den
ich Mitarbeitern und Schiilern zur Einfiilhrung gegeben habe,
mit einigen Erweiterungen. Die Versuchsbeispiele sind allméh-
lich im Laufe der Jahre entstanden und zum Teil in wechsel-
seitig fordernder Arbeit mit meinen Kollegen und Freunde
P. RoNa, zum Teil mit meinem Schiilern und Mitarbeitern aus-
gearbeitet worden. Diesen Mitarbeitern habe ich dafiir zu danken,
daB sie sich mir zu gemeinsamer Arbeit anboten unter grofien
Entbehrungen an Bequemlichkeit, die ihnen die raumlichen MiB-
verhiltnisse meines sogenannten ,Laboratoriums“ auferlegten;
und das Buch sei in erster Linie allen denjenigen gewidmet,
denen ich aus Mangel an Raum die praktische Unter weisung,
um die sie mich gebeten hatten, abzuschlagen genétigt war.

Einige Vorbemerkungen vor den Ubungen sollen dem Ganzen
einen wenn auch lockeren sachlichen Zusammenhalt geben; dem
Praktikanten wird bei jeder Ubung kurz auseinandergesetzt,
worauf die angewendete Methode beruht, oder wie die Erschei-
nung, die er zu sehen bekommt, gedeutet werden kann. Bei
der Auswahl der Versuche war ein subjektives Moment nicht zu
vermeiden. Aber der Umstand, dafl nur genau selbst auspro-
bierte, zum guten Teil selbst disponierte Versuchsanord nungen
gegeben werden, wird hoffentlich als ein Sicherheitsfaktor zur
Geltung kommen, der die Nachteile der subjektiven F arbung
ausgleicht. Denn das Biichlein soll kein systematisches Lehr.
buch der Methodik sein, sondern nur ein in Buchform nieder,
gelegter praktischer Kursus von Ubungsbeipielen, die mir lehr



v Vorwort

reich schienen. Sollte einmal das Bediirfnis nach einer erneuten
Ausgabe eintreten, so wird es mein erstes Bestreben sein, die
noch bestehende Einseitigkeit auszugleichen. Zun#chst habe ich
das zu geben versucht, dem ich mich jetzt gerade gewachsen
fithlte.

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

Die Reihenfolge der Ubungen ist in erster Linie nach metho-
dischem Prinzip geordnet. Das ist in gewisser Beziehung auch
eine Ordnung nach sachlichem Prinzip, wenn auch nicht in
strenger Durchfiibrung. So mulite z. B. die Bestimmung der
H-Ionen mit Indikatoren von derselben mit der Gaskette rium-
lich weit getrennt werden, und anderseits sind Beispiele aus
der physikalischen Chemie im engeren Sinne und aus der Kol-
loidchemie durcheinander geworfen. So stehen das Loslichkeits-
minimum einer Aminosiure und das Flockungsoptimum des
Kaseins zunichst aus methodischen Griinden dicht hinterein-
ander. Ich hoffe aber den Leser davon zu iiberzeugen, daf}
diese Anordnung auch nach sachlichem Prinzip die richtige ist.

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

Berlin, Weihnachten 1920.
L. M.



Vorwort zur zweiten Auflage.

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

Berlin, im August 1922.
L. M.

Vorwort zur dritten Auflage.

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

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

Nagoya, Japan, im Dezember 1925.
L. M.
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I. Das Prinzip des Reihenversuchs.

Es ist eine haufig wiederkehrende Aufgabe, eine nach irgend-
einer Richtung hin ausgezeichnete Menge eines wirksamen Agens
zu ermitteln; z. B. diejenige CINa-Menge, welche eine kolloide
Losung soeben ausflockt; oder diejenige Menge eines Hamolysins,
welche in einer Blutlésung bestimmter Zusammensetzung so-
eben komplette Hémolyse erzeugt, oder diejenige Konzentration
der H-Ionen, welche das Optimum fiir die Ausflockung einer
EiweiBlosung darstellt, oder diejenige Farbstoffmenge, welche in
einer Losung eine ganz bestimmte Farbtiefe erzeugt. Eins der
gebrauchlichsten Beispiele in der Laboratoriumspraxis ist die Be-
stimmung derjenigen Menge eines fiir Hammelblut hdmolytischen
Kaninchenserum, welches bei gegebener Menge von Hammel-
blutkorperchen, gegebener Menge von Komplement und gegebe-
nem Gesamtvolumen der Mischung soeben komplette Hamolyse
erzeugt. Wir setzen zunichst einen groben Reihenversuch an
mit 1 ccm, 0,1 cem, 0,01 cem, 0,001 cem usw. und finden z. B.,
daB die soeben hamolysierende Menge zwischen 0,001 und 0,0001
liegt. Daraufhin stellen wir eine feinere Reihe von Versuchen
an, mit

Nr. 1 2 3 e e 8 9 10

0,0001; 0,0002; 0,0003; . . . .. 0,0008; 0,0009; 0,001 ccm

Nehmen wir an, das zweite Rohrchen sei vollig gelost, aber das
erste noch nicht, so kénnen wir sagen: die hdmolytische Dosis
ist 0,0002, mit der Maligabe, daf 0,0001 sicher zu wenig ist.
Also erst ein Wert, der um 50 vH. geringer als der gefundene ist,
kann mit Sicherheit als unzutreffend bezeichnet werden. Neh-
men wir den Fall, wir hitten das 8. Rohrchen als das soeben
lésende gefunden, so ist die hamolytische Dosis 0,0008 mit der
MaBgabe, dal 0,0007, also ein um !/g oder 12,5 vH. niedrigerer
Wert falsch ist. Der Genauigkeitsgrad, mit dem wir unsere
Angaben machen kénnen, hingt also von dem Zufall ab, wo in
der Reihe die Grenzdosis gefunden wird. Das ist ein falsches
Prinzip, ein systemloses Arbeiten. Fangen wir die Reihe an:
Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 1



2 Das Prinzip des Reihenversuchs.

0,0001; 0,0002, so muf} sie weiter gehen: 0,0004; 0,0008; 0,0016.
Das ist eine geometrische Reihe mit dem Quotienten 2.
Wollen wir feiner abstufen, so nehmen wir eine geometrische
Reihe mit dem Quotienten 1,5 oder noch feiner, z. B. 1,2, je
nach der iiberhaupt bei dem Material erreichbaren Genauigkeit.
Also z. B., indem wir immer auf 2 Stellen abrunden:

0,0010 0,0015 0,0022

oder
0,0010 0,0012 0,0014 0,0017 0,0020

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

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

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

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

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

d?ru%é?l?: . (Z}?i}:;dgre_r Die Reihe lautet:

710 = 3,162 3 0,100,32 1,00

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

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

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

10 = 1,468 7 0,100,150,21 0,32 0,46 0,68 1,00

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

Y10 = 1,334 9 0,10 0,13 0,18 0,24 0,32 0,42 0,56 0,75 1,00

710 = 1,291 10 0,10 0,13 0,17 0,21 0,28 0,36 0,46 0,60 0,77 1,00

1) Fowp, E.: Klin.-therapeut. Wochenschr. 1907, Nr. 11.



Quantitative Bestimmung des Labferments im Magensaft. 3

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

Quotient Zahl der . . X
der Reihe: Glieder: Die Reihe lautet:
2 2 1,00 2,00

12 =1414 3 1,00 1,41 200

2 1,00 1,26 1,59 2,00
12=1,189 5 1,00 1,19 142 1,69 2,00
72=1149 6 1,00 1,15 1,32 1,52 1,74 2,00

—
[ )
l
e

)
[=2)
(=
'

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

Die folgenden zwei Ubungen sollen zunichst nur die prak-
tische Anwendung dieses Reihenprinzips veranschaulichen.

1. Ubung.

Quantitative Bestimmung des Labferments im
Magensaft?).

Es ist nur eine relative, quantitative Bestimmung méglich,
bezogen auf eine willkiirlich festgelegte Einheit des Ferments.
Diese kann man in folgender Weise festlegen.

5 g Pepsin ,,Griibler werden mit 50 ccm 10proz. Kochsalz-
Isung versetzt, 8 Tage unter gelegentlichem Aufschiitteln auf-
bewahrt, filtriert, das Filtrat mit der gleichen Menge Glyzerin
versetzt und verschlossen, dunkel und méglichst kiithl aufbewahrt.
Die Haltbarkeit der Losung diirfte unbegrenzt sein. Der Titer
fallt natirlich ungleichméBig aus. Eine sicher reproduzierbare
allgemein zugéngliche Labeinheit existiert noch nicht. Bis dahin
definiere sich jeder seine eigene Labeinheit.

Das Priifungsobjekt ist am besten gekochte Milch, mit 1/,
Volumen einer 10proz. Losung von CaCl, versetzt (auf kristalli-
siertes, wasserhaltiges CaCl, berechnet; auf groBe Genauigkeit
der Losung kommt es nicht an).

Es empfiehlt sich, eine solche Labverdiinnung als Einheits-
16sung zu wahlen, welche, mit der gleichen Menge dieser CaCl-

1) MicaA®LIS, L. und RorustEIN, T.: Biochem. Zeitschr. 105, 60.
1920.

]_*



4 Das Prinzip des Reihenversuchs.

Milch versetzt, bei Zimmertemperatur nicht schneller als in
8—10 Minuten Gerinnung hervorruft. Es pflegt dies eine etwa
10 000fache Verdiinnung der Urlosung des ,,Pepsin Griibler* zu
sein. Wir nennen somit dann die 10 000fache Verdiinnung un-
serer Ur-Lablosung die ,,Einheitsablosung™; 1 ccm derselben
enthalte 1 ,,Fermenteinheit” (FE).

Der Magensaft, dessen Labgehalt bestimmt werden soll, wird
zunéchst filtriert und dann davon eine Verdiinnungsreihe an-
gestellt, absteigend von unverdiinntem bis etwa 500fach ver-
diinntem Magensaft. (Bei Siften von normaler Aziditat kann
man die 10fache Verdiinnung als hochste Konzentration wihlen,
bei anaziden beginnt man mit unverdiinntem Saft.)

Man fillt in eine Reihe von 10 Reagenzglisern je 1,0 ccm
destilliertes Wasser; nur das erste dieser Réhrchen wird zuniichst
leer gelassen. In dieses fiillt man mit einer auf Ausblasen ge-
eichten 1 ccm-Pipette 1 com Magensaft ein. In das zweite Rohe-
chen (welches schon 1 cem Wasser enthilt) fiillt man ebenfalls
1 cem Magensaft ein, mischt durch wiederholtes Aufziehen mit
der Pipette gut durch und iibertragt 1 cem davon in das 3. Rohr-
chen, mischt durch, iibertragt 1 ccm in das nichste Réhrchen usf.
Ist man beim 10. Réhrchen angelangt, so verwirft man den zum
Schluf entnommenen 1 cem, so daB in jedem Réohrchen 1 cem
Magensaft ist, und zwar in folgenden Verdiinnungen:

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512

Nun nehme man noch ein Reagenzglas, welches man, mit
einer Markierung versehen, etwa in die Mitte dieser ganzen, auf
einem Reagenzglasgestell stehenden Reihe fiigt, und versetze es
mit 1 ccm der 10 000fach verdiinnten Ur-Lablésung. Dann fiigt
man aus einer graduierten 10 ccm-Pipette rasch hintereinander
je 1ccm der CaCl,-Milch ein. Hierzu ist kaum 1 Minute ins-
gesamt erforderlich. In Anbetracht der Grobheit dieses Vorver-
suchs kann diese Einfiillungszeit als ein ,,Zeitpunkt* betrachtet
werden. Man notiert diesen Zeitpunkt und beobachtet nun die
Reagenzgliser. Man nimmt das ganze Gestell in die Hand,
neigt es ofters abwechselnd nach hinten und richtet es wieder
auf und beobachtet, wie die Milch von den Reagenzglaswénden
ablauft. In den ersten Rohrchen wird man bald bemerken, daB
die ablaufende Milch kérnig ist. Es kommt nun darauf an, fest-
zustellen, welches der Rohrchen gleichzeitig mit der ,,Kontrolle**
kornig wird. Man finde z. B., da die Kontrolle zwischen Rohr-
chen 7 und 8 gerinnt, ndher an 7 als an 8. Dann wird eine feinere
Versuchsreihe angestellt, und zwar mit einer neu hergestellten
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Magensaftverdiinnung. Da der wahre Wert etwa zwischen
1/¢s und /105 liegen muBl, und zwar ndher an /g als an 1/,
stelle man eine frische Magensaftverdiinnung 1/;, her und von
dieser ausgehend eine in geometrischer Reihe abgestufte
Verdiinnungsfolge bis 1/y40, z. B. folgendermaflen, indem jedes
folgende Rohrchen etwa 0,8mal so viel Magensaft enthilt, als

das vorangehende:
Nr. 1 2 3 4

50fach verdinnter Magensaft . 2,0 1,6 1,3 1,0cem
Wasser . . . . . . . . .0 04 07 1,0 ,,

Als letztes Rohrchen nehme man 2 cem der 10 000fach ver-
diinnten Ur-Lablosung als ,,Kontrolle”” und stelle sic in die Mitte
der Reihe. Nun fillle man aus einer graduierten 10 ccm-Pipette
je 2 ccm der CaCly-Milch sehr genau, aber schnell hintereinander
ein, notiere die Zeit und verfahre wie oben. Angenommen, die
Gerinnung der Kontrolle erfolge zwischen Réhrchen Nr. 1 und 2,
ndher an 1, so findet man durch schétzungsweise Interpolation,
dafl 1,9 cem die richtige Menge gewesen wire (fiir sehr genaue
Versuche konnte man dies durch eine dritte, noch feinere Reihe
in den Grenzen zwischen 2,0 und 1,6 bestitigen).

Die Berechnung gestaltet sich folgendermaBen: 1,9 cem 50fach
verdiinnter Magensaft hat die gleiche Wirksamkeit wie 2 ccm
der ,Kontrolle. Folglich enthalt die 50fache Magensaftver-

2
diinnung mehr Ferment, als die Kontrolle, und zwar das fgfache,

50 - 2

und der urspriingliche Magensaft das %5 fache. Da wir defi-

niert hatten: 1 cem der Kontrolle enthalt 1 FE, so enthilt der
50 -

Magensaft —(l) 92 = 52,6 FE in 1 cem.

Genauigkeit der Bestimmung etwa == 10 vH. des Gesamt-
wertes; bei Ansetzung der oben erwihnten noch feineren Reihe
=+ 5 vH. des Gesamtwertes.

Man beachte, dall die Temperatur in allen Réhrchen genau
gleich bleiben muf}. Alle Losungen miissen vorher gut auf Zimmer-
temperatur durch langeres Stehen eingestellt sein; man vermeide,
die Reagenzgliser langere Zeit in der Hand zu halten. Dann
kann man ein Wasserbad entbehren.

Neutralisieren des Magensaftes vor der Bestimmung ist nicht
erlaubt. Es ist erstens unnotig, weil die Milch ein sehr guter

Puffer (s. spater) ist, und zweitens unter Umstanden fehlerhaft,
weil beim Neutralisieren ein Teil des Labs zerstort werden kann.
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2. Ubung.
Quantitative Bestimmung des Pepsins im Magensaft?).

12 fach mit destilliertem Wasser verdiinntes menschliches Blut-
serum oder 15 fach verdiinntes Hammelserum wird mit so viel
einer 10proz. Sulfosalizylsiurelgsung versetzt, bis eine milchige
Triibung entstanden ist und (rotes) Kongopapier soeben violett,
nicht eigentlich blau wird. Wenn das richtig getroffen ist, so bildet
sich eine homogene, milchige, nicht sedimentierende Triibung
von Eiweil}.

Nun fiille man in ein Reagenzglas 1 ccm des filtrierten Magen-
saftes; in eine weitere Reihe von 5 Reagenzglasern je 1 cem
Wasser; in das erste dieser 5 Glaser gebe mit einer 1 ccm-Pipette
1 cem Magensaft, mische um, iibertrage 1 com in das néchste
Glas usf., dhnlich wie bei der Labbestimmung beschrieben. Wir
haben somit je 1 com Magensaft in den Verdiinnungen

e s o s 116 /32

Ferner kommt in ein Reagenzglas 1cem ,Einheitspepsin-
I6sung®, d. h. 1 ccm der oben beschriebenen, diesmal aber nur
100fach verdiinnten ,,Ur-Lablésung*‘. (Allgemein ausgedriickt :
Die ,,Einheitspepsinlosung® soll 100mal so viel von dem Pep-
sinpraparat enthalten, als die ,,Einheitslablosung®. Das gleiche
,» Pepsin‘-Praparat wird einmal als Lab, einmal als Pepsin be-
nutzt.) Zu jedem Rohrchen fiigt man jetzt 5ccm der Eiweil3-
sulfosalizylsauremischung und stellt das Ganze in einem passenden
Reagenzglasgestell aus Metall in ein Wasserbad von 38—40°.
Durch die Pepsinwirkung hellt sich die EiweiBtriibung allméhlich
auf. Es kommt nun darauf an, festzustellen, welches der Rohr-
chen denselben zeitlichen Gang der Aufhellung zeigt wie die Kon-
trolle. Man beobachte so lange, bis die Kontrolle einen mittleren
Grad von Aufhellung zeigt, der sich schon sehr deutlich vom
Anfangszustand unterscheidet; aber keinesfalls darf man bis zu
volliger Klirung der Kontrolle warten. In der Regel sind 5 bis
25 Minuten dazu erforderlich, bzw. mufl man die Verdiinnung
der Kontrollssung so einstellen. Hat man durch diesen groben
Vorversuch ein anniherndes Resultat erreicht, so wiederhole man
den Versuch mit feinerer Abstufung, etwa folgendermaflen. Man
geht von derjenigen Magensaftverdiinnung aus, welche gerade
etwag schneller als die Kontrolle aufhellte; von dieser stellt man
folgende Verdiinnungen her:

1) MrcrAELIS, L. und RormsrEIN, T., L c.
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Magensaftverdiinnung . . 1,0 0,8 0,64 0,5ccm
Wasser . . . . . . .. 0 02 036 05 ,,

In ein sechstes Réhrchen Kontrollferment 1,0; zu jedem Réhr-
chen 5cem der Sulfosalizylsiure-EiweiBBmischung, dann fort-
fahren wie bei der groben Reihe. Rechnung wie beim Labversuch.
Nimm¢t man 1 cem der 100fach verdiinnten Ur-Lablosung= 1 Pep-
sineinheit an, so mufl ein Magensaft stets 100mal soviel Lab-
einheiten enthalten als Pepsineinheiten, wenn man voraus-
setzt, dafl das Verhaltnis von Lab zu Pepsin in jedem Magen-
saft das gleiche ist wie in dem Kontrollferment.

Genauigkeit der Pepsinbestimmung mindestens etwa =-20 vH.
des Gesamtwertes.

Der Grund, warum man ein verhéaltnisméfBig kleines Volumen
(1 ccm) des Magensaftes mit einem so groBen Uberschuf der
sauren EiweiBlosung (5 ccm) vermischt, ist folgender: Die Me-
thode muf} die Bedingung erfiillen, dafl innerhalb einer Versuchs-
reihe jedes Rohrchen, einschlieBlich der ,Kontrolle, die gleiche
Aziditat hat. Das kann nur dadurch erreicht werden, daf die
Aziditat durch die im UberschuB zugegebene saure EiweiB-
1osung bestimmt wird, so dafl demgegeniiber die Aziditatsunter-
schiede zwischen den einzelnen Magensaftverdiinnungen und der
Kontrolle nicht zur Geltung kommen.

I1. Flockungsschwellenwerte bei kolloiden
Losungen.

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

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

in spontane und nicht-spontane Kolloide, je nachdem
der Kolloidbildner in Beriihrung mit Wasser von selbst in Lésung
geht (Eiweifl) oder nicht (Gold, Mastix).

in reversible und irreversible, je nachdem der Zustand
der kolloiden Losung von ihrem Gehalt an Kolloidbildnern,
Wasser, anderen gelosten Stoffen, insbesondere Elektrolyten, und
von der Temperatur eindeutig und umkehrbar abhingig ist oder
nicht; besonders also danach, ob eine durch Elektrolyte erzeugte
Flockung nach Entfernung des Flockungsmittels wieder riick-
gangig wird;

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

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

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

in elektrolytunempfindliche und elektrolytempfind-
liche (d.h. weniger empfindliche) Kolloide.

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

Die Herstellung einer spontanen oder reversiblen Kolloid-
losung unterscheidet sich in nichts von der Herstellung einer ge-
wohnlichen Lésung. Die feste Substanz (z. B. Albumin) wird mit
Wasser bzw. mit der geeigneten Salzlosung in Beriihrung ge-
bracht und die Diffusion der in Losung gehenden Substanz durch
Rithren unterstiitzt. Die Losung eines irreversiblen Kolloids
kann nur auf indirektem Wege erhalten werden, auf zwei Weisen,
die Wo. OstwaLp als Dispersions- und Kondensations-
methoden bezeichnet hat. Es handelt sich in beiden Fallen
darum, die Kolloidteilchen in einem Lo&sungsmittel entstehen
zu lassen, unter Bedingungen, welche die Haltbarkeit des Sus-
pensionszustandes ermoglichen. Von diesen Bedingungen spielt
die elektrische Ladung der entstandenen Teilchen gegen das
Losungsmittel eine wichtige Rolle; je grofer diese, um so halt-
barer ist ceteris paribus der Kolloidzustand. Die GroBe der
elektrischen Ladung aber hingt wiederum von der chemischen
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Natur der Substanzen ab; Kolloidbildner vom chemischen Cha-
rakter der Sauren (Mastix, Fettsduren) pflegen gegeniiber einer
alkalischen Losung eine hohe (und zwar negative) Ladung anzu-
nehmen, Substanzen vom Charakter der Basen nehmen gegeniiber
einer sauren Losung eine hohe (und zwar positive) Ladung an;
Substanzen von amphoterem Charakter (geronnenes Eiweil}, Ton-
erde) kénnen sowohl in sauren wie in alkalischen Medien in
Losung gehen und tun dies nur dann nicht, wenn diejenige (meist
anndhernd, aber selten genau neutrale) Reaktion vorhanden ist,
welche die elektrische Ladung des Kolloidbildners gerade unter-
driickt.

Die Dispersion kann auf mechanischem Wege, durch Zer-
reiben, Mahlen u. dgl. geschehen (chinesische Tusche, Kolloid-
miihlen), durch Zerschiitteln (Ol in leicht alkalischem Wasser),
durch die Zerstdubung von Metallen im elektrischen Lichtbogen
nach BBEDIG. Das leichteste Objekt ist die Zerstiubung von
Silber ; man 148t zwischen zwei 1 mm dicken Silberdrahten, welche
fast bis zur Spitze in einem Glasrohr isoliert sind, unter Wasser
den Strom der Lichtleitung mit einer Stérke von 5—10 Ampére
unter Bildung eines Lichtbogens hindurchgehen. Als Lésungs-
mittel benutzt man am besten mit Soda soeben alkalisiertes Wasser.

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

Beispiele fiir Kondensationsmethoden ist die Herstellung des
Mastixsol (s. Ubung 4) durch Verdiinnung der alkoholischen
Losung mit Wasser; die Herstellung von Goldsol durch Reduk-
tion von Goldchlorid, durch ein Reduktionsmittel, wie etwa
Formaldehyd, nach ZsicMoNDY?): 120 ccm doppelt destilliertes

1) ZsicMoNDY, R.: Liebigs Ann. d. Chem. 301, 30. 1898.
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Wasser (in Jenaer (laskolben aufbewahrt) werden in ein Jenaer
Becherglas von 300—500 ccm Inhalt gebracht und zum Sieden
erhitzt. Wahrend des Erwirmens fiigt man 2,5 com einer Losung
von Goldchloridehlorwasserstoff (AuCl H, 4H,0, 0,6 g auf 100 ccm
dest. Wasser) und 3—3,5 ccm einer 0,18 n Ldsung von reinstem
K,CO;. Gleich nach dem Aufkochen fiigt man unter Umriithren
mit einem Stab aus Jenaer Gerateglas portionsweise 3—5 ccm
Formaldehydlésung (0,3 ccm ,,Formol“ in 100 ccm dest. Wasser)
hinzu und erwartet den Eintritt der roten Farbe (in hdchstens
1 Minute).

Ein Beispiel von anderem Typus ist die Herstellung des Eisen-
hydroxydsol nach Ta. GRAHAM. Zu 100 ccm halbgesattigter FeCl;-
Losung wird tropfenweise etwa 20proz. Loésung von (NH,),CO,
zugegeben, gerade nur soviel, bis der anfanglich entstehende
Niederschlag sich beim Umschiitteln wieder ganz auflost. Es hat
sich hier spontan eine kolloide Eisenhydroxydlosung gebildet.
Diese wird der Dialyse bis zur mdéglichst vollkommenen Ent-
fernung der Elektrolyte unterworfen!). Das Eisenhydroxyd bleibt
in kolloider Losung, ist aber nunmehr irreversibel, d. h. die
durch Elektrolytzusatz in ihm entstehende Féllung (s. Ubung 3)
wird durch Ausdialysierung dieser Elektrolyte nicht wieder riick-
gingig gemacht.

Wir wollen zunichst einige elektrolytempfindliche und irre-
versible Kolloide kennen lernen und ihre Flockungsschwellenwerte
gegeniiber einigen Elektrolyten bestimmen.

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

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

1) Diesen Versuch kann man im Verein mit Ubung 42 ansetzen.
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Die Wertigkeit der Ionen ist keineswegs das alleinige, be-
stimmende Moment fiir ihre fillende Wirkung; auch spezifische
Einfliisse sind maBgebend, insbesondere der Hydratationsgrad;
die Entladungsspannung; je kleiner diese, desto gréBer ihre Wir-
kung. So gehdrt das edle Ag zu den wirksamsten Ionen, ob-
wohl es einwertig ist. Bei einatomigen Ionen ist die Stellung im
periodischen Systemn der Elemente bedeutungsvoll.

3. Ubung.

Die Fillung von kolloidem (elektropositivem)
Eisenhydroxyd durch Elektrolyte.

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

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

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

Nimmt man statt mol KCl jetzt m/2 CaCl, oder m/3 AlCl;,
s0 bleibt die Schwelle der flockenden Konzentration die gleiche;
eher flockt sogar AlCl; ein wenig schwécher als KCl [bezogen
auf gleichen Cl-Gehaltt)]. Nimmt man aber m/2 Na,SO,, so tritt
bis zum 4. Roéhrchen sofortige Flockung ein.

1) Diese Wirkung des AlCl; ist dadurch zu erkliren, dafl dieses Salz
infolge von Hydrolyse etwas sauer reagiert. Es sind nicht oder jeden-
falls kaum irgendwie direkt die Al*-Tonen, die diese Abweichung her-
vorrufen, sondern die Anderung der Aziditat. Obwohl der EinfluBl kleiner
Aziditatsverschiebungen erst im IV. Abschnitt besprochen werden soll,
sieht man doch aus diesem Beispiel, wie schwer es ist, irgendeine Ver-
suchsanordnung ausfindig zu machen, bei der man die Aziditit auBer
acht lassen kann.
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Ferner iiberzeuge man sich, daB Eisenhydroxyd durch Salz-
sdure und Essigsdure nicht, wohl aber durch Spuren von NH,
oder NaOH gefillt wird.

4. Ubung.

Die Fillung von elektronegativem Mastixsol durch
Elektrolyte.

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

KCl 0,1 normal
2 CaCl, 0,01 normal
1 AlCL 0,0001 bis 0,00001 normal
+ Na;80, 0,1 normal

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

Bei stark wirksamen Salzen kommen die sogenannten un-
regelmiBigen Reihen vor; kleine Konzentrationen des Salzes
flocken, mittlere nicht, und noch héhere flocken wieder. Man
stelle eine geometrische Reihe von AlCl;-Losungen nach dem Ver-
ditnnungsverfahren wie in Ubung 1 her mit dem Quotienten 2,
anfangend mit 0,5 molar, mindestens eine 20gliedrige Reihe, je
5 ccm. Zu jedem Rohrchen gibt man 5 cem Mastixsol, und zwar
ein dreifach verdiinnteres Sol als in dem fritheren Versuch. Man
findet, je nach der Beschaffenheit des Mastixsol etwas verschieden,
in den héchsten Konzentrationen Flockung, dann einige Réhr-
chen ohne Flockung, dann wieder Flockung, zum Schluf} bei
allerniedersten Konzentrationen keine Flockung (z. B. Flockung
von den starksten Konzentrationen bis 0,002 molar; flockenfrei
bis etwa 0,0001 molar; wieder Flockung bis 0,00003 molar; dann
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wieder keine Flockung). Die Ursache liegt in der umladenden
Wirkung des AlCl; selbst; die nicht flockende Zwischenzone be-
steht aus positiv geladenem Mastix; hier fallt das Al nicht, weil
es als gleichsinniges Ion belanglos ist, und das Cl’ flockt, da es
ein schwach wirksames Ion ist, erst in hoherer Konzentration.

5. Ubung.
Der Farbenumschlag des Kongorubin?).

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

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

1) OsTwALD, WorreaNG: Kolloidchem. Beih. 10, 179. 1919.
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valentkonzentration berechnet) das zweiwertige Ca, 333 mal
starker das dreiwertige Al. Das H-Ion ist trotz seiner Einwertig-
keit fast ebenso stark wirksam, wie Al (250fache Verdiinnung).
Die Wertigkeit ist hier, wie tiberhaupt, nicht das allein maB-
gebende Moment fiir die Wirksamkeit eines Ions. Das elektro-
negative Kongorubin verhalt sich ganz &hnlich wie das ebenfalls
negative Mastixsol.

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

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

Die Besonderheit des Kongorubins besteht nur darin, dal das aus-
gefillte Kongorubin unter allen Umstédnden blau, das geldste stets rot ist.
Das sonst sehr verwandte Kongorot unterscheidet sich dadurch, dafl es
bald in roter Form (z. B. durch NaCl), bald in blauer Form (z. B. durch

HCI) ausgefillt wird.

6. Ubung.
Das Stabilititsmaximum einer Chlorsilbersuspension.

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

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

dest. Wasser: 4,9 4,8 4,73 4,68 4,6 4,5 4,38 4,32 4 3,8 3,0 1,0 ccm
0ln KCI 0,10,20,26 0,32 0,4 0,5 0,62 0,78 1 1,2 2,0 4,0

Jedes einzelne Rohrchen wird nach Zugabe des KCl sofort gut
umgeschiittelt. Man lasse die Rohrchen, einigermaBen vor Licht
geschiitzt, 1—2 Stunden oder noch langer stehen. Dann beob-
achtet man folgendes. In dem mittelsten Rohrchen der Reihe,
in welchem AgNO; und KCl in dquivalenten Mengen vorhanden
sind, ist der Chlorsilberniederschlag zusammengeballt und die
Losung klar. Rechts und links hiervon bleibt das AgCl in immer
hoherem Grade in Suspension und gibt eine durchscheinende
kolloide Losung. Die Deutung ist folgende. Die Lésung, in
welcher die ClAg-Teilchen eingebettet sind, enthalt K+-, Agt-,
NO;~- und Cl—-Tonen. Das feste AgCl adsorbiert von diesen am
starksten Ag™ und Cl~. Ist in der Losung ein Uberschufl von Ag*
(die linke Halfte der Reihe), so werden iiberwiegend Ag~-Ionen
adsorbiert, und die Teilchen sind positiv geladen. Ist in der
Losung ein UberschuB von Cl—-Ionen (rechte Hilfte der Reihe),
so werden diese stérker adsorbiert-und die Teilchen erhalten eine
negative Ladung. Im mittelsten Rohrchen, wo AgNO; und KCl
in dquivalenten Mengen vorhanden sind, bleiben in der Ldsung
nur so viel Agt- und Cl~-Ionen, als der sehr geringen Léslichkeit
des AgCl entspricht und zwar von beiden gleiche Mengen. In
diesem Fall erhalten die AgCl-Teilchen iiberhaupt keine elek-
trische Ladung und koagulieren daher am schnellsten.

7. Ubung.
Der Synergismus der Ionen.

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

Man setze folgende 2 Versuchsreihen an: Die Ausgangslésung
fiir beide ist eine 0,1proz. Losung von Kongorubin.
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Rohrchen Nr. 1 2 3* 4 5 6
n/100 Essigsiure 0,3 0,6 1,2 2,4 4,8 9,6
H.O 11,7 114 10,8 9,6 7,2 2,4
0,1 vH. Kongorub. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,56
Nr. 1 2 3 4 5 6
n/10000 Essigsdure 0,3 0,6 1,2 2,4 4.8 9,6
H.0 10,7 10,4 9,8 8,6 6,2 1,4
1nKCl 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

0,1 vH. Kongorub. 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

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

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

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

8. Ubung.
Der Antagonismus der Ionen.

Der andere Fall ist der der antagonistischen Wirkung. Dieser
Fall wurde zuerst von JacQuEs LokB beschrieben, indem er
zeigte, daB die Giftwirkung gewisser einwertiger Ionen z. B. K
oder Na, auf lebende Zellen durch Zusatz von kleinen Mengen
zweiwertiger Ionen (Ca, Zn) aufgehoben werden konnte; selbst
wenn diese zweiwertigen Ionen, allein angewendet, giftig sind.
Bis vor kurzem waren noch wenige Fille bekannt, wo dieser
Ionenantagonismus in einfachem chemischen System auBerhalb
der lebenden Zellen sich gut nachahmen lief. NreuscuLoss fand
die Erscheinung bei Lecithinsolen wieder. Ein von SVEN Op&N
beschriebener Fall wurde neuerdings von FREUNDLICH und SCHOLZ
niher untersucht, und wir geben in Anlehnung an die Versuchs-
anordnung dieser Autoren folgende Vorschrift zur Demonstration
dieser Wirkung. Das Kolloid, mit welchem gearbeitet wird, ist
die sogenannte Opfinsche Modifikation des Schwefelsols. Es
gibt noch eine zweite Modifikation, welche dadurch entsteht,
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daB man eine alkoholische Schwefellssung mit Wasser verdiinnt.
Dieses Sol hat den Charakter eines irreversiblen Sols, genau wie
die oben beschriebene Mastixlésung, und zeigt die Erscheinungen
des Ionenantagonismus nicht. Das Opfinsche Sol hat dagegen
die Eigenschaften eines reversiblen Sols, es geht nach Entfernung
des Flockungsmittels spontan wieder in Losung und néhert sich
daher den reversiblen Solen der lebenden Zellen, bei denen der
Tonenantagonismus zuerst gefunden wurde.

Das Opznsche Sol wird folgendermaflen hergestellt:

Man leitet durch 100 ccm einer etwa 1molaren (zweifach
normalen, mit Phenolphthalein titrierten) Losung von schwefliger
Saure Schwefelwasserstoff ein; es bildet sich sofort eine gelbliche,
milchartige Triibung von kolloidem Schwefel. Man leitet H,S
etwa 1 Stunde lang ein, bis der Geruch nach SO, anndhernd
verschwunden ist, laBt 24 Stunden stehen, damit die gréberen
Teilchen sich, absetzen, und gieB3t die kolloide Lésung ab. Diese
Stammlésung wird unmittelbar vor dem Gebrauch 100fach mit
destilliertem Wasser verdiinnt. Man setzt folgende Reihen an:

L Rohrchen Nr. 1 2 3 4* 5% 6*
10fach mol. LiCl cem 0,24 0,32 0,42 0,56 0,75 1,00
Wasser ccm 0,76 0,68 0,58 044 025 0,00
Sol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,00 10,0

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

1I. Rohrchen Nr. 1 2 3 4* 5% 6*
0,1 mol. MgCl, 0,10 0,12 0,14 0,17 020 0,24
Wasser ccm 090 088 086 083 0,80 0,776
Sol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Dieser Versuch zeigt die Flockungsschwelle fiir Magnesiumechlorid.
Nunmehr bereitet man ein Sol, welches zunichst mit dem vierten
Teil der soeben flockenden Menge von LiCl versetzt ist, d. h.
also, falls in der oben beschriebenen Reihe das Roéhrchen Nr. 4
die Flockungsgrenze war, setzt man zu 100 ccm des verdiinnten
Sols 1,4 cem 10fach molare LiCl-Lésung. Dieses Gemisch ist in
der folgenden Tabelle als ,,Li Sol*“ bezeichnet.
Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 2
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Man setzt also folgenden Versuch an:

II1. Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5% 6%
0,1 mol. MgCl, 040 048 0,58 0,70 0,84 1,00
Wasser ccm 0,60 052 042 030 0,16 0,00
Li Sol 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Die Flockungsschwelle fiir MgCl, liegt bei 0,84 cem, wihrend
sie bei Abwesenheit von LiCl bei 0,17 lag. Der Flockungsschwellen-
wert ist auf das 5fache gestiegen. Li und Mg wirken in Mischung
miteinander nicht additiv, sondern antagonistisch.

9. Ubung.

Wechselseitige Schutzwirkung und Fiillung von
Kolloiden.

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

1. Je 10 ccm Mastixsol (auf dieselbe Weise hergestellt wie
S. 12) werden einerseits mit 1 ccm destilliertem Wasser, anderer-
seits mit 1 cem lproz. Gelatinelosung versetzt. Je 3 ccm dieser
Losungen werden mit 10 cem nKOl-Losung versetzt. In dem
Rohrchen ohne Gelatine tritt schnell grobe Flockung ein, in dem
mit Gelatine tritt keine Flockung ein.

Die schiitzende Wirkung verschiedener relativ unempfind-
licher Kolloide auf ein gegebenes empfindliches Kolloid ist sehr
verschieden. Diejenige Menge des unempfindlichen Kolloids,
welche rotes Goldsol vor dem Farbenumschlag nach Blau durch
eine bestimmte Menge NaCl schiitzt, nennt man nach R. Zsie-
MONDY die ,,Goldzahl“ desselben. An ihrer Stelle kann man nach
Wo. OstwaLD die ,,Rubinzahl‘‘ benutzen. Man gibt in eine Reihe
von Reagenzglisern je 1 ccm einer 0,1proz. Lésung von Kongo-
rubin und variierte Mengen des Schutzkolloids, fiillt auf 9 cem auf
und gibt schlieBlich iiberall 1 cem 0,5 nKCl-Losung hinzu. Man
bestimmt die, Konzentration des Schutzkolloids, bei der nach
10 Minuten soeben kein erkennbarer Unterschied gegen die Kon-
trolle ohne KCl bei gleicher Verdiinnung festzustellen ist.



Wechselseitige Schutzwirkung und Féllung von Kolloiden. 19

Solche Versuche kénnen folgendermaflen angesetzt werden:

0,1 vH. Kongorubin ccm 1 1 1 1 1* 1%

1 vH. Gelatine cem 4 2 1

0,5 vH. Gelatine ccm 1 0,5 0,25

H,0 ccm 4 6 7 7 7,5 7,75

0,5 mKCl-Losung ccm 1 1 1 1 1 1
oder:

0,1 vH. Kongorubin 1 1 1 1* 1*

0,1 vH. Hamoglobin) 40 20 1,0 0,5 0,25

H.0 4 6 7 7.5 7,75

0,5 mKCl-Losung 1 1 1 1 1

In den mit einem Stern bezeichneten Versuchen versagt die
Schutzwirkung. Das vorangehende Rohrchen kénnte man nach
der vorangehenden Definition als MaB fir die Schutzwirkung
betrachten: Die Konzentration des Kolloids in demselben ist die
,»Rubinzahl*“ des Hamoglobin1). ’

In diesen Fillen hat wohl stets das Schutzkolloid (z. B. Ge-
latine in neutraler Losung) dieselbe Ladung wie das Suspensions-
kolloid (negativ). Hat aber das eine Kolloid entgegengesetzte
Ladung wie das andere, so tritt im Gegenteil bei passenden Mengen-
verhaltnissen sensibilisierende Wirkung fiir Elektrolytfallung,
unter Umsténden sogar Spontanfillung ein. Filtriert man von
der Fallung ab, so zeigt sich, daf} nicht nur das elektrolytempfind-
liche Kolloid ausgefallen ist, sondern von dem elektrolytunemp-
findlichen Kolloid mehr oder weniger mitgerissen hat. Hierauf
beruht folgende Methode zur Enteiweillung von Blutserums2):

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

Etwas schwieriger ist die Enteiweiung von Blut, zum Teil
wohl weil das Hamoglobin, dessen isoelektrischer Punkt ungefahr

1) Das Praparat ,,Hamoglobin, 16slich®, von E. MERCEK, Darmstadt.
2) Rowna, P. und MicHaELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 7, 329. 1908 und
16, 60. 1909.

Dis
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bei neutraler Reaktion liegt, in dem anndhernd neutralen Re-
aktionsgemisch nicht entschieden negativ geladen ist. Es ent-
steht beim Zusatz des Eisenhydroxydsols keine spontane voll-
kommene Flockung, sondern Elektrolytzusatz ist notwendig.
Die fiir die Flockung erforderliche Elektrolytmenge ist wegen
der Schutzwirkung des Hamoglobins gréBer als in der reinen
Eisenlosung.

Die Methode der Enteiweilung von Blut gestaltet sich folgen-
dermaBen: 5 ccm defibriniertes Blut werden mit 45 ccm Wasser
verdiinnt und ganz allm#hlich unter stindigem Umriihren mit
100 ccm 4fach verdiinnter Losung von kolloidalem Eisenhydroxyd
versetzt. Es tritt nur eine unvollkommene Flockung ein. Nach
10 Minuten setzt man 0,1 g fein gepulvertes K,S0, hinzu und
rithrt gut um. Jetzt tritt energische Flockung ein. Nach 5 Mi-
nuten filtriert man. Das Filtrat soll schnell und klar filtrieren.
Es ist frei von Eiweiff und Hamoglobin. Sollte beim Enteiweiflen
groflerer Blutmengen noch eine Spur H&amoglobin im Filtrat
sein, so kann man dies durch Zusatz einer kleinen Menge der
Eisenlosung nachtriglich entfernen.

Sehr sicher ist diese Enteiweilung, wenn sie mit der Hitzekoagulation
kombiniert wird. Die Methode soll in der Form beschrieben werden, wie
sie fiir eine Mikroanalyse des Zuckers im Blut geeignet ist1).

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

10. Ubung.
HorMEISTERsche Ionenreihen bei der EiweiBfillung.
Auch hydrophile Kolloide, wie Eiweilosungen, werden durch
die verschiedenartigsten Salze aus ihren Losungen ausgesalzt,

wenn auch erst bei hoheren Salzkonzentrationen. Die aussalzende
Wirkung eines Salzes hingt sowohl von der Natur seines Anions,

1) MrcHAELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 59, 166. 1914.
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wie von der seines Kations ab. Sie hingt aber auch von der
jeweiligen Ladung des leicht umladbaren Eiweiles ab. Um einen
klaren Einblick zu bekommen, wollen wir daher dem Eiweil3
zunichst eine entschieden saure Reaktion erteilen, wodurch es
entschieden positiv aufgeladen wird.

5 ccm Blutserum werden mit 50 cem n/50 HCl verdiinnt. In
eine Reihe von Reagenzglisern bringt man von dieser Losung
je 2 ccm. Wir probieren dann aus, wieviel Kubikzentimeter einer
Salzlésung man hinzugeben muB, damit eine deutliche Triibung
entsteht. Wir machen eine Versuchsreihe mit molaren Losungen
von den unten angegebenen Salzen und erhalten folgende Re-
sultate:

1. KCl, selbst nach Zugabe von 12 ccm noch keine Triitbung.

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

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

4. KSCN, nach 0,2 ccm starke Tritbung.

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

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

11. Ubung.
Die HOFMEISTERschen Ionenreihen mit Himoglobin?).

Ein gutes Objekt, an dem man die Ionenreihen studieren
kann, ist das kéufliche sogenannte ,,Hiamoglobin®, weil es einer-
seits bei neutraler, saurer und alkalischer Reaktion loslich ist
(wie Albumin, im Gegensatz zu Kasein, Globulin) und anderer-
seits auch bei Anwendung schwer flockender Salze schon in
miBigen Salzkonzentrationen gefallt wird (im Gegensatz zu Al-
bumin oder Gelatine). Man stellt eine 2proz. Losung von Himo-
globin ,klar loslich, pulverisiert* (MErcx) her, indem man das
Pulver erst mit sehr wenig Wasser in der Reibschale gut anriihrt
und allmiahlich mehr Wasser zufiigt, schlieBlich filtriert.

