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Yorwort zur ersten Auflage.

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

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

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

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

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

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

Berlin, Weihnachten 1920.
L. M.



Vorwort zur zweiten und dritten Auflage. Vv

Yorwort zur zweiten Auflage.

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

Berlin, im August 1922.
L. M.

Yorwort zur dritten Auflage.

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

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

Nagoya, Japan, im Dezember 1925.
L. M.



VI Vorwort zur vierten Auflage.

Yorwort zur vierten Auflage.

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

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

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

Woods Hole, im August 1930.
L. M.

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

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

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

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

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

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

0,0010 0,0015 0,0022
oder

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

J2=1414 3 1,00 141 200

J2=1260 4 100 1,26 159 200

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

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

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

I1. Flockungsschwellenwerte bei kolloiden Losungen.

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

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

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

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

1*



4 Flockungsschwellenwerte bei kolloiden Lésungen.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1) 4 Aufl, 8. 2. )
?) Diesen Versuch kann man im Verein mit Ubung 37 (S. 88) ansctzen.
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Die Wertigkeit der Ionen ist keineswegs das alleinbestim-
mende Moment fiir ihre fillende Wirkung; auch spezifische
Einfliisse sind maligebend, insbesondere der Hydratationsgrad;
die Entladungsspannung; je kleiner diese, desto gréBer ihre Wir-
kung. So gehort das edle Ag zu den wirksamsten Jonen, obwohl
es einwertig ist. Bei einatomigen Ionen ist die Stellung im peri-
odischen System der Elemente bedeutungsvoll.

1. Ubung.

Die Fillung von kolloidem (elektropositivem) Eisenhydroxyd
durch Elektrolyte.

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

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

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

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

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

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

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

NaCl 0,1 normal

3CaCl, 0,01 normal

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

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

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

3. Ubung.
Der Farbenumschlag des Kongorubins?).

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

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

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

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

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

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

4. Ubung.
Das Stabilititsmaximum einer Chlorsilbersuspension.

Ein hydrophobes Kolloid ist ein Kolloid, welches nur durch die
elektrische Ladung der Mizellen seine Stabilitdt erhalt. Die elek-
trische Ladung rithrt davon her, daf aus der Elektrolytlosung,
in der die Mizellen suspendiert sind, eine Ionenart von der
Oberfliche der Mizellen stérker adsorbiert wird als andere. Ein
geeignetes Beispiel zur Demonstration dieser Tatsache gibt



Der Synergismus der Ionen. 11

folgender einfache Versuch. Man fiille in eine Reihe von Reagenz-
glisern je 5cem 0,01 n-Silbernitratlésung und gebe dazu

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

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

5. Ubung.
Der Synergismus der Ionen.

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

Man setze folgende 2 Versuchsreihen an: Die Ausgangslosung
fiir beide ist eine 0,1proz. Losung von Kongorubin.
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Rohrchen Nr. 1 2 3* 4 5 6

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

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

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

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

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

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

6. Ubung.
Der Antagonismus der Tonen.

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

Das Opfnsche Sol wird folgendermaflen hergestellt:

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

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

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

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

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

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

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

7. Ubung.
Wechselseitige Schutzwirkung und Fillung von Kolloiden.

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

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

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

Solcher Versuch kann folgendermaBen angesetzt werden:

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

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

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

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

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

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

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

1) Rowa, P. und MicraELIS, L.: Biochem. Zeitschr. ¥, 329. 1908 und
16, 60. 1909.



16 Hormurstersche Tonenreihen bei der EiweiBfillung.

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

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

8. Ubung.
Hormristersche Ionenreihen bei der EiweiBfillung.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

10. Ubung.
Triibungsmessung (Nephelometrie).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

MaBeinheit und Schreibweise.

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

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

10 1
Pp = —logh = logE.

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

10 1
Pon = — logoh = log o

definieren.

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

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

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

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

Bei saurer Reaktion ist h > bei neutraler Reaktion

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

Von den gebrauchlichen Indikatoren hat seinen Farbenumschlag:

Methylorange etwa bei p, =4

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

des gewohnlichen, nicht von
CO, befreiten destillierten

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

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

Beispiel fiir die Umrechnung von h und py:

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

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

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

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

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

11. Ubung.
Die Regulatoren oder Puffer.

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

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

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

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

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

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

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

h=k-

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

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

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

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

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

also genauer
(freie Saure)

h =k (Na-Salz der Saure)’

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Orientierende Bemerkungen iiber die Aktivititstheorie.