Man stellt folgende Reihen von Salzlsungen an, deren Vo-
lumen je 8 ccm betrigt, und fiigt zu jeder Lésung je 2 com Héamo-
globinlésung :

1) Entnommen aus OSTWALD, Wo.: Kleines Praktikum der Kolloid-
chemie. Dresden und Leipzig: Theod. Steinkopf 1920.
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1. 2nK,;-Zitrat cem 2 4* 1 mol. (NH,),S0O, 0,5 1* 2
Wasser 6 4 Wasser 75 7 6

2. 0,5 mol. K,80, 4  8* 1 mol. Na,S0, 05 1* 2
Wasser 4 0 Wasser 7,5 7 6

3. K-Azetat, 2m 2 4* Li,S0, 8% 4 '
Wasser 6 4 Gesittigte Losung

R (=2,3mol.)Wasser 0 4

4. KCl gesittigt

=35 mol. 5 6% 8 | CaCl, oder MgCl,
Wasser 4 2 (U 0,01 mol 8 4* 2
5. KNO, gesittigt V _ Wasser 0 ¢+ 9
= 2,4 mol. 8% AlCL, 5% 25 1,25
Wasser 0 Gesittigte Losung
— ———  (=et L.
6. KONS gesiittigt borbangs | Tpwa 9mol) L ens
= etwa 14 mol. 8 Flolé?l;‘;g) y i
Wasser 0

Diejenige Konzentration, welche sofort eine Triibung
erzeugt, ist mit * bezeichnet.

Vergleicht man die verschiedenen K-Salze, so ist die Reihen-
folge der Anionen nach steigendem Fallungsvermdogen:

Rhodanid, Nitrat, Chlorid, Azetat, Sulfat, Zitrat.

Vergleicht man die verschiedenen Sulfate oder die verschie-
denen Chloride, so ist die Reihenfolge der Kationen nach steigen-
den Fiallungsvermdgen

Li, Na, K, NH,.

Dies gilt fiir die neutrale Hamoglobinldsung.
In alkalischer Losung findet sich folgendes:

2 com gesittigte (4 mol.) Losung von (NHg),SOs+ 6cem
Wasser + 6 Tropfen InNaOH, mit 2 cem Himoglobin: sofort
Flockung.

8 ccm gesattigte (8 mol.) Losung von NH,CNS+ 6 Tropfen
1n NaOH + 2 ccm Hamoglobin: flockt nicht.

Die Reihenfolge Rhodanid—Sulfat ist also dieselbe geblieben.

1) Die ,,Héimoglobin*-Praparate der letzten Zeit geben jedoch gerade
mit KONS die starksten Fallungen; offenbar sind die neueren Praparate
etwas sauer. Die schlechte Reproduzierbarkeit dieses Versuches ist ein
warnendes Beispiel dafiir, daB man keine bindenden Aussagen iiber die
Wirksamkeit eines Elektrolyten machen soll, ohne die Aziditdt bzw.
Alkalitit der Losung genau zu kennen. Das Genauere findet sich hier-
iiber im Verlauf des Abschnittes IV.
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In saurer Losung:

2 cem lfach mol. (NH,),SO; + 6 ccm Wasser + 6 Tropfen
nHCl + 2 cem Hamoglobin: flockt sofort.

2 cem 0,2 mol. NH,CNS + 6 ccm Wasser + 6 Tropfen nHCI
+ 2 cem Hamoglobin: flockt sofort.

Dic Reihenfolge der Anionen hat sich umgekehrt: Rhodanid
flockt stérker als Sulfat.

Die Reihenfolge der einwertigen Kationen dagegen kehrt sich
bei diesen Siurekonzentrationen nicht um; nur ist der absolute
Betrag der Schwellenwerte anders, z. B.

alkalisch Li 1 Mol NH, 0,8Mol K 0,5 Mol
sauer Li 0,13 Mol NH, 0,04 Mol K 0,025 Mol

12. Ubung.
Tonenreihen bei der Fillung von Glykogen?).

In den vorangegangenen Beispielen wurde immer nur die Flok-
kungsschwelle festgestellt. Beschréankt man sich auf solche Ver-
suche, so kommt man zu dem Resultat, dal bei den hydrophoben
Kolloiden nur die Wertigkeit und der Ladungssinn eines Tons von
EinfluB ist, wahrend die chemische Individualitdt der Ionen nicht
oder kaum erkennbar ist. Und fiir die hydrophilen Kolloide
kommt man zu dem Resultat, dafl die Wertigkeit und das Vor-
zeichen der Tonen fast helanglos sind und dafiir die Individualitét
der einzelnen Ionenarten in Form der lyotropen Reihen hervor-
tritt. Man trifft aber das Wesen der Sache viel besser, wenn man
nicht eigentlich den Gegensatz der Hydrophilie und der Hydro-
phobie fiir diesen Unterschied verantwortlich macht, sondern
den Umstand, dal wir bei den Versuchen mit den elektrolyt-
empfindlichen hydrophoben Kolloiden die verschiedenen Ionen-
arten alle in sehr niederen Konzentrationen miteinander ver-
gleichen, wihrend wir sie bei den Versuchen mit den elektrolyt-
unempfindlichen hydrophilen Kolloiden in héheren Konzen-
trationen miteinander vergleichen. Diese Erscheinung ist nicht
eine Besonderheit der Kolloidchemie, sondern findet sich iiberall
bei Elektrolytlosungen. Auch bei der Aktivitdtstheorie der reinen
Elektrolytlgsung nach MiLyEr, G. N. LEws, BserruM, DEBYE
und HUECKEL findet sich ganz allgemein die Erscheinung, daB
der Einflull einer Ionenart in niederen Konzentrationen (bis

1) Siehe DOxaNn: Kolloid-Zeitschr. 87, 1925.
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etwa 0,01 molar) fast nur von der Wertigkeit abhingt, daB aber
in hoheren Konzentrationen die chemische Individualitit sich
bemerkbar macht, und daBl dann dieselben lyotropen Reihen
auftreten, wie sie seit HOFMEISTER in der Kolloidchemie bekannt
sind. Das folgende Beispiel soll zeigen, daB auch in der Kolloid-
chemie an einem und demselben Objekt die Wirkung der Ionen
in niederen Konzentrationen fast allein von der Wertigkeit ab-
hingt, wihrend in hoheren Konzentrationen mehr und mehr die
lyotropen Reihen hervortreten.

Dies soll am Glykogensol gezeigt werden. Glykogen ist ein
stark hydrophiles Kolloid, welches gegen Wasser negativ geladen
ist. Es ist so stark hydrophil, dal die beim Zusatz von Elektro-
lyten eintretende Entladung nicht ausreicht, um eine Flockung
herbeizufiihren. Andererseits reicht auch die dehydratisierende
Wirkung nichtelektrolytartiger, Wasser entziehender Mittel wie
Alkohol oder Tannin bei Abwesenheit von Elektrolyten nicht aus,
um eine Flockung herbeizufithren. Dies gelingt nur, wenn man
beides miteinander kombiniert. Wenn man das Sol mit einer
gewissen Menge Elektrolyt versetzt, so hat dies eine zunéchst
unsichtbare, vorbereitende Wirkung auf die Flockung, welche
nachtriglich zugesetztes Tannin erst wirklich herbeifiihrt. Die
Stiarke der vorbereitenden Wirkung des Elektrolyten kann man
sehr exakt dadurch messen, dafl man diejenige Menge Tannin
austitriert, welche dann noch zur Erzeugung der Flockung er-
forderlich ist. Auf diese Weise konnen wir die Wirkung beliebiger
Elektrolyte in beliebigen Konzentrationen an dem gleichen kol-
loidalen Objekt studieren.

Das benutzte Glykogen mufl einigermafen elektrolytirei sein.
Das kiufliche Priparat (MERCK) ist erfahrungsgemil befrie-
digend rein. Andernfalls miifite es erst durch wiederholtes Losen
in wenig Wasser und Ausfillen mit viel Alkohol gereinigt werden.
Man stelle kurz vor dem Versuch eine 1proz. wilrige Losung von
Glykogen her und verteile diese in eine groe Anzahl von Reagenz-
glisern in einer Menge von je 1,00 cem. Dazu werden je 5 ccm der
weiter unten genannten Salzlésungen hinzugefiigt und diese Mi-
schung mit einer 1,5proz. Losung von Tannin (MERCK), welche
sich in einer graduierten Biirette befindet, so weit versetzt, daB3
nach dem Umschiitteln eine bleibende Koagulation eintritt.
Diesen Endpunkt der Titration erkennt man, wenn man das
Reagenzglas gegen das Fenster hilt und auf einen horizontalen
Ast des Fensterkreuzes blickt. Sobald dieser nicht mehr erkenn-
bar ist, nimmt man die Titration als beendet an. Der Endpunkt
kann auf wernige Tropfen genau bestimmt werden.
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Erste Versuchsreihe.

Die Konzentration aller Salzlosungen, welche in einer Menge
von 5 cem je einem Kubikzentimeter Glykogenlésung zugesetzt
werden, soll 0,002 dquivalentnormal sein. Zur Fillung waren
dann z. B. folgende Mengen Tannin (in cem) erforderlich:

LiCl >10 BaCl, 447
NaCl >>10 CaCl, 4,99
KCl ~ 8,04 MgCl, 542

K-Salze mit anderen Anionen
praktisch = KCl (KNO;, K,S0,)
CeCl; 3,49
Denselben Versuch mache man z. B. mit 0,005 dquivalent-
normalen Losungen. Man erhilt folgendes Resultat:

LiCl 841 BaCl, 3,77
NaCl 7,74 CaCl, 4,30
KCl 6,13 MgCl, 4,55
CeCl; 2,85
Diese Versuche mit sehr niederen Salzkonzentrationen zeigen
folgendes:

1. Eine Variation des Anions ist praktisch belanglos.

2. Bei der Variation der Kationen macht sich ganz iiber-
wiegend die Wertigkeit bemerkbar. Am schwichsten wirken die
einwertigen Kationen, stérker die zweiwertigen, noch stirker
die dreiwertigen.

3. Bei genauerer Betrachtung bemerkt man, da die Wirkung
verschiedener Kationen von gleicher Wertigkeit doch nicht genau
einander gleich ist. Die einwertigen Kationen ordnen sich nach
steigender Wirksamkeit zu der Reihe Li, Na, K, die zweiwertigen
zu der Reihe Mg, Ca, Ba. Es sei vorweggenommen, daf8 diese
Reihenfolge die umgekehrte ist wie in der zweiten Versuchsreihe
mit hohen Salzkonzentrationen.

Zweite Versuchsreihe.

Die Konzentration aller Salze sei 1fach Aquivalentnormal.
Dann ergeben sich als Tannintiter folgende Zahlen:

LiCl 0,92 KSCN 8,63
NaCl 1,58 KJ 692
KCl 2,84 KNO, 5,61
MgCl, 1,22 K,80, 4,30
CaCl, 1,60 KBr 357

BaCl, 2,93 KOl 2,84
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Hieraus erkennt man folgendes:

1. Die Wirksamkeit der zweiwertigen Kationen ist im Durch-
schnitt keinesfalls grofler als die der einwertigen. Z. B. wirkt das
einwertige Li stérker als irgendein zweiwertiges Kation.

2. Innerhalb der Ionengruppen von gleicher Wertigkeit be-
stehen sehr grofle Unterschiede. Die einwertigen Kationen ordnen
sich nach steigender Wirksamkeit in de Reihe Ka, Na, Li, die
zweiwertigen Ba, Ca, Mg, also umgekehrt wie vorher.

3. Auch die Anionen haben eine wesentliche Bedeutung.
Z. B. ordnen sich die einwertigen Anionen nach steigender Wirk-
samkeit in die Reihe SCN, J, NO,, Br, ClL

So erkennt man die allgemeine Regel:

Vergleicht man die Wirksamkeit verschiedener Elektrolyte
auf ein Kolloid, so ist bei niederer Elektrolytkonzentration fast
ausschlieBlich die dem Kolloid entgegengesetzt geladene Ionenart
bestimmend, und zwar fast ausschlieflich gema 3 ihrer Wertigkeit.
In hoheren Konzentrationen sind beide Ionen des Elektrolyten
von EinfluB, und zwar wesentlich gemafl ihrer Stellung in der
lyotropen Reihe, nicht gemaf ihrer Wertigkeit.

ITI. Einige Versuche iiber optische Inhomogenitiit.
13. Ubung.

Gute Versuche iiber die optische Auflosbarkeit einer Losung
sind nur mit dem Ultramikroskop von SiEDENTOPF und ZsiG-
MoNDY mit Kiivetteneinrichtung anzustellen; die ,,Ultrakonden-
goren‘‘ sind fiir das Studium kolloidaler Losungen fiir manche
Fille ein Ersatz. Die FErscheinung der Eiweifkornchen mit
Brownscher Molekularbewegung im Ultrakondensor (Parbaloid-
kondensor und dhnliche) bei Beobachtung von verdiinntem Serum
oder Reizserum kann vom bakteriologischen Kurs her als be-
kannt angesehen werden, wo man beim Aufsuchen der Spiro-
chiaten Gelegenheit hat, sie zu sehen.

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

Man fiille in ein Reagenzglas ein sehr stark verdiinntes Mastix-
sol (wie S. 12) und lasse den Lichtkegel, den man durch eine vor-
gehaltene Sammellinse (Lupe) von der Lichtquelle erhilt, in die
Lésung fallen. Man sieht den Lichtkegel hell aufleuchten: Tyn-
pALLsches Phinomen. Betrachtet man diesen Lichtkegel durch
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ein NicoLsches Prisma, so erscheint er bei Drehung des Nicol
um seine Achse bald hell, bald ist er kaum sichtbar; die Drehung
des Nicol von der Stellung: hell bis zu der Stellung: dunkel be-
tragt 90°. Das von den Teilchen abgebeugte Licht ist also stark
{(wenn auch, nicht vollkommen) linear polarisiert.

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

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

Pseudofluoreszenz kann man z. B. folgendermaflen beob-
achten: Man lose einige Kérnchen Indophenol in Alkohol und
verdiinne sehr stark mit destilliertem Wasser. Die blaue alko-
holische Losung behalt ihre blaue Farbe im durchfallenden Licht;
aber Indophenol ist in Wasser nicht eigentlich léslich, sondern
bildet ein Sol wie Mastix. Bei seitlicher Beleuchtung mit der
Bogenlampe sieht man einen rotbraunen Lichtkegel, der sich als’
polarisiert erweist.

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

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

Mit der Dispersititsinderung ist haufig eine Farbanderung
verbunden; der Sinn der Farbenénderung ist nicht einheitlich.
Z.B. #ndert sich die Farbe bei Goldsol oder bei Kongorubin von
Rot nach Blau bei zunehmender TeilchengrsBe, bei Nilblau (Tolui-
dinblau u. a.)von Blau nach Rot bei zunehmender Teilchengrofie.
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IV. Die Bestimmung der Wasserstoff-Ionen
durch Indikatoren.

a) Die Sonderstellung der H'- und OH'-Ionen.

Es ist nicht moglich, einen klaren Einblick in die Wirkungen
irgendwelcher Tonen zu erhalten, ohne jedesmal auch die H'- und
OH/-Ionen mit zu beriicksichtigen. Denn niemals beobachten
wir in wafiriger Losung die reine Wirkung eines Elektrolyten,
d. h. eines Ionenpaares, sondern stets in Konkurrenz mit dem
Ionenpaar H' + OH’, welches in keiner wifBirigen Losung fehlt.
Da nun diese beiden Ionen zu den wirksamsten gehéren, so mufl
man sie sogar in etwa ,,neutralen’ Losungen, in denen ihre Menge
minimal ist, aufs genaueste beriicksichtigen. Alles was wir im
vorigen Abschnitt an Flockungsschwellenwerten kennen lernten,
kann nur als vorlaufig betrachtet werden und wird durch das,
was uns z. B. die Ubungen 26 bis 27 zeigen werden, ein ganz
anderes Gesicht bekommen. Ein kleines Beispiel fiir die Wichtig-
keit dieser Betrachtungen: Wir bestimmten die Flockungs-
schwelle eines Mastixsol fiir NaCl in ,,neutraler Losung®. Wenn
wir diesen Wert messen, beantworten wir in Wirklichkeit nur
die Frage: ,,Welche Konzentration an NaCl hebt die disper-
gierende Wirkung der OH'-Ionon der neutralen Losung auf und
summiert sich mit der flockenden Wirkung der H'-Ionen in
neutraler Losung so, daf sichtbare Flockung entsteht?‘ Es gibt
gar keine absolute Schwelle fir die NaCl-Wirkung, sondern
nur eine relative Schwelle, welche auf eine ganz bestimmte OH'-
Konzentration der Losung bezogen werden mufl und bei gering-
fiigigsten Anderungen der OH’-Konzentration sich ebenfalls
andert. Unsere ,neutrale’ Mastixlésung ist aber meist in Wirk-
lichkeit gar nicht genau neutral, und so hat der Schwellenwert
des NaCl gar keine wertvolle innere Bedeutung, wenn wir nicht
angeben, fiir welche OH'-Konzentration er gilt.

Oder ein anderes Beispiel: Alle oberflichenaktiven Stoffe
haben, wie J. TrAUBE fand, eine hohe pharmakologische Wirk-
samkeit. Nun sind die Alkaloide bedingt oberflichenaktive Stoffe
(siehe 39. Ubung), d. h. die Oberflichenspannung ihrer Losung
ist abhingig von den gleichzeitig in Losung befindlichen Ionen,
und unter diesen wiederum in besonders hohem Mafle von den
OH'-Tonen. Fragt man nun nach der Wirkungsschwelle z. B. des
Chinin auf einen fermentativen ProzeB, oder auf den Schwellen-
wert fiir seine bakterizide Wirkung in einer Bakterienaufschwem-
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mung, so ist dieser Schwellenwert nicht absolut, sondern nur in
bezug auf die H'-Konzentration der Losung anzugeben, und er
muB mit dieser variieren. Diese Beispiele lieen sich beliebig
vermehren.

Die Dosierung und Messung der H'-Ionen erfordert aber be-
sondere Methoden. Wollen wir einer Losung eine bestimmte
Konzentration an Cl-Ionen erteilen, so fiigen wir einfach die ge-
wiinschte Menge NaCl hinzu; da dieses weitgehend dissoziiert
ist, ist die Cl’-Konzentration fast gleich der NaCl-Konzentration.
Fiigen wir aber einer Losung etwas Essigsiure hinzu, so disso-
zilert diese nur zu einem winzigen Bruchteil, und wir kénnen
nicht ohne weiteres voraussagen, welche H'-Ionenmenge wir der
Loésung hinzufiigen. Die Dosierung und Bestimmung der H'-
und OH'-Ionen erfordert also besondere Methoden: zur Dosierung
brauchen wir die Regulatoren oder Puffer, zur Bestimmung
gibt es hauptséchlich zwei Methoden, die elektrometrische
Methode und die Indikatorenmethode. Wir lernen zu-
nichst die letztere kennen.

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

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

b) Magieinheit und Schreibweise.

Die Konzentration der H-Ionen wird ausgedriickt in Gramm-
Ion pro Liter. Das Symbol fiir Konzentration der H*-Ionen
+

ist Cg 4, oder [H), oder [H'l. Wir werden im folgenden einfach
h schreiben und ,,Wasserstoffzahl*“ sprechen.

Das Symbol pp, der ,,Wasserstoffexponent* 1), hat folgende
Bedeutung:

10 1
pn= —logh = logE

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

10 1
Poh = — log oh = log oh

definieren.

1) SO6RENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131, 1909.
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Das Produkt h - oh = ky ist die Dissoziationskonstante des
Wassers. Es ist in jeder walirigen Losung, ob sauer, neutral
oder alkalisch

h - oh = ky oder
Ph Tt Poh = Pxw»

10
Pxv bedeutet, entsprechend dem obigen, — log ky.
ky betrigt bei 18° 0,72 . 1014 bei 37° 3,2.10"14
Pkw . 18° 1414 , 37° 13,50

Neutrale Reaktion ist charakterisiert durch folgenden Zustand:

bei 18° h = oh = 0,85 - 10—7; py = pon = 7,07
» 37° h=oh= 177-10"7; pn = pon = 6,76.
Bei saurer Reaktion ist h ™ bei neutraler Reaktion

Ph< 9 ” 2

oh < bhl ” »

P0h> D ) ”

Von den gebriauchlichen Indikatoren

Methylorange etwa bei pn

Methylrot ’
Lackmus ”
Phenolphthalein ,,

hat seinen Farbenumschlag:

»  Ph =
» Ph=1
»  Ph — 8

pn des stromenden Blutes ist = 7,35 bis 7,40

des Harnes .
der Nahrbouillon

5 bis 7,
7 bis 7,5

des gewohnlichen, nicht von
CO,, befreiten destillierten

Wassers .

des frischen Wasserleitungs-

wassers .
des Magensaftes .

gegen 6, sogar bis 5

7,5 bis 7,6
1,5 bis 2

Beispiel fiir die Umrechnung von h und py:

1) Es sei h=2-:103,
dann ist log h = log 2 + log 10—,
=030 — 5 = — 4,70
Pn = + 4,70
2) Es sei pn = 6,70,

dann ist log h

— 6,70 = - 0,30 — 7
h = 20107
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Einer geometrischen h-Reihe mit dem Quotienten 2, also z. B.

1.10—3 2.1075 4.10—° 8.10—5
entspricht die arithmetische py-Reihe mit der Differenz 0,3, also
5,0 4,7 4,4 41

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

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

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

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

14. Ubung.
Die Regulatoren oder Puffer.

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

Man bereite eine normale Losung von kristallisiertem Natrium-
azetat (CH;COONa + 3 H,0), indem man 13,61 g auf 100 ccm
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destilliertes Wasser 16st, ferner eine normale Losung von Essig-
siure (titriert gegen n-NaOH mit Phenolphthalein als Indikator).
Aus diesen Losungen bereite man 1/, normale Losungen durch
Verdiinnung. Man stelle folgende 4 Mischungen zur Demon-
stration der Pufferwirkung an:
Nr. 1 2 3 4
0,1 normales Natriumazetat ccmm 5 7 8,56 9
0,1 normale Essigsidure ccm 5 3 15 1

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

In eine zweite Reihe von 4 Réhrchen bringe man zunichst
8 ccm Wasser und gieBe aus jedem Rohrchen der ersten Reihe
ungefahr 1 com in das entsprechende Rohrchen der zweiten Reihe.
Nun gebe man in alle 8 Réhrchen einen bis zwei Tropfen Methyl-
rot (0,1g in 300 ccm 90proz. Alkohol und 200 ccm Wasser),
jedenfalls in alle Rohrchen die gleiche Menge. In den ersten
4 Rohrchen durchlauft die Farbe alle Nuancen von rein rot bis
rein gelb. Jedes Rohrchen der zweiten Reihe entspricht in seiner
Farbe dem entsprechenden Rohrchen der ersten Reihe fast vollig,
trotzdem die Losung aufs 10fache verdiinnt ist. h hiangt also
nur von dem (molaren) Verhiltnis von freier Hssigsiure zu
Natriumazetat ab, und zwar ist angensahert

(freie Saure)
= k . — 1
h (Na-Salz der Saure) M
k ist die Dissoziationskonstante der betreffenden Siure; diese
betrdgt in runden Zahlen fiir

Weinsgure . . . . . . . . 1 1073
Milchsgure . . . . . . . . . 1,5:10—*
Essigsdure . . . . . . . . 2 -10—°
primires Natriumphosphat . 2 -10~7
Kohlensdure . . . . . . . . 3 1077

Das primére Natriumphosphat wird hier als eine Shure be-
trachtet ; ihr zugehoriges Natriumsalz ist das sekundére Natrium-
phosphat. Fiir starke Sauren wie HCI gilt die obige Regel nicht.
Die Pufferung der Gewebsfliissigkeiten wird in der Regel durch
das Gemisch CO,+ NaHCO; hergestellt. Na,CO, gibt es in
lebenden Gebilden nicht. '

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

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

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

b K. (freie Saure)
- (Na-Salz der Siure)

wo k' ein wenig grofler ist als die aus Leitfahigkeitsmessungen
bestimmte Dissoziationskonstante k der Saure. Die Gré8e von k'’
hingt vom Gesamtelektrolytgehalt der Losung ab; sie nihert
sich bei sehr geringem Elektrolytgehalt dem wahren k, ist bei
einem Salzgehalt von etwa 0,01 normal meist um 10—15 vH.,
bei 0,1 normal um etwa 25 vH., bei CO,-Puffern sogar um
etwa 100 vH. groBer.

Die Deutung dieser Tatsache war bis vor kurzem folgende:
Da das MafBgebliche fir die unter dem Bruchstrich stehende
GroBe nur die durch Dissoziation aus dem Na-Salz gebildeten
Séure-Ionen sind, das Salz aber nicht total dissoziiert ist, so muf}
die Konzentration des Na-Saizes unter dem Bruchstrich noch
mit dem Dissoziationsgrad J desselben multipliziert werden,
welcher je nach der Konzentration wechselt und stets <7 1 ist.
Neuerdings hat sich die Auffassung!) geltend gemacht, daB die
Na-Salze immer praktisch total dissoziiert sind, daB aber die
aktive Masse der.Ionen (im Sinne des Massenwirkungsgesetzes) in
ionenreichen Losungen infolge elektrostatischer Wechselwirkung
dieser Yonen aufeinander verringert ist.

b) Man mische 10 ccm n-Essigsdure + 1 cem n-Natriumazetat
(pn étwa = 3,7) und gebe einen Tropfen Methylorange zu (ebenso
geldst, wie oben das Methylrot). Die Losung firbt sich orange.
In ein zweites Reagenzglas gebe man 10 ccm physiologische C1Na-
Losung, einen Tropfen Methylorange und tropfenweise so viel
0,01 nHCI, daB die Farbnuance ungefihr ebenso wird, wie in der
Azetatmischung. In beide Rohrchen gebe man jetzt 0,5—0,6 com
einer lproz. Gelatinelosung. Wihrend die Farbe in dem Azetat-

1) Bserrum, N.: Z. f. Elektrochemie 24, 321. 1918.
Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl, 3
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réhrchen ungedndert bleibt, wird sie in dem HCl-Rohrchen rein
gelb. Die Azetatmischung wird also durch Zusatz eines siure-
bindenden Stoffes (Gelatine) in ihrer h nur wenig geandert, eine
HCl-Lésung von gleicher Anfangs-h wird stark geandert.

Die beiden Sdurelosungen haben, wie man sich ausdriicken
kann, die gleiche Saure-Intensitit, aber eine verschiedene
Saure-Kapazitat. Die verschiedene Kapazitat oder das ver-
schiedene ,,Pufferungsvermégen® zweier Losungen von gleicher h
wird durch folgenden Versuch gezeigt.

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

Hieraus ergeben sich folgende Leitsatze iiber die Regu-
latoren oder Puffer: Bin Gemisch aus einer schwachen
Saure mit ihrem Alkalisalz hat die Eigenschaft eines
Puffers, namlich:

1. Es andert seine h kaum bei Verdiinnung mit
reinem Wasser.

2. Es ist in seiner h widerstandsfahiger gegen siure-
bindende Verunreinigungen, als eine nicht gepufferte
Loésung von gleicher h.

3. Durch Verdiinnung mit Wasser wird zwar h nicht
wesentlich gedndert, aber die Widerstandsfihigkeit
gegen Verunreinigungen (die ,,Pufferung®) wird ver-
mindert.

Haben wir also die Aufgabe, irgendeiner Losung eine be-
stimmte h zu erteilen, so versetzen wir sie mit einem Puffer,
welcher diese h hat, und die Aufgabe ist wenigstens angenahert
gelost. Dies ist die Methode, nach der wir die h dosieren. Wir
miissen aber durch eine Messung der h nachtriaglich kontrol-
lieren, inwieweit diese Dosierung gelungen ist. Die Dosierung
ist nur eine angeniherte, da ja die Saurekapazitiat eines Puffers
nicht unendlich grof} ist; die wirklich durch den Puffer erzeugte
h muB durch eine Messung genauer festgestellt werden.
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Orientierende Bemerkungen iiber die Aktivitdtstheorie.

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

wo A die undissoziierten Molekiile der Siure, A~ ihre Ionen und
die Klammern die Konzentration in Mol pro Liter bedeuten.
Diese Formel gilt aber nur in Losungen von so hoher Verdiinnung,
daB es erlaubt ist, die idealen Gasgesetze auf sie anzuwenden.
In hoheren Konzentrationen treten Abweichungen auf, welche
man in folgender Weise darstellen kann. Man kann fiir jede der
drei beteiligten Molekiilarten einen Faktor angeben, mit dem
man sie multiplizieren muf}, damit das Massenprodukt wieder
denselben Wert k wie in sehr verdiinnten Losungen erhilt, und
man kann somit schreiben:

fg+ - H¥] - f4- - [A~]
fa - [A]

fg+ nennt man den Aktivititsfaktor der H-Ionen usw. Die
GroBe fg+-[HT] = ag+nennt man die Aktivitdt der H-Tonen usw.
Der Aktivitatsfaktor ist bei idealen Losungen fiir jede Molekiilart
gleich 1, bei nichtidealen Lésungen in der Regel kleiner. Der
Aktivitatsfaktor kann fiir jede der beteiligten Molekiilarten ver-
schieden sein. Bei unelektrischen Molekiilarten pflegt er herauf
bis zu Konzentrationen von 1 molar nicht viel von 1 abzuweichen.
Bei Ionen ist schon in 0,01 normalen Lésungen die Abweichung
jedes einzelnen Aktivitatsfaktors von 1 merklich, und zwar hingt
gie ab erstens von der Wertigkeit des betreffenden Ions,
zweitens von der Konzentration und der Wertigkeit aller ande-
ren, gleichzeitig mit der betreffenden Ionenart in Lésung be-
findlichen Ionenarten, auch derjenigen, mit denen die erstere
chemisch nicht reagiert. Der Sinn des Aktivititsfaktors ist,
dafl er die zwischen den einzelnen Molekiilarten bestehenden
anziehenden und abstoBenden Krifte beriicksichtigt, welche im
Fall einer idealen Losung vernachlassigt werden diirfen und fiir
den Fall sehr verdiinnter Elektrolytlosungen allein durch die
elektrostatischen Wirkungen der Ionen aufeinander représentiert
werden. Fiir den Fall, daB die gesamte Ionenkonzentration sehr
niedrig ist (etwa bis 0,01—0,02 molar), wird der Aktivitatsfaktor
nicht durch die chemische Individualitit der Ionen, sondern nur

Bl

=k.
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durch das Vorzeichen der Ladung und die Wertigkeit bestimmt,
und zwar ist nach DEBYE!) der Logarithmus des Aktivitits-
faktors einer Ionenart (fiir 25°)

log f; = —0,816-w? Vw2c, + wic, +wic, - -wici+---

Hier ist w; die Wertigkeit der Ionenart, deren Aktivitatsfaktor
berechnet werden soll, w;, w, usw. sind die Wertigkeiten der
einzelnen in Loésung befindlichen Ionenarten, c;, ¢, usw. ihre
Konzentrationen. Die unter dem Wurzelzeichen stehende Summe
heifit nach BserruM die ionale Konzentration der Losung,
oder ihr halber Wert die Tonenstidrke (Ionic strength nach
G. N. LEwis). Ist die ionale Konzentration gréfer als etwa 0,02,
so kann der Aktivitatsfaktor nicht mehr nach einer einfachen
Formel berechnet werden. Er hingt dann nicht allein von der
ionalen Konzentration ab, sondern auch von der chemischen
Individualitdt jeder einzelnen vorhandenen Ionenart und wird
vorlaufig am besten als eine rein empirisch zu ermittelnde Grofie
betrachtet. Immerhin gibt die obige Formel auch fiir etwas
starkere (physiologische) Salzlosungen wenigstens einen Niahe-
rungswert fiir den Aktivitatsfaktor.

15. Ubung.

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

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

_Von den Stamml6sungen sind fiir die zundchst aufgestellte
Ubungsaufgabe, die h im frischen Wasser der Wasser-
leitung zu bestimmen, nur zwei erforderlich.

1) Siehe HUCKEL, E.: Zur Theorie der Elektrolyte. Ergebn. d. exakt.
Naturwiss. Berlin 1924.
?) SORENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.



Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren. 37

1. Eine 1/;5 molare Losung von primirem Kaliumphosphat.
9,078 g dieses Salzes werden in destilliertem Wasser geldst
und auf einen Liter aufgefiillt. Das Wasser wird fiir diesen
Zweck zur Austreibung der Kohlensiure kurz vorher in einem
verzinnten Kupfergefafl oder in einem Kolben aus Jenaer Glas
zum Sieden erhitzt, 5 Minuten im Sieden erhalten und unter
kohlensiuresicherem Verschlufl abgekiihlt. Dieser VerschluB wird
hergestellt durch einen durchbohrten Gummistopfen, dessen
Bohrung mit einem Na-
tronkalkrohr verschlossen
ist. Das Salz wird zu-
néchst in einem MaBkol-
ben in dem noch ziemlich
warmen Wasser gelost,
nach dem vélligen Er-
kalten auf einen Liter
aufgefiillt und sofort in
eine WurLrrsche Flasche
eingegossen (Abb. 1); die
eine Offnung der Flasche
wird mit einem Vorlage-
gefall mit Natronkalk ver-
bunden, die andere mit
einer Biirette mit auto-
matischer Nullpunktsein-
stellung. Die obere Off-
nung der Biirette ist mit
einem Natronkalkaufsatz
verschlossen. Das offene
Ende dieses Aufsatzes
erd in der Regel it Abb. 1. Vorratsgefi mit Biirette fiir die
einem Stopfen verschlos- Stammlosungen.
sen, der nur wihrend des
Gebrauchs abgenommen wird. Auch die &dufiere Offnung der
Natronkalkvorlage ist im Ruhezustand mit einem Stopfen ver-
schlossen, der wahrend des Gebrauchs durch einen Ventil-
gummiball ersetzt wird.

2. Eine 1/;; molare Lésung von ,sekundirem Natrium-
phosphat nach SORENSEN®. 11,876 g von diesem Salz werden
genau in derselben Weise zu 1 Liter gelost und in derselben Weise
aufbewahrt.

Dieses ,,sekundére Natriumphosphat nach SGRENSEN* unterscheidet
sich von dem gewdhnlichen (sekundiren) ,,Natriumphosphat® durch
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seinen Kristallwassergehalt. Das gewohnliche Phosphat enthilt 6 Mol.
Kristallwasser, verwittert aber leicht und ist deshalb in seiner Zusammen-
setzung unzuverlissig. Das SORENSENsche Salz enthilt 2 Mol. H,O und
ist bestindig. Es entsteht aus dem ersteren, indem man es in zerriebenem
Zustand wochenlang in flachen Schalen an der Luft verwittern 1a8t. Die
Verwitterung ist jedoch mitunter nicht vollkommen; héhere Temperatur
beschleunigt die Verwitterung. Es ist daher folgendes Verfahren zu
empfehlen. Von dem vorrdtig gehaltenen, scheinbar gut’ verwitterten
,»58k. Natriumphosphat nach SORENSEN® wird etwa das 1,5fache der
erforderlichen Menge in flacher Schicht ausgebreitet und auf 1—2 Tage
in den Brutschrank bei 36°—38° C gestellt. Danach laB3t man die Schale
in einem verschlossenen, aber mit keinem Trocknungsmittel beschickten
Exsikkator erkalten und wigt die gewiinschte Portion ab. Das so
vorbereitete Salz ist gewichtskonstant und hat den richtigen Wasscr-
gehalt von 2 Mol. H,O.

3. Einige Indikatoren: Methylrot (nach Pavuitzsca) 0,1 g ge-
lést in 300 cem etwa 93proz. Alkohol + 200 cem destilliertem
Wasser.

p-Nitrophenol, 0,4 g in 60 ccm Alkohol + 90 ccm Wasser.

Neutralrot 0,0lproz. Loésung in 50proz. Alkohol.

Phenolrot, 0,02 vH. alkoh. Losung.

Phenolphthalein 0,5 g gelést in 1 Liter 50proz. Alkohol.

Auswahl des passenden Indikators.

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

" Die eigentliche Bestimmung der h.

10 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit werden mit einer
fir die Farbabschidtzung angenehmen Menge des auserwihlten
Indikators versetzt, in unserem Fall 2—5 Tropfen Neutralrot.
Die Zahl der Tropfen mull ganz genau festgestellt werden. Sie
miissen aus einer gleichmaBig tropfenden Pipette ganz langsam
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abgetropft werden. Nunmehr fillt man in ein Reagenzglas
5cem der obigen sekundiren Phosphatlosung und 5cem der
priméren Phosphatldsung, und in dieses Gemisch genau die
gleiche Menge desselben Indikators. Man prift nun durch Farben-
vergleichung, ob das Phosphatgemisch saurer ist als die un-
bekannte Losung oder alkalischer. Je nach dem Befund stellt
man nun ein neues Phosphatgemisch her, von dem man an-
nehmen kann, dafl es bei der Priifung mit demselben Indikator
der unbekannten Losung dhnlicher wird; z. B. 6 ccm sekundires
Phosphat + 4 ccm priméres Phosphat, so dal das Gesamtvolumen
der Phosphatmischung immer 10 cem ist. Diese Mischung nennt
man ,,Phosphatgemisch 6“. Und so stellt man immer neue
Phosphatmischungen her, bis man das zutreffende gefunden hat.
Das kann dann als erreicht betrachtet werden, wenn man ein
Gemisch hat, welches eben ein wenig zu sauer ist, und eines,
welches ein wenig zu alkalisch ist. Dazwischen wird schlieflich
dasjenige Phosphatgemisch ausprobiert, welches nicht mehr zu
unterscheiden ist. Dies wird fiir frisches Leitungswasser in der
Regel das Phosphatgemisch, ,,8,7° sein. Die Farbvergleichung muf}
gegen einen etwa 10 cm entfernten Untergrund von rein weilem
Schreibpapier erfolgen. Die Betrachtung geschieht am besten,
indem man von oben her durch die ganze Lénge des Reagenz-
glases blickt. Die Glaser miissen genau gleiches Lumen haben.
Sie werden vor dem Versuch daraufthin genau gepriift. Das p;, der
unbekannten Fliissigkeit ist nunmehr gleich, dem des farbgleichen
Phosphatrohrchens. Das pp der Phosphatgemische kann aus
einem Diagramm (s. Abb. 2) entnommen werden, welches von
SORENSEN durch, elektromotorische Bestimmung geeicht ist.
Dieses Diagramm ist gleichzeitig fiir andere Puffergemische
gezeichnet. Man liest es z. B. folgendermafien.

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

Abgestandenes Wasser aus der Wasserleitung ist infolge von
CO,-Verlust alkalischer, d. h. Neutralrot wird mehr gelb, das
farbgleiche Phosphorgemisch, ist nicht mehr ,,8,7°, sondern etwa
,,9° und dariitber. Man koche ferner eine Probe Leltungswasser
kurz auf und iiberzeuge sich von der sehr bedeutenden Ande-
rung von py im Sinne zunehmender Alkalitat.

Das Diagramm enthélt auch die Werte fiir die anderen Puffer-



‘UOPIOM JOPUIMIOA
NIOIU ULB[{OS pun IeqIa1znpoidal JHod[UIs PuUls 9)jIuyosqeusAiny uajteryund oI NASNHUQE yoeu wrweiderq-lognhg °g A9V

Die Bestimmung der Wasserstoff-Tonen durch Indikatoren.

40

Jypzsbunyosy

#al
b2 [y ot LU o 6 8 4 9 g # 3 4 L 0
DA THHH AT T T
w I m lT%r\v - I \\ ‘M!, Pl_ﬁ T B N U G \4 -
- i
w 1 _ T 7 mn
BRSRRSEEE inn ABSRREREEE samm o
T vl 1 EENY AENNEN
2 0 ERNNNN o EREEE i Ii
T BN iNENE I [
| ~ [ e FAali
S\ I !
S T I _ P nid
] \ ; T S \\JQ*
_ \ T T I I pEEE Y 1 Ty
~ ﬁ NN I 1 7 iy =
I 11 L A1
] IEEERREN )4
- i A P8 o707 T
NN L‘[ Biainkd L \\ I it ]
N LTINNG= | N L] A IENNE
Sus ; SES | QR VAR S/t =
R i N AT N CRYTIIEC T w%hs TR,
1 .\/ T |
EEEEEN N A 1 N ! B
I A NS xJ\%W PR TN T T .}%\‘Ul S A
i EERENE IS T TS T Oy ‘TJ% Y ARRES RS
IEpEEEE RN RRE IR N Ty - EEEEE i
1] A d I 3 ,/ N THE -
TIT BER NN \VERN 1 ITED ) HEN -
R T T AN | / 17 Ww RERERREE - &
mE BN SEINE Al I T FEH ] _
T e e RN SV A T
I - A\ -
it uﬂ RN Lﬂ & - \ ‘14 “ o s
ENNEEE l INEEREREN uﬁ SUH NG SEEERAT] AT T
1 BRNE , SEED a8 ] 7 ]
T RERSEaERSmmmnuRi] REESARSS! H EERE A== aEEaEER SR _ﬁﬁ o
sl 2 A )72 o 3 ® 45 9 s # £ z P



Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren. 41

lésungen, zu deren Herstellung man folgende Stammlésungen
braucht:

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

,,oalzsdure ist in 0,1 n-Salzsiure.

,»Natron‘ ist ein 0,1 n-Natronlauge, frei von CO,. Sie wird
hergestellt, indem man in einem hohen, mit gefettetem Glas-
stopsel verschlossenen Zylinder Atznatron zur Sittigung in Wasser
16st, so daB noch reichlich Bodenkérper bleibt, oft durchschiittelt,
mehrere Tage, besser Wochen, bis zur Klirung sedimentieren
laBt und dann von einer abgehobenen Probe unter den schon
oben beschriebenen Vorsichtsmafregeln gegen das Eindringen
von CO, eine Losung des gewiinschten Titers herstellt. Die so
hergestellte Lauge ist CO,-frei, da Na,CO; in der konzentrierten
Lauge unloslich ist.

,»Zitrat® ist eine Losung von 21,008 g Zitronenséure + 200 cem
n-Natronlauge, auf 1 Liter aufgefiillt.

,,Borat® ist eine Losung von 12,404 g Borsdure und 100 ccm
n-Natronlauge, auf 1 Liter Wasser aufgefiillt.

Alle diese Losungen miissen in der oben angegebenen Weise mit
CO,freiem Wasser hergestellt und CO,-sicher aufbewahrt werden.

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

Die oben genannten Indikatoren umspannen nur eine he-
schrankte Reihe von pg. Eine Auswahl geeigneter Indikatoren
fir ein grofleres Bereich ist folgende:

Farben- Anwend-
Indikator umschlag barkeit Herstellung der Losung
alkal.—sauer  fiir ph =
Tropéolin 00 gelb—rot 1,4—2,6 0,1 vT. wiBr. Losung

Rotkohlauszug blau—rot 2,0—4,5 500g zerschnittener Rotkohl,
2 Tage in 500 g 96 vH. Alko-
hol, dann filtriert.

Methylorange elb —rot 3,1—4,4 .

Methghot gelb__mt £2_63 } 0,1 g in 300 Alk. 4 200 Wass.

p-Nitrophenol gelb-farblos  4,0—64 O1lgin 15 ,, +235 ,,

Neutralrot gelb—rot 6,5—8,0 0,1gin500 ,, 4500 ,,

«-Naphtholphtalein blaugriin— 7,3—8,7 0,1ginl50 ,, -+ 100 ,,
graugelb

Phenophtalein rot—farblos  8,3—10,0 0,1gin 100 ,, +100 ,,
Thymolphtalein blau —farblos 9,3—10,5 0,1gin125 ,, 4125
Alizaringelb R rot—gelb 10,1—12,1 0,1 vT. wilr. Losung
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Schéne Indikatoren fiir die SoRENSENsche Methode mit pracht-
vollen Farbeniibergingen sind folgende, von Luss und CrLARK!)
angegebenen :

Konzentration

o der anzuwen-
Gewdhnliche pm-Ge-  Farben- g .0 oy o

Bezeichnung biet umschlag ..o o~ Lésung

Thymolsulfophtalein Thymolblau 12-2,8 rot—gelb 0,04 vH.
Tetrabromphenol- Bromphenol- 3,0—4,6 gelb—blau 0,04 ,,

Chem. Bezeichnung

sulfophtalein blau

o-Carboxy-benzol- Methylrot 4,4—6,0 rot—gelb 0,02 ,,
azo-dimethylanilin

Dibrom-o-kresol- Bromkresol- 52-6,8 gelb—purpur 0,04 ,,
sulfophtalein purpur

Dibrom-thymol- Bromthymol- 6,0—7,6 gelb—blau 0,04 ,,
sulfophtalein blau

Phenol-sulfophtalein Phenolrot 6,8—8,4 gelb—rot 0,02 ,,

o-Kresol-sulfophtalein Kresolrot 7,2—8,8 gelb—rot 0,02 ,,

Thymolsulfophtalein Thymolblau 8,0—9,6 gelb—blau 0,04 ,,
o-Kresolphtalein Kresolphtalein 8,2—9,8 farblos—rot 0,02 ,,

An Stelle des Methylrot, welches allein in dieser Reihe nicht
zu den Sulfophtaleinen gehort, ist neuerdings von B. CoHEN?)
empfohlen worden:

Tetrabrom-m-cresol-sulfophtalein Bromkresolgriin pu 4,0—5,6

16. Ubung.
Der Salzfehler der Indikatoren.

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

1) Luss, HerBErT A. und CLARK, WinLiam M.: Journ. of the Washing-
ton acad. of sciences 5, 609. 1915 und CLARK und LuBs: Journ. of bacteriol.
2, 1. 1917 und besonders das empfehlenswerte Buch: The Determi-
nationof Hydrogen Ions, von W. MANSFIELD CLARK, Baltimore. 1920.

?) BarwETT COHEN, Public Health Reports, U.S. P. H. 8. 88, 199 (1923).
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Man mischt in vier verschiedenen Rohrchen in gleicher Weise
je 4,5 ccem m/15 priméres Phosphat und 4,5 cem m/15 sekun-
déres Phosphat (wie oben), und gibt dazu

in Rohrchen Nr. 1 2 3 4
1

gesittigte (etwa 3,5 molare) KCl-Losung 0 0 1
destilliertes Wasser 1 0 1 0

Dann bringt man in Losung 1 und 2 einige Tropfen Lackmus-
16sung (nach KUBEL-THIEMANN), in 3 und 4 einige Tropfen Neu-
tralrot. Vergleicht man nun die beiden Lackmusréhrchen, so ist
ihre Farbe nahezu gleich, allenfalls ist das mit Salz ein Spiirchen
blaver. Wir wiirden daraus schlieffien, daB h durch den Salz-
zusatz gleich geblieben oder allenfalls ein Spiirchen kleiner, d. h.
Pn ein Spiirchen grofler geworden ist. Vergleichen wir aber die
beiden Neutralrotrohrchen, so finden wir, dafl das mit Salz deut-
lich réter ist, d. h. dal h durch den Salzzusatz entschieden grofer
(pn Kkleiner) geworden ist. Infolge der Unstimmigkeit beider In-
dikatoren bei Gegenwart reichlicher Salzmengen haben wir Grund,
die Richtigkeit beider Resultate zu bezweifeln.

Wenn wir nun auf die in der vorigen Ubung angegebene Weise
durch Aufsuchen des fiir den gleichen Indikator farbgleichen
Phosphatgemisches pp zu bestimmen suchen, so finden wir in
den Réhrchen ohne Salz fiir beide Indikatoren gleichmafig:

Das farbgleiche Gemisch ist das Phosphatgemisch ,,5°, also
Pn = 6,81.

In den Rohrchen mit Salz finden wir

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

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

ohne Salz: p, = 6.80
mit Salz: py = 6,56.

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

Wie BJERRUM gezeigt hat, ist auch das, was wir mit der Gaskette
messen, bei Gegenwart groflerer Mengen von Elektrolyten nicht genau die
wahre Konzentration der H-, sondern eine GréBe, welche er die ,,Wasser-
stoffaktivitdt®, an, genannt hat. Diese ist je nach der Art und Menge
der anwesenden Elektrolyte um einige Prozent kleiner als die wahre Kon-
zentration der H--Ionen und 1aft sich theoretisch aus dieser ableiten.
Das Wort ,,Aktivitat* hat denselben Sinn wie die ,,aktive Masse* beim
Massenwirkungsgesetz, welche in konzentrierteren Losungen ja auch nicht
der wahren Konzentration genau proportional ist.

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

Zum Schluf} sei noch einmal darauf hingewiesen, da8 bei physiologisch
in Betracht kommenden Salzkonzentrationen diese Salzfehler immer sehr
klein sind. AlleangegebenenIndikatoren sind daraufhin ausgewihlt, daB
sie moglichst kleine Salzfehler geben, d. h. daB ihre Angaben sich auch
bei Gegenwart méfBiger Salz- oder EiweiB mengen mit den elektro-
metrischen Messungen moglichst decken.

Alle diese Umstinde bewirken, daB3 die Unsicherheit aller
Pn-Messungen mit irgendeiner Indikatorenmethode meist mehrere

Einheiten der zweiten Dezimale von py, betrigt.

17. Ubung.
Der Eiweif3- und Alkaloid-Fehler der Indikatoren.

Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Indikatorenmetho-
den ist, daf} in der Lésung keine Stoffe vorhanden sind, welche
mit dem Indikator Bindungen eingehen und den durch die H-
Tonen bestimmten Dissoziationszustand des Indikators verindern.
Von derartigen Stoffen kommen vor allem die EiweiBkorper in
Betracht. Die empfohlenen Indikatoren sind alle nach dem Prin-
zip ausgewihlt, daf ihr ,,Eiweififehler” moglichst gering ist, und
bei den meisten ist unter gewohnlichen Umstidnden dieser Fehler
zu vernachlissigen. Aufler den Eiweillkérpern gibt es noch andere
Stoffe, welche solche Fehler hervorrufen; zur Demonstration
folgendes Beispiel:

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

18. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren
ohne Puffery).

Die Methode lafit sich am einfachsten mit sogenannten ein-
farbigen Indikatoren, die von farblos in eine Farbe umschlagen
koénnen, anwenden. Sie beruht auf folgendem Prinzip: Man ver-
setzt 10 ccm der zu untersuchenden Losung mit einer abge-
messenen Menge eines Indikators. Ist der Indikator geeignet,
so wird er weder ganz farblos sein, noch diejenige maximale
Farbtiefe zeigen, die er in stark alkalischer Losung haben wiirde.
Die maximale Farbtiefe haben die hier verwendeten Indikatoren
in 0,01 n-NaOH; stirkere Lauge vertieft die Farbe nicht weiter.
Man stellt nun durch einen Reihenversuch fest, wievel Indikator
man zu 10 cem 0,01 n-NaOH zusetzen muf3, um dieselbe Farbtiefe
zu erhalten, wie in der unbekannten Losung. Man wird fiir die
Lauge weniger Indikator brauchen. Das Verhiltnis dieser In-
dikatormenge zu jener anderen nennen wir den Farbgrad, F.
Dieser muf} stets < 1 sein. Aus ihm 18t sich h der zu unter-
suchenden Losung berechnen nach der Formel

1—F
h_k._F_.

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

Wir stellen uns, wie in der vorigen Ubung, die Aufgabe, die
h des frischen Wasserleitungswassers zu bestimmen. Der hier-
tiir geeignete Indikator ist m-Nitrophenol, 0,3 g unter miBigem

1) MrcrAELIS, L. und GYEMANT, A.: Biochem. Zeitschr. 109, 165. 1920.
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Erwirmen in 100 com destilliertem Wasser gelost. Man fillt in
ein Reagenzglas 10 ccm des zu untersuchenden Wassers und
dazu 1 cem des Indikators. In 2—3 Minuten hat der Indikator
seinen definitiven Farbton angenommen. Nun fiillt man in eine
Reihe von ganz gleichméfigen Reagenzglasern zunichst je 9 ccm
einer aus nNaOH frisch hergestellten 0,01 nNaOH. (Es
kommt gar nicht auf genauen Titer an; man kann ebensogut
0,02 n-NaOH nehmen.) Nun stellt man eine 10fache Verdiinnung
des Indikators mit destilliertem Wasser her und gibt in das erste
der mit Lauge versetzten Glidser 0,5 ccm des verdiinnten Indi-
kators, in das zweite 1,0 ccm, in das dritte 2,0 ccm; also eine
geometrische Reihe mit dem Quotienten 2. Schliefilich fiillt man
die drei Glaser mit 0,01 nNaOH auf das Volumen der zu unter-
suchenden Losung auf, welches einschlieflich des zugesetzten
Indikators 11 cem betragt. Vergleicht man der Reihe nach die
Farben dieser Gliser, so findet man, dafl das erste zu hell, das
dritte zu dunkel, das mittlere ungefahr richtig ist. Fiir den Ver-
gleich darf man immer nur die zwei zu vergleichenden Rohrchen
nebeneinander halten, bei guter Beleuchtung gegen einen rein
weilen Hintergrund (Schreibpapier, Porzellanteller) aus nicht
allzu naher Entfernung von demselben. Man blickt am besten
von oben durch die Rohrchen, jedoch ist manchmal auch die
Betrachtung durch die Seitenwand vorteilhaft.

Nunmehr engt man die Beobachtung durch eine feiner ab-
gestufte Reihe ein, am besten mit dem Quotienten 1,2 oder so-
gar 1,15. Wir hatten 1,0 ccm in der groben Reihe am besten
gefunden; wir fiigen also Versuche mit 1,2 und 1,44, sowie mit
0,83 und mit 0,69 ccm verdiinnten Indikators hinzu. Wir finden
als definitives Resultat, daB 1,0 ccm richtig ist, 1,2 schon zu viel,
0,83 zu wenig ist. In der zu untersuchenden Losung war 1,0 com
Indikator, in der farbgleichen Lauge 1,0 cem des 10fach ver-
diinnten Indikators. Der Farbgrad ist also = 0,10. Um die
obige Formel anwenden zu kénnen, miissen wir noch den k-Wert
fiir m-Nitrophenol kennen. FEr betrigt (fiir Zimmertemperatur)
4,7 + 10—, Also ist

1—-0,10

. . -9 — . -9 = 2]. -8,
0.10 4,710 42 .10 4, 0

1 =

Will man pp, ausdriicken, so ist

logh = 0,62 — 8 = — 7,38,
Ph — 7,38 .
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Dieser Wert wird mit einem kleinen Spielraum (etwa == 0,05)
im Leitungswasser stets gefunden, wenn es nicht durch Abstehen
CO, verloren hat. Hiermit ist die Bestimmung beendet.

Um bei hiufigerer Benutzung der Methode aus der Farb-
vergleichung sofort py zu finden, benutzen wir folgende Methode.
Wir logarithmieren die Gleichung (8. 45):

F

logh = log k - log
und daher

F

Pn = px + log —5’

wobei wir unter px den ,Indikatorexponenten, den negativen
Logarithmus der Konstanten (analog py) verstehen. Die folgende
Tabelle 1 und 2 gibt fiir einige geeignete Indikatoren die Werte
fir px an. Sie sind bei verschiedenen Temperaturen etwas ver-
schieden, aber dafiir kénnen wir mit dieser Methode pp, auch bei
beliebiger Temperatur bestimmen. Aus dem Diagramm Abb. 3,
Kurve I, kann fiir jedes beliebige experimentell gefundene F der

Wert von log 1 F abgelesen werden. Die Ordinate ist F, die

F

Tabelle 1.
Ubersicht iiber die einfarbigen Indikatoren.

Farbe’pk fﬁr} Anwend.

Gewohnliche | Chemische ..
18° | Bereich.pn Stammlésung

Bezeichnung | Bezeichnung

g-Dinitro- ‘ 1-Oxy-2,6- gelb } 3,69 | 2,2—4,0 10,1 g:300 Wasser
phenol ¢ dinitrobenzol :

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

»-Dinitro- 1-Oxy-2,5- gelb | 5156 | 4,0—5,6 |0,1 2:200 Wasser
phenol dinitrobenzol
p-Nitro- p-Nitrophenol gelb | 7,18 | 5,2—7,0 |0,1g:100 Wasser
phenol i
m-Nitro- | m-Nitrophenol| gelb | 8,33 | 6,7—8,4 |0,3 g:100 Wasser
phenol

Phenol- Phenol- rot 9,73 | 8,5—10,5 0,04 g in 30 cm?
phthalein phthalein Alkohol
| -+ 70 Wasser
Alizaringelb | m-Nitrobenzol-! gelb | 11,16 | 10,0 12,0 /0,05 g in 50 cm?®
GG azosalizylsdure i Alkohol

(Salizylgelb) i I -+ 50 Wasser
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Tabelle II.
Die Indikatoren-Konstanten px bei verschiedenen
Temperaturen.
g-Dinitro- | «-Dinitro- ! y-Dinitro- N N
Temp. phenol phenol 5 phenol p hNé;ﬁ' mhlz ;f(l;?
(1:2:6) (1:2:4) (1:2:4y | P p

0° 3,79 4,16 524 7,39 8,47
5° 3,76 413 5.21 7,33 8,43
10° 3,74 411 5,18 7.27 8,39
15° 3,71 4,08 5,16 7.22 8,35
18° 3,69 4,06 5,15 7,18 8,33
20° 3,68 4,05 5,14 7,16 8,31
25° 3,65 4,02 511 7.10 8,27
30° 3,62 3,99 5,09 7,04 8,22
35° 3,59 3,96 5,07 6,98 ! 8,18
40° 3.56 3,93 5,04 6,93 8,15
45° 3,54 3.91 5,02 6,87 8,11
50° 3,61 3,88 4,99 i 6,81 | 8,07

Abszisse ¢ = log 1—% Da Werte < 0,1 an der Ordinate schwer

abgelesen werden kénnen, ist der Anfang der Kurve in Kurve II
mit 10fach vergréBertem und in Kurve IIT mit 100fach ver-
groflertem OrdinatenmaBstab dargestellt. (Die Ordinatenwerte
mull man bei der Ablesung durch 10 bzw. 100 dividieren, die
Abszissenwerte aber gelten unverindert.)

Alle diese Indikatoren schlagen von gelb (alkalisch) nach
farblos (sauer) um, nur Phenolphthalein von rot nach farblos.

Fiir Phenolphthalein und m-Nitrobenzol-Azosalizylsiure findet
man die zugehorigen Werte fiir F und py, bei 18° Zimmertempe-
ratur aus folgenden Tabellen.

Phenolphthalein

F Ph F Pn F Ph
0,01 8,45 0,16 9,10 0,55 9,80
0,014 8,50 021 920 0,60 9,90
0,030 8,60 0,27 9,30 0,65 10,0
0,047 8,70 0,34 9,40 0,70 10,1
0,069 8,80 0,40 9,50 0,75 10,2
0,090 8,90 0,45 9,60 0,80 10,3
0,120 9,00 0,50 9,70
Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 4
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m-Nitrobenzol-Azosalizylsdure

F Ph F Ph
0,13 10,00 0,56 11,20
0,16 10,20 0,66 11,40
0,22 10,40 0,75 11,60
029 10,60 0,83 11,80
0,36 10,80 0,88 12,00
0,46 11,00

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

Ph =DPx+ ¢

px betrigt fiir m-Nitrophenol fiir die Versuchstemperatur von
18° nach Tabelle IT 8,33. Aus Diagramm 8. 48 finden wir fiir
den beobachteten Farbgrad F= 0,10 den zugehorigen Wert von
¢ = —0,95, also ist pp= 8,33—0,95= 7,38.

Um sich zu iiberzeugen, daB die Indikatorenmethode mit
Vergleichs-Pufferlosungen und diese Methode ohne Puffer das-
selbe Resultat gibt, messe man ein Gemisch von 20 cem nNaOH,
21 ccm n-Essigsiure, mit destilliertem Wasser auf 200 ccm auf-
gefiillt, und zwar eine Probe mit der Methode mit Puffer (In-
dikator: Methylrot), eine andere Probe mit der Methode ohne
Puffer (p-Nitrophenol). Das Resultat muf8 innerhalb der er-
laubten Fehlergrenzen, d. i. innerhalb einiger Einheiten der
zweiten Dezimalstelle des py, gleich sein.

19. Ubung.
Der Siiurefehler der Indikatoren?).

Die Indikatorenmethode kann nur unter der Bedingung rich-
tige Resultate liefern, dall das py der Losung durch den zuge-
setzten Indikator selbst nicht veréindert wird. Da die Indikatoren
selbst Siuren oder Basen sind, so trifft diese Bedingung nicht
unter allen Umstéinden zu, sondern nur dann, wenn die zu unter-
suchende Loésung von Natur aus geniigend gepuffert ist, um
durch, den Zusatz des Indikators in ihrem py nicht merklich ge-
andert zu werden. In theoretisch reinem, destilliertem Wasser
kann man daher pp mit Indikatoren liberhaupt nicht bestimmen,
denn nach Zusatz des Indikators wird in diesem Falle das pp

1) MicuAELIS, L. und KRUGER, R.: Biochem. Zeitschr. 119, 307. 1921;
MicuAELIS, L.: Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungsmittel 42, 75. 1921.
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auf alle Fille gedndert. Das gewdhnliche, etwas CO,-haltige
destillierte Wasser ist etwas glinstiger, gestattet aber exakte
Bestimmungen auch nicht. FluB- oder Meerwasser ist infolge
seines Gehaltes an Bikarbonat 4+ CO, schon besser gepuffert.
Sehr farbkraftige Indikatoren, wie Neutralrot oder Phenolrot,
von denen man nur #uBerst geringe Mengen braucht, gestatten
daher die pp-Messung auch, in FluB- und Meerwasser ohne weiteres.
Die etwas weniger farbkraftigen Indikatoren der Nitrophenol-
reihe konnen bei unsachgemifler Anwendung hier schon zu
Fehlern fithren ; wir nennen dies den Saurefehler des Indikators.
Zu seiner Demonstration geben wir folgendes Beispiel: Zundchst
wird in einer Probe von frischem
nichtabgestandenen Wasserleitungs-
wasser nach der S. 36ff. beschriebe-
nen Vorschrift py bestimmt. Man
findet z. B. in Berlin in der Regel
Pn = 7,3—7,4. Dieselbe Probe, nach
der Indikatorenmethode mit Ver-
gleichspuffer unter Anwendung von
Neutralrot (S.41) ergibt p,= 7,5
bis 7,6. Es handelt sich also darum,
die Indikatormethode ohne Puffer
so zu gestalten, dafl der Unterschied
gegen die andere Methode ver-
schwindet. Dies erreicht man da-
durch, dafl man viel weniger Indi-
kator, als S. 45 angegeben, zusetzt
und die Farbtiefe durch eine gréBere
Hohe der durchblickten Wasser-
lauge vermehrt. Man benutzt dazu zweckmiBig 25 ccm hohe
farblose Reagenzgliser, welche ein wenig mehr als 40 ccm fassen
und in dem Abb. 4 abgebildeten Gestell aufbewahrt werden. Um
Wasserleitungs- oder FluBwasser zu messen, fiilllt man 6 solche
Glaser der Reihe nach mit 0,25; 0,29; 0,33; 0,38; 0,45; 0,50 ccm
einer 10fach verdiinnten Stammlésung von m-Nitrophenol (Kon-
zentration der Stammldsung 0,3 g in 100 com Wasser) und gibt
dazu noch je 40 ccm einer durch Verdiinnung aus n-Natronlauge
frisch hergestellten 1/50 n-Lauge; auf genauen Titer der Lauge
kommt es nicht an. Nunmehr gibt man in ein ebensolches Rea-
genzglas 40 ccm frisches Wasserleitungswasser und so viel
m-Nitrophenol, dafl die Farbung irgendwo in das Bereich der
Farbtiefe der vorbereiteten 6 Vergleichslosungen fallt. Es pflegen
2—2,5 ccm der 10fach verdiinnten Stammldsung erforderlich zu
4%

Abb. 4.
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sein (bei Meerwasser pflegt 1 cem erforderlich zu sein). Der Indi-
kator wird durch mehrmaliges Umdrehen des Rohrchens gut
durchgemischt, dagegen sollen die Rohrchen mit Wasserleitungs-
wasser nicht etwa durch Umgiefen in andere Rohrchen durch-
gemischt werden, weil dabei CO,-Verlust zu befiirchten ist.

In dem Gestell sind 3 Locher durch ein Holzrahmchen ab-
gegrenzt. In das mittlere derselben stellt man das zu untersuchende
Wasser, zu beiden Seiten die Vergleichslosung. Man blickt von
oben durch die Rohrchen gegen eine schrig gestellte Milchglas-
platte, welche von diffusem Tageslicht gut und gleichméBig be-
leuchtet ist.

Auf diese Weise wird die Bestimmung fehlerfrei. Sie ist so
exakt, daB es berechtigt ist, die kleinen Korrekturen, welche
Verschiedenheiten des Salzgehaltes und der Temperatur erfordern,
anzubringen. Die genaue Berechnung von py geschieht nach
der Formel:

ph = px +s+ I+ ¢

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

s ist die Salzkorrektur. Fiir Leitungs-, Flu8- und andere fast
salzfreie Wasser ist s = 0. Fiir Meerwasser innerhalb aller in
Betracht kommenden Salzgehalte betrigt s = — 0,16.

< ist die Temperaturkorrektur. Die Temperatur des Wassers
wird in dem Réhrchen direkt gemessen und danach folgender
Wert, fiir J eingesetzt:

Temperatur in °C

5 10 | 15 | 175] 20 | 25 30 | 35 | 40
940,10 | 10,06 | +0,02| 0| _002|_0,06 | _011 | _0,15 | 0,18

¢ wird in dem Diagramm 8. 48 abgelesen.

Mit dieser Methode erhialt man fiir Berliner Leitungswasser
in der Regel pp= 7,6, also denselben Wert wie bei der Bestim-
mung nach SORENSEN mit Neutralrot, aber etwas anders als bei
der Bestimmung mit m-Nitrophenol ohne Puffer wie in der
18. Ubung (7,4). In jener Ubung wurde das Wasserleitungswasser
als Objekt erstens der Einfachheit halber empfohlen, zweitens um
auf die jetzige Ubung vorzubereiten. Fir die gewohnlich unter-
suchten Fliissigkeiten: Harn, bakteriologische Nahrboden, Bier
u. dgl. kommt dagegen ein solcher Siurefehler nicht in Frage,
weil diese Flissigkeiten gut gepuffert sind durch Phosphate,
Lactate, Eiweill usw.

Die in dieser Ubung beschriebene Methode eignet sich auch
gut fiir wissenschaftliche Expeditionen zur Untersuchung des
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Pn von Meer- und FluBBwasser, weil sie die Mitnahme der Puffer-
l6sungen nicht erfordert.

20. Ubung.

pn-Messung nach der Indikatorenmethode
in einer gefirbten oder getriibten Fliissigkeit
nach dem WALPOLEschen Prinzip.

In einem normal sauer reagierenden Harn soll p, nach der
Indikatorenmethode ohne Puffer bestimmt werden. Es handelt
sich darum, die Eigenfarbe des Harns optisch unschiadlich zu
machen. Man benutzt hierzu das
WavrpoLEsche Prinzip. Der dazu er-
forderliche einfache Apparat,der Kom-
parator, ist in Abb.5 abgebildet. Er
besteht aus einem Holzblock mit ein-
gebohrten Lochern, in welche Reagenz-
gliser gesteckt werden konnen, und
den Guckléchern a, b, ¢, durch welche
man je zwei hintereinander stehende
Glaser gleichzeitig durchblickt. An der
Riickseite kann man eine Mattscheibe
und eine helle Blauscheibe einsetzen.

Der Harn wird zunichst zur Ver-
minderung seiner Eigenfarbe aufs
2—3fache verdiinnt. Als Verdiinnungs-
flissigkeit nimmt man wohl am besten
eine dem Har.r.l elnlgermaBen et~ \ib 5. Dreilochriger Kompara-
sprechende Salzlésung, eine etwa 2proz. tor, von hinten gesehen.
NaCl-Losung; jedoch macht es kaum
etwas aus, wenn man statt dessen destilliertes Wasser nimmt.
10 cem des verdiinnten Harns werden in ein Reagenzglas gefiillt
und dazu eine genau abgemessene Menge der oben angegebenen
Stammlésung von p-Nitrophenol zugesetzt (in der Regel wird
0,5—1 ccm geeignet sein). Es mul} eine deutliche, aber nicht
zu intensive gelbe Farbung auftreten. Dieses Rohrchen steckt
man in das Loch 3, ein zweites Réhrchen fiillt man in genau
derselben Weise, nur nimmt man statt der Indikatorlésung die
gleiche Menge Wasser und steckt dieses Rohrchen in das Loch 1.
In das Loch Nr. 4 steckt man ein Reagenzglas mit beliebig viel
Wasser. Nun stellt man in derselben Weise wie in Ubung 16
eine Serie von Verdiinnungen von p-Nitrophenol in 1/50 nor-
mal Natronlauge her, von denen jede das gleiche Gesamt-
volumen hat wie das Rohrchen mit dem Harn, und probiert
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aus, welches dieser Vergleichsréhrchen man in das Loch Nr. 2
des Komparators stecken mufl, damit Farbgleichheit eintritt.
Die Beobachtung geschieht durch die Guckldcher a und b, wihrend
man das Loch ¢, wofern man es nicht als ein zweites Vergleichs-
loch, benutzen will, mit dem Daumen verschlieBt. Da man das
dritte Loch entbehren kann, kann man auch mit einem zwei-
lochrigen Komparator (Abb. 6) arbeiten. Die in der Abb. 5
gichtbare Wand des Komparators, welche die Matt- und Blau-
scheibe tragt, wird dem Himmel zugekehrt, die Beobachtung
geschieht von der anderen Seite her. Durch beide Locher beob-
achtet man die Mischfarbe des Harnfarbstoffs und des Indikators;
in dem einen Falle sind diese beiden Far-
ben wirklich vermischt, in dem anderen
mischen sie sich, obwohl sie raumiich ge-
trennt sind, optisch, da man die -beiden
Rohrchen hintereinander durchblickt. In
beiden Rohrchen ist daher der Indikator
mit dem Harnfarbstoff in gleicher Weise
kombiniert und Farbgleichheit kann nur
eintreten, wenn der Indikator in beiden
Rohrchen denselben Farbgrad hat. Durch
die Blauscheibe wird bewirkt, daB die
verschiedenen Helligkeitsgrade des Gelb in
verschiedene Farbqualitiaten von gelb iiber
griin nach blau umgewandelt werden, was
die Beobachtung erleichtert. Bei Indi-
katoren anderer Farbung laBt man die
Abb. 8. Zweilochriger ﬁom‘ Blauscheibe fort und arbeitet nur mit der
parator, von vorm gesehel.  prattscheibe. Die Berechnung von pp er-
folgt in derselben Weise wie in der 18. Ubung. Bei normalem
Harn finde man beispielsweise, wenn 0,75 cem p-Nitrophenol zum
Harn zugesetzt waren, Farbgleichheit mit demjenigen Laugen-
réhrchen, welches 0,30 ccm 10fach verdiinnten Indikator enthilt.
Der Farbgrad ist dann also

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

Im Harn findet man py zwischen 5 und 7.

Das WarpoLEsche Prinzip bewahrt sich ebenso gut, wenn die
zu untersuchende Lésung triibe ist. Man kann z. B. Bouillon, in
welcher Bakterien gewachsen sind, messen. Frische Nabrbouillon
pllegt pn 7—7,5 zu zeigen (Indikator m-Nitrophenol), mit Bac-
terium coli geimpfte Traubenzuckerbouillon erreicht ein p, von
etwa 5 (Indikator y-Dinitrophenol).
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Dieser Komparator') war urspriinglich fiir die ph-Bestimmung in
gefarbten Losungen nach der S6rENsENschen Methode (15. Ubung) be-
stimmt, eignet sich aber fiir die Methode ohne Puffer ebenso gut.

21. Ubung.
Zur Theorie des Farbenumschlags der Indikatoren.

Wi. OsTwALD erklirte den Farbenumschlag der Indikatoren
dadurch, daB er den Ionen dieser Stoffe eine andere Farbe zu-
schrieb als den undissoziierten Molekiilen. HanTzson dagegen
bewies, dafl der Farbenumschlag an eine tautomere Umlagerung
gekniipft ist (z. B. von einer chinoiden in eine laktoide Form).
Der Gegensatz dieser beiden Anschauungen verschwindet bei
der heutigen Betrachtung der Molekiilstrukturen: das Auftreten
einer freien elektrischen Ladung bei der Bildung eines Ions er-
scheint uns als ein hinreichender Grund, um die innere Struktur
eines zur tautomeren Umlagerung befshigten Molekiils gleich-
zeitig zu verdndern. Diese tautomere Umlagerung braucht aber
nicht plotzlich zu geschehen, es gibt Fille, bei denen die fir das
Auge sichtbare Farbanderung mehrere Stunden erfordert, wih-
rend doch die Ionenbildung selbst augenblicklich geschieht.
Gute Beispiele hierfiir sind Siurefuchsin oder Wasserblau.
Man stelle sich drei Phosphatmischungen von py = 6,5, 7,0 und
7,5 her und gebe zu je 10 ccm derselben von einer lpromill. Lo-
sung von Wasserblau eine geeignete Menge hinzu. Zunichst
zeigen alle drei Roéhrchen dieselbe Farbtiefe; ganz allméihlich
blassen sie um so starker ab, je grofler das pn ist; nach mehr-
stiindigem Warten stellt sich jedes Roéhrchen auf einen ganz
bestimmten Farbgrad definitiv ein. Bei hoherer Temperatur wird
die definitive Farbe schneller erreicht. Ein so beschaffener In-
dikator ware in der Praxis in der Regel nicht brauchbar.

22. Ubung.

Vereinfachung der Indikatorenmethode ohne Puffer:
die Indikator-Dauerreihen.

Die Losungen der einfarbigen Indikatoren der Nitrophenol-
reihe sind so gut wie unbegrenzt haltbar. Man braucht daher
die Vergleichslosungen nicht jedesmal frisch herzustellen, sondern

1) Komparator von HurRwiTz, MEYER und OSTENBERG. Proc. of the
soc. {. exp. biol. a. med. 13, 24. 1915. Zitiert nach W. MANSFIELD CLARK:
The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920. S. 57. Der Kom-
parator wird in den von mir erprobten Dimensionen und mit Hinzufiigung
der Vorrichtung fiir Matt- und Blauscheibe jetzt in Deutschland fabriziegt.
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kann sie in zugeschmolzenen Reagenzglisern vorratig halten. Die
erforderlichen Losungen haben folgende Zusammensetzung:
Man bereitet zunichst folgende Stam mlésungen:

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

Von diesen Stammlgsungen bereitet man sich zur Herstellung
der Dauerreihen eine Verdiinnung mit dest. Wasser genau auf
das 10fache (z. B. 2 ccm + 18 com dest. Wasser). Von diesen
Stammlésungen fiillt man in eine Reihe Reagenzgliser mit einge-
schniirtem Hals (,,Einschmelzgliser ‘) von genau gleichem Kaliber
die in der folgenden Tabelle angegebenen Mengen ein, fiillt jedes
Glas mit 0,1 n-Losung von Natriumkarbonat auf genau 7,00 ccm
auf, schmilzt die Glaser zu und bezeichnet sie mit dem in den
Tabellen angegebenen pj, -Etikett.

1. Dauerreihe fiir m-Nitrophenol.
Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

cem Indikator 52 42 30 23 15 1,0 0,66 043 027
pn -Etikett 84 82 80 78 76 74 72 70 68

II. Dauerreihe fiir p-Nitrophenol.
Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ccm Indikator 4,05 3,0 2,0 1.4 094 0,63 040 025 0,16
Pn - Etikett 70 68 66 64 62 60 58 56 54

II1. Dauerreihe fiir y-Dinitrophenol.
Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
cem Indikator 6,6 55 45 34 24 165 11 0,74
Pn - Etikett 54 52 50 48 46 44 42 40

IV. Dauerreihe fiir a-Dinitrophenol.
Glas Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

cem Indikator 6,7 5,7 46 34 25 1,74 120 0,78 0,51
Pn - Etikett 44 42 40 38 36 34 32 30 28

Ein 9. Rohrchen der II1. Reihe anzusetzen, lohnt nicht. Es ist schon
zu blaf.

Die letzten Rohrchen der IV. Reihe sind ebenfalls sehr blal; man kann
sie ersetzen durch eine kleine Reihe mit f-Dinitrophenol; Stammlésung
0,100 g auf 300 ccm dest. Wasser; sie wird zur Herstellung der Dauer-
reihe, wie die fritheren, 10fach verdiinnt.
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V. Dauerreihe fiir g-Dinitrophenol.

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

Die 4 Dauerreihen werden in einem Gestell wie Abb. 7 vor
Licht geschiitzt aufbewahrt und sind fast unbegrenzt haltbar.
Die pp-Etikettierung gilt bei folgenden Arbeitsbedingungen: In
das Glas Nr. 1 des Komparators werden 6 ccm der zu untersuchen-
den Losung 4+ 1 cem der (unverdinnten) Stammldsung des ge-
eigneten Indikators eingefiillt; in das Glas Nr. 2 werden 6 ccm
der zu untersuchenden
Losung + 1 com Wasser
eingefiillt. In das Glas
Nr. 3 kommt reines
Wasser, und nun ver-
sucht man,welches Rohr-
chen der entsprechenden
Dauerreihe man in das
Glas Nr. 4 stecken muf,
damit bei Beobachtung
mit Matt- und Blau-
scheibe Farbgleichheit
eintritt. Die pp-Stufen
dieser Reihen betragen
0,2; dazwischen kann
man leicht noch durch AbD. 7. Gestell mit den fertigen Indikator-
Sché tzung in terpolieren, Dauerreihen, fiir pn = 2,8—8,4.
so daB die Fehlerbreite der Bestimmung auf hochstens == 0,05 an-
gesetzt werden kann, vorausgesetzt, dall ein Salz- oder Eiweif3-
fehler nicht in Betracht kommt; diese Indikatoren haben samt-
lich sehr kleine Salz- und Eiweilfehler.

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



58 Die Bestimmung der Wasserstoff-Ionen durch Indikatoren.

Ein weiteres Ubungsbeispiel ist Gelatine, 10proz. Lésung.
Man verflissigt sie im Wasserbad, versetzt, wenn nétig, nach
Verdiinnung noch fliissig 6 ccm mit 1 cem Indikator bzw. Wasser,
1af3t sie abkiiblen (Erstarren schadet nichts) und verfihrt weiter
wie gewohnlich. Ebenso kann mit festen Agarnihrboden ver-
fahren werden.

23. Ubung.
Der Unterschied zwischen aktueller Aziditit und
Titrationsaziditit.

Die aktuelle Aziditit einer Losung ist identisch mit der h.
Die Titrationsaziditat ist ein MaB fiir ihr Laugenbindungsver-
mogen. Titriert man die Losung einer starken Saure (HCl, HNO;,
H,S80,), so decken sich beide Begriffe. Es ist dann auch prak-
tisch fast belanglos, mit welchem Indikator man titriert. Man
titriere 10 ccm einer etwa 1/ nHCl-Lésung mit 0,1 nNaOH und
verwende in drei Parallelversuchen als Indikator

a) Phenolphthalein (Losung wie S.41); man titriert bis zur
eben beginnenden Rosafirbung.

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

c) Methylorange (Losung wie S. 41), bis zum vélligen Ver-
schwinden jedes roten Tons, d. h. so lange, bis der néchste Tropfen
NaOH die schwach gelbe Farbe nicht mehr verindert. Die drei
Werte werden identisch sein; nehmen wir an genau 10 ccm, daxin
wire also die titrierte HCl genau 0,1 n. Die b in dieser Losung
ist ebenfalls fast genau 0,1 n, wenn wir absehen von der nicht
vollstandigen Dissoziation?).

Wenn wir dagegen 10 ccm 0,1 n HEssigsiiure mit 0,1 nNaOH
titrieren, so finden wir:

a) bei Phenolphthalein verbrauchen wir 10 cem,

b) bei Lackmus nahezu ebensoviel,

¢) Methylorange wird schon durch etwa 4—5com Lauge
gelb, und zwar so allmihlich, daB ein Endpunkt der Titration
nicht scharf angegeben werden kann; insbesondere hebt sich der
erwartete Endpunkt der Titration (bei 10 ccm 0,1 n-Lauge) in
keiner Weise heraus.

Wenn wir viertens in der 0,1 n-Essigsdure h nach der Methode
S.18 bestimmen, so finden wir rund 1,4-10—3. Hier deckt sich h
mit der Titrationsaziditit gar nicht; die letztere ist sogar fur
verschiedene Indikatoren ganz verschieden.

1) Oder besser von der Verminderung der H-Ionen-Aktivitdt nach
BierrUM; s. S. 44.
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Beim Titrieren &ndert sich die h durch den Zusatz der Lauge
schrittweise; der Endpunkt bei Phenolphthalein zeigt den Durch-
gang durch pg= etwa 8, Lackmus durch pg= etwa 7, Methyl-
orange durch etwa pg= 5 an.

Beim Titrieren einer starken Siaure geschieht der Durchgang
durch diese drei verschiedenen pg so dicht hintereinander, daf es
fast belanglos ist, welchen Indikator man wahlt. Bei Essigsiure
wird der Durchgang von pg= 6 bis pg= 8 erst durch eine grofe
Menge Lauge bewirkt, daher ist die Wahl des Indikators von
Bedeutung.

Beim Titrieren erfahrt man also, auBler bei einer Mineral-
saure, niemals die h. Das Titrieren kann in zwei Absichten ge-
schehen :

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

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

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

1. 0,0014 nHCI und 0,1 n-Essigsaure haben gleiche h, rund
= 1,4-10—3. Die Titrationsaziditdit mit Phenolphthalein gegen
0,1 nNaOH ist fiir HCl kaum meBbar klein (71,4 ccm verbrauchen
I cem Lauge); 10cem der Essigsdure verbrauchen dagegen
10 com Lauge.

2. Man stelle eine Mischung von 20 cem n-Essigsaure + 10 cem
nNaOH her, und von dieser Mischung zweitens eine 10fache
Verdiinnung. In beiden Losungen ist h die gleiche (s. S. 34, ¢),
etwa 2:1075. 10 ccm der ersteren Losung mit 0,1 nNaOH und
Phenolphthalein titriert verbrauchen 33 ccm 0,1 nNaOH; 10 ccm
der zweiten 3,3 ccm Lauge.
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Sehr lehrreich ist die Titration einer wafBrigen Losung von
Phosphorsiiure. Priméres Natriumphosphat NaH,PO, reagiert
gegen Methylorange soeben noch sauer; ein Tropfen iiberschiissige
Lauge entfarbt Methylorange zum reinen Hellgelb. Sekundires
Natriumphosphat Na,HPO, reagiert gegen Phenolphthalein ge-
rade eben deutlich alkalisch, so daf} ein Tropfen Saure den In-
dikator gerade entfarbt. Tertiires Natriumphosphat Na;PO,
reagiert stark alkalisch und verhilt sich gegen Phenolphthalein
wie Lauge. Wenn man Phosphorsiure gegen 0,1 nNaOH titriert,
wobei man Methylorange (wenig!) und Phenolphthalein gleich-
zeitig zugeben kann, so braucht man zur Erreichung des Phenol-
phthaleinumschlags genau doppelt soviel Lauge als fiir den
Methylorangeumschlag. Als Methylorange-Endpunkt muB der-
jenige gelten, wo noch eine Spur Orange sichtbar ist, derart, da@
der niichste Tropfen das reine blasse Gelb erzeugt; dieser ,,nachste
Tropfen wird nicht mehr mitgerechnet. Der Phenolphthalein-
umschlag ist bei demjenigen Tropfen Lauge erreicht, wo ein (nicht
nur andeutungsweise sichtbares, sondern ein) deutliches Rot
auftritt; dieser Tropfen muBl mitgerechnet werden. Am besten
macht man sich die Endpunkte der Titration dadurch deutlich,
daB man eine Losung von verdiinntem primérem Kaliumphosphat
(s. S.37) mit Methylorange, und eine Losung von sekundirem
Natriumphosphat (S.37) mit Phenolphthalein daneben stellt.
Die Endpunkte sind auf 1—2 Tropfen genau bestimmbar.

24. Ubung.
Titration von Magensaft?).

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

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

2. Wieviel HCl hat der Magen iiberhaupt sezerniert? (,,Ge-
samte HCI“.) Denn da im Magen sidurebindende Stoffe (Eiweil3,
Pepton) sind, so bleibt nicht die ganze sezernierte HCl ,frei‘.

Die erste Frage kann durch eine pg-Messung nach einer
der beschriebenen Methoden, mit Anwendung des WALPOLEschen
Prinzips praktisch ausreichend genau ausgefithrt werden. Exakter
ist sie mit der Gaskette (s. spiter) zu beantworten. In ange-

1) NIICHZELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 79, 1. 1917.
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niherter Weise kann sie auch durch das folgende Titrations-
verfahren gelést werden. Der Beweis fiir die Richtigkeit des Ver-
fahrens wurde durch Vergleichung mit pg-Bestimmungen em-
pirisch, erbracht.

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

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

10 ccm Magensaft verbrauchen

bis Dimethylaminoazobenzol lachsfarben 3,0 ccm
" ) rein gelb 5,0 .,
,» Phenolphthalein rosa 7.4

LRl

Dann ist das Ende der freien HCl bei 3,0 ccm
) ” ) geSamten HCI bel 6,2 ccm

h ist dann= 0,030 n.
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In der Ausdrucksweise der Magenchemie ist

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

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

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

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

V. Fiillungsoptima bei variierter Wasserstoffzahl.

Das Prinzip der h-Reihe mit Salzkonstanz?).

Will man den EinfluB der h auf den Zustand irgendeiner
Losung untersuchen, so konnen wir das durch einen Reihen-
versuch, in welchem durch passend gewihlte Regulatoren die h
in geometrischer Reihe (also py in arithmetischer Reihe, S. 31)
abgestuft ist. Nun haben aber auf die Zustinde der verschiede-
nen Substanzen nicht allein die H-Ionen, sondern bald mehr, bald
weniger auch andere Ionenarten eine Einfluf. Will man den
reinen Einflul der Variation der H-Ionen untersuchen, so muB
man die anderen Ionenarten innerhalb einer jeden einzelnen
Reihe konstant halten. Das Problem ist also, eine Reihe von
Losungen herzustellen, in denen h ansteigt, die anderen Ionen-
arten aber konstant bleiben. Dieses Problem ist mit vélliger
Exaktheit natiirlich unlésbar, da man Anderungen von h nur
durch Anderung der Zusammensetzung an den anderen Ionen,
mit denen sie im Gleichgewicht sind, erreichen kann. Mit einer
praktisch durchaus geniigenden Anniherung wird jedoch das
Problem auf folgende Weise gelést: Wir variieren in einer Reihe

1) MicuarLis, L. und Rowa, P.: Biochem. Zeitschr. 27, 38. 1910.



Das Kristallisationsoptimum oder Loslichkeitsminimum usw. 63

von Natriumazetat-Essigssuregemischen nur die Menge der Essig-
siure und halten die Menge des Natriumazetat konstant (nicht
aber umgekehrt!). Diese Losungen enthalten alle 1. Na'-Ionen,
2. Azetat-Tonen, 3 H.-Ionen (4. OH’-Ionen, die nicht besonders
betrachtet zu werden brauchen, weil ihre Menge stets durch die
H-Tonen festgelegt ist; s. S.30). Halten wir die Menge des Na-
triumazetat konstant, so bleibt die Menge der Na-Ionen sicher
konstant; die Menge der Azetat-Ionen vermehrt sich nur da-
durch, daBl mit steigendem Zusatz von Essigsdure auch die Azetat-
Ionen etwas mehr werden. Da aber die Essigsaure auf alle Falle
nur zu einem winzigen Bruchteil dissoziiert ist, so ist die von der
Essigsdure gelieferte Azetat-Ionenmenge zu vernachlassigen
gegeniiber der vom Natriumazetat gelieferten; und so bleibt
praktisch auch die Menge der Azetat-Ionen konstant. Aufler
den H-Tonen #ndert sich also in der Reihe nur die Menge der
nichtdissoziierten Essigsdure. Diese trigt keine Ladung und ist
fur die meisten Fille als indifferenter Stoff zu betrachten. Da-
mit ist das Problem, in einer Reihe allein die h zu variieren,
praktisch geldst.