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

HH-[A7)
[A] ’

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

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

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

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

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

12. Ubung.

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

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

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

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

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

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

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

Dieses ,,sekundire Na-

triumphosphat nach SOREN-

SEN‘‘ unterscheidet sich von

dem gewohnlichen (sekun-

déaren) »Natriumphosphat‘‘

durch seinen Kristallwasser-

gehalt. Das gewohnliche Phos-

phat enthdlt 6 Mol. Kristall-

wasser, verwittert aber leicht

und ist deshalb in seiner Zu-

sammensetzung unzuverlissig.

Das SorENsENsche Salz enthéalt

2 Mol. H,0 und ist besténdig.

Es entsteht aus dem ersteren,

indem man es in zerriebenem

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

tern liBt. Die Verwitterung

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

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

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

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

Die eigentliche Bestimmung der h.

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

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

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

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

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

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

,,Salzsdure’ ist in 0,1 n-Salzsiure.

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

n-Natronlauge, auf 1 Liter aufgefiillt.

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

n-Natronlauge, auf 1 Liter Wasser aufgefiillt.

3*

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

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

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

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

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

Tabelle.

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

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

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

Die Zahlen in Klammern sind nicht genau reproduzierbar.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

in RSéhrchen Nr. 1 2 3 4

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Alle diese Umstiande bewirken, daBl die Unsicherheit aller

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

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

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

15. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren ohne
Puffer?).

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

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

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

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

h=k.

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

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

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

folgt indem wir

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

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

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

0,10

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

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

Hiermit ist die Bestimmung beendet.

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

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

und daher Pn = P + log T F ’

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

Gewdhnliche Chemische | po o | py fiir | _Anwend.

Bezeichnung = Bezeichnung 18° Bereich. pn Stammlsung

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

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

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

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

Die Indikatoren-Konstanten p, bei verschiedenen
Temperaturen.

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

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

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

Phenolphthalein

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

m-Nitrobenzol-Azosalizylsdure
F Dh F D

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

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

Pr=DpPx+ ¢.

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

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

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

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

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

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

ph=7Dx + 5+ 9+ .

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

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

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

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

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

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

17. Ubung.

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

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

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

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

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

Im Harn findet man py zwischen 5 und 7.

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

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

18. Ubung.
Zur Theorie des Farbenumschlages der Indikatoren.

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

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

YVereinfachung der Indikatorenmethode ohne Puffer:
die Indikator-Dauerreihen.

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

Man bereitet zunidchst folgende Stammldsungen:

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

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

I. Dauerreibe fiir m-Nitrophenol.

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

II. Dauerreihe fiir p-Nitrophenol.

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

ITI. Dauerreibe fiir y-Dinitrophenol.

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

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

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

V. Dauerreihe fiir §-Dinitrophenol.

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

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

das Glas Nr. 3 des Kom-

parators werden 6 ccm

der zu untersuchenden

Lésung + 1 cem der (un-

verdiinnten)  Stamm-

lésung des geeigneten

Indikators  eingefiillt;

in das Glas Nr.1 wer-

den 6 ccm der zu unter-

suchenden Losung -

1 ccm Wasser eingefiillt.

In das Glas Nr. 4 kommt

reines Wasser, und nun

versucht man, welches

Rohrchen der entspre-

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

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

mufl, damit bei Beob-

achtung mit Matt- und Blauscheibe Farbgleichheit eintritt. Die

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

noch durch Schitzung interpolieren, so daB die Fehlerbreite der

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

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

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

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

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

20. Ubung.

Der Unterschied zwischen aktueller Aziditdt und
Titrationsaziditit.

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

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

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

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

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

a) bei Phenolphthalein verbrauchen wir 10 com,

b) bei Lackmus nahezu ebensoviel,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

21. Ubung.
Titration von Magensaft?).

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

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

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

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

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

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

10 ccm Magensaft verbrauchen
bis Dimethylaminobenzol lachsfarben 3,0 ccm
' ' rein gelb 50
,»  Phenolphthalein rosa 74
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Dann ist das Ende der freien HCI bei 3,0 ccm,
5 ,, gesamten HCI bei 6,2 cem,

h ist dann = 0,030 n.

In der Ausdrucksweise der Magenchemie ist

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

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

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

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

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

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

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

22. Ubung.

Das Kristallisationsoptimum oder Loslichkeitsminimum
der m-Aminobenzoesiure?).

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

1) MicHAELTS, L. und DAvipsonn, H.: Biochem. Zeitschr. 30, 143. 1910.