25. Ubung.

Das Kristallisationsoptimum oder Loslichkeitsminimum
der m-Aminobenzoesiure?).

Aminosguren haben in ihrem isoelektrischen Punkt ein Kri-
stallisationsoptimum, d. h. ein Loslichkeitsminimum. Die Schirfe
dieses Optimums hiéngt von der Grofe des Produktes K, * Ky, ab.
(K, = Dissoziationskonstante als Saure, Ky, als Base.) Die groB-
ten vorkommenden Werte fiir K, - Ky, betragen nicht viel mehr
als 1016, Bei solchen Aminosduren ist das Kristallisations-
optimum ziemlich scharf ausgeprigt. Ist X, - Kj kleiner, so hebt
sich das Optimum viel weniger scharf heraus. Eine geeignete
Aminosiure zur Demonstration eines ziemlich scharfen Kristalli-
sationsoptimums ist m-Aminobenzoesiure mit K, = 1,6-10—5,
Ky = 1,2:1071 also K, 'K = etwa 2:10~18, Der isoelektrische
Punkt J, d. h. diejenige h, bei der ein Maximum von nicht ioni-
sierten Molekiilen der Aminoséure vorhanden ist, steht in folgen-
der Beziehung zu den Dissoziationskonstanten:

K, .
J’_— Kl;'KW,

1) MicHAELIS, L. u. Davipsonw, H.: Biochem. Zeitschr. 30, 143. 1910.
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wo Ky die Dissoziationskonstante des Wassers, bei Zimmer-
temperatur 0,6-10714 ist. Also ist J angenihert:

/= L10-14 — 9 . 105
J VI,Z 10-11 0,6 -10 9-.10-°.

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

Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5
Wasser ccm 1,5 14 1,2 0,8 0,0
7,5fach n-Essigsdure ccm 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6

Nun gibt man in jedes Rohrchen 1 cem einer 8proz. Losung
von m-Aminobenzoesdure in 1/; n NaOH. Sollte sofort ein
Niederschlag entstehen, so setzt man alle Réhrchen in ein heiBes
Wasserbad und nimmt sie nach einigen Minuten heraus. Bei der
Abkiihlung auf Zimmertemperatur kristallisiert allmahlich die
Aminosdure aus. Man beobachtet z. B. folgendes:

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

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

Die Berechnung von h bzw. pp aus der Zusammensetzung des
Azetat-Regulators hat nur angendherte Bedeutung; die An-
wesenheit der Aminosiure ist dabei nicht beriicksichtigt. Fiir
genaue zahlenméfige Feststellung des Optimums wird man sich
mit der Berechnung von h nicht begniigen, sondern sie nach Be-
endigung des Versuchs in den Losungen einzeln messen (am besten
mit Hilfe der spiter zu besprechenden elektrometrischen Me-
thode). Fiir diese Demonstration kénnen wir uns das ersparen,
denn 1. ist aus theoretischen Griinden gerade im isoelektrischen

1) Nur Préiparate von m-Aminobenzoesiure, welche geniigend rein
sind und in vollig luftdicht schlieBenden Gefafien aufbewahrt worden
sind, eignen sich fiir den Versuch.
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Punkt kein Einflul der Aminosiure auf h vorhanden, 2. sind
bei dieser Versuchsanordnung die Abweichungen der wirklichen
h von der berechneten selbst in den ungiinstigsten Fillen nicht
8o grof wie der h-Unterschied von einem Rohrehen zum nichsten
betragt.

Fiir unsere Zwecke soll diese angendherte Berechnung ge-
niigen. In wissenschaftlichen Arbeiten ist es aber unbedingt
erforderlich, die h auch wirklich in jedem Rohrchen zu messen,
wenn die absolute GroBle der Zahl Anspruch auf Genauigkeit er-
heben will. Das gilt fiir alle folgenden Versuchsbeispiele ebenso.

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

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

Ganz analog dem Lgslichkeitsminimum der Aminobenzoesiure
ist das Flockungsoptimum eines kolloiden Eiweilkorpers bei
variierter h, das wir zuerst am Kasein kennen lernen wollen.
Die Deutung kann auf zweierlei Weisen gegeben werden, welche
keinen Gegensatz zueinander darstellen, sondern dasselbe in
»Zwei Sprachen® ausdriicken.

1. Entweder sagt man: reines Kasein ist unléslich, die Kasein-
Ionen, sowohl das positive (bei stark saurer Reaktion) wie das
negative (bei alkalischer Reaktion) ist 16slich. Infolgedessen muf}
es eine bestimmte h geben, wie bei der Aminobenzoeséure, bei
der ein Léslichkeitsminimum besteht.

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

Beide Auffassungen kommen auf dasselbe hinaus. Denn bei
der ersten Auffassung ist offen gelassen, ob die in Losung gehen-

') MicHAELIS, L. u. PecHsTEIN, H.: Biochem. Zeitschr. 47, 260. 1912.
Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 5
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den Ionen wirkliche Einzel-Ionen sind; es kénnten auch Aggre-
gate von mehreren Einzel-Ionen sein; nur mufl man den Kasein-
Ionen iiberhaupt eine feinere Dispersitidt zuschreiben als dem
isoelektrischen (,,unloslichen*) Kasein; denn Verfeinerung der
Dispersitét ist Annaherung an den Lésungszustand, Vergroberung
Annsherung an den geflockten Zustand.

Die zweite Auffassung sagt deshalb dem Versténdnis zu, weil
sie vermittelst Einfiihrung der ,,Oberflichenspannung* zu er-
kliren vermag, warum das isoelektrische Kasein ein groBeres
Flockungsbestreben hat als das geladene Kasein. Die erste Auf-
fassung hat wieder fiir sich, daBl sie den theoretischen Anschlufl
an die Verhaltnisse bei nicht kolloiden Ampholyten gibt. Man
verzichtet dann auf die Erklarung der Tatsache, warum iso-
elektrisches Kasein schwer lgslich ist, wie man ja auch auf die
Erklirung verzichtet hatte, warum isoelektrische Aminosiure
verh#ltnismiBig schwer 16slich ist.

Das Kasein ist weder ein vollig revers1bles noch ein vollig
irreversibles Kolloid. Hat man einmal eine Ldsung von Kasein,
so sind Zustandsinderungen kleineren Umfanges in sehr ver-
diinnter Lésung ziemlich gut reversibel und eindeutig durch die
Natur des Losungsmittels bestimmt. Ist aber erst einmal eine grobe
Flockung namentlich aus einer caseinreichen Losung entstanden,
so ist die Dispergierung nach Beseitigung des Flockungsmittels
nur mithsam zu erreichen. Der Versuch muf daher so angeordnet
werden, daB es niemals wihrend des Mischens der Substanzen
zu einer groben Flockung kommt, wenn diese nicht dem definitiven
Zustandentspricht. Die folgende Anordnung erfiillt diese Bedingung.

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dest. Wasser cem 8,38 775 875 85 8 7 5 1 74

n
62 1,25
100 Essigsiure 0, 2

EEssigs'aLure e . . . ... 0250 051 2 4 8

»Ill"EssigsﬁJure.................... 1,6
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Zum SchluB fiille man in jedes Rohrchen 1 ccm der obigen
Kasein - Natriumazetatlosung; zu jedem Rohrchen wird még-
lichst schnell, durch Einblasen aus einer Vollpipette zu 1 cem,
das Kasein zugefiigt und sofort nach dem Einblasen gut um-
geschiittelt. Es entstehen sofort Tritbungen, welche folgendes
Bild ergeben. Die Zahl der Kreuze deutet die Stéarke der
Triibungen an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

Nach 5 Minuten haben einige der Triibungen zu Flockungen ge-
fithrt; die Stérke der Flockung ist durch liegende Kreuze an-
gedeutet:

Nr. 1 2 3 4 5 6 1 8 9

0 0 +7—|7—W—>|—+ XXX XX +4+ 4+ 0

Nr. 5 ist also das Flockungsoptimum.

Man wiederhole den Versuch, indem man in jedem Rohrchen
einen Kubikzentimeter des dest. Wassers ersetzt

a) durch mNaCl; b) durch mNatriumrhodanid.
¢) durch mCaCl,; d) durch —1% AlCl;;

m
e) durch 100 ZnCl,.

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

Die verschiebende Wirkung gewisser Ionen kann man sich
folgendermaflen vorstellen. Zur vélligen Entladung ist eine be-
stimmte Konzentration an H'-Ionen erforderlich. Die Entladung
geschieht durch die Bindung von positiven H'-Ionen an die
negativen Eiwei-Ionen. Sind aber in der Losung noch andere
Kationen vorhanden, welche selber in merklicher Menge von
den Eiwei3-Ionen gebunden werden, so braucht man weniger
H:-Ionen bis zur Entladung als vorher; bei gleicher H'-Ionen-
menge wie vorher tritt schon eine Umkehrung der Ladung

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

5%
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der EiweiBmolekiile ein. Ein Ion verschiebt also das Opti-
mum-h um so mehr, je stirker es an Eiweil bindungsfahig
(,;adsorbierbar) ist.

27. Ubung.

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

Genuines Serumalbumin ist ein hydrophiles Kolloid. Seine
Dispersitat ist selbst im isoelektrischen Punkt noch so groB3,
daB es nicht in demselben geflockt wird. Durch Erhitzen wird
es ,denaturiert, d. h. es gewinnt mehr die Charaktere eines
Suspensionskolloids. Es flockt im isoelektrischen Punkt wie das
Kasein. Sein Flockungsoptimum ist im isoelektrischen Punkt;
dieser aber ist verschieden von dem des genuinen Albumin. Wird
Albumin bei einer h erhitzt, welche geniigend verschieden von
scinem isoelektrischen Punkt ist, bei moglichst geringem Elek-
trolytgehalt, so flockt es bei der Erhitzung nicht, sondern gibt
eine milchige, getriibte Suspension. Durch Dialyse gereinigte
Albuminlésungen pflegen eine solche h zu haben, daB sie bei
geniigender Verdiinnung durch Erhitzen nicht geflockt werden,
denn sie reagieren etwa neutral (py etwa 7), wahrend der iso-
elektrische Punkt des denaturierten Albumin etwa py = 5,4 ent-
spricht. Der Umstand, dal} bei nicht gar zu langer Dialyse Spuren
von Alkali in dem Serum iibrigbleiben, begiinstigt die Stabilitat
des dialysierten Albumin beim Kochen. Diese etwa vorhandenen
Alkalispuren stéren die weiteren Versuche nicht, da wir h-Regu-
latoren anwenden. Uber die Reversibilitit der Zustandsianderung
gilt dasselbe wie beim Kasein.

In einer Diffusionshiilse von SCHLEICHER und ScHULL (kleines
Format) werden 7 ccm Blutserum unter Zugabe von etwas Toluol
gegen hiufig gewechseltes destilliertes Wasser mindestens 4 Tage
lang dialysiert. Man setze gleichzeitig 2—3 solcher Hiilsen an.
Dann hebe man mit einer Pipette 5 ccm von oben ab, ohne das
ausgefallene Globulin aufzurithren, verdiinne sie mit 40 ccm
destillierten Wassers und stelle das Gefal in siedendes Wasser.
In kurzer Zeit triibt sich die Losung, ohne zu flocken. Nach
3—4 Minuten ist die Denaturierung vollendet. Die Losung halt
sich lange Zeit gut, ohne zu flocken.

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

1) Micuagris, L. u. Rova, P.: Biochem. Zeitschr. 27, 38. 1910.
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Man fiille in eine Reihe von Roéhrchen
0,1 norm. Natrium- Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8
1

azetat ccm A | 1 1 1 1 1 1
0,01 norm. Essigsgure . 01 0,2 04 08 16 3,2 — —
0,1 norm. Essigsdure . — — — — — — 0,641.28
destilliertes Wasser . . 69 68 66 62 54 3,8 6,36 5,72
Zusatzfliissigkeit ccom . 1 1 1 1 1 1 1 1
Pn . . . . . . . 67 64 6,1 58 53 50 4,7 4,4

. Zusatzflissigkeit® ist die Losung, deren besonderer Einflufi
studiert werden soll. In diesem ersten Versuch soll kein be-
sonderer Zusatz gemacht werden; die Zusatzfliissigkeit ist also
destilliertes Wasser.

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

Man beobachte nun Triibungen und Ausflockungen. Der Ver-
such nimmt viel lingere Zeit in Anspruch als der mit Kasein;
im Optimumréhrchen bemerkt man in einigen Minuten eine
stirkere Triilbung; erst nach 1/, Stunde pflegen deutliche, sich
absetzende Flocken zu entstehen. Man beobachte, in welchem
Rohrchen die Triibung und Flockung zuerst eintritt; dies ist
gewGhnlich Nr. 5. Die h in diesem Rohrchen berechne man in
derselben Weise wie in der vorigen Ubung. Auch Nr. 4 flockt all-
méhlich; schon die beiderseitigen Nachbarréhrchen von 4 und 5
zeigen hochstens Andeutungen von Flocken. Das Flockungs-
optimum ist der isoelektrische Punkt des denaturierten Albumin;
in dem Réhrchen links von ihm (bei weniger saurer Reaktion)
hat es negative Ladung; rechts, bei saurerer Reaktion positive
Ladung.

b) Als ,,Zusatzfliissigkeit’* benutze man in der zweiten, sonst

gleichen Reihe ; NaCl. Die Flockung wird stark gehemmt; das

Optimum wird nicht verschoben, aber es ist als Optimum nur
noch soeben erkennbar, weil es kaum flockt.

¢) Noch viel stirker hemmend wirkt _1;1 Na,S0,.

d) Dagegen hemmt nicht mNaJ oder NaCNS. Hier wird
gleichzeitig die Flockung nach rechts (in das saurere Gebiet)
verschoben.

e) CuSO, selbst in 0,1 mol. oder scgar 0,01 mol. Losung ver-
schiebt die Flockung ganz an das linke Ende der Reihe.
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f) Ein saurer Farbstoff (gut geeignet Eosin; noch besser
Diaminechtrot; 1promill. Losungen) verschiebt die Flockung stark
nach rechts; die Flocken sind gefiarbt. {Bei Eosin 1 : 1000 ist das
Optimum Rohrchen Nr. 7.] Bei Anwendung von Eosin erhalt
man auch im Optimum nur Triibung, mit Diaminechtrot starke
Flockungen. ,

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

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

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

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

Die angegebene Anionenreihe gilt nur, wenn die Salze in relativ nie-
deren Konzentrationen (etwa bis 1 mol) vorhanden sind. Bei noch viel

hoheren Konzentrationen dreht sie sich um: wiahrend vorher SO, das am
starksten hemmende Ion ist, ist es dann das am stirksten fillende.

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

2. die optimal flockende h verschoben, und zwar

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

SO, €1 Br J CNS saure Farbstoffe;

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

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

Die Wirkung der Salze beruht unter anderem darauf, daB
ihre Ionen vom Eiweifl teilweise gebunden werden. Deshalb
haben sie einen Einfluf auf den Ladungszustand des Eiweifles,
welcher mit dem Einfluf der h konkurriert. Die Bindung der
Tonen an das Eiweil kann man entweder als Salzbildung oder
als Tonenadsorption auffassen, je nachdem, auf welchen Stand-
punkt man sich geméaB der Erlauterung auf Seite 65 stellt. Prin-
zipiell ist der Unterschied nicht.
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28. Ubung.

a) Die Alkoholempfindlichkeit der Gelatine bei
variierter h).

Nicht alle EiweiBkérper werden in ihrem isoelektrischen
Punkt ausgeflockt. Geflockt werden: Kasein, Globuline. Nicht
geflockt werden: Albumine, H#amoglobin, Gelatine. Aber die
letzteren sind in ihrem isoelektrischen Punkt fiir eine auf eine
andere Weise (ohne Anderung der h und ohne Beteiligung son-
stiger Elektrolyte herbeigefiihrte) Flockung am empfindlichsten.
Es soll gezeigt werden, dafl Gelatine im isoelektrischen Punkt
am empfindlichsten fiir die Fallung durch Alkohol ist.

Man setzt folgende Reihe an

Nr. 1 2 3 4 56 7 8 9

n Natriumazetat cem . . 2 2 2 2222 2 2

%Essigs'aure ccm . . .012 025 0512 4 — — —
%Essigsé,ure ccm. ... — — — ———081,6 32
dest. Wasser cem . . . . 3,88 3,75 356 3 2 0 3,2 24 08

lproz. Gelatineldsung com. 2 2 2 2222 2 2

Nach dem Mischen gibt man zunichst in Rohrchen 5 soviel
90 proz. Alkohol zu, daBl lingere Zeit nach dem Vermischen
eine soeben erkennbare Tritbung entsteht. Es werden dazu ge-
wohnlich 8 com Alkohol erforderlich sein. Die gleiche Alkohol-
menge gibt man dann in alle Réhrchen. Die Triibung ist nach
30 Minuten folgendermafen:

Réhreh. Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tribung — — — ++ 444+ = e
Pn .. 60 56 53 50 4,7 44 41 38 35

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

Nach 24 Stunden sind aus den Triibungen Flockungen ge-
worden. Das Optimum ist nicht mebr so scharf; das linke Ende

1) In Anlehnung an Pavii, Wo.: Kolloidchemie der EiweiBkorper.
1. Halfte. Dresden und Leipzig 1920. S. 32.



72 Fillungsoptima bei variierter Wasserstoffzahl.

der Reibe (vom Optimum aus gerechnet) ist durchweg stirker
geflockt als das rechte. Die Reihe ist asymmetrisch um das
Optimum gruppiert.

b) Die Alkoholempfindlichkeit des genuinen
Serumalbumins bei variierter hY).

10 ccm Blutserum werden mit 10 cem gesittigter Ammon-
sulfatlosung versetzt, nach 1/, Stunde filtriert und das Filtrat
in ScHLEICHER-SCHULLschen Dialysierhiilsen (siehe S. 68) gegen
haufig gewechseltes destilliertes Wasser so lange dialysiert, bis
in der AuBenfliissigkeit keine wesentliche Menge Sulfat mehr
nachweisbar ist. Dies ist einigermaBen schon in 5 Tagen, voll-
kommener nach 2—3 Wochen zu erreichen. Fiir unsere Zwecke
geniigt zur Not die kiirzere Dialyse von einigen Tagen. Dem
Eiweil wird wéhrend der Dialyse etwas Toluol zugesetzt. So
erhalten wir eine vom Globulin befreite Loésung von Serum-
albumin. Diese Losung wird fiir den Versuch noch mit gleichen Teilen
destilliertem Wasser verdiinnt. Nun setzt man folgende Reihe an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 78 9

]% Natriumazetat cem . 1 1 1 1 11 111

Wasser cem . . . . . 738 6,75 775 75 7 6 4 0 64
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

130 Essigsdure cem . . 0,62 125

1-% Essigsdure ecm . . . . . . .. 025 0,5 1 2 4 8

]13 Essigsiure cem. . . . . . . . .. .. . ... ... 16

Nun fiigt man zu jedem Roéhrchen 1 cem der Albuminlésung
und mischt um. Der isoelektrische Punkt des genuinen Serum-
albumin entspricht Roéhrchen Nr. 5 (pn = 4,7). BEs tritt aber
keine Fillung ein, weil Albumin zu denjenigen Eiweikorpern
gehort, deren Dispersitatsgrad selbst im isoelektrischen Zustand
sehr hoch ist. Nun setze man zu jedem Réhrchen 6 cem etwa
90 proz. Alkobol, nach einiger Zeit entsteht eine Triibung mit
folgender Abstufung:
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pn - .. .. ....60 575451 47 44 41 38 3,5
Triitbung nach 10 Min. . 0 0 ==X = H ++H = 0 O

1) In Anlehnung an W. Pavir, L c.
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Das Fillungsoptimum liegt also ganz dicht am isoelektrischen
Punkt. Dis geringfiigige Abweichung ist wohl daraus zu erklaren,
daf} in der etwa 30 vH. Alkohol enthaltenden Losung die Dielektrizi-
titskonstante der Losung und folglich auch die Dissoziationskonstan-
ten der Essigsdure, des Wassers und des Eiweif3 etwas verandert sind.

29. Ubung.

Das Flockungsoptimum eines Gemisches von Tannin
und Gelatine?).

Zwei gleichzeitig in Losung befindliche Kolloide, selbst hydro-
phile Kolloide, kénnen sich gegenseitig ausflocken. Wie grof3
das gegenseitige Ausflockungsvermogen ist, 18t sich nicht all-
gemein voraussagen, ebensowenig, wie man allgemein voraus-
sagen kann, ob das Salz, welches sich aus einer Siure und einer
Base bildet, leicht oder schwer léslich ist (man denke an die
zwei Beispiele: Essigsiure 4+ NaOH: keine Fiallung des Salzes;
Phosphorsidure + Barythydrat: Fillung des Salzes). Aber man
kann oft voraussagen, von welchen Bedingungen das Flockungs-
bestreben eines gegebenen Kolloidgemischs beeinfluBt wird.
Handelt es sich um zwei amphotere Kolloide mit verschiedenen
isoelektrischen Punkten, so wird die Flockung bei einer solchen
h am besten, bei der das eine Kolloid noch geniigend positiv,
das andere schon geniigend negativ geladen ist. Die Schirfe des
Flockungsoptimums héngt von der Affinitit der beiden Kolloide ab.
Eiweil} +spezifisches EiweiBprazipitinflockt fast ebensogut beileicht
saurer, neutraler oder leicht alkalischer Reaktion; die Flockung
hangt nur wenig von der h ab (wie z. B. bei BaOH], + H,S0,),
Tannin + Gelatine dagegen hat ein einigerma Ben scharfes Flockungs-
optimum in einem engen Bereich von h, wie z. B. ein Gemisch von
ZnCl, + NH,C]; 4ndert man in einem solchen Gemisch die h durch
Zugabe von HCl und NaOH, so entsteht nur in einem engen Be-
reich leicht alkalischer Reaktion eine Fallung von Zn(OH)

Man setze folgende Reihe an:

Glaschen Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0,5proz. Gelatinelosung cem 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1
TnNaOH cem . . . .. .1 1.1 1 1 1 1 1 1 1

Destilliertes Wasser cem . 6,5 6,4 6,3 6,1 5,74,93,30,16,24,9

1
1 norm. Essigsdure cem . 1,01,11214182642740 0

10fach norm.Essigsdurecem 0 0 0 0 0 0 0 0 1,326

1) MicHAELIS, L. u. Davipsony, H.: Biochem. Zeitschr. 54, 323. 1913.
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Jetzt werden alle Rohrchen umgeschiittelt und von einer
0,1proz. Tanninlosung je 1 ccm unter sofortigem nochmaligem
Umschiitteln zugegeben.

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

Nl 2 3 4 5 6 7 8 9 10
<6 58 54 51 48 45 43 40 37 34
Tubmgnay 0 4 4 H H HE H A+ =0

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

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

Essigsiure
N 'th:2-1"5-——~ —,
un 1 0 Natriumazetat
0,8

=2.10"5. 1 = 1,6 -10~5. In Rohrchen Nr. 1 ist nur

also fiir R6hrchen Nr.5

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

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

30. Ubung.
a) Das Fiillungsoptimum von Lezithin bei variierter h?).

Etwa 0,5 g Lezithin ,,Merck’ werden mit 50 com destillierten
Wassers so lange im Schiittelapparat geschiittelt (etwa 1 Stunde),

1) FEiNscHMIDT: Biochem. Zeitschr. 38, 244. 1912.
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bis alles Lezithin zu einer gleichformigen, triiben Emulsion ver-
teilt ist.

Man stelle nach den Vorschriften der analytischen Chemie
eine normale Losung von Milchs#fure her. Die Losung muf vor
ihrer endgiiltigen Titerstellung 1/, Stunde gekocht werden, um
das stets vorhandene Milchsdureanhydrid in Milchsture zu ver-
wandeln. Die Titrierung geschieht gegen nNaOH mit Phenol-
phthalein.

Nun stellt man eine /4, molare Natriumlaktatlosung folgen-
dermaflen her. 5ccm nNaOH werden mit einem Tropfen Phenol-
phthalein versetzt und so viel von der Milchséurelosung hinzu-
gegeben, daB soeben Entfirbung eintritt, und die Losung auf
200 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

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

Nun setze man folgende Reihe an:

Robhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
/.0 mol. Natrium-
laktat ccm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,01 mol. Milch-
siure cem 049 0981953978 — — — — — — —
0,1 mol. Milch-

sdure cm - - —- — —156 312 628 — — — —
1 mol. Milchsdure
cem - - - - - - - —12525 5 10
dest. Wasser cem 9,51 9,02 8,05 6,1 2,2 7,44 6,88 3,75 875 7,5 5,0 0
Lezithinemulsion 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
. etwa etwa
Ph 49 46 42 39 3633 29 26 23 71,
Resultat: (4 Triibung, >< Flockung),
nach 1 Minute — — — — — — 4+ — — — — —
,» 10 Minuten — — — — — 4 X _ - = = =
” 30 2 - - - + X X X - - -
2 60 ”» - = — — — X XXX - - — — —
h wird angenihert berechnet nach
Milchsdure
h=15-10"% _(_____)_
(Natriumlaktat)

also fiir das Optimumrohrchen Nr. 7 h etwa 1,2:1073, py = 2,9.

Fiir verschiedene Lezithinpriparate findet man andere Op-
tima; haufig liegt das Optimum ganz am sauren Ende der Reihe;
bei manchen (z. B. alkoholischer Herzextrakt) noch rechts aufler-
halb der hier angegebenen Reihe.
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b) DasFillungsoptimum von Lezithin-Eiweilverbindung.

Genau wie der vorige Versuch, nur verwendet man statt der
Lezithinsuspension folgende Mischung: 20cecm der vorigen
Lezithinsuspension + 1 cem dialysiertes Blutserum. Hiervon wird,
wie vorher, in jedes Rohrchen 1 cem zugefiigt.

Resultat:
1 2 3 4 5
Nach 1 Minute X X X X X X X X X ++ + +
6 7 8 9 10 11 12

++ 0 0 0 0 0 0

0 bedeutet: Keine Verstarkung der urspriinglichen Lezithin-
tritbung.

Die Fillung wird stark nach dem weniger saurem Gebiet
verschoben. Sie wird gleichzeitig viel massiger. Im iibrigen
siehe die Bemerkungen zu Ubung Nr. 30.

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

Als ,,Lezithin® kann man auch alkoholische Herz extrakte,
Wassermann-Extrakte nehmen.

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

31. Ubung.
Die Siiureagglutination der Typhusbazillen?).

Zwei schrage Agarrchrchen werden mit Typhusbazillen be-
impft und das Impfmaterial mit einem Tropfen Kondenswasser
oder sterilem Wasser iiber die ganze Oberfliche des Agar ver-
breitet. Nach 24stiindigem Wachstum im Brutschrank wird der
geramte Bakterienrasen mit 5 com destillierten Wassers (nicht
Kochsalzlosung) abgeschwemmt, nochmals mit 5com Wasser
nachgewaschen und auf 2030 cem aufgefiillt. Es soll eine
recht deutlich getriibte Suspension entstehen. Diese wird in

1) MicHAELIS, L.: Dtsch. med. Wochenschr. 1912, Nr. 21.



Die Saureagglutination der Typhusbazillen. 77

eine Biirette mit Glashahn, zu 20 ccm, in Kubikzentimeter ge-
teilt, eingefiillt. Wer nicht mit lebenden pathogenen Bakterien
arbeiten will, mag die Suspension mit 1/,, Volumen 5 proz. Phenol-
I6sung erst einige Stunden stehen lassen.

Nun stelle man folgende Mischungen her.

Losung Nr. 1 2 3 4 5 6
nNaOH ccm 5 5 5 5 5 5

n-Essigsdure cem 7,5 10 15 25 45 85
Wasser ccm 87,6 8 8 70 50 10

Diese Mischungen sind langere Zeit haltbar.
Thre h betrégt rund:

h 1 2 4 8 16 32x10—s
Po 50 47 44 41 38 35

Man fiille in 6 Reagenzglaschen je 1 ccm der 6 Losungen ein,
dann in jedes Rohrchen 3 ccm der Bazillenaufschwemmung. Das
Reagenzglasgestell kommt in den Brutschrank. Sobald die .erste
Spur einer Flockung sichtbar wird (10 Min. bis 1 Std.), wird das
Gestell ins Zimmer gestellt. Hier wird die Agglutination schnell
deutlicher. Das Optimum der Agglutination ist Rohrchen Nr.3
(h=4:10"%). Je nach der Agglutinabilitit des Bakterienstammes
ist die Flockung feiner oder massiger, beschrankt sich entweder
ganz auf Rohrchen 3 oder erstreckt sich nach einer oder beiden
Seiten auch noch auf das Nachbarrshrchen. Bei der Beob-
achtung darf man nicht aufschiitteln, wie man das bei der Serum-
agglutination tut. Sind die Bakterien aufgeschiittelt worden,
so kann man die Beobachtung ungestort von neuem mit gleichem
Resultat anstellen, wenn man die Réhrchen nunmehr in Ruhe
1aBt.

Die Agglutinabilitat (nicht aber die Lage des Optimums
innerhalb der Reihe!) hangt vom Typhusstamm, von der Dichte
der Aufschwemmung und vom N&hrboden ab. Sollte sie nicht
anschaulich genug ausfallen, so arbeite man mit Paratyphus-
B-Bazillen. Diese geben immer eine gute Siureagglutination,
und zwar mit dem Optimum in Rohrchen 5 (bis 6).

VI. Oberflichenspannung.

Die Oberflache einer Fliissigkeit hat das Bestreben, sich auf
ein Minimum zu kontrahieren. Man schreibt deshalb der Ober-
flache eine Spannung zu. Diese bewirkt, daBl die aus einer kapil-
laren Offnung ausflieBende Fliissigkeit in einzelnen Tropfen ab-
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flieBt; der Tropfen reilt erst ab, wenn sein Gewicht die Ober-
flichenspannung iiberwindet. Die Oberflichenspannung bewirkt
ferner, daB die Flussigkeit in einer Kapillare aufsteigt, wenn
sie die Wand derselben benetzt. Der Benetzung wire an sich
Geniige getan, wenn eine dullerst diinne Fliissigkeitshaut an
den Winden der Kapillare emporkréche; da aber dann die Ober-
flache der Fliissigkeit sehr groie wiirde, verkleinert sich die Ober-
fliche dadurch, daB das Wasser emporsteigt.

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

32. Ubung.
Die Steightohenmethode.

Eine benetzende Fliissigkeit steigt in eine Kapillare bis zu
einer Hohe auf, welche bestimmt wird durch die Formel h = ?
(h Steighthe, ¢ Oberflichenspannung, r Radius der Kapillare,
D spezifisches Gewicht der Fliissigkeit). Aus der Steighohe h
kann man daher ¢ berechnen, wenn r und D bekannt ist. Die
Steighche ist die Niveaudifferenz der #ulleren Fliissigkeit und
der Flissigkeit in der Kapillare. Nicht ohne besondere Vor-
richtungen zu bestimmen ist das Niveau der &dulleren Fliissigkeit.
Man kann das auf folgende Weise umgehen. Haben wir zwei
Kapillaren mit den Radien r, und r,, so ist

20
h, D und hg nD’ also
20 (1 1
hy —hp = 2 (= — —
! z D (1'1 I‘z)

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

K h; —h
hl‘“hg:—ﬁ-o" Oder G:(__I_K—2),D,
‘wo K eine Konstante ist, deren Bedeutung sich aus der vorigen
1 1
Formel ergibt = — — —-
I,

Diese Konstante kann fiir ein Kapillarenpaar dadurch geeicht
werden, daBl man die SteighShendifferenz von Wasser bestimmt ;
wollen wir nur immer relative
Bestimmungen von o, bezogen
auf die des Wassers =1 (wo auch
D=1 ist) machen, so setzen
wir also Owageer =1, und daher
ist K = (h; — hy)siir wasser- Die
relative  Oberflachenspannung
einer Fliissigkeit ist daher gleich
der Steigh6hendifferenz in einem
Kapillarenpaar, dividiert durch
die Steighohendifferenz in diesem
Kapillarenpaar fiir reines Was-
ser der gleichen Temperatur,
multipliziert mit dem spezifischen
Gewicht der Fliissigkeit.

Man benutzt zwei starkwan- Abb. 8. Doppelkapillaren,
dige sog. Thermometerkapillaren,
mit eingedtzter Millimeterteilung (Abb. 8). Die Teilungsstriche
sollen, zur Vermeidung parallaktischer Ablesung, mindestens die
Halfte der Peripherie des Rohres umfassen. Die duflere Peripherie
der beiden Rohre ist gleich, damit man sie bequem aneinander-
geprefit in ein Stativ einklemmen kann. Der Durchmesser des
Lumens ist zweckmaBig bei der einen 2,5 mm, bei der anderen
0,36—0,4 mm. Die Kapillaren werden in Bichromat-Schwefel-
sdure gereinigt, wie in Abb. 8 befestigt und in die Fliissigkeit
getaucht. Man iiberzeuge sich, dafl das Niveau in beiden Ka-
pillaren frei spielt und oberhalb des Meniskus im Rohr kein
Fliissigkeitstropfen hangen bleibt, und daf die Niveaueinstellung
bei Bewegungen des Meniskus von oben und von unten her gleichist.

So gab z. B. bei 18° Wasser eine Héhendifferenz von 36,5 mm,
gesdttigte Losung von (Gérungs-)Amylalkohol 13,4 mm; also,
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da D=1 gesetzt werden kann, ist die relative Oberflichen-

13,4
spannung der Losung = 322 = 0,367.
)

33. Ubung.

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

Das Stalagmometer in der Originalform nach J. TRAUBE be-
steht aus einem Glasrohr nebenstehender Form. Oberhalb
und unterhalb der birnférmigen Erweiterung trigt
es eine Anfangsund SchluBmarke. Die Aus-
fluBoffnung ist eine breite, horizontal geschliffene
Flache, welche von einer feinen Kapillare durch-
bohrt ist.

1. Fichung des Stalagmometers. Das Stalagmo-
meter wird lotrecht an einem Stativ befestigt, ein
Gefal zum Auffangen der abtropfenden TFliissigkeit
daruntergestellt. Man saugt in das Rohr Wasser
bis liber die obere Marke und 14t es abtropfen.
Von dem Augenblick, wo der Wasserstand die
obere Marke erreicht hat, beginnt man die Trop-
fen zu zihlen, bis die untere Marke erreicht ist.
Die geeignetsten Stalagmometer sind solche zu
etwa 80 Tropfen. Man wiederhole die Zahlung

Abb. 9. . mindestens 3mal; die Unterschiede der einzelnen
uS::}la?n;ﬁ%;; Zahlung diirfen 1 Tropfen nicht iiber schreiten.

Y5 nat. GroBe. - Bei Stalagmometern mit kleiner Tropfenzahl

(z. B. 18 Tropfen) ist zur Abmessung von Bruch-
teilen eines Tropfen oberhalb der beiden Marken eine Gra-
duierung angebracht, deren Ausdehnung nach oben und nach
unten im ganzen je 1/, Tropfen entspricht. Besteht die
Graduierung aus je 5 Strichen nach oben und nach unten, so
bedeutet jeder Strich 0,1 Tropfen. Da das Passieren der Was-
sersdule durch die Hauptmarke nicht gerade mit dem Abfallen
eines Tropfens zusammenzufallen braucht, beginnt man genau
mit dem Abfallen eines Tropfens zu zéhlen und beobachtet dabei
den Stand des Meniskus. IDas macht man sowohl beim Passieren
der oberen wie der unteren Hauptmarke. Fiir den Anfang
der Zshlung mull man oberhalb der Hauptmarke liegende
Tropfenbruchteile abziehen, unterhalb derselben liegende addieren.
Fiir den SchluB, fiir das Passieren der unteren Marke, muf3 man
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oberhalb liegende Bruchteile addieren, unterhalb liegende sub-
trahieren. Z. B.

gezidhlt 19 Tropfen. Oben: 3 Striche oberhalb
unten: 4 ' '
Resultat: 19— 0,3+ 0,4= 19,1 Tropfen.

2. Um die zu untersuchende Losung zu messen, sauge man
sie (wie bei der SteighShenmethode) zunichst einige Male durch
die Kapillare, dann mifit man die Tropfenzahl wie beim Wasser.
Ist Zy die AusfluBzahl fiir Wasser, Z die der unbekannten Losung,
D das spezifische Gewicht der letzteren, so ist die relative Ober-
flachenspannung o

Zy
o= D.

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

relative Ober-
flachen-

A. a) 1 molare Losung von Methylalkohol spannung

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

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

Man stelle eine gesittigte Losung von Dezylalkohol her.
Man schiittele nicht zu heftig, sonst erh&lt man eine opales-
zierende, kolloidale Losung. Die echte Losung, nach dem Fil-

Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 6
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trieren ganz klar, zeigt keine wegentliche Oberflichenaktivitit:
Die Loslichkeit hat mit der Verlingerung der Kohlenstoffkette
stdrker abgenommen, als die Oberflichenaktivitat zugenommen
hat. Nach heftigem Schiitteln erhilt man beim Filtrieren eine
opaleszierende kolloide Losung, welche deutlich oberflichen-
aktiv ist. Auf diese Erscheinung sei ganz besonders aufmerksam
gemacht.

34. Ubung.

Die steigende biologische Wirkung oberfliichenaktiver
Stoffe in homologen Reihen.

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

Methylalkohol . . . . cecm: 96 64 43 28

Wasser . . . . .. cem: 04 3,6 57 7.2
ferner in eine 2. Reihe

Athylalkohol . . . . com: 7,5 50 33 22

Wasser . . . . . . ccem: 2,5 50 6,7 7.8
ferner

Propylalkohol . . . . cem: 36 24 16 11 07

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

gesattigte wisserige

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

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

Wasser . . . . . . ccm: O 33 56 170
ferner

gesattigte wigserige

Losung von Heptyl- } cem: 100 6,7 44 3,0

alkohol
Wasser . . . . . . cem: O 33 56 17,0

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

fir Methylalkohol 64 Volumproz.
,,» Athylalkohol 50 >
,» Propylalkohol 20 "
,» Amylalkohol 2,8 5, (d.h.die gesittigte Losung).

Heptylalkohol tétet unter diesen Bedingungennicht mehrab, trotz
seiner hohen Kapillaraktivitit, da er nicht mehr geniigend 16slich ist.

Geht man in der homologen Reihe noch héher, zum Dezyl-
alkohol, so ist die Kapillaraktivitit auch nicht mehr stalag-
mometrisch nachzuweisen, weil die Loslichkeit zu gering gewor-
den ist (siehe vorige Ubung). Ein viel empfindlicheres biologisches
Objekt als Bakterien, ja sogar als das Stalagmometer, sind z. B.
Paramicien. Diese findet man stets in Wasser, welches einige
Tage mit Heu gestanden hat. Bringt man zu einem paramécien-
haltigen Wassertropfen einen Tropfen gesattigte Dezylalkohol-
losung, so werden die Paramicien augenblicklich unter stérkster
Entstellung ibhrer Struktur getotet.

35. Ubung.

Relative quantitative Analyse eines kapillaraktiven
Stoffes.

Gegeben sei eine beliebige, nicht geséttigte Loésung von Tri-
butyrin (Tributtersiureglyzerinester). Es soll die relative Kon-
zentration derselben bestimmt werden, indem die Sattigungs-
konzentration bei gleicher Temperatur = 1 gesetzt wird.

Einige Tropfen Tributyrin werden mit 100 ccm dest. Wassers?)
in einer verschlossenen Flasche 10 Minuten lang geschiittelt und
dann filtriert. Die erste und letzte Portion des Filtrats wird ge-
trennt aufgefangen und verworfen. Von dieser Losung stellt man
folgende Verdiinnungen her:

Nr.1 2 3 4 5 6 7
gesdttigte Tributyrinlésung 10cem 8 6 4 2 1 0
dest. Wasser 0O, 2 4 6 8 9 10

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

6%
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Von jeder dieser Losungen bestimmt man die Tropfenzahl.
Es ist aber nicht unbedingt erforderlich, hierzu das langsam
tropfende TRaUBEsche Stalagmometer zu nehmen, sondern man
kann sich einer etwas schneller tropfenden Tropfpipette!) be-
dienen (Abb. 10). Sie hat einen Fassungsraum von etwa 3 ccm
und endet in eine nach unten sich leicht verjiingende Spitze mit
nicht zu schwacher Glaswandung. Zur gelegentlichen Reinigung
benutzt man Schwefelsture-Bichromatgemisch. Der sich bil-
dende Tropfen kriecht von der Spitze die Wand etwas in die Hohe,
bevor er abreit. Dies soll ganz gleichmaflig nach allen Seiten
erfolgen. Kriecht der Tropfen etwas einseitig in die Héhe, so
kann man das meist - da-
durch korrigieren, daB3 man
die trockene Spitze zwischen
dem trockenen Daumen und
Zeigefinger unter Druck hin
und her rollt. Am besten
eignen sich Tropfpipetten mit
80—90 Tropfen bei reinem
Wasser. In der Sekunde soll
etwa 1—11/, Tropfen aus-
flieBen. Da bei dieser Tropf-
geschwindigkeit jeder Trop-
fen infolge seiner kinetischen
Energie etwas zu frith ab-
4 . " reiflt, ist die Oberflachen-

APb- 40 Troptpipette. spannung nicht wie bei einem
richtigen Stalagmometer der Tropfenzahl genau umgekehrt pro-
portional. Z. B. war fiir eine (nicht gesattigte) Losung vonHeptyl-
alkohol die Tropfenzahl, relativ zu der des Wassers, m t einem

4,6 .
TrAUBEschen Stalagmometer gemessen = %8‘5 = 1,32; mit der

schnell tropfenden Pipette gemessen = %é—fi— =1,41. Trotzdem

entspricht natiirlich jeder Tropfenzahl eine ganz bestimmte
Konzentration an Tributyrin. Fir die eigentlich nur chemisch-
analytischen Zwecke dieser und #hnlicher Ubungen ist daher
diese einfache Tropfpipette wegen der Zeitersparnis entschieden
vorzuziehen.

Man bestimmt nun fir obige 7 Losungen durch mehrfach
wiederholte Parallelversuche die Tropfenzahl. In den Parallel-

1) Rona, P. u. MicHAELIS, L.: Biochem. Zeitschr. 31, 345. 1911.
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versuchen soll diese bis auf 1 Tropfen tibereinstimmen. Nur
bei den hochsten Tributyrinkonzentrationen ist die Reproduzier-
barkeit etwas schlechter.

Es fanden sich z. B. folgende Werte:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7
Tropfenzahl 136,0 130,56 123,0 114,0 103,0 94,0 91,0
(Mittelwerte)

Man trigt nun auf Millimeterpapier die Konzentrationen auf
die Abszisse und die Tropfenzahl auf die Ordinate und erhilt
so eine Hichkurve (Abb. 11).
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Abb. 11. Eichkurve fiir Tributyrin.
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Unsere oben gestellte Aufgabe, die Konzentration einer be-
liebigen Tributyrinlosung zu bestimmen, losen wir dadurch, daB
wir mit derselben Pipette ihre Tropfenzahl messen und in dem
Diagramm ihre Konzentration ablesen.

36. Ubung.
Nachweis des fettspaltenden Ferments im Blutserum?).

Die Ubung schlieBt unmittelbar an die vorige an; die ge-
wonnene Eichungskurve kann sofort verwendet werden. Nur
stelle man die gesattigte Tributyrinlésung nicht in reinem Wasser
her, sondern in einem Phosphat-Regulator, um die Wasserstoff-
zahl herzustellen und festzuhalten, welche fiir die Wirkung des
Fermentes am giinstigsten ist. Da die frither angegebenen Phos-
phatpuffermischungen oft in der absoluten Konzentration un-
erwiinscht gering sind, sei eine andere Methode zur Herstellung
stirkerer Losungen beschrieben. Man geht von einer 1fach
molaren Phosphorsiaurelésung aus. Eine 1lfach molare (3fach
normale) Phosphorsiure kann von KAHLBAUM bezogen werden.
Ihr Titer wird auf folgende Weise kontrolliert. 10 ccm der Phos-

1) Rowa, P. u. MicmasLss, L., Le.
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phorsdure werden mit 100 ccm dest. Wassers versetzt und mit
1 norm. NaOH titriert mit Methylorange als Indikator. Die Ti-
tration ist beendet, wenn jeder rétliche Ton verschwunden ist
und die Farbe genau so geworden ist, wie in einer stark alkalischen
Kontrollprobe. Man stelle ein Gefdl mit etwa ebensoviel Wasser
daneben, versetze es mit einigen Tropfen starker Lauge und eben-
soviel Indikator wie in der Phosphorséurelésung, d. h. 2—3 Tropfen
einer 0,02 proz. alkoholischen Lésung von Methylorange. Der-
jenige Tropfen Lauge, welcher den letzten Schimmer von Orange
zum Verschwinden bringt und das reine, blasse Gelb erzeugt,
wird nicht mehr mitgerechnet. Auf diese Weise miissen die
10 ccm Phosphorsdure 10 ccm n Lauge verbrauchen.
Wendet man Phenolphthalein als Indikator an und titriert
bis einschlieflich zu demjenigen Tropfen, welcher eben eine ganz
unzweifelhafte Rosafirbung hervorruft, so miissen die 10.com
Phosphorsaure 20 ccm 1 norm. Lauge verbrauchen.
Nunmehr vermischt man
1. 10 cem von dieser 1 mol. Phosphorsidure + 10 ccm nNaOH
+ 10 ccm dest. Wasser. Diese Mischung ist 1/; mol. priméres
Natriumphosphat,

2. 10 ccm 1 mol. Phosphorsidure + 20 ccom nNaOH: das ist
1/; mol. sekundires Natriumphosphat.

Jetzt vermischt man 100 ccm Wasser mit 1 cem 1/; mol. pri-
mérem Natriumphosphat und 7 ccm 1/; mol. sekundirem Na-
triumphosphat. Dann wird die Losung mit etwa 20 Tropfen Tri-
butyrin versetzt, 10 Minuten geschiittelt, filtriert, die ersten
Kubikzentimeter des Filtrats verworfen und der Rest aufgefangen.
50 ccm dieser Losung werden mit 2 ccm menschlichen Blut-
serums versetzt. Das Serum darf 2—3 Tage alt, aber nicht ,,in-
aktiviert’ (erwarmt) worden sein. Unmittelbar nach dem Ver-
mischen bestimme man die Tropfenzahl nach der S. 83 angegebenen
Methode, und dann etwa alle 5—10 Minuten wieder. Die erhaltenen
Werte trage man in ein Koordinatensystem ein, die Zeiten (vom
Beginn des Serumzusatzes gezahlt) als Abszisse, die Tropfen-
zahlen als Ordinate. Die Tropfenzahlen kann man auch auf Grund
der Eichung (Ubung 35) in Tributyrin-Konzentrationen, bezogen
auf die volle Sattigung als Einheit, umrechnen, und eine zweite
graphische Darstellung wihlen: Zeit als Abszisse, Konzentration
des Tributyrin als Ordinate. Beispielsweise fand sich:

Zeit in Minuten 0 1 13 23 49 60
Tropfenzahl 147 147 138 134 125 123
Wasserwert 83
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Eine (relative) quantitative Bestimmung des fettspaltenden
Ferments wird aus dieser Methode auf folgendem Wege erhalten.
Man wiederhole diesen Versuch mit einer Reihe normaler mensch-
licher Blutsera und betrachte nun die einzelnen Diagramme.
Notwendig sind nur die Zeit-Tropfenzahl-Diagramme; die Zeit-
Konzentrationsdiagramme sind entbehrlich. In den verschie-
denen Diagrammen vergleiche man die Zeiten gleicher Tropfen-
zahl. Beispielsweise findet man: Tropfenzahl an einer Kontrolle,
welcher statt Serum die gleiche Menge Wasser zugesetzt wurde:
140. Das ist der wahre Anfangswert. In den ersten Messungen
mit Serum wird man gleich etwas weniger finden. Nunmehr
liest man an den Diagrammen die Zeit ab, nach welcher die
Tropfenzahl 120 betrug. Dies sei bei 5 verschiedenen Normal-
serumproben 10; 11; 12; 9; 9 Minuten, im Mittel 10,0 Minuten.
Ferner liest man ab, in welcher Zeit die Tropfenzahl 110 erreicht
wurde. Dies sei 18;19;20;16; 17 Minuten, im Mittel 18,0 Minuten.

Diese Zahlen konnen als bleibender Mafstab fiir kiinftige
Versuche benutzt werden, sofern die Zimmertemperatur inner-
halb 2—3° die gleiche ist. Findet man nun an einem patho-
logischen Serum z. B. von einer schweren Phthisis pulmonum

120 Tropfen in 30,0 Minuten
110 » 5 D80 .

so wiirde aus der ersten dieser beiden Zahlen folgen, dal der
Umsatz in 30 Minuten so weit ist, wie bei normalem Serum in
10 Minuten, und in 55 Minuten so weit ist, wie normalerweise
in 18 Minuten. Die Fermentmengen verhalten sich umgekehrt
wie die Zeiten gleichen Umsatzes; die erste Zahl gibt als eine

10 1
Fermentmenge von _—, die zweite von 52 des normalen, als Mittel

30
von0,33 und 0,31 als00,32, bezogen auf normalen Fermentgehalt=1.
37. Ubun g.
Nachweis des fettspaltenden Ferments im Magen- und
Darmsaft?).

Das Prinzip ist dasselbe wie bei der Blutlipase. Nur bedarf
man einer anderen h als Wirkungsoptimum.

Man versetze 90 com Wasser mit 10 com des !/; mol. pri-
miren Natriumphosphats, ohne sekundires Natriumphosphat;
die Losung wird mit Tributyrin gesittigt, filtriert. 30 com dieser
Losung werden mit 1 cem des sorgfaltig filtrierten Magensaftes
versetzt und weiter wie beim Blutserum verfahren.

1) Davipsoun, H.: Biochem. Zeitschr. 45, 284. 1912.
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Fir Pankreaslipase benutze man eine Loésung von 90 cem
Wasser 4+ 10 com 1/; mol. sekundéren Phosphats ohne priméres.
In dieser Losung ist nur Pankreas- oder Darmlipase (auch Serum-
lipase) wirksam, aber nicht oder héchstens in Spuren dieMagenlipase.
Umgekehrt wirkt in der oben fiir Magenlipase angegebenen
Losung nur diese, aber so gut wie nicht die Pankreas- oder
Darmlipase.

Um zu entscheiden, ob die Lipase in einem Mageninhalt
Magen- oder regurgitierte Darmlipase ist, mache man Parallel-
versuche mit den beiden angegebenen Phosphatlésungen. Magen-
lipase wirkt in der saureren Losung viel rascher als in der alka-
lischen, Darmlipase umgekehrt. Ist ein wesentlicher Unterschied
nicht zu finden, so enthielt der Mageninhalt sowohl Magen- wie
Darmlipase.

38. Ubung.
Beeinflussung der Sedimentierungsgeschwindigkeit
durch kapillaraktive Stoffe?).

In 3 Reagenzgliser werden je 2 g Kaolin und 20 ccm Wasser
gegeben. Das erste bleibt ohne Zusatz, zum zweiten werden
einige Kornchen Thymol, zum. dritten einige Kérnchen Kampfer
hinzugegeben, alle Réhrchen heftig durchgeschiittelt und dann
in Ruhe gelassen. Das Kaolin setzt sich langsam mit scharfer
Grenze ab. Nach etwa 1 Stunde hat sich die Kaolingrenze in
reinem Wasser um etwa 10 mm, in den beiden anderen fast um
das doppelte gesenkt.

Es sei daran erinnert (siehe unter ,,Adsorption‘), daf3 ober-
flichenaktive Stoffe von Kaolin nicht in nachweisbarer Menge
adsorbiert werden. Bei Kohle, welche diese Stoffe sehr gut ad-
sorbiert, haben sie keinen Einflul auf die Sedimentierungs-
geschwindigkeit. Die biologisch hochbedeutsame Wirksamkeit
der kapillaraktiven Stoffe selbst an Grenzflichen, an denen man
ihre Adsorption nicht nachweisen kann, bedarf noch der Auf-
klarung.

39. Ubung.
Bedingt oberflichenaktive Stoffe; Einflu der h auf
die Oberflichenspannung?.

Es gibt Elektrolyte, welche die Oberflichenspannung des
Wassers nicht schlechtweg erniedrigen, sondern bei denen die

1) RoNa, P. u. Gy6reY: Biochem. Zeitschr. 105, 133,

2) TRAUBE, J. und SoMmoaYI, R.: Internat. Zeitschr. f. physikochem.
Biol. 1. 1914 ; ferner Winpiscr, W. und DieTrICH, W.: Biochem. Zeitschr.
67, 135. 1919; 100, 130. 1919 und andere Arbeiten ibidem.
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Oberflichenspannung unter sonst gleichen Bedingungen von der h
der Losung abhingt. Diese bedingte Oberflachenaktivitat
ist entweder dem Kation des Elektrolyten zuzuschreiben (die
Salze des Chinin, Eukupin und vieler anderer Alkaloide) oder
dem Anion (die gewdhnlichen hoheren Fettsduren, Undezyl-
saure bzw. deren Alkalisalze). Wir betrachten den Fall des salz-
sauren Eukupin: FEine Loésung von Eukupinum bihydro-
chloricum 1:1000 gibt fiir eine Tropfpipette mit dem Wasser-
wert 84 die Tropfenzahl 113. Diese Losung ist infolge Hydrolyse
des Salzes stark sauer. Vermindert man nun durch Phosphat-
puffer die Aziditit, so steigt die Tropfenzahl, und zwar zunéchst
allméhlich und dann mit einem Sprung bis nahezu auf den Maxi-
malwert.
Man setze folgende Lésungen an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7
0,1 n. NaOH _ - = = - — 20
%prim. Phosphat 20 14 098 069 048 034 —
;25 sek. Phosphat 00 06 1,02 131 1,52 1,66 —
lprom.Eukupin-Losung 4,0 4,0 4,0 40 40 4,0 40
ph angenéhert 5 6,3 6,8 6,9 71 8 12,6

Tropfenzahl (in reiner ~
Losung 113) 124 176 187 187 185 169*) 93**)

*) Bei dieser Alkalitit entstand zunéchst eine Triibung. Die Tropfen-
zahl der getriibten Losung betrug zuerst 213; dann wurde die Fliissigkeit
filtriert. Das Filtrat zeigte eine im Verlaufe einer Stunde die wiederholt
nachgemessene und als konstant befundene Tropfenzahl von 169.

*¥) Hier entstand sofort eine Fillung; die angegebene Tropfenzahl
bezieht sich auf das Filtrat.

Die Tropfenzahl ist also schon in reinem priméren Phos-
phat (py etwa = 5) ein wenig hoher als in der reinen waBrigen
Losung des Eukupinum bihydrochloricum, welche infolge der
Hydrolyse dieses Salzes sehr sauer ist. Mit zunehmendem
Pn erreicht die Tropfenzahl bei pp etwa 6 fast sprunghaft
einen viel héheren Wert, welcher bei 6,8 das Maximum erreicht
hat (wenn man nur die definitiven Tropfenwerte beriick-
sichtigt) und von pp = 8wieder zu fallen beginnt. Bei pp = 12
ist die Tropfenzahl fast wieder auf den reinen Wasserwert
gesunken. :

Die Deutung der Erscheinung kann folgendermafBen gegeben
werden: Der oberflichenaktive Stoff ist die freie Eukupinbase
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(nicht das Bukupin-Ton!). Diese ist in der Losung des Eukupin-
salzes infolge Hydrolyse schon in sehr geringen Mengen vorhanden
und wird mit zunehmender Alkalitat der Losung immer reich-
licher. Sie ist in Wasser, wie alle ganz stark oberflachenaktiven
Stoffe, kaum 1sslich (s. Dezylalkohol, 33. Ubung, S. 81) und
gibt gute stalagmometrische Ausschlige nur, wenn sie in iiber-
sittigter oder sehr fein disperser kolloider Loésung vorhanden
ist. Alkalisiert man ein wenig, so bleibt die in Freiheit ge-
setzte Base in iibersittigter (oder kolloider) Losung (Réhr-
chen 2—35); alkalisiert man starker (Nr. 6), so fillt die Base
zum groBen Teil aus; ganz im Anfang hat man eine sehr hohe
Tropfenzahl, sie wird aber im Lauf der Zeit kleiner. Alkali-
siert man noch stirker (Rohrchen Nr. 7), so fillt die Base
einfach quantitativ aus und die Tropfenzahl sinkt fast auf den
reinen Wasserwert.

Wie auch sonst, sind nicht allein die H- bzw. OH-Ionen auf
die Oberflichenspannung der bedingt kapillaraktiven Stoffe von
EinfluB. Es finden sich dieselben Ionenreihen wieder, wie auch
bei andern Ionenwirkungen. Nur haben auch hier wieder von
den gewohnlichen einwertigen Ionen die H- und OH-Ionen bei
weitem die grofte Wirksamkeit. Die bedingt oberflichenaktiven
Stoffe gehoren zu den pharmakologisch wirksamsten Substanzen.

40. Ubung.

Titration mit einem bedingt oberflichenaktiven Stoff
als Indikator?).

Die soeben beschriebene Eigenschaft des Eukupin, bei einem
bestimmten py, seine Oberflichenspannung sprungbaft zu &ndern,
macht einen derartigen Stoff geeignet, um als Indikator bei der
azidimetrischen Titration verwendet zu werden. Die Methode
ist angezeigt bei der Titration stark gefdrbter und getriibter
Fliissigkeiten, in denen man den Umschlag eines Farbindikators
nicht erkennen kann. Zur Demonstration wollen wir 0,1 n. Am-
moniak gegen 0,1 n. HCI titrieren.

In eine Porzellanschale gibt man 10cem 0,1 n. HCl und
10 Tropfen einer 1proz. Losung von Eukupin. bihydrochloricum.
Man setzt portionsweise 0,1 n. NH; hinzu und bestimmt nach
jeder Portion die Tropfenzahl. Man saugt jedesmal eine ge-
niigende Portion in die Tropfpipette und 148t sie in die Titrier-

1) WinpiscHE und DiETrICH, L c.
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schale vollkommen zuriicktropfen. Es fanden sich z. B. folgende
Werte:

Nach Zusatz von war die
.cem 0,1 n. NH; Tropfenzahl
0,0 92
5,0 92
7,0 92
9,0 95
9,5 97
10,0 125
10,5 122

Der Sprung tritt also bei 10 com, dem erwarteten Endpunkt
der Titration, ein. Der Umschlagspunkt entspricht etwa dem
des Methylorange.

VII. Diffusion, Osmose, Filtration.

Ein in verdiinnter Losung befindlicher Stoff verh&lt sich in
seinem Losungsmittel in manchen Beziehungen ebenso wie ein
Gas im leeren Raum. Der geldste Stoff hat Expansionsvermogen
iiber das ganze Losungsmittel hin; dies ist die Triebkraft der
Diffusion. Wird die Expansion in das reine Losungsmittel durch
eine semipermeable Wand gehindert, so bt der geloste Stoff
auf diese Wand einen osmotischen Druck aus. Man sagt des-
halb auch: der osmotische Druck ist die Ursache der Diffusion.
Jedes Partikel, welches bei der BBownschen Molekularbewegung
in sich starr ist und eine einheitliche Bewegung ausfiihrt, hat
den gleichen Anteil am osmotischen Druck der Losung; sei dies
ein Ton, Molekiil oder ein Riesenkomplex, wie ein Eiweilkomplex
oder gar ein Mastixteilchen.

Ist der gel6ste Stoff ein Nichtelektrolyt, so sind die Gasgesetze
glatt zu iibertragen. Bei Elektrolyten treten elektrostatische
Wirkungen der Ionen aufeinander und auf die Wassermolekiile
hinzu, welche fir den Fall der freien Diffusion zu berechnen
sind, fiir den Fall der Diffusion durch Membranen aber erst am
Beginn der Erforschung stehen. Es steht zunichst fest, dafl die
Osmose bei Elektrolyten von der Natur der Membran abhéngt.

Eine Membran, die nur fiir das Ldsungsmittel durchgingig
ist, nicht fiir den geldsten (oder suspendierten) Stoff, heiflt eine
semipermeable Membran. Die vollkommenste semipermeable
Membran ist die M. TrRauBEsche Niederschlagsmembran in Form
der PreFFERschen Zelle (z. B. aus Ferrozyankalium + CuSO,);
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sie 1aBt nicht einmal einfache Salze hindurch. Pergament, Kollo-
dium, Schweinsblase hat grobere Poren: die Diffusionsunfihigkeit
eines Stoffes durch eine solche Membran ist definitionsgema
das Kriterium dafiir, da er kolloid ist.

Werden solche Membranen als Filter benutzt, so wird das
Loésungsmittel unter dem eigenen hydrostatischen Druck oder
durch kiinstlich erzeugten Uberdruck hindurchgepreBt: Ultra-
filtration. Auch hierbei zeigt sich die verschiedene Durch-
lassigkeit fiir groBe und kleine Molekiile oder Komplexe.

41. Ubung.
Diffusion.

Anschauung von der Geschwindigkeit der Diffusion erhilt
man am besten, wenn man eine Losung in erstarrte Gelatine
diffundieren laBt; die Diffusionsgréfe ist zwar nicht vollig iden-
tisch mit der bei ganz freier Diffusion, aber doch nur wenig ver-
schieden von ihr. Man fiille eine Reihe von Reagenzglisern mit
einer 10 cm hohen Schicht von 10proz. Gelatinelosung. Nach
dem Frstarren schichtet man auf diese irgend eine wissrige
Losung. Als solche benutze man z. B.:

Diffusion
nach 24 Stunden

10proz. CuSO, . . . . . . . . ... 10,0 mm
lpromili. Eosin . . . . . . . . . . . ... 5,0 ,,
1 Methylenblau . . . . . . . . . .. 3,0 .,
1 Kongorot. . . . . . .. ... .. o
Diinne Hamoglobinlésung (lackfarbenes Blut) . 0,7 ,,
Mastixsol (s. S.12) . . . . . . . .. . .. o
Losliches Berlinerblau . . . . . . . . . . . o

Die Diffusion wird, sofern es sich um molekulardisperse Stoffe
handelt, mit steigendem Molekulargewicht kleiner. Kolloide
diffundieren noch viel langsamer, grobe Suspensionskolloide ganz
unmerklich.

Man beachte, daB beim Hamoglobin die Diffusion noch gut
erkennbar ist.

Ein sehr hiibscher Versuch ist die Herstellung der LiESE-
gaNgschen Ringe. 4 g Gelatine werden in 120 g Wasser unter
Erwérmen gelost und 0,12 g Kaliumbichromat darin gelost. Diese
Losung wird einerseits in einige Petrischalen in recht diinner
Schicht ausgegossen, andererseits in eine Reihe von Reagenz-
glasern in 10—15 cm hoher Schicht eingefiillt. Nach dem vélligen
Erstarren der Gelatine setze man vorsichtig auf die Mitte der
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Petrischale einen Tropfen 8,5proz. Losung von AgNO; und lasse
die Schale bedeckt in vélliger Ruhe stehen. Auf die in den Re-
agenzglisern erstarrte Gelatine schichte man sehr vorsichtig
5com der gleichen Silberldsung, indem man sie an der Wand
des Glases aus einer Pipette entlang fliefen 1ifit. Am nichsten
Tage haben sich konzentrische Ringe, im Reagenzglas horizon-
tale Schichten von braunem Silberchromat abgeschieden, deren
Zahl noch nach Tagen immer zunimmt. Der Abstand der Schich-
ten wird vom Zentrum (bzw. vom oberen Rand der Gelatine aus)
immer weiter. JDie Erklirung ist folgende: Das Silbersalz dif-
fundiert in die Gallerte, es bildet sich in ihr das sehr schwer 18s-
liche Silberchromat, welches zunéchst in tiberséttigter Losung
bleibt. Sobald durch Nachdiffusion von Silbersalz die Uber-
sittigung einen gewissen Grad erreicht, erfolgt plétzlich Ab-
scheidung des Silberchromats und Aufhebung der Ubersittigung.
Das schon weiter entfernte Silberchromat diffundiert deshalb
in die Kristallisationsgegend zuriick und wird in Beriithrung mit
der festen Phase ebenfalls abgeschieden, bis iiberall die Uber-
sattigung aufgehoben ist. Nun erfolgt weiterhin Diffusion von
Silbernitrat und der Vorgang wiederholt sich. Voraussetzung
fir die Moglichkeit dieser Erscheinung ist der Umstand, daB
das abgeschiedene Silberchromat keine so dichte Membran bildet,
daB sie fiir das nachdiffundierende Silbernitrat undurchlissig
wire. Eine Ferrozyankupfermembran z. B. wire fir alle Salze
undurchlissig und wiirde den Diffusionsweg einfach versperren,
solange sie dem osmotischen Druck mechanisch Stand hilt.

42. Ubung.
Dialyse.

Dialyse ist die Trennung eines Kolloids von diffusionsfiahigen
Stoffen mit Hilfe von Membranen durch spontane Diffusion.

Die haltbarsten Dialysier membranen sind Pergament-
schlduche. Man benutze besonders die ausgezeichneten ,,Dif-
fusionshiilsen von ScHLEICHER und ScHULL, kleines Format
(Inhalt etwa 10 cem). Man fiille sie mit 5 ccm Lésung und stelle
sie in ein kleines Becherglischen, welches auflen Wasser bis zum
gleichen Niveau enthalt. Fiillt man innen eine 0,85proz NaCl-
Losung ein, so ist in der AuBenfliissigkeit schon nach wenigen
Minuten Cl nachweisbar. Fiillt man Blutserum ein, so ist nach
24 Stunden auBen kein Eiweifl nachweisbar. Ebenso findet man,
daB Eosin hindurchgeht. Man nehme ein 1proz. Losung. Zuerst
wird Eosin durch Adsorption an der Membran festgehalten,
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erst wenn das Adsorptionsgleichgewicht eingetreten ist, beginnt
der Durchtritt des Farbstoffs. Kongorot dagegen diffundiert
gar nicht durch die Hiilse.

Von anderen Dialysierhiilsen mufl man vor allem die Kol-
lodiummembran kennen lernen. Sie wird entweder wie auf
S. 96 hergestellt, oder, nach dem Vorschlag von Wo. OsTwALD,
auch auf folgende Weise. Eine aus Filtrierpapier (nicht Perga-
ment!) hergestellte ,,Extraktionshiilse’ von SCHLEICHER und
ScHULL wird mit Kollodium gefiillt, und dieses wieder ausge-
gossen, und die Hiilse wahrend des Trocknens der hingen ge-
bliebenen Wandschicht des Kollodiums in horizontaler Lage
um die Langsachse gedreht. Man kann auch einfach einen
Zylinder aus Filtrierpapier herstellen, indem man die sich
1—2 em breit iiberdeckenden Rénder mit Kollodium zunéchst
anklebt, und dann einen Boden von Filtrierpapier mit Kollo-
dium aufklebt. Dann giet man die Innehseite mit Kollo-
dium aus und dichtet besonders noch den Rand des auf-
geklebten Bodens. Nach dem Trocknen wird die Hilse etwas
gewissert und ist lange Zeit brauchbar, wenn sie stets feucht
gehalten wird.

Die Dialyse von Blutserum mit verschiedenen Membranen
ergibt ein verschiedenes Endresultat in bezug auf die durch
Osmose angesaugte Wassermenge.

In einem ersten Versuch benutze man eine Kkleine ,,Diffu-
sionshiilse’* von ScHLEICHER und ScHULL, die aus Pergament-
papier besteht. Diese wird mit Wasser gut durchtrinkt, das
Wasser -ausgegossen und mit 5ccm Blutserum gefiillt. Diese
Hiilse wird in ein kleines (am besten oben leicht konisch ver-
jiingtes) Becherglas gestellt und in dieses so viel ,,AuBlenfliissig-
keit* eingefilllt, daB die Niveaus aufllen und innen annéhernd
gleich sind. Als AuBenfliissigkeit benutze man in einem Ver-
suche destilliertes Wasser, in einem Parallelversuch 0,85proz.
CINa-Losung. Diese AuBenlésungen werden zunéchst einigemale
alle halben Stunden erneuert, dann iiber Nacht stehen gelassen.
Dann entleert man den Inhalt jeder Hiilse in einen MeBzylinder.
In dem Versuch mit CINa-Lgsung ist das Volumen kaum grofer
geworden, in dem mit destilliertem Wasser ist es etwa um 1/g
vermehrt, aullerdem hat sich ein Niederschlag von 'Globulin
gebildet.

Das gleiche Versuchspaar setze man an, indem man eine
Kollodiumhiilse benutzt, die wie S. 96 hergestellt ist. Man macht
sie von gleichem Durchmesser, aber lieber etwas hoher als die
Pergamentmembran.
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Hier ist in beiden Versuchen, sowohl mit destilliertem
Wasser wie mit ClNa-Losung, nach 24 Stunden das Volumen
sehr erheblich vermehrt. :

Eiweil} ist in keinem der vier Versuche in die Aufenfliissig-
keit iibergegangen.

43. Ubung.
Die Kompensationsdialyse?).

Wenn in einer kolloiden Fliissigkeit wie Blutserum oder
Bisenhydroxyd ein diffusionsfabiger Stoff gelost ist, konnte ein
Teil desselben an das Kolloid gebunden sein. Es wird die Auf-
gabe gestellt, den freien Anteil dieses Stoffes festzustellen. Das
Problem liegt z. B. vor bei Frage nach der Menge des freien
Zuckers oder der freien Ca-Ionen im Serum. Diese Frage kann
durch die Kompensationsdialyse gelost werden. Man bestimmt
in einer Probe Serum den gesamten Zucker, und an einer Reihe
anderer Proben macht man folgende Versuche. Eine méglichst
groBe Menge (50 ccm) Serum wird gegen eine méglichst kleine
Menge einer Losung von Zucker in 0,85proz. CINa bekannter
Zuckerkonzentration dialysiert. Die Konzentration wird in ver-
schiedenen Parallelversuchen variiert und diejenige Konzentra-
tion ermittelt, welche bei der Dialyse weder ab- noch zunimmt.
Sie ist gleich der Konzentration des freien Zuckers im urspriing-
lichen Serum. Da die Methode viele chemische Analysen er-
fordert, sei sie an einem anderen Beispiel2) beschrieben, welches
einigermafen analog ist. Es soll untersucht werden, ob Heptyl-
alkohol von kolloidalem Eisenhydroxyd adsorbiert wird.

In ein kleines, nach oben leicht konisch verjlingtes Becher-
glas werden 25 cecm kolloide Eisenhydroxydlésung (Liquor ferri
oxychlorati dialysati duplex, Merck) eingefiillt. In eine kleine
Dialysierhiilse von ScHLEICHER und ScHULL werden 5 ccm einer
gesattigten filtrierten Losung von Heptylalkohol eingefillt und
die Dialysierhiilse dann in die Eisenlosung eingesenkt. Das Becher-
glas wird mit einem paraffinierten Korken luftdicht verschlossen.
Ein zweiter Versuch wird ebenso angesetzt, nur wird statt Eisen-
l6sung destilliertes Wasser genommen. Nach 2—3 Tagen wird
der Inhalt der beiden Dialysierhiilsen stalagmometrisch unter-
sucht. Hs fanden sich z. B. in einem Versuch im Eisenversuch
116 Tropfen, im Kontrollversuch 116 Tropfen (Wasserwert der
Tropfpipette 85 Tropfen). Eine Heptylalkohollésung, welche

1) MicHAELIS, L. und RowNa, P.: Biochem. Zeitschr. 14, 476. 1908.
2) MicHAELIS, L. und Roxa, P.: Kolloid-Zeitschr. 25, 225. 1919.



96 Diffusion, Osmose, Filtration.

116 Tropfen gibt, hat nach Verdiinnung mit 10proz. Wasser
114 Tropfen, mit 20 proz. Wasser 111 Tropfen. Also ist von den
in der kolloiden Losung schwebenden Teilchen keine nachweis-
bare Menge Heptylalkohol adsorbiert worden; mit Bestimmtheit
jedenfalls nicht 10 vH.

44, Ubung.
Osmose.

Wenn eine Losung von dem reinen Losungsmittel durch eine
Membran getrennt ist, die fiir das Losungsmittel durchgingig
ist, fiir den geldsten Stoff nicht oder schwerer, so zieht die Losung
Wasser durch die Membran an. Membranen, welche vollkommen
semipermeabel sind, wie Ferrozyankupfer, sind schwierig zu
behandeln. Leichter kann man mit Kollodium arbeiten, welches
allerdings nur in beschrinktem MaBle semipermeabel zu nennen
ist. Bei einer wirklich semipermeablen Membran wird das Wasser
bis zu einer gewissen Hohe angesogen, welche man den osmo-
tischen Druck der Losung nennt. Bei einer nur beschréinkt semi-
permeablen Membran wie Kollodium?) stellt sich kein defini-
tives Gleichgewicht in bezug auf den osmotischen Druck ein,
sondern, weil schlieBlich auch der geloste Stoff in seiner Kon-
zentration sich ausgleicht, ist das endgiiltige Gleichgewicht die
Einstellung auf gleiches Niveau. Aber der osmotische Wasser-
strom ist gut zu beobachten und der Druck dieses Wasser-
stroms ist meBbar, wenn auch mit der Zeit veranderlich.

Man gieBe einen kleinen Glaszylinder (breiten MeBzylinder
von 25 ccm Inhalt) voll Kollodium, gieBe das Kollodium zum
groBten Teil wieder aus und lasse das zuriickbleibende Kollo-
dium trocknen, indem man den Zylinder in horizontaler Lage
stindig rollt. Dann giee man noch eine Schicht Kollodium
hinein und lasse in gleicher Weise nochmals trocknen. Wenn
das Kollodium fest geworden ist, lasse man es eine Weile weiter
trocknen. Dann kann man vorsichtig den gebildeten Kollodium-
schlauch von der Glaswand ablésen und aus dem Glaszylinder
herausziehen. Man wéssert ihn noch einige Zeit, filllt ihn zur
Hilfte mit destilliertem Wasser, trocknet ihn oben gut ab und
setzt einen durchbohrten Gummistopfen auf. Durch die Bohrung
geht ein breites Steigrohr von 1 mm Lichtung und 30 cm Lénge
mit einer Millimeterteilung (graduierte 1 ccm-Pipette) (Abb. 12).
1) In Anlehnung an Lirnie: Americ. journ. of physiol. 20, 127. 1907;
SORENSEN, S. P. L.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 1. 1919;
LoEB, JacQUuEs: Journ. of gen. physiol. 1 (mehrere Arbeiten). 1918.
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Man klebe den Gummistopfen durch einen Ring von Kollodium
luftdicht an. Am sichersten klebt der Stopfen luftdicht, wenn man
ihn in den noch nicht mit Wasser in Berithrung gekommenen
Schlauch klebt und erst nachher wassert. Man blase nach dem
Trocknen durch das Steigrohr vorsichtig einige Luftblasen in
den Schlauch. Ist die Dichtung gut, so steigt danach das Wasser
etwas in das Steigrohr und halt seinen Stand. Man befestige das
Steigrohr mit einem Stativ und stelle den Kollodiumsack so auf,
daB er in ein Gefal mit destilliertem Wasser taucht. Das Niveau
im Steigrohr fallt dann so langsam, daB man es auf lingere Zeit
als konstant betrachten oder ~
wenigstens die Geschwindigkeit
seines Abfalls in den spéteren
Versuchen als Korrektur anbrin- /| ee— 1
gen kann.

Will man eine groBere Reihe
von Versuchen mit dem gleichen
Kollodiumschlauch machen,  so L Steigrohr
braucht man einen leicht abnehm-
baren VerschluB3, damit man den
Kollodiumsack immer wieder brau-
chenkann. Ameinfachstennimmt
man den Kollodiumschlauch mit
eingeklebtem Gummistopfen und
Steigrohr genau in der beschrie-
benen Anordnung. Wenn das
Steigrohr zwar luftdicht, aber
nicht zu fest in dem_ Stopfen Abb. 12. Einfaches Osmometer aus
steckt, kann man es leicht her- Kollodium.
ausnehmen und durch das Loch
im Stopfen vermittelst einer Pipette die alte Fliissigkeit heraus-
ziehen, mit Wasser in derselben Weise nachwaschen und die neue
Losung einfiilllen. Solch ein Osmometer ist lange haltbar. Das
Wichtigste ist eine gute Kollodiumsorte. Mit schlecht-elastischem
Kollodium kann man nicht arbeiten?).

Zunéchst fiille man den Schlauch mit 10proz. Rohrzucker-
16sung und setze ihn in destilliertes Wasser. Das Niveau im
Steigrohr steigt dann mit groBer Geschwindigkeit auf. Sodann
wiederhole man diesen Versuch mit m/64 (0,54 vH.) Rohrzucker-

1) Brauchbares Kollodium liefert Chem. Fabrik auf Aktien (vorm.
E. Schering), Berlin N. Man bezieht am besten die Lésung ,,Kollodium
D.A.B.V* und verdiinnt sie mit dem halben Volumen einer Mischung
von gleichen Teilen absol. Alkohol und Ather.

Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl, 7
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Issung. In dieser Losung ist eine Steigung infolge des stark ver-
minderten osmotischen Druckes kaum mehr bemerkbar.

Wenn man Losungen von Elektrolyten benutzt, so &ndern
sich diese Verhéltnisse bedeutend und kénnen nicht mehr aus
den einfachen Gesetzen des osmotischen Druckes erklirt werden.

Die Stromungsgeschwindigkeit héngt von der Natur der Elek-
trolyten und von gewissen Vorbehandlungen des Kollodiums
stark ab. Wir stellen den Kollodiumschlauch 24 Stunden in eine
lproz. wasserige Gelatinelssung und waschen die Gelatine mit
warmem Wasser lingere Zeit aus. Die Eigenschaften einer solchen
Membran ersieht man aus folgenden Versuchent): Wir fiillen
den Kollodiumschlauch der Reihe nach mit folgenden Losungen:

1. m/64 Saccharose 3. m/192 CaCl,
2. m/128 Na(Cl 4. m/192 Na,SO,.

Diese 4 Losungen haben den gleichen osmotischen Druck,
aber im Kollodiumschlauch eine ganz verschiedene Osmose-
geschwindigkeit. Es fanden sich z. B. in 10 Minuten folgende
Niveauanstiege in mm:

1. Saccharose: Anstieg kaum merklich

2. NaCl: 11 mm in 10 Minuten

3. CaCl,: 22 mm in 10 Minuten (in 40 Minuten etwa 80 mm!)
4. Na,8S0;: 3 mm in 10 Minuten.

Es gibt sogar Losungen, bei denen eine negative Osmose
eintritt, d. h. wo das Wasser von der Salzlésung in das reine
Wasser stromt. Fir die gelatinierte Kollodiummembran kann
man z. B. mit sehr verdinnten Losungen von HCl oder AICl,
diese negative Osmose beobachten. Fillt man den Kollodium-
schlauch innen mit reinem Wasser (also umgekehrt wie vorher)
und setzt ihn in n/1000 HCl, so beobachtet man mit dem
gleichen Osmometer einen Niveauanstieg von 5 mm in 10 Minuten.
Bei hoheren HCI-Konzentrationen wird die Osmose wieder positiv.

Wie man aus diesen letzten Bemerkungen iiber die hohe Wirksamkeit
sehr kleiner HCl-Mengen sieht, ist die Gr6Be und Richtung der Osmose bei
einer gelatinierten Kollodiummembran stark von der h abhéngig. Infolge
der unsicheren Definition der h des destillierten Wassers, vielleicht auch
infolge von Verunreinigungen mancher Gelatinearten mit irgendwelchen
stark wirksamen dreiwertigen Ionen kommt es vor, dafl die oben be-
schriebenen Versuche 2 bis 4 eine schwache negative Osmose statt der
positiven zeigen. In einem solchen Fall braucht man die Auflen- und
Innenl6ésung nur mit einer Spur NaOH zu versetzen (bis zu einer Kon-
zentration von héchstens 1/300 normal), um die Osmose in dem oben be-
schriebenen Sinne energisch umzukehren.

1) LoEB, JacqQues, L. c.
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45. Ubung.
Diffusion durch eine ionensemipermeable Membran?).

Wenn man eine Kollodiummembran, ohne sie jemals mit
Wasser in Berithrung zu bringen, an der Luft liegen 148t, bis
jede Spur Alkohol und Ather verdunstet ist, so wird ihre Durch-
lassigkeit erstens quantitativ gedndert, indem sie im allgemeinen
sehr viel undurchlissiger wird. Zweitens tritt auch eine quali-
tative Anderung der Durchlissigkeit ein, indem sie fiir alle Anionen
véllig undurchgéngig wird, wihrend sie fiir Kationen, wenigstens
fiir einwertige Kationen, durchlissig bleibt. Die Hiilse wird
zunichst in derselben Weise hergestellt wie frither, indem man
ein nicht zu enges Glasgefal mit Kollodium ausgieft. Es ist vor-
teilhaft, die Hiilsen so diinn wie méglich zu machen, weil sonst
die Diffusionsversuche zu viel Zeit erfordern. Man lasse die
Kollodiumschicht an der Glaswand recht lange austrocknen, bis
sie sich zum groBten Teil von selbst abgehoben hat und sich
vollstindig miihelos mit einer Pinzette ablosen laflt. Bertihrung
mit Wasser beim Ablosen der Hiilse mufl durchaus vermieden
werden. Die abgeloste Hiilse 146t man mindestens 1 Tag lang
an der Luft weiter eintrocknen, wobei sie stark einschrumpft.
In diese Hiilse bringt man destilliertes Wasser mit einem Tropfen
Methylorange und stellt sie in ein Gefaf mit 0,1 nHCl-Losung.
In dem Wasser tritt auch nach vielen Tagen keine saure Reaktion
ein. In einem zweiten Versuch bringt man in das duBere Gefal
0,1 nHCl, in das Kollodium 0,1 nKCIl-Lésung mit einem Tropfen
Methylorange. Hier beginnt oft schon nach 1 Tag und dann
langsam aber stetig fortschreitend, eine Sdurung der KCl-Losung.

HCl kann gegen reines Wasser nicht diffundieren, obwohl
die H-Ionen die Membran passieren kénnten, weil sie von den
undurchgingigen Chlorionen elektrostatisch festgehalten werden.
Statt dessen entsteht eine elektrische Potentialdifferenz, die in
einer spateren Ubung demonstriert werden soll. In dem Versuch
mit HCl einerseits und KCl andererseits kénnen sich dagegen
die H- und die K-Ionen austauschen, ohne daf die Cl-Ionen sich
zu bewegen brauchen.

Gegeniitber Nichtelektrolyten verhdlt sich eine solche Hiilse
50, daB sie fiir eine Anzahl Stoffe, besonders von solchen mit
kleinerem Molekulargewicht, wie Harnstoff, durchgingig ist,
wihrend sie groflere Molekiile, wie Traubenzucker, absolut nicht

1) MicuagLis und Fusita: Biochem. Zeitschr. 161, 47 (1925).
7*
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hindurchlaBt. Solche Versuche stellt man am besten an, indem
man eine 0,1—I n-Lésung des betreffenden Stoffes mehrere Tage
lang gegen reines Wasser diffundieren laBt.

Manchmal haben die Kollodiumhiilsen nicht véllig die verlangte Un-
durchléssigkeit fiir Anionen. Dann tritt auch in dem Versuch: ,,0,1 nHCl.
— destilliertes Wasser allméahlich eine Séuerung des Wassers ein. In
solchen Fillen kann man die Unzulinglichkeit der Membran auch daran
erkennen, daB der in der 80. Ubung demonstrierte elektromotorische
Effekt zn klein ist. Eine solche Membran gibt dann fir die Kette
0,1 mol. KC1 — 0,01 mol. KCl nicht 45 bis 52 Millivolt, sondern z.B. nur
30 Millivolt.

46. Ubung.
Ultrafiltration.

Benutzt man eine fiir Kolloide undurchlissige Membran als
Filter, so nennt man das ein Ultrafilter.

Das einfachste Ultrafilter kann man auf folgende Weise
machent). Ein , Filterhiitchen von ScHLEICHER und ScHULL
oder auch einfach ein gewohnlicher Filter wird in einen Trichter
gut angelegt, mit warmem Wasser durchtrinkt, das Wasser gut
abgetropft und noch feucht mit Kollodium ausgegossen, das
Kollodium wieder moglichst abgegossen und die héingenbleibende,
ganz diinne Kollodiumschicht in horizontaler Lage des Trichter-
rohres bis zur vorliufigen Trocknung gedreht, dann mit der
Spitze nach unten montiert, weitere 10 Minuten getrocknet,
nochmals mit einer diinnen Kollodiumschicht ausgegossen und
mit der Spitze nach oben 10 Minuten an der Luft getrocknet
und 10 Minuten gewdssert. Dieses Filter 13t in der Regel schon
bei gewohnlichem Druck Wasser durch; viel schneller, wenn
man mit der Pumpe ansaugt. Da das Filter nicht luftdicht an-
liegt, erreicht die Pumpe nur einen sehr geringen negativen
Druck, aber dieser geniigt vollig. Die Dichtigkeit des Filters
wird zunsichst mit Mastixsol gepriift (Herstellung wie auf S. 12;
man verdiinnt, bis nur eine schwache Triibung bleibt). Je nach
der Konzentratlon der angewendeten Kollodiumlésung sind die
Filter mehr oder weniger durchlissig. Ein aus gewdhnlicher,
aus der Apotheke bezogener 4 proz. Kollodiumlésung hergestelltes
Filter liBt aus 10fach mit destilliertem Wasser verdiinntem
Blutserum kaum eine Spur Eiweif hindurch. Die Dichtigkeit
priift man') mit Nachtblau, Kongorot und Kollargol. Dichte
Filter lassen keinen der drei Stoffe durch, weniger dichte halten

1) OsTwaLD, Wo.: Kolloid-Zeitschr. 22, 143. 1918.
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Nachtblau und Kongorot zuriick, noch weniger dichte nur Nacht-
blau. Die Giite der Kollodiumsorte ist von groBem EinfluB} auf
die Dichtigkeit.

Die Undurchlissigkeit eines Ultrafilters fiir disperse Teilchen
und Molekiile beruht zweifellos zum Teil auf einem einfachen
riumlichen MiBverhéaltnis zwischen den zuriickgehaltenen Teil-
chen und der PorengréBe des Filters. Man darf das aber nicht
als den einzigen Faktor ansehen: Quecksilber lauft durch Poren
eines gewohnlichen Papierfilters oder durch eine enge kapillare
Glasrohre nicht ohne weiteres durch, wahrend es durch eine me-
tallene Kapillare leicht durchflieft. Die Theorie der Ultrafiltra-
tion ist noch sehr unvollkommen.

Hiervon wird man sich durch folgenden einfachen Versuch
iiberzeugen. Man filtriere eine sehr diinne Losung von Kongorot
durch ein Ultrafilter. Die Flissigkeit lauft farblos durch, die
Poren des Filters erscheinen ,,zu eng® fiir die Molekiile oder
Mizellen des Farbstoffes. Das Filter farbt sich dabei rot. Nun
filtriere man durch dasselbe Filter etwas mit 0,85proz. ClNa-
Losung verdiinntes Blutserum. In der Regel geht eine Spur
Eiweill ins Filtrat, und dann reiit dieses Eiweil das Kongorot
mit, das Filtrat wird rosa. Man kann also Kongorot aus dem Filter
mit Eiweill auswaschen! Die Deutung ist wahrscheinlich folgende.
Kollodium ist gegen die wisserige Losung stark elektronegativ,
Kongorotteilchen ebenfalls. Die elektrische Abstofung ver-
hindert den Durchtritt der Farbstoffteile durch die Poren. Sind
die Poren mit dem Eiweill iiberzogen, so kénnen sie zwar nur
enger, niemals weiter werden. Andererseits aber ist die Ladung
der mit Eiweill iiberzogenen Porenwinde jetzt sehr gering, da
die annahernd neutrale Lésung nicht gar sehr verschieden vom
isoelektrischen Punkt des EiweiBes ist. Die elektrische Ab-
stoBung wirkt daher nicht mehr so stark.