Das Kristallisationsoptimum oder Léslichkeitsminimum. H9

sierten Molekiilen der Aminosdure vorhanden ist, steht in folgen-
der Beziehung zu den Dissoziationskonstanten:

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

1,6.10-3
'1“,'2_ 10-11

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

Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 0 + 444+ xXxX XX 4+ + o0

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. die optimal flockende h verschoben, und zwar

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

SO, CI Br J CNS saure Farbstoffe;

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

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

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

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

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

Man setzt folgende Reihe an

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

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

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

nuten folgendermafBen: Ny

Réhrechen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

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

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

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

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

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

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

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

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

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

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

Man setze folgende Reihe an:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nun setze man folgende Reihe an:

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

1/,omol. Natrium-

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

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

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

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

etwa etwa

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

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

h=15-10" (Natriumlaktat) ’

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

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

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

halb der hier angegebenen Reihe.

b) Das Fillungsoptimum von Lezithin-EiweiBverbindung.

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

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

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

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

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

V1. Oberflichenspannung.

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

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

28. Ubung.
Die Steigh6henmethode.

Eine benetzende Fliissigkeit steigt in eine Kapillare bis zu
20

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

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

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

K (hy — hy)

hl—h2=ﬁ-o oder o = e -D,

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

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

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

kann, ist die relative Oberflachenspannung der Lo-

sung = ii:: = 0,367.

)

l i
%)

Abb. 9. Doppelkapillaren.

29. Ubung.

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

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

1. Eichung des Stalagmometers. Das Stalagmometer wird

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

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

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

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

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

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

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

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

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

30. Ubung.

Die steigende biologische Wirkung oberflichenaktiver Stoffe
in homologen Reihen.

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

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

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

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

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

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

gesittigte wisserige

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

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

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

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

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

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

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

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

31. Ubung.
Relative quantitative Analyse eines kapillaraktiven Stoffes.

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

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

Tropfpipette.

Nr. 1 2 3 4 5 6 7

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

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

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

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

tional. Z.B. war fir

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

700 \N schen Stalagmometer ge-

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

% Tributyrin~ Satigung

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

den Pipette gemessen

a2 = 1,41. Trotzdem entspricht natiirlich jeder Tropfenzahl

— 101
eine ganz bestimmte Konzentration an Tributyrin. Fir die
eigentlich nur chemisch-analytischen Zwecke dieser und &hnlicher
Ubungen ist daher diese einfache Tropfpipette wegen der Zeit-
ersparnis entschieden vorzuziehen.

Man bestimmt nun fiir obige 7 Loésungen durch mehrfach
wiederholte Parallelversuche die Tropfenzahl. In den Parallel-
versuchen soll diese bis auf 1 Tropfen iibereinstimmen. 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 136,0 130,5 123,0 114,0 103,0 94,0 91,0
(Mittelwerte)

Man tragt nun auf Millimeterpapier die Konzentrationen auf
die Abszisse und die Tropfenzahl auf die Ordinate und erhilt so
eine Eichkurve (Abb. 12).
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Unsere oben gestellte Aufgabe, dic Konzentration einer be-
liebigen Tributyrinlésung zu bestimmen, 16sen wir dadurch, dal3
wir mit derselben Pipette ihre Tropfenzahl messen und in dem
Diagramm ihre Konzentration ablesent).

32. Ubung.
Nachweis des fettspaltenden Fermentes im Blutserum?).

Die Ubung schlieBt unmittelbar an die vorige an; die ge-
wonnene Eichungskurve kann sofort verwendet werden. Nur
stelle man die geséttigte
Tributyrinlésung nicht
in reinem Wasser her,
sondern in einem Phos-
phatregulator, um die
Wasserstoffzahl herzu-
stellen und festzuhalten,
welche fiur die Wirkung
des Fermentes am giin-
stigsten ist. Dadie frither
angegebenen Phosphat-
puffermischungen oft in
der absoluten Konzen-
tration unerwiinscht gering sind, sei eine andere Methode zur Her-
stellung starkerer Losungen beschrieben. Man geht von einer 1fach
molaren Phosphorsdurelésung aus. Eine lfach molare (dreifach
normale) Phosphorsdure kann von KaHLBAUM bezogen werden.
Ihr Titer wird auf folgende Weise kontrolliert. 10 cem der Phos-
phorsdure werden mit 100 ccm dest. Wassers versetzt und mit
1 norm. NaOH titriert mit Methylorange als Indikator. Die
Titration ist beendet, wenn jeder rotliche Ton verschwunden ist
und die Farbe genau so geworden ist wie in einer stark alkalischen
Kontrollprobe. Man stelle ein Gefdfl mit etwa ebensoviel Wasser
daneben, versetze es mit einigen Tropfen starker Lauge und eben-
soviel Indikator wie in der Phosphorsiureldsung, d. h. 2—3 Tropfen
einer 0,02proz. alkoholischen Loésung von Methylorange. Der-
jenige Tropfen Lauge, welcher den letzten Schimmer von Orange
zum Verschwinden bringt und das reine, blasse Gelb erzeugt,