47. Ubung.
Gefrierpunktserniedrigung.

Der osmotische Druck echter Losungen wird am haufigsten an
der Siedepunktserhohung oder Gefrierpunktserniedrigung gemes-
sen, denen er proportional ist. Wir wollen die Gefrierpunkts-
methode an einem Beispiel zeigen (NaCl oder Saccharose). Man
benutzt den BECKMANNschen Apparat (Abb. 13). Dieser besteht
aus einem &ulleren, groferen Glasgefall mit einem Deckel, der
drei Bohrungen triigt. In der einen ganz kleinen steckt ein Riihrer,
die zweite tragt ein kleines Thermometer (nicht mitgezeichnet),
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die grofite, mittlere tragt ein zylindrisches Rohr und in diesem
steckt, vermittelst eines durchbohrten Stopfens, ein engeres
zylindrisches Gefall, das eigentliche Reaktionsgefal. Dasselbe
ist oben mit einem doppelt durchbohrten Kork verschlossen.
Durch die eine Bohrung geht das Beckmannsche Thermometer,
durch die andere der innere Riihrer. Seitlich ist ein Stutzen
angebracht.
Das BeEckMANNsche Thermometer ist ein
Thermometer, dessen Skala etwa 6° umfaBt,
an dem man die Hundertstel Grad ablesen
und die Tausendstel schitzen kann. Es
zeigt keine absoluten Temperaturwerte an,
sondern die Menge des Quecksilbers kann
so reguliert werden, dall der Quecksilber-
faden bei dem jeweils bendtigten Tempera-
turintervall in die Skala reicht. Die Ein-
stellung auf das gewiinschte Temperatur-
gebiet wird dadurch ermdglicht, daBl oben
ein Quecksilberreservoir angebracht ist, von
dem man Quecksilber entnehmen kann.
Man dreht das Thermometer um und bringt
durch Anklopfen das Vorratsquecksilber an
das obere Ende der Erweiterung, richtet das
Thermometer vorsichtig auf und erwirmt es
in warmem Wasser, bis der Quecksilberfaden
sich mit dem Vorratsquecksilber vereinigt.
Dann kiihlt man es in einem Wasserbade
ab, welches 2—3 ° warmer als die gewiinschte
Temperatur ist (also fiir Gefrierpunktsernied-
rigung walriger Losung etwa auf +2°C).
Dann schiittelt man das tiberschiissige Queck-
silber von dem Quecksilberfaden ab.

Abb. 13, Apparat zur Das dullere, groBe Gefal fillt man mit
Gelrierpunkishestin-  einer Mischung von Wasser, zerkleinertem

Eis und etwas Salz und stellt es etwa 5°
tiefer ein als den zu erwartenden QGefrierpunkt. Nun fiillt man
den innersten Zylinder so weit mit Wasser, dal die Quecksilber-
kugel des Thermometers reichlich iiberragt wird, und steckt den
Zylinder, mit Thermometer und Riihrer versehen, in die Kélte-
mischung, entweder indem man den Deckel abnimmt oder auch
durch eine eigens dazu angebrachte Bohrung des Deckels. Unter
standigem Auf- und Abziehen des ringformigen Riihrers lat man
nahezu bis auf die erwartete Gefriertemperatur abkiihlen, zieht
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den Zylinder heraus und setzt ihn in das mittlere Gefal3, wie in
der Zeichnung. Unter regelmiBigem, langsamem Auf- und Ab-
ziehen des Riihrers, ohne das Thermometer zu streifen, 148t man
bis etwa 0,5—2° unter den erwarteten Gefrierpunkt abkiihlen
und bringt das Wasser dann plétzlich zum Gefrieren, entweder
durch heftigeres Riihren oder, wenn das nicht zum Ziel fiihrt,
durch Einbringen eines kleinen Eiskristalls. Dieses bringt man
auf das Ende eines diinnen Glasstibchens, fithrt es durch den
seitlichen Stutzen und streift das Kristélichen an dem erhobenen
Riihrer ab. Sobald man den Riihrer in das Wasser zuriickbringt,
tritt Gefrierung ein, das Thermometer steigt pl6tzlich. Man
rithrt zunachst heftig. Dann setzt man in sehr regelmaliger
Weise die Riihrung fort, etwa 1 Hub in der Sekunde, bis das
Thermometer einen véllig konstanten Stand erreicht hat. Diesen
Stand liest man mit der Lupe ab, unter Schétzung der Tausendstel
Grade, und betrachtet ihn als den Gefrierpunkt des reinen Wassers.
Man wiederhole diese Eichung einige Male.

Als Ubungsbeispiel bestimme man nun den Gefrierpunkt
einer Losung von 6,84 g Rohrzucker in 100 g Wasser. Man fiille
die Losung genau so hoch in das Gefriergefal wie vorher das
Wasser ein. Die Gefrierpunktserniedrigung soll 0,372° betragen
und mul innerhalb einiger Tausendstel Grade so gefunden werden.
Man beachte dabei folgendes. Eine Rohrzuckerlésung hat nicht,
wie reines Wasser, einen konstanten Gefrierpunkt. Da beim
Frieren der Zucker nicht mit ausfriert, so konzentriert sich die
Losung wahrend des Ausfrierens. Die obige Zahl gilt nur fiir die
Bedingung, dafl noch wenig Eis gefroren ist; die Losung soll
zwar eine deutliche Menge, aber nicht zu reichlich Eis enthalten,
wenn man die Ablesung macht.

Das Molekulargewicht M des Rohrzuckers berechnet man
nach der Gleichung:

]
M=E iR

E ist eine Konstante, die von der Natur des Losungsmittels
abhangt und fir Wasser 1,86 betragt. s ist das Gewicht des ge-
I6sten Stoffes in Grammen, L das Gewicht des Losungsmittels in
Kilogrammen. (Ist eine zu reichliche Menge Eis ausgefroren,
so miifite man die Menge dieses Eises hiervon abziehen.) 4 ist
die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung.

Diese Losung enthielt 1/; Mol Zucker auf 1 Liter Losungs-
mittel. Harnstoff in gleicher molarer Konzentration (1,20¢g
+ 100 g Wasser) wiirde dasselbe 4 ergeben. Dagegen gibt NaCl
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in gleicher molarer Konzentration (1,168 g+ 100 g Wasser) fast
eine doppelt so groBe (etwa 1,8mal so grofle) Erniedrigung als
Ausdruck dafiir, daB etwa 90 vH. des Salzes elektrolytisch
dissoziiert sind. So wenigstens nahm man es bis vor kur-
zem an. Heute nehmen wir an, daB NaCl total dissociiert
ist, und daB die elektrischen Ladungen der Ionen einen
Einfluf auf den osmotischen Druck und daher auch auf den
Gefrierpunkt haben.

Die Gefrierpunkserniedrigung des Blutes betriagt 0,58°. Der
osmotische Druck ist der Gefrierpunktserniedrigung 4 propor-
tional und betrigt fiir eine Losung mit 4 = 1° bei 18° fast 12 At-
mosphédren. Ein so hoher Druck ist experimentell direkt nicht
zu messen, weil es keine semipermeable Membran gibt, die bei
diesem Druck nicht platzen wiirde. Ein 4 von 0,001° bedeutet
also einen osmotischen Druck von 120 cm Wasser. Die osmo-
tischen Drucke von Kolloiden, die wir sogleich zeigen werden,
betragen nur kleine Bruchteile hiervon. Es folgt daraus, daB
die Gefrierpunktserniedrigungen, die Kolloide hervorrufen konnen,
unmeBbar klein sein miissen.

48. Ubung.
Messung des osmotischen Drucks kolloider Liosungen?).

Die direkte Messung des osmotischen Druckes einer kolloiden
Losung ist viel leichter als die einer echten Lésung, weil es viel
leichter ist, fiir Kolloide semipermeable Membranen herzustellen
als fiir gewohnliche Losungen. Die geeignete Membran ist das
Kollodium. Wir benutzen sie in genau derselben Form, wie
sie S. 96 beschrieben worden ist. Bei der Messung des osmo-
tischen Druckes kommt es aber nicht auf eine Geschwindigkeits-
messung des Wasserstroms an, wie in den Versuchen iiber die
Wasserosmose, sondern auf die definitiv erreichte Steighohe, ge-
messen vom dufleren freien Fliissigkeitsspiegel. Man messe den
osmotischen Druck einer 1proz. Losung von reiner Gelatine in
reinem Wasser. Die Losung wird in das Osmometer eingefiillt.
Vollige Ausfiillung derselben ist nicht unbedingt nétig. Auflen
steht reines Wasser. Das Steigrohr wird von einem Stativ gehalten,
so dafl der Kollodiumschlauch in das #uBere Wasser nicht ganz
bis an den Gummistopfen eintaucht. Im Winter lasse man das
Ganze in der Nihe des Ofens stehen, weil in der Kilte die Losung
zahe wird. Man blase vorher den Schlauch ein wenig auf, daBl

1) In Anlehnung an JacQUEs LoEB und S. P. L. SORENSEN, zitiert
unter ,,Osmose‘‘.
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die Losung etwas in das Steigrohr gedriickt wird, um sich von
der Dichtigkeit des Verschlusses zu iiberzeugen. Man iiberzeuge
sich ferner, indem man den Kollodiumsack leicht hebt und senkt,
daB das Niveau im Steigrohr frei spielt. Luftblasen im Steig-
rohr miissen vermieden werden. Nach 24 Stunden hat sich der
definitive Stand eingestellt. Er betragt etwa 20—50 mm iiber
dem #duBeren Wasserspiegel. Einen zweiten Versuch macht man
mit angeséuerter Gelatinelosung (2proz. Gelatinelésung 50 com
+2cem nHCl+ 48 cem Wasser). Als AuBenlésung benutzt
man 1/50 nHCl. Hier betrigt der osmotische Druck mehr; etwa
70 mm. Der osmotische Druck eines Kolloids hiangt also nicht
allein von seiner Konzentration, sondern auch von dem Milieu
ab. In der reinen Gelatinelosung herrscht nahezu die h des iso-
elektrischen Punktes der Gelatine (p, gewohnlich gegen 6;
isoelektrischer Punkt der Gelatine bei p, = 4,7). Im isoelek-
trischen Punkt hat die Gelatine ein Minimum des osmotischen
Druckes. In stark saurer (oder alkalischer) Losung ist die Ge-
latine positiv (bzw. negativ) geladen, sie bildet Ionen, welche
sich mehr der molekularen Dispersion nihern oder sie sogar ganz
erreichen und daher einen gréBeren osmotischen Druck haben.
Hierzu kommt als bedeutendes Moment hinzu, dal die positiven
Gelatineteilchen negative Cl-Ionen elektrostatisch festhalten und
daher impermeabel machen, so daBl auch deren osmotischer
Druck zur Geltung kommt. §S. spéter: DoNNansches Gleich-
gewicht. ’

Statt Gelatinelosung kann man auch z. B. dreifach ver-
dinntes Blutserum benutzen; als Verdiinnungsfliissigkeit so-
wie als AuBenflissigkeit in einem Versuch 0,85proz. CINa-
Losung; in einem zweiten destilliertes Wasser oder 1/50 nHCI;
wiederum zeigt sich der osmotische Druck vom Milieu ab-
hingig. Diese Abhingigkeit geht in vielen Beziehungen
parallel dem Einfluf der verschiedenen Salze auf die Os-
mosegeschwindigkeit durch eine gelatinierte Kollodiummembran
(s. S.98).

Blutserum, mit 0,85proz. CINa-Losung dreifach verdiinnt,
zeigt gegen 0,85proz. ClNa-Losung einen osmotischen Druck
von etwa 143 mm; bei 5facher Verdiinnung etwa 75 mm. Die
Werte sind nur als Anhaltspunkte zu betrachten; der osmotische
Druck der Kolloide héngt in hohem MafBile von der Salzkonzen-
tration und der h der Losung ab.

Alles das sind nur Demonstrationsversuche. Fiir wirklich
messende Versuche sind kompliziertere Vorrichtungen zur Kon-
stanterhaltung der Temperatur u. a. erforderlich.
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VIIL. Quellung, Viskositit, Gallertbildung.

Das wasserbindende Vermogen eines molekulardispers 16s-
lichen Stoffes auBert sich darin, daB er bei Beriihrung mit Wasser
spontan in Losung geht und spontan, oder schneller beim Schiit-
teln, sich iiber das ganze Volumen des Losungsmittels ausbreitet.
Bei einem spontanen Kolloid sind die Verhaltnisse ganz ahnlich,
nur ist erstens das Schiitteln von noch gréBerer Wichtigkeit,
weil die Spontandiffusion sehr trége ist, zweitens zeichnet sich
die Kolloidlésung dadurch aus, dafl die spontane Zerteilung in
vielen Fiallen nicht bis zur molekularen Feinheit fortschreitet,
sondern nur bis zur Bildung von Aggregaten von Molekiilen,
den Mizellen, welche ultramikroskopisch oder mikroskopisch
sichtbar sind. Einen Ubergang zwischen diesen beiden Arten
von Losungen bilden diejenigen Substanzen, welche in Form
von Doppel- (oder mehrfachen) Molekiilen (Polymerisierung) in
Losung gehen. Wenn man sich iiber die Ursache der unvoll-
kommenen Dispersion Rechenschaft geben will, so bleibt uns bei
dem heutigen Stande unserer Kenntnisse nur folgende Annahme
ibrig. Die Loslichkeit ist der Ausdruck einer Affinitdt zum
Wasser, auBlerdem besteht eine Affinitit der Molekiile der zu
lésenden Substanz untereinander. Bei kompliziert gebauten
Molekiilen kann nun der Fall eintreten, dal das eine Ende des
Molekiils eine groBe Affinitit zum Wasser hat (etwa eine COOH-
Gruppe), wahrend das andere Ende des Molekiils eine gréflere
Affinitat zu gleichen Molekiilarten, als zum Wasser hat. Solche
Molekiile sind gewissermaflen an ihrem einen Ende in Wasser
l6slich, am anderen Ende unl6slich. Auf diese Weise miissen
Komplexe von Molekiilen entstehen, welche eine gewisse Menge
Wasser gebunden enthalten, d. h. mehr oder weniger hydratisiert
sind, und selbst bei gleicher Zahl von Einzelmolekiilen je nach
dem Hydrationsgrad ein verschiedenes Volumen einnehmen
kénnen.

Hierbei sind wiederum zwei Fille zu unterscheiden; entweder
bleiben die Mizellen diskrete, im Wasser schwebende Teilchen,
oder sie kénnen, wenn sie zahlreich genug sind, unter Umstanden
zu Faden, Netzen oder gar geschlossenen Waben verkleben. In
letzterem Falle sind also die Mizellen zu einer zusammenhéngenden
Masse verklebt, und es ist das Losungsmittel, welches die dis-
kreten Tropfchen bildet, wihrend es sonst die kolloiden Teilchen
sind. Ein solches System ist nicht mehr tropfbar flilssig, sondern
bildet eine Gallerte. Die Festigkeit einer solchen Gallerte hiangt
von der Konsistenz des Wabenwerks ab. Die Gallerte wird um
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so fester sein, je weniger ceteris paribus die Wabensubstanz
hydratisiert ist. AuBerdem stellt eine jede Wabe ein Analogon
zu einem allseitig geschlossenen Kollodiumsack dar. Die Waben-
substanz entspricht dem Kollodium insofern, als sie fiir einfache
Molekiile und Ionen durchlassig, fiir komplizierte Molekiile un-
durchlassig ist. Solite daher im Innern der Waben ein Teil der
kolloidbildenden Substanz in einem feiner dispersen oder gar in
molekulardispersen Zustand vorhanden sein, so miifite der osmo-
tische Druck dieser impermeablen Molekiile und der etwa von den-
selben elektrostatisch festgehaltenen einfachen Ionenarten sich
ebenso dubern, als ob die Wand der Wabe ein Kollodiumsack
ware. Alsdann wird in das Innere der Waben so viel Wasser
hineingesogen, bis die elastische Spannung der Wabenwand dem
osmotischen Druck die Wage halt. Diese Vorstellungen gestatten
uns, {iber die Abhingigkeit der Quellung eines Gels, iiber die
Erstarrungsfahigkeit einer kolloiden Losung zu einer Gallerte,
iiber die Quellungsfahigkeit der (tallerte und iiber die Viskositat
einer tropfbar fliissigen Kolloidlgsung Rechenschaft zu geben.
Alle Ionen haben ein hohes Wasserverbindungsvermdogen. In-
folgedessen miissen alle Einfliisse, welche die elektrische Ladung
des Kolloidbildners, d. h. seine Ionisierung, erhéhen, eine stirkere
Wasserverbindung zur Folge haben, die einzelnen Teilchen schwel-
len an auf Kosten des Wassers. Bildet das Kolloid diskrete Teil-
chen, so wird wegen der Raumbeschrinkung des freien Wassers
nach einem Gesetz von EINSTEIN die Viskositdt erhoht. Bildet
das Kolloid eine Gallerte, so wird durch die gleichen Einfliisse
die Quellung erhoht. Steht die Konsistenz einer Kolloidlosung
an der Grenze zwischen einer tropfbar fliissigen Losung und einer
Gallerte, so wird durch Erhohung der Ionisation des Kolloid-
bildners der fliissige Zustand befordert, durch Verminderung der
Tonisation wird die Gallertbildung begiinstigt.

Auf die Ionisation des Kolloidbildners haben vor allem die
in der Losung vorhandenen Ionenarten einen Einfluf}, und unter
diesen sind von den im lebenden Organismus natiirlicherweise
vorkommenden Ionenarten wiederum die H- und OH-Ionen durch
besondere Wirksamkeit ausgezeichnet. Ein charakteristischer
Punkt ist stets der isoelektrische Punkt des Kolloids. Er muf}
nach dem erérterten Grundsatze fiir ein tropfbar flissiges Kol-
loid ein Minimum der Vigkositit, fiir eine Gallerte ein Maximum
der Erstarrungsfahigkeit und ein Minimum der Quellung dar-
stellen.

Die Wirkung der gelosten Ionenarten ist, wie in den fritheren
Fallen, bald unbedeutend, bald starker; EinfluB hierauf hat
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wieder zunichst, ob das betreffende Ion die entgegengesetzte
Ladung hat wie das Kolloid oder die gleiche; ferner die Wertig-
keit, die Stellung in der HorMEISTERschen Reihe, die ,,Adsorbier-
barkeit“. Von den pharmakologisch wirksamen Ionen sind die
meisten solche, welche stark adsorbierbar sind und daher in eine
scharfe Konkurrenz mit den H'- und OH’-Tonen treten kénnen.
AuBler den Ionen haben auch die oberflichenaktiven Nichtelek-
trolyte einen sehr merklichen EinfluB, dessen innere Natur noch
der Erforschung bedarf. In den folgenden Versuchen wird iiber-
wiegend die Wirkung der H'- und OH’-Ionen demonstriert.

Steigert man die Aziditét einer Gelatinelosung durch allméh-
lichen Zusatz von HCI, so findet man bei sehr niederem HCI-
Gehalt ein Quellungsminimum, entsprechend dem isoelektrischen
Punkt. Da die hierzu erforderlichen HCl-Mengen sehr klein
sind, findet man das Quellungsminimum leichter, wenn man nicht
mit HCl, sondern mit Puffern anséuert. Steigert man den HCI-
Zusatz, so ionisiert die Gelatine immer stérker, quillt daher immer
stérker, bis schlieflich die antagonistische Wirkung der Cl-Ionen
die Quellung wieder geringer macht. So gibt es ein Quellungs-
maximum bei einer bestimmten HCl-Konzentration.

49. Ubung.
Quellungsmaximum und -minimum der Gelatine.

Das Quellungsoptimum der Gelatine bei steigender HCI-

Konzentration?).
In eine Reihe von 10 Reagenzglisern fiille man:

Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nHClecem . .16 8 4 — — — — — —
0,lnHCl com . — — — 20 10 5 25 1,25 0,62 0,31
dest. Wasser . 4 12 16 0 10 15 17,5 18,75 19,38 19,69

Nun schneide man aus einer mindestens 1 mm dicken Ge-
latineplatte2) 10 Streifen von moéglichst genau gleicher Lange
(etwa 5 cm) und etwa !/, cm Breite und bringe in jedes der Rohr-
chen einen Gelatinestreifen. Nach 24 Stunden betrigt die Linge
dieser Streifen (wenn die Gelatineplatten nicht zu diinn waren
und nicht in einzelne Stiicke zerfallen sind):

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

64 66 67 74 83 83 76 70 61 53cm

1) In Anlehnung an CHIari, Biochem. Zeitschr. 83, 167. 1911.
2) AuBliger Gelatine, Extraqualitit; Aktienges. f. chem. Industrie,
AubBig.
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Das Optimum der Quellung liegt also bei 0,05—0,025 nHCI-
Losung, d. h. bei pp = 1,3—1,6 in der AuBenldsung.

Im Gleichgewicht ist aber das pn, der Auflenlésung nicht
gleich dem pp der Innenlosung (s. spater, DoNNaNsches Gleich-
gewicht). Die Innenlsung, die Gelatine, hat im Falle des Quel-
lungsmaximums und bei véllig reiner Gelatine ein genau repro-
duzierbares pp = 3,21).

Diesem Quellungsoptimum steht gegeniiber ein Quellungs-
minimum, welches beim isoelektrischen Punkt der Gelatine liegt
(pn = 4,7). Es empfiehlt sich fiir diesen Versuch, die Quellung
der Gelatine durch Wigung zu bestimmen. Gelatinestiicke von
genau gleichem Gewicht (in unserem Versuch waren es 1,529 g)
werden in etwa 100 ccm fassende Praparatenglischen gebracht
und diese mit folgenden 5 Losungen aufgefiillt.

1 2 3 4 5
i%Na-Azetat 5 5 5 5 5
130- Essigsiure 031 125 5 20 80
Wasser 94,7 93,7 90 175 15

Nach 24 Stunden werden die Gelatinestiicke herausgenommen,
mit Filtrierpapier abgetrocknet und wieder gewogen. Es fand
sich

1 2 3 4 5

110g 89g 79g 83g 15,7¢g
P 5,8 5,2 46 4,0 34

Die zweite Zeile gibt das aus der Zusammensetzung des Ge-
misches berechnete p,. Das Quellungsminimum entspricht also
dem isoelektrischen Punkt (4,7).

Es ist hervorzuheben, daBl das Quellungsmaximum bei
pr = 3,2, das Minimum bei pp = 4,7 liegt, also ein recht
geringer Unterschied im p,, welcher eine extreme Anderung
des Zustandes der Gelatine bewirkt. An einem solchen Bei-
spiel sieht man wiederum, daf es ganz unmdéglich ist, tiber den
Zusammenhang des Kolloidzustandes mit der Natur des Milieus
etwas auszusagen, ohne aufs genaueste das pp zu beriick-
sichtigen.

1) Lo, JacquEs: Proteins and The Theory of Colloidal Behavior.
New York 1922.
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50. Ubung.

Bestimmung der inneren Reibung (Viskositiit)
einer Losung.

Wenn eine Fliissigkeit durch eine Kapillare stromt, deren Wand
sie gut benetzt, so bleibt bei der Stromung eine diinne Wasser-
lamelle an der Wand haften, ohne sich an der Stromung zu be-
teiligen. Die stromenden Schichten reiben sich daher gegen die
adhirente Schicht. Die Reibung, welche die Bewegung des Was-
sers hemmt, ist daher eine Reibung von Wasserteilchen an Wasser-
teilchen und hingt nur von dem Reibungskoeffizienten des Was-
sers ab, wahrend die Rolle der Glaswand nur darin besteht, die
beriihrende Wasserschicht festzuhalten. Wenn die Verhiltnisse
so liegen, wird die Stromungsgeschwindigkeit durch das PoisEu-
ILLEsche Gesetz vorgeschrieben: die ausflieende Fliissigkeits-
menge pro Sekunde betrigt

7w dp -1t
8nl

(4p hydrostatische Druckdifferenz, r Radius der Kapillare,
1 Reibungskoeffizient des Wassers, 1 Lange der Kapillare.)

Fiir alle Fliissigkeiten, deren Strémung dem POISEUILLE-
schen Gesetz folgt, ist das Verhaltnis der Stromungsgeschwindig-
keiten in zwei Kapillaren von verschiedenem Radius dasselbe
wie fiir Wasser. Ist das bei irgendeiner Flissigkeit nicht der
Fall, so ist das ein Beweis dafiir, dafl die Strémung nicht allein
durch eine Reibung von Fliissigkeit gegen Fliissigkeit vorge-
schrieben wird. In sehr dicken Gelatinelosungen kommt z. B.
hinzu, daB die Mizellen der Gelatine selbst an der Wand kleben.
Dann miBt das Viskosimeter nicht mehr die ,,innere Reibung
des Lésungsmittels”. Auch wenn in dem Losungsmittel Mizellen
suspendiert sind, welche nicht an der Wand kleben, &ndert sich
die Durchflufizeit. Man kann sagen, dafl die innere Reibung
des Wassers durch die Gegenwart der Mizellen erh6ht wird, und
zwar ist nach EINsTEIN, wenn die Mizellen starre Kugeln sind,
die Reibung

Yl ———7‘70(1—'—2,5V)
wo 1o die Reibung des reinen Losungsmittels und v der Bruch-
teil des Volumens ist, den die Mizellen in der Fliissigkeit ein-
nehmen. In einem solchen Fall bleibt aber das POISEUILLE-
sche Gesetz bestéhen.
Die innere Reibung einer Fliissigkeit wird am einfachsten
mit dem Viskosimeter nach WILHELM OSTWALD bestimmt. Die
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erhaltenen Werte sind relativ und werden auf die innere Reibung
des Wassers = 1 bezogen. Da die Viskositit stark von der Tem-
peratur abhingt, mufl die Messung im Wasserbad ausgefiihrt
werden. Das Viskosimeter (s. Abb. 14) muf} stets mit der gleichen
Menge Fliissigkeit gefiillt werden, welche fiir jedes Viskosimeter
ausprobiert werden mufi. Man fille aus einer Pipette soviel
Wasser in das (breitere) Rohr d ein, dafl die Kugel ¢ knapp ge-
tiillt ist. Nun blase man von d aus die Fliissigkeit in den anderen
Schenkel, bis sie die Marke 1 erreicht. Sie mufl dann auf der
anderen Seite noch gerade in die Kugel ¢ reichen. Diejenige
Fliissigkeitsmenge, die diese Bedingung erfillt, ist die geeignete.
Es sind in der Regel 5 ccm. Das wichtigste ist, dafl das einmal
gewahlte Fliissigkeitsvolumen nunmehr stets inne @ d
gehalten wird. Die Zeit wird mit einer Stoppuhr
gemessen, die 1/; Sekunden anzeigt. Sobald das
Flissigkeitsniveau die obere Marke 1 passiert, wird

die Uhr angelassen, sobald es die untere Marke 2 g@
passiert, gestoppt. Dann wird die Fliissigkeit wieder {
in den anderen Schenkel heriibergedriickt und die
Bestimmung wiederholt, und dies fortgesetzt, bis
die Werte konstant werden. Bei Gelatinelosungen
mufl man das ganz besonders beriicksichtigen, weil c
die Viskositit bei Anderung der Temperatur erst

ganz allméahlich ihren endgiiltigen Wert annimmt.

Zunéchst wird durch mehrere Versuche der Wert, ~__ Abb. 14.
fiir reines Wasser bei der fiir den eigentlichen Ver- 1/6‘;1:&;’:_1%%?&
such gewahlten Temperatur, 35°, festgestellt.

Als Ubungsbeispiel mache man folgende Reihen:

1. Der EinfluB der h auf die Viskositdt der Gelatine. Es
wird ein Viskosimeter gewahlt, welches fiir reines Wasser eine
AusfluBzeit von 3/,—1 Minute zeigt, und diese Zeit auf t/; Se-
kunde genau festgestellt.

Man lése 3 g reiner Gelatine in 100 cem destillierten Wassers
unter Erwirmen und hiufigem Umnrithren. Je 10 cem dieser
noch warmen und leichtfliissigen Losung werden mit 5 cem
einer gewissen Fliissigkeit verdiinnt, und zwar

1. 0,33 nHCI 7. 0,005 nNaOH
2.0,1 nHCI 8. 0,1 nNaOH
3. 0,02 nHCI

5. 0,01 nHCl1

6. 0,001 nHCl

7. destill. Wasser
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Von jeder Losung wird die Viskositéit bei 35° bestimmt, und
jeder Versuch so oft wiederholt, bis er konstante Werte gibt
(innerhalb 2/;—*/; Sekunden). Der Ausfall des Versuchs hiingt
von der Reinheit der Gelatine ab und ergibt z. B. folgendes:

Eichung mit destilliertem Wasser: 57,0 Sekunden.

Losung 1. 120 Sekunden.
2. 144 .
3. 106 "
,» 4. 103 >
5. 108 »
6. 108 .
7

. 109 »
,, 8. 1398

Wir finden also ein Minimum der Viskositdt in Losung 4
und ein Maximum in Losung 2.

Wenn man in allen Losungen py bestimmt (Methode S. 45),
so findet man, dafl diese Losung Nr. 4 dem isoelektrischen Punkt
der Gelatine (pg = 4,7) am néchsten steht. Man findet aber
ferner, daB pg von Nr. 3—6 sich nur wenig #ndert, etwa von
Pr 5 bis4. Das liegt daran, dall hier nicht mit einem Regulator,
sondern mit reiner HCl gearbeitet wurde, welche in so niederen
Konzentrationen zum groBen Teil von der Gelatine, und aufler-
dem von etwa in geringfiigiger Menge vorhandenen Aschebestand-
teilen, gebunden wird. Daher ist auch der Unterschied der Vis-
kositdt zwischen 4, 5 und 6 so gering. Rohrchen 2 ist viel saurer,
Pn etwa 2,5, und Rohrchen 1 etwa p, = 1,5.

Auch die Lauge erhoht die Viskositéit etwas, aber weniger
und ohne Erreichung eines Maximum.

2. Demonstration des Einflusses der Salze auf die Viskositat
der Gelatine.

Der EinfluB der Salze auf die Viskositit ist bei isoelektrischer
Gelatine sehr gering. Man wihlt daher als Grundlésung am
besten eine stark saure oder alkalische Lésung.

Man mischt 90,0 cem 3 proz. Gelatinelésung + 1,0 cem n. HCI,
dazu im ersten Versuch 9,0 cem destilliertes Wasser, in einem
zweiten Versuch 9,0 ccm 0,5 mol. NaCl-Losung, das erste Rohrchen
entspricht in seiner Zusammensetzung Nr. 2 der vorigen Versuchs-
reihe und zeigt eine Ausflulizeit von etwa 140", das zweite Rohr-
chen zeigt gegen 105", fast die gleiche Zeit wie isoelektrische
Gelatine.

Bei Gegenwart von grofleren Mengen Neutralsalzen ist somit
die Viskositdt der Gelatine von der h nur wenig abhéngig.
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Wendet man kleinere Mengen von Neutralsalzen an, so zeigt
sich, dafl die Wirksamkeit je nach der Natur des Salzes ver-
schieden grof} ist.

Man setze folgende Versuche an:

Man mischt 90,0 ccom 3proz. Gelatinelosung mit 1,0 cem
n. HCl und dazu im Versuch

1. mit QOOm% NaCl: Ausflubzeit 125

mol. '
2. 9 9 ’ "47 Ca012 ys 125
mol. v
3. 5 9 5y H Na2804 N 118
mol.
ROV ¢ —— AICL . 125"
4 ” q ” 40 A 3 22 o
5. ,, 9 ,, dest. Wasser ) 139"

Aus diesen Versuchen koénnen wir folgendes ersehen: Alle
Salze vermindern die Viskositidt der sauren Gelatine, d. h. nihern
sie der Vigkositdt der isoelektrischen Gelatine. Aber bei gleichen
Aquivalentkonzentrationen wirken die Salze verschieden. Die
Gelatine hat in dieser sauren Lésung eine positive Ladung. Von
Einfluf} zeigen sich infolgedessen nur die negativen Ionen. Man
sieht, daB das zweiwertige Sulfation in Na,SO, viel starker wirks
als das einwertige Chlor in NaCl. Die Kationen dagegen sind
belanglos. Die drei Chloride NaCl, CaCl, und AlCl; sind trotz
der verschiedenen Wertigkeit ihrer Kationen von gleicher Wirk-
samkeit, sobald sie an Chlor dquivalente Konzentrationen haben.

In alkalischer Gelatine wiirden umgekehrt NaCl und Na,SO,
gleich wirksam sein, wihrend CaCl, stirker wirksam wére als
NaCL

51. fjbung.

Erstarrungsoptimum und Triibungsoptimum der
Gelatine bei variierter h.

Wir deuten, wie oben schon S. 106 bei dem Kapitel Quellung
auseinandergesetzt wurde, die Gallerte als ein zweiphasiges
System, bestehend aus einem kolloidreichen, wasserarmen Waben-
geriist und einer wasserreichen Zwischenfliissigkeit, die das Kol-
loid in geringerer Konzentration und in feinerer oder sogar mole-
kularer Dispersion gelost enthalt. Eine Gallerte unterscheidet
sich demnach von einer tropfbar flisssigen Losung eines hydro-
philen Kolloids nur dadurch, daB die kolloidreichere, festere

Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 8
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Phase nicht von diskreten Teilchen, sondern aus einem zusam-
menhéngenden Geriistwerk gebildet wird. Die Erstarrung einer
gallertbildenden Fliissigkeit beruht auf dem Verkleben der Teil-
chen zu einem Geriist. Alle Einfliisse, welche bei einer einfachen
hydrophilen kolloiden Ldsung die Vermehrung der dispersen
Phase auf Kosten der flissigeren begiinstigen, miissen daher bei
einem gallertbildenden Kolloid die Neigung zur Gallertbildung
erhohen. Diese Einflisse koénnen wiederum von Ionen, ins-
besondere den H'-Ionen, ausgeiibt werden. Wir beschrinken
uns darauf, den Einflul der H-Ionen auf die Gallertbildung zu
demonstrieren.

Man vergegenwirtige sich vor allem die anfianglich paradox
erscheinende Tatsache, daBl in gleich konzentrierten Gelatine-
Iésungen je nach dem Gehalt an Stoffen, welche einen Einflul3
auf den Dispersionszustand haben, das Minimum der Viskositat
mit dem Maximum der Erstarrungsfahigkeit zusammenfallt. Das
liegt daran, daB3 das Minimum der Viskositit (wenn sie bei einer
50 hohen Temperatur gemessen wird, daf kein Geriist ausgebildet
ist) uns den Minimumgehalt der fliissigen Phase an Kolloid an-
zeigt, das Maximum der Gallertbildung uns das Maximum des
Kolloidgehalts der festeren Phase anzeigt. Jenes Minimum und
dieses Maximum muf} aber identisch sein.

Bei gleichem Gelatinegehalt erstarrt also eine Losung bei
tiefer Temperatur um so schneller, je geringer die Viskositét
derselben Losung im nicht erstarrten Zustand, bei etwas iiber
dem Erstarrungspunkt gelegener Temperatur, ist.

Man setze in sieben Reagenzglasern folgende Mischungen
zusammen :

Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 j

IIIZ) Natriumazetat 1 1 1 1 1 1 1
11—(1) Essigsaure 0 0,06 025 1 4 — —
n, » — - — — — 16 64
n. Natronlauge 0,05 _ - - - = —
‘Wasser 6,95 6,94 6,75 6 3 54 06

pn ungefihretwa 8 56 50 46 40 34 28

In jedes Rohrchen gibt man dann 3 cem einer durch Er-
wirmen verfliissigten Losung von 10g Gelatine + 100 cem
destillierten Wassers, bringt sdmtliche Rohrchen fiir einige Mi-
nuten in ein Wasserbad von etwa 50°, dann wenige Minuten in
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ein Wasserbad von Zimmertemperatur und stellt sie schlieflich
auf einem Reagenzglasgestell ins Zimmer oder in den Eisschrank.
Von Zeit zu Zeit beobachtet man durch Neigen des Gestelles den
Eintritt der Erstarrung. Bezeichnen wir als Erstarrungspunkt
denjenigen Zeitpunkt, bei welchem beim Neigen kein Flieflen
mehr eintritt, so findet man je nach der Temperatur z. B. fiir

Rohrchen 1 2 3 4 5 6 7

Erstarrungszeit
in Minuten: 19 17 16 14 19 25 sehr lange

Man kann durch nochmaliges Erwirmen und Wiederabkiihlen
den Versuch beliebig oft mit denselben Roéhrchen wiederholen.
Die schnellste Erstarrung tritt in Roéhrchen 4 (py = 4,6) ein,
welches dem isoelektrischen Punkt der Gelatine (4,7) am meisten
entspricht. Nach vollkommener Erstarrung der Gelatine be-
merkt man ferner, daf in Réhrchen 4 (dem isoelektrischen Punkt
der Gelatine) eine deutliche Opaleszenz wie in einem ver-
diinnten Mastixsol eingetreten ist. In dem rechten und in 1
oder 2 linken Nachbarrshrchen ist allenfalls noch eine Andeutung
davon, in den iibrigen Rohrchen nichts derartiges zu sehen. Das
zeugt von dem groBlen Lichtbrechungsunterschied der dispersen
Phase gegen das Dispersionsmittel, also von der Wasserarmut
(geringen Hydratation) der dispersen Phase, und von der Ge-
latinearmut des Dispersionsmittels im isoelektrischen Punkt.
Dieses sehr wichtige Tritbungsmaximum der Gelatine ist wieder-
um eine Erscheinung, die ohne Messung von py gar nicht ver-
standen werden kann, ja sogar frither ganz iibersehen worden ist.

IX. Elektrophorese und Elektroendosmose.

Ein in Wasser suspendiertes Teilchen hat im allgemeinen
eine elektrische Ladung gegen das Wasser. Schwebt das Teil-
chen im Wasser frei, so wandert es, wenn man eine Potential-
differenz anlegt!), zum entgegengesetzt geladenen Pol. Wird
das Teilchen aber mechanisch festgehalten, indem man eine
grofle Menge solcher Teilchen zu einem den Querschnitt der
Fliissigkeit versperrenden ,Diaphragma’ zusammenprefit, so
wandert das Wasser durch die Poren dieses Diaphragma in um-
gekehrter Richtung.

1) Wenn man ,,einen elektrischen Strom hindurchschickt‘‘: mafgeb-
lich ist aber nur der Potentialabfall pro Zentimeter (die ,,Feldstiarke®),
nicht die Stromstarke.

g*
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Die Ladung der Teilchen erklirt man sich aus der Adsorption
von Ionen; die adsorbierte Ionenschicht ist die innere Schicht
der elektrischen Doppelschicht, die von ihr elektrostatisch ge-
fesselte, aber nicht adsorbierte Schicht der entgegengesetzt ge-
ladenen Tonen ist die &uBlere Lage der Doppelschicht.

Uber den Ladungssinn der Teilchen kénnte man bis jetzt
folgende Erfahrungen mitteilen: Haben die Teilchen chemisch
den ausgesprochenen Charakter einer Saure (Kieselsdure, Harz-
sauren), Base (Tonerde) oder eines Ampholyten (Eiwei}), so ist
der Ladungssinn derselbe, wie er in ionisierter Form zu erwarten
ware: Sduren negativ, Basen positiv, Ampholyte je nach der h
positiv oder negativ. Bei Teilchen, bei denen ein solcher Cha-
rakter nicht ausgeprigt ist (kolloidale Metallteilchen, Zellulose,
Kollodium) findet man in der Regel negative Ladung; Blut-
kohle verhilt sich wie ein Ampholyt, Zuckerkohle oder Retorten-
kohle wie eine Saurel).

Jede negative Ladung wird durch Erhohung der h in der
Losung und durch dreiwertige Kationen vermindert, oft schliel3-
lich umgekehrt. Jede positive Ladung wird durch Erhohung
der oh und durch stark aktive Anionen (Rhodanid usw.)
vermindert und unter Umstinden umgekehrt. Das haufigere
Vorkommen ist die Negativitat der Ladung.

Duarch H' oder Al'" nur vermindert, aber niemals umgekehrt
wird die negative Ladung bei Zellulose, Agar. Nur durch Al
nicht durch H' wird die Ladung umgekehrt bei Kaolin, Goldsol.
Sowohl durch H' wie durch Al wird die negative Ladung um-
gekehrt bei den amphoteren Stoffen, wie Eiweil3, und bei Blutkohle.

Die eiweiBartigen Substanzen gehéren alle zu den umladbaren
Ampholyten.

52. Ubung.
Die elektrische Kataphorese des Himoglobin?).

Benutzt wird der nebenstehende Apparat, der nach dem Prinzip
von LANDSTEINER und PAULI unter wesentlicher Modifikation
beziiglich der zu- und ableitenden Elektrode konstruiert ist. Die
Raume 2 und 4 werden mit der , Seitenfliissigkeit™, der Raum 3
mit der ,,Mittelfliissigkeit* gefullt. Zuerst sei die Herstellung
dieser Fliissigkeiten beschrieben.

1) BEreE und TororoFF: Zeitschr. f. physikal. Chem. 88, 686. 1914
und 89, 597. 1915. GyrmanT: Kolloid-Zeitschr. 28, 103. 1921. UmETsv:
Riochem. Zeitschr. 1922.

2) MicHAELIS, L. und Davipsonn, H.: Biochem. Zeitschr. 41, 102.
1912.



Die elektrische Kataphorese des Hdmoglobin. 117

1. Herstellung der Mittelflissigkeit.

5 cem defibriniertes Blut (vom Hammel, Pferd, Rind, Kanin-
chen oder Menschen) werden mit 100 ccm 0,85 proz. NaCl-Losung
verdiinnt und scharf zentrifugiert. Die NaCl-Losung wird mog-
lichst vollstandig abgegossen und die sedimentierten Blutkorper-
chen in 100 ccm destillierten Wassers gelost. Durch die Aus-
waschung und die Verdiinnung soll bewirkt werden, dafl die
Wirkung des spéter angefiigten H'-Regulators durch die eigene
Pufferung der Blutfliissigkeit moglichst wenig modifiziert wird.

Aarh. r(v\ (Y?;?Aﬂ.

Niveau der,
Flissigherlt /|

Abb. 15. Apparat fiir elektrische Kataphorese.
3/10 natiir. Groge.
30 ccm dieser Losung werden mit 3 ccm m/3 priméren Natrium-
phosphats und 0,2 com m/3 sekunddren Natriumphosphats (Her-
stellung desselben siehe S. 86) versetzt. Zum SchluB l16se man
etwa 0,5 g Zucker darin auf, um das spezifische Gewicht ein
wenig zu erhdhen.

2. Herstellung der Seitenfliissigkeit.

Sie ist genau die gleiche Losung, aber ohne Blut (und ohne
den Zucker). 90 cem destilliertes Wasser werden mit 9,0 ccm
m/3 primidrem Natriumphosphat und 0,6 ccem m/3 sekundarem
Natriumphosphat versetzt.

An einer Probe von 10 cem dieser Losung mache man zunéchst
eine Bestimmung von py nach der Methode S. 45. Man wird
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ungefahr finden pg= 5,5. Anzuwendender Indikator: p-Nitro-
phenol.

Nun werden die Aufsétze mit ihren Gummistopfen abgenom-
men, die Glashahne A und B sorgfaltig getrocknet und gefettet,
und die Mittelfliissigkeit bei gedffneten Hihnen A und B so weit
eingefiillt, daf der Raum 3, die Glashahnwege A und B und noch
eine kleine Strecke beiderseits dariiber gefiilllt wird. Man wartet,
bis etwa sich bildende Luftblaschen aufgestiegen sind, schlieBt
die Hdhne A und B, wascht die Raume 2 und 4 erst einige Male
mit Wasser, dann mit etwas ,,Seitenfliissigkeit’* aus und fiillt
diese beiden Réume mit Seitenfliissigkeit und befestigt den
Apparat provisorisch an einer Stativklammer in der durch die
Zeichnung angegebenen Lage. Jetzt werden die ,,Aufsitze’ mit
ihren Gummistopfen aufgesetzt, so dafl keine Luftblase bleibt.
Nun fiille man mit einer 5 oder 10 ccm fassenden Pipette die
Aufsitze mit der Seitenfliissigkeit und sorge durch geeignetes
Kippen des Apparates dafiir, dall nirgendwo eine Luftblase
bleibt. Der Fliissigkeitsspiegel mufl etwa so hoch stehen, wie in
der Zeichnung angegeben. Der Apparat wird jetzt definitiv an
dem Stativ befestigt und vorlaufig Hahn C geschlossen.

Jetzt werden die Vorrichtungen zur Depolarisation getroffen.
In den Aufsatz, der zur Anode werden soll, schiittet man von
oben etwa 1 g KCI oder NaCl ein und sorgt durch sanftes Auf-
und Abfahren mit einem Draht dafiir, daBl das Salz nicht ganz
am Boden bleibt, sondern dafl ein wenig auch in dem oberen
Teil des Aufsatzes gelost wird. Dann fiigt man in den anderen
Aufsatz etwa 0,2 g CuCl,. Dieses soll ganz auf den Boden fallen.
In die mit KCl beschickte Aufsatzéffnung steckt man ein langes
Streifchen blankes Silberblech, in die andere einen Kupferdraht, wel-
cher sorgfiltig bis auf das blank gelassene unterste Ende paraffiniert
ist, damit der Strom nur ganz unten, wo sicher gelostes Cu-Salz
sich befindet, austreten kann. (Die Isolation der kauflichen
isolierten Drahte geniigt nicht.) Das Silberblech wird mit posi-
tivem (Lackmus bliuenden) Pol eines Gleichstroms von 110 oder
220 Volt verbunden; dieser Strom bleibt aber vorlaufig an irgend-
einer Stelle auBlerhalb des Apparates gedffnet. Eine Glithlampe
wird zweckm#Big in den Stromkreis als Sicherung eingeschaltet.

Der Hahn C wird jetzt gedffnet, damit die beiden Fliissigkeits-
saulen sich auf gleiches Niveau einstellen. Ist das geschehen,
so wird der Hahn wieder geschlossen, ohne sonst die Stellung
des Apparates zu verindern. Jetzt werden die Hihne A und B
gedffnet. Man iiberzeuge sich durch 5 Minuten langes Beob-
achten, dal 1. die Grenze zwischen der Himoglobinlgsung und
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der farblosen Losung beiderseits scharf bleibt und nicht ver-
schoben wird, 2. dafl die Hdhne A und B nach auBlen gut
schlieBen und kein Tropfen Wasser durch sie nach auflen tropft.
Ist das alles besorgt, so wird schlieSlich der Strom geschlossen.
Nach 30 Minuten sieht man, daB die ganze Himoglobinsiule
einige Millimeter zur Kathode verschoben ist: die durchaus
scharf bleibende Grenzfliche zwischen roter und farbloser
Fliissigkeit fallt auf der Silberblechseite und steigt auf der
Kupferdrahtseite.

Bildet das Hémoglobin Streifen und Schlieren, so beruht das
stets auf nicht elektrisch verursachten Strémungen durch Er-
schiitterungen oder Wirmestrémungen. Der Zusatz des Zuckers
zur Mittelfliissigkeit setzt die Empfindlichkeit gegen solche Stro-
mungen bedeutend herab.

Hat man sich von der Wanderungsrichtung geniigend iiber-
zeugt, so Offne man den Strom, schlieBe die Hahne A und B,
dann C, ziehe die Elektroden heraus und nehme erst den Kupfer-,
dann den Silberaufsatz einzeln heraus. Man verschliet dazu
mit dem Finger die duBere Offnung und liftet dann die Gummi-
stopfen rasch, so daB nichts von dem Inhalt der Aufsitze in die
Raume 2 bzw. 4 flieBt. Nun entleert man getrennt den Raum 2
und 4 mit einer Pipette, ohne Hamoglobin mitzubekommen,
und priift auf dieselbe Weise wie zu Anfang, ob pg gleich ge-
blieben ist. Dies mufl wenigstens angendhert (innerhalb eines
Spielraums von héchstens == 0,1) der Fall sein.

(Wenn man die pg-Messung mit der elektrometrischen Me-
thode ausfiihrt, kann man zu Beginn und zum SchluB des Ver-
suchs nicht nur die Seitenfliissigkeit, sondern auch die gefirbte
Mittelfliissigkeit messen.)

Resultat: bei pg= 6 wandert Hamoglobin zur Kathode, oder
es ist positiv geladen.

Benutzt man eine Losung mit pg = etwa 8, so wandert Hamo-
globin zur Anode. Dafiir wiirde sich empfehlen:

Mittelfliissigkeit: 30 ccm verdiinntes Blut (wie oben, 20- bis
40fach mit destilliertem Wasser verdiinnt), + 0,1 ccm m/3 prim.
Phosphat + 3,0 com m/3 sekund. Phosphat + 0,5 g Zucker.

Seitenfliissigkeit: 90 ccm destilliertes Wasser + 0,3 cem m/3
prim. Phosphat + 9,0 ccm m/3 sekund. Phosphat. pg etwas > 8.

Der isoelektrische Punkt, an dem gar keine Wanderung ein-
tritt, liegt bei pg = 6,8.

Hat man von dem Versuch S. 68 noch etwas denaturiertes
Albumin, so kann man die Versuche auch mit diesem machen.
Man sieht hier die triibe Fliissigkeit sich ebenso verschieben wie
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die Hamoglobinlosung. Geeignete Zusammensetzung der Lo-
sungen

fiir anodische Wanderung: Mitte Seite
norm. Natriumazetat ccm . 0,5 ! 1,5
0,1 norm. Essigsdure . . . 0,5 1,5
verdiinntes Eiweil . . . . 30,0 Wasser 90,0

fir kathodische Wanderung:
0,1 norm. Natriumazetat . 0,2 | 0,6
norm. Essigsdure . . . . . 1,0 3,0
verdiinntes Eiwei . . . . 30,0 Wasser 90,0.

53. Ubung.
Die quantitative Bestimmung der kataphoretischen
Geschwindigkeit.

Der in der vorigen Ubung beschriebene Apparat kann nur
als Nullinstrument benutzt werden, d. h. zur Feststellung des-
jenigen pp, bei dem die Wanderungsrichtung soeben umkehrt;
er geniigt nicht, um die absolute
il GroBe der Wanderungsgeschwin-
i digkeit unter der Kraftwirkung
| eines gegebenen elektrischen Fel-
des zu messen, denn da infolge
der verschiedenen Weiten des
Stromweges (Glashidhne, seitliche
Aufsitze) das Feld nicht homogen
ist, kann man den Spannungs-
abfall pro cm, das MaB der Feld-
stirke, nicht berechnen. Dies
kann man mit dem in Abb. 16
abgebildeten Apparat, welcher
iibrigens ebenso gut als einfaches
Nullinstrument benutzt werden
kann. Das Glasrohr hat iiberall,
auch in den Hahnbohrungen, die gleiche Weite. Zur Strom-
zufithrung werden nicht direkt metallische Elektroden benutzt,
sondern U-férmig gebogene Glasrohre, welche mit einer Gallerte
aus KCl-Agar gefiilllt werden. (3 g Agar werden mit 100 g Agar
verkocht und 10 g KCl aufgelost) Jedes der beiden Glasrohre
taucht mit seinem einen Schenkel in die Enden des Uberfithrungs-
rohres, mit dem anderen Schenkel in eine Flasche mit 10proz.
CuSO0,-Losung, in welcher spiralig gewickelte, blanke Kupfer-
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drahte als Elektroden stecken. Die Glasrohre werden mit einem
Stativ derartig befestigt, daB ihre Enden bis zu dem spitzwink-
ligen Knick des Uberfithrungsrohres herunterragen. Diese Glas-
rohre sollen nicht tiberflissig lang sein. Die Weite des Glasrohres
mul} so beschaffen sein, dafl zwischen ihm und dem Rande des
Uberfiihrungsrohres nicht ein bloB kapillarer Raum, sondern
geniigend Spielraum bleibt und ein gut definiertes oberes Niveau
des Wasserstandes sich ausbildet, andererseits darf es nicht iiber-
flissig eng sein, um den Widerstand nicht unnétig zu erhdhen,
denn die Berechnung des Stromfeldes beruht auf der Annahme,
dafl der Widerstand der Agarzuleitung verschwindend klein ist
gegeniiber dem Widerstand des Uberfiihrungsrohrs. Nur die
aullerste Spitze des Agarrohres, welche in den spitzwinkligen Teil
des Abfiihrungsrohres hineinragt, darf etwas enger ausgezogen
werden.

Stromaquelle

Stromertratime

Abb. 17. Schematische Ansicht einer einfachen Schalttafel.
Der Strom der Elektrizititsquelle (Gleichstrom von 110 oder 220 Volt)
wird zu den gezeichneten 2 Polklemmen gefiihrt. Der in den Uberfiihrungs-
apparat zu schickende Strom wird aus zwei anderen Polklemmen abge-
nommen. W, und W, sind regulierbare Gleitwiderstinde, ein gréberer
und ein feinerer. A4 Ampéremeter, V Voltmeter, beide mit drei MeB-
bereichen ; das Ampéremeter genau ablesbar zwischen 3 und 0,001 Ampére;
das Voltmeter ablesbar zwischen 220 und 0,001 Volt. 1 Umstellvorrichtung
fiir die verschiedenen Mefibereiche des Ampéremeters, 2 ebensolche fiir,
das Voltmeter. 8.8 Sicherungen. H Einschalter fiir den Strom. N Ein-

schaltung fiir Stromentnahme durch NebenschluB.

Die beiden Seitengefale sind mit einer Millimeterteilung ver-
sehen, welche so weit um den Umfang des Glases herumgefiihrt
ist, daBl eine parallaxefreie Ablesung moglich ist. Als Versuchs-
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beispiel kann man eine kolloidale Mastixldsung wahlen, welche
wie in Ubung 4 hergestellt wird; man mache eine kraftig ge-
triibte, fast milchige Losung. Um sie spezifisch schwerer zu
machen, fiigt man etwa 1 vH. Zucker hinzu, auBlerdem gibt man
z. B. 1/5, Volumen einer Phosphatmischung ,,8“ hinzu. Als
Seitenlosung benutzt man ebenfalls eine 20fach verdiinnte Phos-
phatmischung ,,8°, aber ohne Zucker und ohne Mastix. Der
Zusatz der Phosphate dient dazu, erstens das p, genau zu defi-
nieren, denn vom p, héngt die Wanderungsgeschwindigkeit ab;
zweitens die Leitfshigkeit der Mittel- und Seitenfliissigkeit gleich
und daher das elektrische Feld homogen zu machen. Ohne Salz-
zusatz wiirde die Leitfahigkeit der Losung nur von den spurweise
vorhandenen Verunreinigungen abhiangen, welche wahrscheinlich
in der Mittelfliissigkeit und in der Seitenfliissigkeit verschieden
sein werden. Im {iibrigen ist das Verfahren wie das der vorigen
Ubung. Sobald bei der Kataphorese das Niveau der Mastix-
siule den Nullpunkt der Graduierung erreicht hat, notiert man
die Zeit und miBt von nun an die Geschwindigkeit der Bewegung.
Die Stiarke des elektrischen Feldes wird bestimmt, indem man
die angelegte #ufere Spannung durch die Linge des Stromweges
von einer Agarspitze zur anderen durch den ganzen Apparat
hindurch, ausgedriickt in Zentimetern, dividiert.

Die Regulierung der duBleren Spannung geschieht zweckméBig
durch eine Schalttafel, mit der man von der Lichtleitung be-
liebige Spannung abnehmen kann. Empfehlenswert sind 50, 100
oder 200 Volt. Von der Schalttafel wird der Strom iiber einen
Stromwender (Wippe) in den Uberfiihrungsapparat gefiihrt.

Dieser Uberfiithrungsapparat hat auch den Vorteil, dal seine
Depolarisationsvorrichtung symmetrisch funktioniert. Man darf
withrend der Beobachtung durch Stromwendung den Vorgang
umkehren, wihrend bei dem vorigen Apparat (52. Ubung) die
Stromrichtung vorgeschrieben ist.

Es fand sich in einem solchen Versuch folgendes: Lange des
Stromweges zwischen den Agarspitzen 32 cm: angelegte &ulere
Spannung 100 Volt, Stirke des Stromfeldes daher 3,2 Volt/cm.
Etwa 8 Minuten nach Stromschlufl passiert das scharfe Niveau
des Mastix den Nullpunkt der Graduierung. Nunmehr steigt
das Niveau in je 2 Minuten um 1,0 mm; also umgerechnet auf
eine Feldstirke von 1 Volt/em pro Minute um 0,157 cm, oder
pro Sekunde um 2,62.10—2cm. Man iiberzeuge sich, daB bei
Verdoppelung der angelegten Spannung, also auf 200 Volt, die
Geschwindigkeit verdoppelt wird, oder bei Halbierung der Span-
nung halbiert wird, ferner dal bei Wendung des Stromes die
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Geschwindigkeit in umgekehrter Richtung, aber von derselben
Grofle ist. Bei allen diesen Manipulationen mufl wenigstens fiir
langere Zeit eine scharfe Grenzflache zwischen der Mastixlésung
und der klaren Fliissigkeit bestehen bleiben.

54. Ubung.
Elektrische Kataphorese von roten Blutkérperchen bei
Beobachtung im Mikroskop?).

Zur fehlerfreien Beobachtung der Elektrokataphorese im mikro-
skopischen Préparat bedarf es einer zweckmaBig hergestellten
Kammer. Wenn man einfach einen Tropfen der Suspension
zwischen Objekttrager und Deckglas ausbreitet und in dieser
kapillaren Schicht die Kataphorese beobachtet, so erhalt man
triigerische Resultate, die man sofort verstehen wird, wenn man
sich die Theorie dieser Erscheinung klar macht. Diese ist nidm-
lich folgende: Legt man an die beiden Enden einer mikrosko-
pischen Kammer eine elektrische Spannung an, so tritt erstens
eine Bewegung der suspendierten Teilchen gegen die Fliissigkeit
ein: die eigentliche elektrische Kataphorese, welche man beob-
achten will. Auflerdem aber wird die Grenzschicht der Fliissigkeit
gegen die obere und die untere Wand der Kammer verschoben,
weil Wasser in Beriihrung mit der Glaswand eine elektrische
Ladung annimmt, in der Regel eine positive Ladung. Denken
wir uns zundchst die Kammer geschlossen, so hat diese Ver-
schiebung der obersten und der untersten Wasserlamelle zur
Folge, dal das Wasser in der Mittelschicht zuriickstrémen mu8,
um auszuweichen. Denken wir uns das Wasser in der Kammer
in zahlreiche diinne horizontale Lamellen zerlegt, so stromt also
die oberste und die unterste Lamelle unter der Wirkung einer
angelegten Spannung zur Kathode, die mittelste Lamelle zur
Anode. Die dazwischen liegenden Lamellen zeigen alle Uber-
gange dieser Bewegungen. Die kathodische Geschwindigkeit
nimmt daher von oben her mit zunehmender Tiefe der Schicht
ab, ist in einer bestimmten Kammertiefe gleich 0, kehrt weiterhin
um, hat in der mittelsten Schicht den groften Betrag in ano-
discher Richtung, und in der unteren Hilfte der Kammer wieder-
holt sich dieses symmetrisch. Diese Strémung des Wassers addiert
sich zu der kataphoretischen Bewegung der suspendierten Teil-
chen, und nur in denjenigen Schichten beobachtet man die kata-
phoretische Bewegung der suspendierten Teilchen in reiner

1) In Anlehnung an HOBER, R.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 101,
607. 1904 vereinfacht und modifiziert.
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Form, in welchen die Wasserstromung gleich 0 ist. Nach
v. SMOLUCHOWSKI!) herrscht in denjenigen beiden Schichten
keine Wasserstromung, welche von der oberen Kammerwand die

1 1
Entfernung d (2-i 19 haben, wo d die ganze Tiefe der
Kammerschicht bedeutet, d. h. also rund in der Schicht t/; d

und ¢/5 d

Zu exakten Beobachtungen der Kataphorese ist es daher
erforderlich, dal die suspendierten Teilchen wéhrend der Be-
obachtung sich nicht wesentlich sedimentieren, weil sie dabei
ihre Schichthéhe verindern. Dies ist bei Blutkérperchen kaum

) =i ////
///////////I/////I//I /

Abb. 18. Elektrische Kataphorese. Rechts oben die mikroskopische Kammer allein.

zu erreichen, die Beobachtungen sind hier daher im wesentlichen
qualitativer Natur. Ein giinstigeres Objekt sind Bakterien,
z. B. Staphylokokken, an denen man die Umkehr der Bewegung
von den Réandern der Kammer nach der Mitte zu recht gut be-
obachten kann.

Die Kammer stellt man sich am einfachsten folgendermafen
her: auf einen Objekttrager werden, wie in Abb. 18, oben, zwei
Leisten aus nicht zu diinnen Deckglasstreifen (0,1—0,2 mm dick)
mit Kanadabalsam (oder recht gut auch mit Paraffin) aufgekittet,
nach mehrtigigem Trocknen vom iiberflissigen Balsam befreit,
die zu untersuchende Suspension in die Kammer eingefiillt und
die Mitte der Kammer durch ein Deckglas bedeckt. Die Fliissig-

1) In Grirz: Handbuch der Elektrizitat 2. 1912; unverdnderter
Abdruck in der 2. Auflage 1920.
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keit muB sich also tiber den vom Deckglas bedeckten Raum
nach beiden Seiten noch fortsetzen.

In diese iiberragenden Fliissigkeitstropfen wird rechts und
links die Elektrode eingetaucht. Diese besteht aus einem passend
gebogenen Glasrohr, welches an einem Ende in eine feine Spitze
ausgezogen ist. Es ist mit einer Losung von 10 vH. NaCl oder
KCl in 3proz. Agar gefiillt. Das andere Ende dieses Agarrohrs
taucht in eine Flasche mit ebenso starker oder gessttigter Salz-
losung. In diese Salzlosung tauchen die metallischen Elektroden
ein, die mit den Polen eines Gleichstroms von 100 Volt verbunden
werden. Die Stromleitung ist durch einen Stromschliissel vor-
laufig unterbrochen, der in der Nahe des Mikroskops steht.

Fir kurzdauvernde Einzelversuche kann man als Elektrode
einfach Kupferdrihte benutzen. Fiir lainger dauernde Versuchs-
reihen ist folgende Anordnung zu empfehlen. Der Agarheber
taucht wie vorher in die Salzlosung; diese ist durch einen zweiten
Glasheber, der wiederum mit KCl-Agar gefiillt ist, mit einer
zweiten Flasche verbunden, die mit 10proz. Losung von CuSO,
gefillt ist, und in diese erst tauchen die Kupferdrahte.

Als Versuchsobjekt nimmt man eine 50fache Verdiinnung
irgendeines defibrinierten Blutes in 0.85 vH. NaCl-Lésung
oder eine recht diinne Aufschwemmung von Staphylokokken
in Wasser.

Man beobachtet im Mikroskop, bis das Stromen der Blut-
korperchen aufgehért hat, am besten mit einem Fadenkreuz-
oder Mikrometerokular. Jetzt wird der Strom geschlossen. Die-
jenigen Blutkorperchen, welche sich in der mittleren Tiefe der
Kammer befinden, stréomen dann energisch zur Anode. Wendet
man den Strom, so #ndert sich auch die Strémungsrichtung,
immer zur Anode hin.

Besonders bei Bakterien kann man beobachten, dall die
oberste und unterste Schicht sich in umgekehrter Richtung wie
die mittlere Schicht bewegt. Mafigeblich fiir die wahre Kata-
phorese ist die mit der Mikrometerschraube aufzusuchende
Schichttiefe 0,2 d und 0,8 d. Insbesondere bei Blutkorperchen
ist die Beobachtung der allerobersten Schicht deshalb unmdéglich,
weil die Korperchen zu schnell sedimentieren, und die Beobach-
tung der untersten Schicht ist ebenfalls unmoglich, weil die Blut-
korperchen an ihr ankleben. Immerhin aber ist die Beobachtung
der geforderten Schichten noch mbglich, und rein qualitativ
kann man sich an die Beobachtung der mittleren Kammertiefe
halten, in welcher die Bewegung von der der geforderten Schich-
ten nicht allzusehr abzuweichen pflegt.
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Setzt man zu einer solchen Blutkérperchenaufschwemmung
eine Spur Aluminiumchlorid, so ist die Wanderungsrichtung um-
gekehrt, zur Kathode.

Mit derselben Versuchsanordnung kann man -auch bei Ver-
wendung eines Ultrakondensors auch kolloide Losungen (Mastix,
Eiweil usw.) untersuchen.

55. Ubung.

Mikroskopische Beobachtung der elektrischen
Kataphorese in einer Olsuspension.

Die in der vorigen Ubung beschriebene Versuchsanordnung
gestattet nicht gut, die Stirke des elektrischen Feldes zu be-
rechnen, weil die Stromzuleitung durch die Agarrohre meist
einen nicht zu vernachlissigenden Widerstand im Vergleich zu
dem Widerstand in der Kammer hat. Sie hat aber den Vorteil,
daB ihre Depolarisation auch bei groBen Stromstirken sehr gut
ist. Fir Objekte, bei denen man mit kleineren Spannungen aus-
kommt, kann man mit einer Anordnung arbeiten, welche die
genaue Berechnung des Potentialabfalles pro Zentimeter ge-
stattet. Fiir groBere Spannungen versagt sie, weil ihre Depola-
risation dann ungeniigend wird und in der Kammer sich Gas-
blasen an den Elektroden entwickeln. Die Anordnung unter-
scheidet sich von der vorigen nur dadurch, dafl man statt der
Agarzuleitung direkt Kupferdrihte benutzt. Je ein blanker
Kupferdraht wird entsprechend eingeknickt (etwa wie ein Strom-
abnahmebiigel der StraBenbahn), dal man ein geradliniges Stiick
Kupferdraht gerade so zwischen Deckglas und Objekttrager der
oben beschriebenen Kammer einklemmen kann, dal er den Spalt
einigermaBen dicht verschliet. Statt des aufzulegenden Deck-
glases verwende man ein Stiick eines nicht zu dicken Objekt-
triagers, welches man mit einer Objekttischklammer festklemmen
kann. Vor der Benutzung werden die Kupferdrihte gegliiht,
um sie mit einer Oxydschicht zu iiberziehen. Diese Kupferdriahte
werden unmittelbar als Elektroden benutzt. In schlechtleitenden
Fliissigkeiten kann man sie bei Spannung von ungefdhr 10 Volt
benutzen, ohne daB sich Gasblasen bilden. Ein geeignetes Ver-
suchsobjekt ist eine durch Zerschiitteln in Wasser hergestellte
Emulsion von Anilin. Die nétigen 10 Volt kann man z. B. der
Lichtleitung mit Hilfe einér Schalttafel mit NebenanschluB-
vorrichtung entnehmen. Die Berechnung der Feldstérke ge-
schieht, indem man die angelegte Spannung durch die Entfernung
der Kupferdrahte voneinander, in Zentimetern, dividiert; sonst
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gilt dasselbe wie in der vorigen ﬁbung. Man findet fiir Anilin-
tropfchen in Wasser eine Geschwindigkeit von etwa 107%cm
pro Sekunde bei einer Feldstirke von 1 Volt/cm.

56. Ubung.
Elektrische Endosmose durch eine Tonzelle.

Der Apparat hat folgende Anordnung!) (Abb. 19). Die Ton-
zelle (Pukallfilter) A wird an einem Stativ in dem grofen Becher-
glas B schwebend gehalten. A ist mit dem doppelt durchbohrten

Abb. 19. Elektroendosmose.

Stopfen 1 verschlossen. Durch die eine Bohrung geht das Glas-
rohr 2, welches unten umgebogen ist. Es ist mit einer Gallerte
von 3proz. Agar in gesittigter KCl-Losung gefiillt (s. S. 170).
Das Ende des aufgebogenen Teiles, 3, ist frei von der Gallerte,
um ein Herabsinken der allméahlich herausdiffundierenden starken
KCl-Lésung zu verhindern. Nach oben setzt sich das Rohr in
den Gummischlauch 4 fort, der den Trichter 5 am anderen Ende
tragt. Der Schlauch und der Trichter ist mit gesattigter KCI-
Losung gefiillt. A und B werden mit der gleichen Losung gefiillt,
z. B. 1/1000 nKCl-Losung.

1) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen alterer Physiker
(WIEDEMANN, QUINCKE u. a.) modifiziert.
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Die andre Bohrung des Stopfens tragt das Glasrohr 6, das
vermittelst des Gummistiicks 7 in das Steigrohr (graduierte 1 ccm-
Pipette) 8 iibergeht. Indem der Gummistopfen 1 geliiftet wird,
saugt man vom Ende der Pipette die Rohre 6, 7, 8 voll Fliissigkeit
und schliefit sofort den Stopfen wieder. Andererseits taucht in das
grole Becherglas das mit KCl-Agar gefiillte Glasrohr 9, von
gleichem Bau wie 2; es endet oben vermittelst eines Gummi-
stiicks in den Trichter 10, der mit gesittigter KCl-Losung ge-
fillt ist. In den Trichter 5 und 10 taucht je eine Elektrode von
gleicher Beschaffenheit. Sie besteht aus dem mit KCl-Agar ge-
fillten Glasheber 11, der andererseits in eine mit 10proz. CuSO,-
Losung gefiillte Flasche 12 taucht. In diese ragt der Kupfer-
draht 13 als Stromzufiihrung hinein.

Man gebe dem Steigrohr 8 eine ganz schwache Neigung (5—10°),
so daf} das Flissigkeitsniveau irgendwo an der Kalibrierung der
Pipette steht. Man iiberzeugt sich, dafl das Niveau einerseits
sich auf einen festen Stand einstellt, andererseits bei Bewegungen
der Pipette frei spielt. Nun schliefit man eine elektrische Gleich-
stromleitung von 110 oder 220 Volt an. Beim Stromschluf} tritt
eine Bewegung des Wassers ein, und zwar wird es von der Ka-
thode angezogen. Bei Wechsel der Stromrichtung geht es um-
gekehrt, stets zur Kathode. Die Tonzelle ist also negativ, das
Wasser positiv geladen. Man erhilt Wasserbewegungen, die als
langsames Kriechen des Niveau leicht erkennbar sind; z. B. in
der Minute 0,1-—0,2 ccm.

57. Ubung.
Elektrische Endosmose durch eine Kollodiummembran?).

Die Anordnung ist die gleiche, nur ersetzt man die Tonzelle
durch eine Kollodiummembran. Sie wird zweckméBig folgender-
maflen hergestellt. Ein zylindrisches Glasgefal von 15 cm Héhe
und 3 cm Durchmesser ist an dem einen Ende zu einem 3 mm
breiten plangeschliffenen Wulst aufgetrieben. Dieser wird auf
ein rundes, mit Kollodium bestrichenes Stiick Filtrierpapier auf-
gedriickt und dieses an den Réndern umgebogen und an die ab-
geschrigte Auflenwand des Glaswulstes auch noch mit Kollodium
aufgeklebt. Das Filtrierpapier wird dann noch aulen und innen
mit einer diinnen Schicht Kollodium begossen und getrocknet.
Man iiberzeuge sich von der Dichtigkeit des Verschlusses und
setze diesen Zylinder an die Stelle des Pukallfilters im vorigen

1) In Anlehnung an Logs, JAcQUES: Journ. of gen. physiol. 1. 1918,
mit einigen Anderungen.
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Versuch. Das Resultat ist das gleiche, die Wasserbewegung nur
langsamer. Durch eine Kollodiummembran wandert das Wasser
unter allen Umstinden immer nur nach der Kathode; ist die
Losung (statt 1:1000 KCl) eine starke Saure (1/100 nHCI)
oder AlCl;, so ist die Wanderung allerdings sehr trige oder hort
sogar ganz auf. Aber niemals tritt eine Umladung ein.

Durchtrankt man eine Kollodiummembran einige Stunden
mit 1proz. Gelatinelosung, so verhilt sie sich wie eine Gelatine-
membran?). Sie hat in saurer Losung positive (also das Wasser
negative), in alkalischer Losung negative (das Wasser positive)
Ladung. Al'*-Ionen wirken ebenso wie H'-Ionen.

Auch kann man ohne Kollodiumgrundlage eine Membran aus
Gelatine oder Agar herstellen, indem man ein Blatt Filtrier-
papier an den Glaszylinder mit der fliissigen Gallerte anklebt
und eine Schicht der Gallerte auf das Papier gieft. Gelatine
verhalt sich ebenso wie die gelatinierte Kollodiummembran, am-
photer. Agar ist stets negativ geladen, wie reines Kollodium.

X. Adsorption.

58. Ubung.

Ubersicht iiber die Typen der Adsorptionsmittel
und Adsorbenda?).

Es gibt verschiedene Typen von Adsorbentien:

1. Xohle. Sie ist von allen bekannten Adsorbentien das
wirksamste und vielseitigste, adsorbiert Elektrolyte und Nicht-
elektrolyte, saure und basische Farbstoffe, in besonders hohem
MaBe oberflachenaktive Nichtelektrolyte.

Man verwende ,,Carbo animalis“ Merck. Sie ist nicht ganz
frei von Asche. Ihr Feuchtigkeitsgehalt betragt unter gewéhn-
lichen Bedingungen gegen 20 vH. und kann fiir die folgenden
Versuche unberiicksichtigt bleiben.

2. Unlosliche Pulver von elektrolytartigem Charakter (unlés-
liche Salze, Sauren, Basen). Sie haben gegen reines Wasser ent-
weder eine negative Ladung (Typus: Kaolin) oder, seltener, eine
positive Ladung (Typus: Eisenhydroxyd).

3. Organische (,,indifferente’“) Substanzen vom Charakter der
Zellulose (Filtrierpapier, Baumwolle, negativ geladen).

1) Loxs, JAcQUEs, L c.

2) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen von FrREUNDLICH, H.:
Zeitschr. f. physikal. Chem. und MicEAELIS, L. und Roxa: Biochem.
Zeitschr., mehrere Arbeiten, ebenda 1908, 1919, 1920.

Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl. 9
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4. Organische ,,amphotere” Substanzen vom Typus des Ei-
weil} (Seide, Wolle, fixiertes Gewebseiweil3).

Man bereite folgende Losungen als Adsorbenda:

1. Gesattigte whssrige Losung (s. S. 83) von Tributyrin oder
Heptyl- oder Oktylalkohol, als Typus eines stark oberflichen-
aktiven, schwerloslichen Stoffes.

2. 0,1 n-Essigsdure, als Typus eines sehr schwachen Elektro-
lyten mit deutlicher, aber nicht exzessiver Oberflichenaktivitit.

3. Etwa 0,1 n-Azetonlésung (0,58proz. Lésung), als Typus
eines Nichtelektrolyten von gleicher Oberflichenaktivitat wie
Bssigsaure.

4. Eine 2proz. Losung von Traubenzucker als Typus eines
nicht oberflichenaktiven (die Oberflachenspannung sogar etwas
erhohenden) Nichtelektrolyten.

5. Eine Losung von Eosin 1:10000 als Typus eines nicht
kolloidalen sauren Farbstoffes.

6. Eine Losung von Kongorot 1:10000 als Typus eines
kolloidalen sauren Farbstoffes.

7. Eine Losung von Methylenblau 1:10 000 als Typus eines
basischen Farbstoffes.

Man benutzt fiir jeden Versuch 100 ccm Fliissigkeit, 2 g Kohle
bzw. 20 g Kaolin bzw. 20 g Eisenhydroxyd. FEine Probe der
Flissigkeit wird vorher analysiert; das mit dem Adsorbens ver-
setzte Gemisch wird in einer Flasche 3 Minuten geschiittelt, fil-
triert und das Filtrat nochmals analysiert.

Die Analyse der Essigsaure : durch Titration gegen 0,1 n-Natron-
lauge (Phenolphthalein). Azeton: jodometrisch. Traubenzucker:
polarimetrisch.

Tributyrin (bzw. Heptyl-, Oktylalkohol) stalagmometrisch;
Vergleichung der Tropfenzahl vor und nach der Adsorption. Bei
den Farbstoffen ist keine Analyse erforderlich.

Man findet fiir Kohle: Tributyrin (bzw. Heptyl- oder Oktyl-
alkohol) wird von der Kohle véllig adsorbiert. Das Filtrat zeigt
die Tropfenzahl des reinen Wassers.

Essigsdure und Azeton werden zu einem deutlich erkennbaren
Bruchteil adsorbiert.

Traubenzucker wird sehr wenig, wenn auch nachweisbar ad-
sorbiert. Nimmt man 3—4 mal soviel Kohle, wird die Adsorption
deutlicher.

In allen Farblosungen wird der Farbstoff total adsorbiert.

Fiir Kaolin: Tributyrin (bzw. die genannten Alkohole) werden
gar nicht adsorbiert. Azeton wird gar nicht adsorbiert. Trauben-
zucker wird gar nicht adsorbiert.
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Also: Die Oberflichenaktivitat eines Stoffes hat gar keinen
analytisch nachweisbaren EinfluB} darauf, ob er von Kaolin ad-
sorbiert wird. )

Eosin wird gar nicht adsorbiert. Dagegen wird Methylenblau
und Kongorot adsorbiert.

Also: Basische Farbstoffe werden adsorbiert; saure hochstens
dann, wenn sie kolloidal sind.

Fir Eisenhydroxyd alles ebenso wie fiir Kaolin, nur mit
dem Unterschied, dafl saure Farbstoffe adsorbiert werden, nicht
aber basische (Methylenblau).

Hieraus sieht man, daf} die Adsorption der sogenannten ober-
flichenaktiven Stoffe nicht allein von der dargebotenen Ober-
flichengréfe abhingt, sondern auch von der chemischen Natur
der Oberfliche. Es gibt zahlreiche Pulver, die auch bei denkbar
grofiter Oberflichenentwicklung keine Spur eines oberflichen-
aktiven Nichtelektrolyten adsorbieren (Kaolin, Eisenoxyd).

59. Ubun g.
Die Verdringungserscheinungen.

Zwei in Losung befindliche adsorbierbare Stoffe verdriangen
einander von der adsorbierenden Oberfliche. Ist der eine an
sich schon schwer adsorbierbar, so kann er durch einen besser
adsorbierbaren ganz an der Adsorption gehindert werden.

a) 100 cem 0,1 n-Essigsdure 4 5 ccm Wasser +2 g Kohle:
Filtrat enthalt weniger Essigsdure als vorher.

b) 100 ccm 0,1 n-Essigsidure + 5 ccm Azeton+42 g Kohle:
Im Filtrat ist der Essigsidureverlust geringer.

Ferner: a) 100 cecm 2proz. Traubenzuckerlésung+ 5 com
Wasser 4 5 g Kohle. Das Filtrat zeigt einen deutlichen Verlust
an Zucker.

b) 100 com 2proz. Traubenzuckerlosung + 5 ccm  Azeton +
5 g Kohle. Das Filtrat hat denselben Zuckergehalt wie vor der
Adsorption.

Die beiden Versuche b) stelle man einmal so an, daB zuerst
der eine Stoff mit der Kohle in Berithrung gebracht, dann der
andere, und darauf ein zweites Mal umgekehrt: Das Resultat
ist das gleiche. Diese Adsorption ist reversibel, es entsteht ein
echtes Gleichgewicht.

60. Ubung.
Adsorption der Elektrolyte und der Farbstoffe.

Die Adsorption eines Elektrolyten setzt sich additiv zu-
sammen aus der seiner Ionen. Von allen physiologisch in Be-
%
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tracht kommenden Ionen werden die H'- und OH’-Ionen am
starksten adsorbiert. Daher wird HCl oder NaOH viel stirker
adsorbiert als NaCl.

Man versetze je 100 ccm einer 0,1 molaren Losung dieser
drei Stoffe mit 15 g Blutkohle. Bei NaCl ist eine Adsorption nur
soeben nachweisbar (Cl-Titration), bei HCl und NaOH ist sie
fast vollkommen?).

Die Adsorption von HCl wird dyrch die Anwesenheit von
NaCl gefordert (Gegenstiick des Verdréingungsgesetzes):

100 cem 0,01 nHCl+ 1 g Kohle. Das Filtrat ist etwa 0,006 n
an HCL

100 cem einer Lésung von 0,01 nHCI + etwa nKCl, d. h. eine
Mischung von 1cem nHCI und 99 com nKCl+ 1 g Kohle: das
Filtrat ist etwa 0,0045 n an HCI.

Die Adsorption von Filtrierpapier (Zellulose) wird am ein-
fachsten durch die Methode der ,,Kapillarisation® gepriift. Man
taucht 1 cm breite, 20 cm lange Streifen Filtrierpapier in Lo-
sungen (lpromill.) von Methylenblau, Eosin und Kongorot.
Methylenblau ist ein basischer Farbstoff. Er wird stark ad-
sorbiert, daher steigt der Farbstoff nicht weit, das in die Hohe
gesaugte Wasser ist bald farblos. Eosin ist ein echt geloster saurer
Farbstoff. Er wird schlecht adsorbiert und steigt daher sehr
hoch, fast so hoch, wie das Wasser. Kongorot ist zwar auch ein
saurer Farbstoff, aber ein kolloider. Er wird wie Methylenblau
adsorbiert. Es ist sehr wahrscheinlich, daBl das adsorbierende
Vermogen der Zellulose fiir nicht kolloidale Farbstoffe an die
stets vorhandenen Beimengungen von Aschebestandteilen, vor
allem Kalziumsilikat, gebunden ist.

Taucht man den Streifen in eine Losung von eosinsaurem
Methylenblau (einige Tropfen May-GrUNwaLDsches Farbgemisch
in 10 ccm destilliertes Wasser), so trennen sich die Farbstoffe.
Das Eosin kriecht weiter als das Methylenblau. Verdiinnt man
jedoch das Farbgemisch nicht mit Wasser, sondern mit Chloro-
form, so kriecht das Methylenblau héher als das Eosin.

Man versetze eine 1proz. wallrige Losung von Eosin mit etwas
verdiinnter Salzsdure und schiittle 10 com davon mit 10 ccm
Xylol durch. Nachdem das Xylol sich abgesetzt hat, ist es farblos.
Taucht man einen Streifen Filtrierpapier in das farblose Xylol,
so farbt er sich intensiv rot.

1) Eine durch Verkohlen von reinem Rohrzucker hergestellte und
durch sehr starke Erhitzung ,,aktivierte* Kohle verhilt sich anders; sie
adsobiert HCl, aber nicht NaOH. (MLLER, Journ. Amer. Chem. Soc.
44, 1866 [1922].) . .
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Ein shnlicher Versuch mit einem basischen Farbstoff:

Eine 1promill. wafrige Losung von Nilblau wird mit etwas
NaOH versetzt und mit Xylol ausgeschiittelt. Dieses farbt
sich braunlichrot. Taucht man einen Streifen Filtrierpapier
oder Wolle in diese rote Losung, so wird sie augenblicklich
tiefblau.

Férbt man einen Blutausstrich auf einem Objekttrager (Tech-
nik wie in der klinischen Hamatologie!) nach 1/,stiindiger Fixation
in Alkohol (oder 2 Minuten in Methylalkohol) mit einer diinnen
walrigen Eosinlosung (1 :1000; Zusatz einer Spur Essigsiure
ist forderlich), so farben sich die roten Blutkérperchen und das
‘Protoplasma der polynukleiren Leukocyten. Die Kerne bleiben
farblos. Farbt man mit einem basischen Farbstoff (Methylen-
blau oder Nilblau 1:1000), so farben sich am intensivsten die
Kerne der polynukleriren Leukocyten, bei geniigender Ver-
diinnung des Farbstoffs fast diese allein.

Farbt man ein solches Praparat mit der Losung der Eosin-
siure oder der Nilblaubase in Xylol, so erhidlt man in beiden
Fallen eine diffuse Untergrundsfarbung des Eiweilles der Blut-
flissigkeit. Die Kerne nehmen nicht einmal spurweise selbst
das basische Nilblau an. Die theoretische Deutung dieser fiir die
Histologie bedeutungsvollen Beobachtungen steht noch aus. Sie
mogen als Anregung fiir die Forschung dienen.

Man farbt ein Bakterientrockenpraparat. Eine Platinose
Kolibazillen wird mit einem Tropfen Wasser auf dem Objekt-
triger ausgestrichen, kalt getrocknet, in der Flamme wie iiblich
fixiert und mit einer 1proz. Lésung von Methylenblau einige
Minuten geféirbt. Beim Abspiilen mit Wasser haftet die Farbung
fest. Diese Adsorption ist ,,irreversibel®, d. h. nicht auswaschbar.
Wenn man aber mit einer 1proz. Losung von Bismarckbraun
oder Chrysoidin (beides basische Farbstoffe wie Methylenblau)
nachférbt, wird das Methylenblau extrahiert und an seine Stelle
tritt der zweite Farbstoff.

Ein wenig analog ist folgender Versuch. Invertase (Herstellung
s.8.194, vierfach verdiinnte Stammlésung) wird mit reichlichen
Mengen kolloider Eisenhydroxydlésung (gleiches Volumen 4fach
verdiinnter Eisenlosung) versetzt. Hs entsteht eine dichte Fil-
lung, welche bis zu 100 vH. des Ferments der Liosung entrissen
hat. Das Filtrat ist dann wirkungslos auf Sacharose (Beobachtung
im Polarisationsapparat). Auch beim Schiitteln mit Wasser gibt
der Niederschlag kein Ferment ab. Versetzt man aber den Nieder-
schlag mit einer 5proz. Sacharoselésung, so wird diese invertiert.
Filtriert man die Losung nach 1/,stiindigem sanften Schiitteln
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ab, so geht die Invertierung im Filtrat immer weiter. Das
Ferme, ist also durch den Zucker vom Niederschlag abgelost
worden?).

Im Falle Methylenblau-Chrysoidin hat sich das Chrysoidin
an die Stelle des adsorbierten Methylenblau gesetzt; in dem
Falle des Ferments ist die Ablosung durch den Zucker vermittelst
eines noch ungeklarten Mechanismus erfolgt.

61. Ubung.
Die FREUNDLICHSche Adsorptionsisotherme.

Variiert man bei konstantem Volumen der Losung und kon-
stanter Temperatur die Menge des Adsorbens und des Adsorben-
dum,sosteht nach eingetretenem Adsorptionsgleichgewicht die Kon-
zentration ¢ des noch in Losung befindlichen Adsorbendum zu
der adsorbierten Menge desselben x in dem Verhiltnis.

X k.o,
m

wo m die Gewichtsmenge der Kohle ist. k ist eine Konstante,
welche von der zufilligen Beschaffenheit der Kohle abhangt und
als ein MaB fiir ihr Adsorptionsvermdgen betrachtet werden
kann, wenn man verschiedene Kohlenproben auf dasselbe Ad-
sorbendum wirken 1a8t. n ist eine Konstante, die von der Art
des Adsorbendum abhingt und in der Regel nicht sehr ver-
schieden von 0,5 ist. Als Versuchsobjekt wird Essigséure oder
Azeton empfohlen. Je 100 cem der Losung, variierend von 0,3 nor-
mal bis 0,002 normal, werden in einer gut verschlieBbaren Flasche,
in welche vorher eine genau abgewogene Menge Kohle von etwa
1 g eingefiillt ist, 5 Minuten geschiittelt, filtriert, der erste Anteil
des Filtrats verworfen und von dem iibrigen eine ausreichende
Menge zur Titration benutzt. Proben der gleichen Losungen
werden ohne Behandlung mit Kohle ebenfalls titriert. Man be-
rechnet die Gesamtmenge des Stoffes, wie sie in 100 ccm ohne
Behandlung mit Kohle gewesen wire, und wie sie nach Maligabe
der Analyse des Filtrats in 10 com nach Behandlung mit Kohle
anzusetzen ist.

Die Menge driickt man am besten in Millimol aus (1 Millimol
Essigsture ist die Menge, welche 1 ccm n. NaOH entspricht;
1 Millimol Azeton= 0,058 g).

1) ErIikssoN, A.: Hoppe-Seylers Zeitschr. physiol. Chem. 72, 313. 1911
und MEYERHOF, O.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 157, 251. 1914.
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Es fand sich z. B.:

In 100 cem Im Filtrat wurden .
der Losung Menge wiedergefunden Adsorbierte Menge
waren ur-
iinglich | 9t Kohle | Millimol | Konzentra-
?;;}_Elglh;’: in pro tion in | Azeton im |pro g Kohle
Millimol 100 cem | Normalitat | 8anzen X
a 1 m F c a—F=x m
0,421 0,8987 0,234 0,0234 0,187 0,208
2,103 1,0320 1,465 0,1465 0,638 0,618
5,257 1,0688 4,103 0,4103 1,154 1,077
10,50 1,0951 8,862 0,8862 1,64 1,498
20,34 1,2425 17,76 1,776 2,58 2,08
30,52 1,2556 26,90 2,690 3,62 2,88

Um k und ¢ zu ermitteln, verfahrt man folgendermafen.
Durch Logarithmieren der Gleichung S. 134 erhilt man

X
og — = log k -+ n - lo

log % ist also eine lineare Funktion von log ¢; n ist die Tan-

gente des Neigungswinkels dieser Geraden; k hat die Bedeutung:
X
log k = logE —n log c.

Ist ¢ =1, so ist nlog c = 0, und logkzlog%-
Wir schreiben zuniichst die einander entsprechenden Werte

von log% und log ¢ hin:

x
log n log ¢

— 0,682 — 1,631
— 0,209 — 0,834
+ 0,032 — 0,387
+ 0,176 — 0,052
+ 0,318 + 0,247
+ 0,459 + 0,430

Tragen wir diese in ein Koordinatensystem ein, so erhalten
wir Abb. 20.

Aus dem Diagramm ergibt sich durch graphische Ausmessung:
n=0,52; logk=0,23, also k=1,7.
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k ist von der Wahl der MaBeinheiten abhéngig; definiert
man z. B. nicht, wie hier geschehen, die Konzentration in Mol/Liter,
sondern etwa als Millimol pro 100 ccm, so wird k ganz anders.
Dagegen ist n von der Wahl der Mafeinheiten unabhéngig. Die
gezogene Gerade ist durch geradlinige Interpolation nach Augen-
mal} gezogen, wobei der unterste Punkt nicht beriicksichtigt
wurde. Er weicht recht merklich von der Geraden ab. Das ist

+05 /

, //
HR /
I /
-g5

” L~

1
-15 7 -05 0 +05

log ¢
Abb. 20. Adsorptions-Isotherme fiir Azeton.

kein Versuchsfehler, sondern der Ausdruck dafiir, daB die FREUND-
ricHsche Adsorptionsisotherme nur eine fiir ein gewisses Bereich
annahernd giiltige Interpolationsformel ist.

XI. Einflu der h auf die Fermentwirkung.

In &hnlicher Weise wie auf die Farbe molekulardisperser
Indikatoren (als Typus einer Reaktion im molekulardispersen
System), wie ferner auf den Zustand von Kolloiden, haben von
allen physiologisch in Betracht kommenden Ionenarten die
H-Ionen einen so iiberwiegenden Einfluf auch auf die Ferment-
wirkung, da die Wirkung der anderen physiologischer Weise
vorkommenden Ionenarten dagegen oft fast ganz vernachlissigt
werden darf. Es gibt auch Ausnahmen: Die Wirkung der
Speicheldiastase ist in hohem Mafie auch von der Cl’-Konzen-
tration abhangig. Betrachtet man aber die Cl'-Verbindung der
Diastase als das eigentliche Ferment, so fiigt sie sich dem obigen
Gesetz ein.

Die Deutung der H-Wirkung ist in doppelter Weise moglich :
entweder man schreibt der h einen Einflul auf den Dissocia-
tionszustand der als Elektrolyte betrachteten Fermente zu, oder
man schreibt der h einen EinfluB auf den kolloidalen Zustand
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der als Kolloide betrachteten Fermente zu. Beides ist moglich,
beide Fille sind durch Uberginge miteinander verbunden und
keine prinzipiellen Gegensitze.

62. Ubung.

Der Einflu8 der h auf die Wirkung der Speichel-
diastase?).

Die Wirksamkeit der Speicheldiastase auf Stérke hangt in
besonders hohem Malie von der Konzentration der Cl-Ionen und
der ‘H-Ionen ab. Ohne Cl (bzw. einige andere ahnliche Ionen-
arten wie Br) wirkt die Diastase iiberhaupt nicht. Mit steigender
Cl-Konzentration erreicht die Wirkung bald ein Maximum,
welches bei weiterer Steigerung des Cl-Gehalts nicht tiberschritten
wird. Ein Gehalt von einigen Promille Cl reicht schon zur Ent-
faltung der maximalen Wirkung aus. Mit den H-Ionen ist es
anders. Bei einer bestimmten h besteht ein Optimum der Wirkung,
welches sowohl bei Uber- wie Unterschreitung desselben ver-
schlechtert wird. Wir werden im folgenden Versuch einen reich-
lich bemessenen, konstanten Cl-Gehalt wahlen und die h vari-
ieren, um die optimale h zu suchen.

Man kocht 2,5 g ,l6sliche Stiarke in 500 ccm 0,3 proz. NaCl-
Losung auf und filllt in 7 Erlenmeyerkolben je 50 ccm davon
ein. Auflerdem gebe man von den S. 85 beschriebenen Phosphat-

lésungen dazu:
Nr. 1 2 3 4 5 6 7

“sprim. Phosphat. . 47 44 33 25 17 06 03
%sekund. Phosphat. 0,3 0,6 1,7 25 33 44 47

Nun fillt man etwa 30 Reagenzgliser mit je 5 cem einer
duBerst stark verdiinnten, ganz schwach hellgelben LucorLschen
Losung (etwa 1/1000 normal Jodlésung) und hilt diese fiir die
weiteren Untersuchungen in Bereitschaft. In die 7 Erlenmeyer-
kolben gibt man in Absténden von genau 2 Minuten der Reihe
nach je 5 ccm eines 100—1000fach verdiinnten Speichels. Dann
entnimmt man aus dem Ko6lbchen Nr. 4 alle paar Minuten 5 cem
und gibt sie in ein Jodrghrchen. Zundchst wird eine blaue
Farbe entstehen, weiterhin eine violette, dann rot. Wenn die
Farbe rotviolett bis fast rot geworden ist, beginnt die eigentliche

1) In Anlehnung an RINGER, W. E.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol.

Chem. 67, 332. 1910, MicHAELIS, L. und PrcmsTteEIN, H.: Biochem.
Zeitschr. 59, 77. 1914,
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Reihenentnahme. Man entnimmt den 7 Kolbchen der Reihe
nach in Abstéinden von 2 Minuten je 5 ccm und gibt sie in ein
Jodrohrchen. Das Resultat wird z. B. sein:

1 2 3 4 5 6 7

blau  violett rot gelbrot rot rotviolett  violett

Die Wirkung ist also am weitesten fortgeschritten in Nr. 4.
Nun bestimmt man mit der in der 18. Ubung beschriebenen
Methode das py der in dem Erlenmeyerkolben iibrig gebliebenen
Losung. Man wird finden p etwa = 6,8.

63. Ubung.
Das Wirkungsoptimum des Pepsin?).

Die Wirkung des Pepsins héngt so iiberwiegend von der h
ab, daB die Wirkung der anderen Ionenarten dagegen fast ver-
schwindend gering ist. Dies gilt ganz besonders, wenn das zu
verdauende Eiweill in geloster Form, nicht als feste oder koa-
gulierte Eiweilstiicke zugegen ist.

2 g Edestin werden 24 Stunden bei 37 ° mit 50 cem 0,1 nNaOH
behandelt, dann mit Wasser auf 490 ccm und schliellich mit
nHCI auf 500 ccm aufgefiillt. Dies ist dann eine 0,4proz. Edestin-
16sung in 0,01 nHCI+ 0,01 nNaCl. Diese Losung ist im folgen-
den als ,,Edestinlosung® bezeichnet.

Eine 0,5proz. Losung von ,,Pepsin Griibler in Wasser wird
als ,,Pepsinlésung® bezeichnet. Man stelle nun eine Reihe von
Mischungen von je 6 ccm Edestinlgsung, 0,4 ccm nHCL, 3,6 cem
Wasser und 0,5 com Pepsinlésung in 5—6 Reagenzglischen in
gleichmaBiger Weise an, lasse sie bei Zimmertemperatur und
unterbreche in Abstéinden von einigen Minuten die Verdauung
der Reihe nach durch Zusatz von reichlich Natriumazetat in
Substanz. Das unverdaute Edestin fallt dadurch aus. Man
probiert auf diese Weise aus, wieviel Minuten man ungefihr
braucht, um das Edestin zu einem bedeutenden Teil, aber noch
nicht vollig, zu verdauen. Hat man diese Zeit ungefdhr be-
stimmt, so stelle man folgende Reihe an:

Nr. 1 2 3 4 5 6

Edestinlgsung cem . . . 6 6 6 6 6 6

nHCl cem e ... 0 02 04 08 16 32
destilliertes Wasser cem . 4 38 36 32 24 08
Pepsinlgsung ccm .. 05 05 05 05 05 05

1) MicHAELIS, L. und MENDELSSOHN, A.: Biochem. Zeitschr. 65, 1.
1914.
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Nach Ablauf der im Vorversuch ermittelten Zeit unterbreche
man in allen Rohrchen die Verdauung durch Zusatz von festem
Natriumazetat und stelle fest, wo die Verdauung am weitesten
vorgeschritten ist. Dies wird z. B. Nr.2 sein. Die py-Messung
wird am besten elektrometrisch gemacht, indem man ein Réhr-
chen der gleichen Zusammensetzung herstellt und, ohne Zusatz
von Natriumazetat, zur pp-Messung benutzt. Man wird als
Optimum pp, = etwa 1,7 finden.

64. Uung.
Das Wirkungsoptimum der Katalase?).

Eine stark wirksame Katalasewirkung erhilt man folgender-
mafenz). 50 g Kalbsleber werden mit Sand und Kieselguhr im
Mérser verrieben und mit 30 cem 93proz. Alkohol verriihrt.
Nach einer Viertelstunde wird der Brei in einer Presse gut aus-
gepreflt und der PreBsaft verworfen. Nun prelt man zweimal
hintereinander mit 30 ccmm Wasser aus, nachdem dieses vor dem
Pressen mit dem Preflkuchen jedesmal gut verrithrt worden ist.
Diese beiden wiBrigen PreBsiafte vereinigt man; sie sind die
Urlssung der Katalase. Die Losung ist sehr lange haltbar, wenn
sie mit etwas Toluol versetzt wird. Ein etwa allmahlich sich ab-
scheidender Niederschlag wird vor dem Versuch abfiltriert. Von
dieser Urlosung braucht man fiir den Versuch eine Verdiinnung
von 1:50000 in destilliertem Wasser (etwa 1 Liter). Ferner
braucht man etwa 1 Liter Wasserstoffsuperoxyd (Perhydrol
Merck) in der Verdiinnung 1 : 1000.

Man setzt nun in einer Reihe von Erlenmeyerkolben folgende
Mischungen an:

Nr. 2 3 4 5 6 7

0,1 n Natriumazetat com , 2 2 2 2 2 2

0,1 n Essigsdure . . . . . 0 0,12 0,5 2 —_ -
1 n Essigsdure . . . . .. — —° — — 0,8 3,2
destilliertes Wasser . . . 32 3,08 2,7 12 24 0

Ein weiterer Erlenmeyerkolben wird mit 1 ccm m/15 sekun-
darem Natriumphosphat (s. S. 37) + 4,2 ccm destilliertem Wasser
versetzt und als 1. Réhrchen vor die anderen gestellt. Nun fiillt
man in jedes der 7 Rohrchen je 100 ccm der H,0,-Losung ein,
und dann in Abstinden von je 2 Minuten je 50 ccm der Ferment-
verdiinnung. Von Nr. 2 entnimmt man alle 5 Minuten eine Probe

1) MicHAELIS, L. und PrcusTEIN, H.: Biochem. Zeitschr. 53, 320.1913.
2) SORENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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von 10 cem, mischt sie mit etwa 5 cem verdiinnter Schwefel-
sdure und titriert sie mit 1/s0 n. Kaliumpermanganatlosung. Zu
Anfang wird man etwa 3 ccm Permanganat verbrauchen, nach
10—20 Minuten nur noch die Halfte. Ist so ein guter Fortschritt
der Wirkung erkennbar geworden, so entnimmt man allen Kolben
der Reihe nach in Absténden von 2 Minuten 25 com, gibt sie so-
fort in ein Gefal, welches 10 ccm verdiinnte Schwefelsdure ent-
hilt und titriert mit Permanganat. Nach dem Zusatz der Schwefel-
siure braucht die Titration nicht gleich zu erfolgen. Man beende
erst in Ruhe alle Entnahmen. Man wird finden, da die einzelnen
Koélbchen weniger Permanganat verbrauchen als dem Anfangs-
wert entspricht. Der Umsatz ist am grofiten und untereinander
fast gleich von Nr. 1—3, dann wird er kleiner, und in Nr. 7 ver-
braucht man fast die Anfangsmenge des Permanganat. Das
Optimum ist also sehr breit und erstreckt sich von stark alka-
lischer Reaktion (pn fast = 9) bis py, = 5,5. Nach der alkalischen
Seite wird es bei dieser Versuchsordnung noch nicht einmal iiber-
schritten, wohl aber nach der sauren Seite. Die Messung der h
kann in den iibrig gebliebenen Proben kolorimetrisch geschehen;
man wartet damit am besten, bis alles H,O, zerstort ist.

Elektrische Messungen.

Wenn ein elektrisch geladener Massenpunkt von der Ladung e
sich in der Entfernung r von einem zweiten Massenpunkt mit
der Ladung e’ befindet, so besteht zwischen diesen beiden Punk-
ten eine elektrische Kraft K, welche bei passender Wahl der
MagBeinheiten ausgedriickt werden kann:

e-e
I.2

K =

Hat e und e’ gleiches Vorzeichen, so wirkt die Kraft abstoBend
und wird positiv gerechnet. Hat e und e’ ungleiches Vorzeichen,
so ist sie anziehend oder negativ. Die Kraft wird also positiv
gerechnet, wenn sie r zu vergréBern sucht. Wir denken uns
den Punkt mit der Ladung e fixiert, den Punkt mit der Ladung e’
frei beweglich. Wenn der bewegliche Punkt unter der Wirkung
der elektrischen Kraft sich von dem fixierten Punkt um die
Strecke dr weiter entfernt, so leistet er dabei die Arbeit (Produkt
aus Kraft und Weg):

’

e-e

dA = - dr

T2
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Bewegt sich der Punkt aus der Entfernung r; auf einem beliebigen
Wege bis zur Entfernung rs, so leistet er also die Arbeit:

T,

a 1
A—e-¢ J:e.e'(i_¥>_
I T
. :

Bewegt sich der Punkt aus der Entfernung r bis ins Unendliche,
© %, Hat der bewegliche Punkt

so leistet er die Arbeit A =

die Ladung e = -+ 1, so leistet er auf seinem Wege vom r bis
ins Unendliche die Arbeit:

A—"2.

r

Ein solcher Massenpunkt mit der positiven Einheitsladung heif3t
ein elektrischer Probekorper. Die Arbeit, welche er leistet, wenn
er sich von dem Punkt mit der Ladung e aus der Entfernung r
bis ins Unendliche entfernt, wird bezeichnet als das Potential,
welches die Ladung e auf einen in der Entfernung r gelegenen
Punkt des Raumes ausiibt. Der Potentialunterschied in zwei
Raumpunkten von der Entfernung r; und r, von dem geladenen
Punkt betragt daher

e e

Ir1 Iz

Haben wir statt eines geladenen Massenpunktes ein System von
Massenpunkten, z. B. einen zusammenhiéngenden elektrisch ge-
ladenen Korper, so iibt dieser auf einen bestimmten Punkt des
Raumes ein Potential aus, welches gleich der Summe der Po-
tentiale der einzelnen geladenen Massenpunkte ist, also im Be-
trage von

€1 €2 €3 €
I1 T2 Is Ty

Hier bedeutet e; die Ladung eines Volumelements des Korpers
und r; die Entfernung, welche der Bezugspunkt von ihm hat.
Ist das isolierende Medium ein anderer Stoff als die Luft, so be-
tragt sowohl die Kraft wie das Potential nur den D Teil des
angegebenen Wertes, und D ist die Dielektrizitdtskonstante des
Mediums.

Die ganze Ladung eines elektrisch geladenen Korpers iibt
auch auf jeden einzelnen Punkt dieses Korpers selbst ein Po-
tential aus gemal (1).
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Ist der geladene Korper ein Leiter, welcher von der Um-
gebung isoliert ist, so verteilt sich die Elektrizitit stets so, daB
das Potential der ganzen Ladung des Korpers auf jeden beliebigen
einzelnen Punkt innerhalb dieses Kérpers gleich ist. Es bedarf
daher der gleichen Arbeit, um einen elektrischen Massenpunkt
von der Ladung 1 aus dem Unendlichen entweder bis zu irgend-
einem beliebigen Punkt der Oberfliche oder des Inneren des
Korpers heranzufiihren. Daher ist es erlaubt, von einem ganz
bestimmten Potential eines elektrisch geladenen Leiters zu
sprechen.

2. Wenn zwei verschiedene elektrisch geladene Leiter von
verschiedenem Potential durch einen leitenden Draht mitein-
ander verbunden werden, so verteilt sich die Elektrizitat der-
artig, daB das Potential des ganzen Systems alsbald gleich
wird. Zu diesem Zweck fliet Elektrizitit von dem Korper mit
héherem Potential zu dem mit niederem. Wenn nun durch
irgendeine Vorrichtung dafiir gesorgt wird, dafl das urspriingliche
Potential der beiden Korper sich immer wieder herstellt, und
zwar schneller als der Ausgleich erfolgt, so flieit ein dauernder
elektrischer Strom. Um diesen zu charakterisieren, definiert
man folgende GroBen: 1. die elektromotorische Kraft E. "Sie ist
gleich dem Potentialunterschied der beiden geladenen Kérper und
wird gemessen in Volt.

2. Die Stromstirke i. Sie wird gemessen durch die Elektrizi-
tatsmenge oder die Zahl der Coulombs, welche in der Zeiteinheit
einen beliebigen Querschnitt des Stromes passieren. Da der Strom
stationar sein soll, also nirgends eine Stauung von Elektrizitat
eintritt, mufl die Stromstérke in jedem beliebigen Querschnitt
des Stromweges die gleiche sein.

3. Der Widerstand w. Dieser héngt von der physikalischen
und chemischen Beschaffenheit aller einzelnen Teile des Strom-
weges ab und wird gemessen in Ohm.

Diese drei GroBen stehen in der Beziehung zueinander i = —.
w

Der Widerstand des ganzen Systems setzt sich additiv zu-
sammen aus dem Widerstand der einzelnen Teile.

Die elektromotorische Kraft eines Stromkreises wird nur vor-
geschrieben durch diejenigen Mechanismen, welche den Potential-
unterschied zwischen verschiedenen Stellen des Systems erzeugen
und aufrecht erhalten. Der Sitz dieser Mechanismen ist in der
Regel die Grenzflache zweier Phasen (Kontaktfliche von Metall
und Lésung) oder jedenfalls eine Stelle, an der sich die chemische
oder physikalische Beschaffenheit von Punkt zu Punkt &ndert
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(Diffusionsgebiet zweier sich beriihrender Lésungen). Eine gal-
vanische Kette enthilt stets mehrere solcher Grenzflichen, welche
stationire Potentialunterschiede erzeugen, und die elektromoto-
rische Kraft ist die Summe aller dieser lokalisierten Potential-
springe. Der Widerstand dagegen wird durch jeden einzelnen
Punkt des ganzen Stromkreises beeinfluBit. Die folgenden Ubungen
betreffen nur die Messung von Widerstanden bzw. ihres re-
ziproken Wertes, der Leitfahigkeiten, und vor allem der elektro-
motorischen Krafte.

XII. Messung der elektrischen Leitfihigkeit
einer Losung.

65. Ubung.

1. Schema des Apparates in der Anordnung dach KoHL-
RAUSCH (Abb. 21). A ist ein Akkumulator, dessen Pole iiber das
kleine Induktorium I wund einen regulierbaren Gleitwiderstand
(man braucht nur wenige Ohm) vermittelst eines Stromschliissels
geschlossen werden kénnen. Der Vorschaltwiderstand wird derart
eingestellt, dafl gerade eben
noch das Induktorium mit
dem WaceNERschen Hammer
in Betrieb gehalten werden
kann; je schwicher der
Strom, desto besser. Die
KlemmschraubenpoledesSe-
kundirstroms werden wie
in der Zeichnung geschaltet.

R ist ein RheOSta‘tﬂ von min- Abb. 21. Schema des Apparates zur Messung
destens 1-—1000 Ohm (fiir der Leitfahigkeit.

schlecht leitende Fliissigkeit

braucht man bis 10000 Ohm), W ist der zu messende Widerstand
in dem Widerstandsgefa, das noch genauer weiter unten be-
schrieben wird. ab ist ein diinner, auf einem in Millimeter ge-
teilten MaBstab von 1 m Linge ausgestreckter Draht aus Platin-
Iridium oder aus Konstantan, d ist ein Gleitkontakt, 7' ein Tele-
phon. Das Induktorium wird von einem Kasten iiberdeckt, damit
sein Ton nicht direkt hoérbar ist.

Wenn sich der Widerstand db zu dem Widerstand ad verhilt
wie R : W, ist zwischen den Punkten a und b kein Potential-
unterschied, und das Telephon schweigt. Die Messung des un-
bekannten Widerstandes W besteht also darin, dall man die-
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jenige Stellung des Schleifkontaktes d ausprobiert, bei der das
Telephon schweigt oder wenigstens ein Tonminimum vorhanden ist.

Den Widerstand R kann man beliebig wéhlen; am vorteil-
haftesten so, daB der Schleifkontakt nicht zu weit von der Mitte

des Mefldrahtes

entfernt ist, wenn das Telephon schweigt; dann

sind die Fehlerquellen der Messung am kleinsten.
Es wird ein gepriifter Rheostat und ein gut gepriifter (eventuell

Abb. 22. Schaltung des

Kondensators K als
Funkentoter.

mit noétigen Korrekturangaben versehener)
MeBdraht als gegeben vorausgesetzt. (Siehe
hieriiber OSTWALD-LUTHER, Physikochemische
Messungen.)

Vorteilhaft ist es, einen ,,Funkentéter® an
das Induktorium zu schalten. Dieser besteht
aus einem Kondensator von 1/, Mikrofarad in
der Schaltung der Abb. 22 (K).

Das Aufsuchen des Tonminimum geschieht,
indem man, das Telephon am Ohr, den Gleit-
kontakt in pendelnder Bewegung um den Ort
des Tonminimums auf- und abschiebt, die
Exkursionen immer mehr einengt und so das
Minimum auf moglichst weniger als 1 mm

genau ermittelt. Die Giite des Tonminimum ist u. a. um so
scharfer, je groBer die Elektrodenfliche im ,,Widerstandsgefal3®,

o AMb

Abb. 23. Wider-
standsgefaB.

aber auch, je grofler der Widerstand (bis zu einer
gewissen Grenze) in demselben ist. Zur Erhohung
der Oberfliche der Elektroden werden diese mit
Platinschwarz iiberzogen.

2. Das Widerstandsgefall hat fiir physio-
logische Zwecke am besten die nebenstehende
Form von ARrRHENIUS. Die Elektroden bestehen
aus zwei starken, nicht biegsamen Platinblechen,
die in starrer, unbeweglich fester Lage vermittels
starker kurzer Platindrihte an Glasrohren ange-
schmolzen sind. Die Platindrahte durchbohren
das Glasrohr, innen werden sie vermittelst eines
Quecksilberkontakts und eingesteckter Kupfer-
drahte an den Stromkreis angeschlossen. Die
Platinplatten werden zunéchst mit konzentrierter
H,S0, + Bichromat gereinigt, gewdssert und

dann mit Platinschwarz iiberzogen. Dies geschieht, indem man

in das Gefa3 die

Platinierungsfliissigkeit nach LuMMER (1 g Platin-

chlorid 4+ 0,02 g Bleiazetat auf 100 g Wasser) fiillt und den Strom
eines zweizelligen Akkumulators (4 Volt) unter zeitweiliger Wen-
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dung des Stromes 10—15 Minuten hindurchschickt. Die Platin-
platten miissen samtschwarz sein ; bei Elektroden, die schon wieder-
holt platiniert worden sind, geniigen 1—2 Minuten. Dann werden
die Elektroden mit Wasser gewaschen und die letzten hartnackig
haftenden Reste des Platinsalzes dadurch reduziert, dal man
das GefiB mit verdiinnter H,SO, fiillt und wieder unter wieder-
holter Wendung den Strom hindurchschickt. Zum Schlufl werden
die Elektroden mehrere Stunden in destilliertem Wasser ge-
waschen, welches haufig gewechselt wird.

Da die Leitfahigkeit stark von der Temperatur abhéngig ist,
mufl das Leitfahigkeitsgefall in einem Wasserbad mit genau
regulierter Temperatur stehen.

3. Man beginnt die Untersuchung damit, dal man den Wider-
stand einer sehr genau hergestellten 0,1 n. KCl-Loésung mifBt.
Das KCl (pro analysi, KauLBauM) wird vor der Abwigung
schwach geglitht und nach dem Erkalten im Exsikkator gewogen.
7,44 g werden auf 1 Liter ausgekochtes und wieder abgekiihltes
Wasser (besser noch in Leitfihigkeitswasser, s. unten) gelost.

1
Findet man den Widerstand = W Ohm, so nennt man ... die

w
Leitfahigkeit der KCl-Losung in diesem Widerstandsgefal. Die
Leitfahigkeit mull aber bezogen werden auf ein Leitfahigkeits-
gefall von 1 qem groflen Elektroden im Abstand von 1 cm; dies
ist die spezifische Leitfahigkeit der Losung, ». Die (bekannte)
spezifische Leitfahigkeit dieser 0,1 n. KCl-Losung betragt bei 18°
0,01119; bei 19° 0,01143; bei 25° 0,01288; bei 35° 0,01539.
Findet man nun in dem benutzten Gefall bei 18° eine Leitfdhig-
keit V—lv, so mufl man diese mit 0,01119-W multiplizieren, damit
0,01119 herauskommt. Mit diesem Faktor 0,01119-W muB man
dann jede Leitfahigkeit, die man mit diesem Gefal mifB3t, multipli-
zieren, um die ,,spezifische‘‘ Leitfahigkeit zu erhalten. Den Faktor
0,01119- W = C nennt man die Kapazitit des Gefafles. W ist, wie
ersichtlich, der Widerstand der 0,1 n. KCl-Lésung in dem Gefi8,
gemessen in Ohm. So wird die Kapazitat des GefidBes geeicht, und
diese Eichung 6fters wiederholt, besonders nach einer Platinierung.
Findet man z. B. W= 50 Ohm, so ist die Kapazitit des Gefafles
C=50-0,01119=0,5595. Mifit man dann eine unbekannte Losung
und findet ihren Widerstand z. B.= 60 Ohm, so ist die Leitfshig-

keit dieser Losung in diesem Gefall = 6_10’ also die spezifische
Leitfahigkeit » = (% 0,55695 = 0,00933.

Michaelis, Physikalische Chemie. 3. Aufl, 10
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Ist die zu untersuchende Fliissigkeit die Losung eines einheit-
lichen reinen chemischen Stoffes, und ist » die spezifische Leit-
fahigkeit desselben, so heifit das: ein parallepipedisches Stiick
dieser Losung, dessen Lénge 1 cm und dessen Querschnitt 1 gem

1
betragt, hat einen Widerstand von » Ohm. Hat die Losung die

molare Konzentration C, d. h. befinden sich im Liter C Mole des
gelosten Stoffes, so befinden sich in dem Einheitsparallepid

—1(()300 Mole. Wenn man # durch die in dem Einheitsparallepiped

vorhandenen Mole der Substanz dividiert, so nennt man das die
,molare Leitfahigkeit des gelosten Stoffes”, u. Es ist also
1000 - »

C

W=

Im allgemeinen ist u fiir einen gegebenen Elektrolyten nicht
konstant, sondern hingt von C ab, und zwar wird g in der Regel

grofler, wenn C kleiner wird. Der Grenzwert fiir C = pos wird

U genannt. In der Regel mifit man die Konzentration ver-
wirrenderweise nicht in Molen, sondern in Aquivalenten, was
nur bei einwertigen Ionen identisch ist. So z. B. bezeichnet man
eine Losung von 1 Mol CaCl, im Liter in der Regel als 2fach
aquivalentnormal. Bezeichnen wir die Konzentration in Molen
pro Liter, so wollen wir mit Cp, bezeichnen. In diesem Fall ist
die molare Leitfahigkeit ¢ also

1000 - %
== TC,
Messen wir die Konzentration aber in Aquivalenten pro Liter,
so nennen wir sie Cp, und die ,,Aquivalentleitfihigkeit® A ist
dementsprechend
1000 - «
—

Ebenso wie u von Cp, ist natiirlich auch 4 von C, abhéngig.

/’L:

1 P
Der Grenzwert von 4 fiir C, = o ist der ,,Grenzwert des Aqui-

valentleitvermégens®, Ao
1000 - »
Ao = lim ———— 1
TG fiir G =
00
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Bei den starken Elektrolyten (die meisten Salze, die Siauren
HCl, HNO; und einige andere Mineralsduren; die Basen KOH,
NaOH, Ba(OH,) und sehr wenige dhnliche starke Laugen) éndert
sich 2 mit der Konzentration nur wenig, bei den schwachen Elek-
trolyten (z.B. Essigsiure, Ammoniak) aber sehr stark. Das
zeigen folgende zwei Beispiele, deren Nachpriifung zum Gegen-
stand einer Ubung gemacht werden mag:

(Temperatur 18° C)

HCl
fir C=1 A = 301

0,1 351
0,01 370
0,001 377

Essigsdure C = 1 A =132
0,1 4,60
0,01 14,3
0,001 4]

Wie man sieht, niahert sich 4 bei HCl mit steigender Verdiinnung

1
einem Grenzwert, den man durch eine Extrapolation auf C = po

mit ausreichender Genauigkeit schitzen kann. Bei Essigsaure
ist aber selbst fiir C = 0,001 A immer noch so sehr im Steigen

1
begriffen, daf} eine Extrapolation auf C = s illusorisch wire.

Die Ursache fiir die Zunahme des molaren Leitvermogens bei
der Essigsiure — und allen anderen schwachen Elektrolyten —
ist die Zunahme des Dissoziationsgrades mit steigender Verdiin-
nung: nur die Ionen leiten den Strom. Die Zunahme des Leit-
vermogens bei HCl und allen sogenannten starken Elektrolyten
(fast alle Salze; die Mineralséuren, die starken Laugen) kann
ausreichend erklirt werden, ohne daB man eine Anderung des
Dissoziationsgrades mit der Verdiinnung anzunehmen braucht.
Die zwischen den Ionen wirkenden elektrostatischen Krifte,
welche mit zunehmender Ionenkonzentration ebenfalls zunehmen,
geniigen, um die Abnahme des Leitvermdgens mit zunehmender
Konzentration ausreichend zu erkliren. Man kommt daher zu der
Annahme, da8 die starken Elektrolyte bei allen Konzentrationen
praktisch vollkommen dissoziiert sind und daB das Aquivalentleit-
verm&gen bei ihnen kein Maf fiir den Dissoziationsgrad ist. Bei
den schwachen Elektrolyten treten dagegen wegen der geringen
Tonenkonzentrationen die interionischen elektrostatischen Krafte

10*
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so in den Hintergrund, daB sie zur Erklirung der Anderung des
Leitvermogens mit der Konzentration nicht im Entferntesten
ausreichen.

Hat die zu untersuchende Losung eine sehr geringe spezi-
fische Leitfahigkeit (etwa < 0,001), so geniigt zur Reinigung des
Losungswassers nicht das Austreiben der CO, durch Kochen;
auch die Leitfahigkeit der sonstigen Verunreinigungen fallt dann
storend ins Gewicht. Man benutzt , Leitfahigkeitswasser. Man
benutzt fiir schlecht leitende Losungen ferner nicht platinierte,
sondern blanke Platinelektroden.

Die spezifische Leitfahigkeit des reinsten bekannten Wassers
ist = 0,4 - 10—7. Zweimal destilliertes, in Silberkiihlern auf-
gefangenes Wasser hat eine Leitfihigkeit meist nicht gréfer als
2-10—¢, was fiir die meisten Zwecke ausreichend rein ist. Ge-
wohnliches destilliertes Wasser hat je nach seinem CO,-Gehalt
Leitfahigkeiten um 10—% Leitfahigkeitswasser kann in paraf-
finierten Glasballons von KaHLBAUM bezogen werden. Bei der
Entnahme muf} es vor der CO, der Luft gehiitet werden.

XIII. Messung elektromotorischer Kriifte.

Die Messung elektromotorischer Kréfte hat sich als eine
Methode von unabsehbarer Fruchtbarkeit fiir die Biochemie er-
wiesen. Sie ibertrifft die Leitfahigkeitsmessungen an Vielseitig-
keit der Verwendungsmoglichkeit und an Eindeutigkeit der Be-
funde bei weitem. Sie ist die Grundlage fiir die Messung der h;
alle anderen Methoden der h-Messung miissen durch diese geeicht
werden. Ihr Anwendungsgebiet erweitert sich standig.

Die Entstehung der elektrischen Potentialdifferenz an der
Grenze eines Metalls gegen eine Flissigkeit kann man sich folgen-
dermaflen vorstellen. Die Atome an der Metalloberfliche haben
das Bestreben in Losung zu gehen. Dies ist nur méglich, wenn sie
ein Elektron, also eine negative elektrische Ladung, im Metall
zuriicklassen und selbst als positiv geladene Ionen in Ldsung
gehen. Eine unbeschrinkte Trennung der entgegengesetzten
Elektrizititen wird aber verhindert durch die Anziehung entgegen-
gesetzter Ladungen. Es bildet sich eine Schicht negativer Ladung
auf der Metalloberfliche und in einer gewissen Entfernung davon
in der Fliissigkeit eine Schicht positiv geladener Ionen. Das
Gleichgewicht wird dadurch vorgeschrieben, da3 der elektro-
lytische Lésungsdruck des Metalls durch die elektrische Gegen-
kraft gerade kompensiert wird. Die elektrische Gegenkraft ist
der Unterschied des Potentials der beiden Schichten. Das
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Potential innerhalb einer Schicht soll heilen: das Potential,
welches simtliche elektrische Ladungen beider Schichten zu-
sammen auf einen beliebigen Punkt der einen Schicht ausiiben.
Alle Punkte innerhalb einer Schicht haben das gleiche Potential,
aber zwischen jedem Punkt der einen Schicht und jedem Punkt
der anderen Schicht besteht ein bestimmter Potentialunterschied.
Dieser ist um so gréfler, je dichter die Schichten -elektrisch
belegt sind, d. h. je mehr Jonen bzw. Elektronen in 1 gem sind,
und zweitens je entfernter die Schichten voneinander sind.
Eine bestimmte Potentialdifferenz kann daher auf ganz ver-
schiedene Weise erzeugt werden. Verdoppelt man die elek-
trische Dichte der Schichten und halbiert gleichzeitig ihre
Entfernung, so bleibt der Potentialunterschied ungeéndert. Die
elektromotorischen Erscheinungen werden aber nur durch den
Potentialunterschied bestimmt. Wird eine elektrische Ladung
durch das Metall hindurch in die Lésung transportiert, so findet
diese keine elektrische Gegenkraft innerhalb des Metalls. Beim
Uberschreiten der Grenze gelangt sie plétzlich in einen Raum
von anderem Potential. Hierbei leistet die bewegte Elektrizitat
Arbeit oder verbraucht Arbeit, je nachdem das Potential fallt
oder zunimmt. Sobald die Grenze iiberschritten ist, geschieht der
Transport wieder kraftefrei.

Der Potentialsprung an der Grenze hingt ab erstens von der
Natur des Metalls. Je unedler dieses ist, um so groBfer ist die
Kraft, mit der es Ionen in die Losung zu treiben sucht. Zweitens
hingt sie ab von der Konzentration der Ionen dieses Metalls,
welche in der Losung schon vorhanden ist. Je mehr Ionen in
Losung sind, um so groBer ist das Widerstreben der Losung,
neue Ionen aufzunehmen. Drittens héngt der Potentialunter-
schied von der Temperatur ab. Der Potentialunterschied an der
Grenze ist so bei einem einwertigen Metall

E= —RTlnc-+ C
10
= — 0,001983 - T log ¢ + C.

Hier ist C die fiir die Metallart charakteristische Konstante,
¢ die Konzentration der Ionen dieses Metalls in der Ldsung,
T die absolute Temperatur und R die Gaskonstante, welche,
wenn das Potential in Volt ausgedrickt und gleichzeitig die
natiirlichen in dekadische Logarithmen verwandelt werden, den
oben angegebenen Zahlenwert hat. Besteht eine Kette aus zwei
Elektroden des gleichen Metalls, welche in zwei Lésungen von
verschiedener Konzentration der zugehérigen Ionenart tauchen,
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so ist die elektromotorische Kraft E gleich der Differenz der beiden
Potentialspriinge, also

E — E1 — E» = 0,001983 - T log Zi

1
Vorausgesetzt ist dabei, dal an der Berithrung der beiden Lo-
sungen nicht ein neuer Potentialsprung hinzukommt. Dies kann
man durch geeignete Vorrichtungen praktisch annihernd er-
reichen. — In den folgenden Ubungen werden die Methoden und
Apparate zur Messung von elektromotorischen Kriften gezeigt.

66. Ubung.
Herstellung eines Normalelements?).

Ein Normalelement ist ein galvanisches Element mit genau
bekannter elektromotorischer Kraft, welches als Vergleichswert
zur Messung anderer elektromotorischer Kréfte benutzt wird.

Das gebriuchlichste Nor-
malelementistdas Kadmium-
Normalelement. Das Gefa3
| 02 50, Lésung dieses Elements (Abb. 24) hat
eine H-férmige Form und ist
L 0d. S0, Aristalle mit zwei eingeschmolzenen
Platindrahten versehen, die
zuden Klemmschrauben fiih-
ren. Man braucht zu seiner
Fiillungfolgende Reagenzien :
l J 1. Reines Quecksilber. Das-

Abb. 24. Normalelement. : selbe kann aus kduflichem,
reine m,destilliertem Queck-
silber folgendermafBen bereitet werden. In einer 50 ccm fassenden
Flasche werden 20 ccm Quecksilber mit 20 ccm einer etwa
1 proz. Lésung von Merkuronitrat (nicht Merkurinitrat) und eini-
gen Tropfen Salpetersiure 1/, Stunde lang heftig geschiittelt, die
Losung vom Hg abgegossen, das Quecksilber mit destilliertem
Wasser gewaschen und diese Prozedur noch einmal wiederholt.
Nachdem das Hg griindlich mit destilliertem Wasser ge-
waschen ist, wird der Inhalt der ganzen Flasche in eine Porzellan-
schale gegossen, das Wasser abgegossen und der Rest mit Béuschen
von Filtrierpapier aufgesaugt. Will man das Hg noch filtrieren,
so geschieht das durch ein Filter, in dessen Spitze mit einer
Glasnadel einige feine Locher gebohrt sind.

1) Im wesentlichen nach OSTWALD-LUTHER: Physiko-chemische Mes-
sungen.
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2. Reines Kadmium. Man bestelle es gleich in Stiicken von
1—2 g, da es sich sehr schwer zerschlagen laft. Das reinste
Kadmium von KAHLBAUM war bisher immer brauchbar (d. h.
absolut Zn-frei). Uber die Reinheitspriifung des Kadmium siehe
OstwaLDp-LUuTHER, Physiko-chemische Messungen.

3. Reines Kadmiumsulfat und einé gesittigte Losung des-
selben, etwa 50 ccm. Diese Losunyy wird einige Tage vorher an-
gesetzt, da die Sattigung nur langsam erfolgt.

4. Merkurosulfat (nicht Merkurisulfat). Es wird von allen
16slichen Hg-Salzen dadurch befreit, dafl man es in einem Becher-
glaschen mit einigen Kubikzentimetern der Kadmiumsulfatlosung
einige Minuten wéscht, dekantiert, und dies dreimal wiederholt.
Zum Schlufl wird die Losung, soweit es geht, abgegossen und
verworfen.

Gleichzeitig bereite man Kadmiumamalgam. Ein abgewogenes
Stiick Kadmium (etwa 2 g) wird mit der 6- bis 8fachen Gewichts-
menge (nicht mehr und nicht weniger!) des reinen Quecksilbers
in einer Porzellanschale zusammengeschmolzen, ein wenig gekiihlt
und noch flissig in den einen Schenkel des H-Gefifles soweit
eingefiillt, da der eingeschmolzene Platindraht sehr reichlich
bedeckt ist. Das Amalgam erstarrt bald. Diesen Pol des ZEle-
ments markiere man sofort als den negativen.

In den anderen Schenkel wird etwa ebensoviel reines Queck-
silber eingefiillt. Das wahrenddessen gewaschene, noch feuchte
Merkurosulfat wird nunmehr mit einigen Tropfen Quecksilber und
ganz wenig Kadmiumsulfatlosung in einer Reibschale zu einem
gleichmafigen grauen Brei verriihrt. Von diesem giefle man auf
das Quecksilber (nicht auf das Amalgam!) eine etwa 5 mm hohe
Schicht. Nun fiille man beide Schenkel locker mit groben Kristall-
stiicken von Kadmiumsulfat und mit der gesittigten Kad-
miumsulfatlésung. Die Offnungen werden mit nicht iiberstehen-
den, einigermaBen schlieBenden Korkscheiben verschlossen.
Mindestens unter einer derselben muB eine Luftblase bleiben,
um Wirmeausdehnung der Fliissigkeit zu gestatten. Die Korken
werden mit geschmolzenem Paraffin oder Siegellack gedichtet
und gefestigt. Das Element kann sogleich benutzt werden.
Es ist das Eichungsinstrument fiir elektromotorische Krifte.
Seine EMK Dbetrigt bei Zimmertemperatur 1,0187 Volt und
héingt innerhalb aller in Betracht kommenden Temperatur-
intervalle kaum von der Temperatur ab. Je nach der Reinheit
der angewandten Materialien koénnen kleine Abweichungen
vorkommen; bei reinen Materialien ist der erlaubte Fehler
% 0,0002 Volt. Es kann durch Vergleich mit einem von der
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physikalisch-technischen Reichsanstalt geeichten ,,transportablen
Westonelement** geeicht werden. Die Eichung des ,,Gebrauchs-
elements erfolgt auf die Weise, dal mit der gleich zu beschrei-
benden Kompensationsmethode mit Hilfe eines amtlich geeichten
Elements die EMK eines Akkumulators bestimmt wird, und
dann mit Hilfe dieses Akkumulators sofort hinterher die EMK
des zu priifenden Elements. Das ,,Westonelement enthslt kein
iiberschiissiges CdSO,, sondern bei 4° gesittigte Losung. Seine
EMK soll 1,0186 Volt bei Zimmertemperatur (innerhalb aller in
Betracht kommenden Temperaturschwankungen) betragen. Die
Haltbarkeit eines Kadmiumelements ist unbegrenzt, wenn man
ihm keinen Strom entnimmt, wenn es also immer nur in
ganz oder nahezu kompensierter Schaltung zur Eichung des
Akkumulators benutzt wird. Ist einmal voriibergehender Kurz-
schlufl vorgekommen, so kann die EMK um mehrere Millivolt
sinken, erholt sich aber nach einigen Stunden wieder. Man benutzt
zur Arbeit immer nur das selbstgefertigte Kadmiumelement.
Das geeichte Westonelement dient nur zur gelegentlichen Kon-
trolle des Arbeitselements.

67. Ubung.
Der Gebrauch des Kapillarelektrometers.

DasKapillarelektrometer besteht aus einem Stativ mit kleinem
Mikroskop (50fache VergroBerung), dem Elektrometerrohr
und dem KurzschluB. Das Stativ (S. 158 Abb. 28) dient
dazu, das Elektrometerrohr in richtiger Weise vor dem Mikro-
skop einstellen zu konnen. Als Elektrometerrohr benutzt man
am besten eine geschlossene Form, wie nebenstehende Abbildung
(Abb. 25). D ist ein Deckglaschen, welches mit Kanadabalsam
aufgekittet wird. Die Dicke der Kapillare ist von groBter Wichtig-
keit fiir die Empfindlichkeit des Instrumentes. Sie soll nicht zu
weit sein; aber auch nicht zu eng, weil dann das Hg oft nicht
frei spielt. Vor dem Instandsetzen des Apparats wird durch
geeignetes Kippen der groflere Teil des Quecksilbers zundchst
in das nicht zur Kugel erweiterte Glasrohr gebracht. Nunmehr
halte man das Rohr fast senkrecht, so, dall das Glaskugelende
nur leicht nach unten geneigt ist, und lasse so viel Quecksilber
durch die Kapillare in die Kugel iibertropfen, dafl, wenn das
Abtropfen durch plotzliches Aufrichten des Kugelendes unter-
brochen wird, sein Meniskus etwa in der Mitte des Deckglases
stehen bleibt. Nunmehr wird das Rohr am Stativ befestigt und
so eingestellt, daB man den Meniskus scharf im Mikroskop sieht.
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Kii