1) Will man nicht bei Zimmertemperatur, sondern bei einer genau ein-
gestellten im Wasserbade arbeiten, so ist die Anordnung von Dr. STEFFA-
NUTTI (Abb. 13) zu empfehlen. Vgl. Biochem. Zeitschr. 223, 421. 1930.

2) Rova, P. und MicrAELIS, L.: Ll c.
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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 einschlieBlich zu demjenigen Tropfen, welcher eben eine ganz
unzweifelhafte Rosafarbung hervorruft, so miissen die 10 ccm
Phosphorsdure 20 cem 1 norm. Lauge verbrauchen.

Nunmehr vermischt man

1. 10 cem von dieser 1 mol. Phosphorsdure -+ 10 cem n-NaOH
-+ 10 cem dest. Wasser. Diese Mischung ist !/; mol. pri-
méres Natriumphosphat,

2. 10 ccm 1 mol. Phosphorsdure + 20 cem n-NaOH: das ist
1/; mol. sekundéres Natriumphosphat.

Jetzt vermischt man 100 cem Wasser mit 1 cem 1/, mol. pri-
méirem Natriumphosphat und 7 cem 1/; mol. sekundérem Na-
triumphosphat. Dann wird die Losung mit etwa 20 Tropfen Tri-
butyrin (nicht mit der Loésung, sondern mit Tributyrin selbst!)
versetzt, 10 Minuten geschiittelt, filtriert, die ersten Kubikzenti-
meter des Filtrats verworfen und der Rest aufgefangen. 50 ccm
dieser Losung werden mit 2 cem menschlichen Blutserums ver-
setzt. Das Serum darf 2—3 Tage alt, aber nicht ,inaktiviert*
(erwdarmt) worden sein. Unmittelbar nach dem Vermischen be-
stimme man die Tropfenzahl nach der S.77 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 gezihlt) als Abszisse, die Tropfenzahlen als
Ordinate. Die Tropfenzahlen kann man auch auf Grund der
Eichung (Ubung 31) in Tributyrin-Konzentrationen, bezogen auf
die volle Sattigung als KEinheit, umrechnen, und eine zweite
graphische Darstellung wahlen: 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

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,
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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 kénnen als bleibender Mafistab fir 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
1]'0 2 b 5870 »

so wiirde aus der ersten dieser beiden Zahlen folgen, dafl 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

. . 18
Fermentmenge von die zweite von 5 des normalen, als

% )
Mittel von 0,33 und 0,31 also 0,32, bezogen auf normalen Fer-
mentgehalt = 1.

33. Ubung.

Bedingt oberflichenaktive Stoffe; Einfluf der h auf die
Oberflichenspannung?).

Es gibt Elektrolyte, welche die Oberflichenspannung des
Wassers nicht schlechtweg erniedrigen, sondern bei denen die
Oberflichenspannung unter sonst gleichen Bedingungen von der h
der Losung abhingt. Diese bedingte Oberflichenaktivitiat
ist entweder dem Kation des Elektrolyten zuzuschreiben (die
Salze des Chinins, Eukupins und vieler anderer Alkaloide) oder
dem Anion (die gewohnlichen héheren Fettsduren, Undezyl-
sdure bzw. deren Alkalisalze). Wir betrachten den Fall des salz-
sauren Bukupins: Eine Lésung von Eukupinum bihydro-
chloricum 1:1000 gibt fiir eine Tropfpipette mit dem Wasser-
wert 84 die Tropfenzahl 113. Diese Lésung ist infolge Hydrolyse

1) TRAUBE, J. und SomoGyi, R.: Internat. Zeitschr. f. physikochem.
Biol. 1. 1914; ferner Winbpiscu, W. und DigrricH, W.: Biochem. Zeitschr.
67, 135. 1919; 100, 130. 1919 und andere Arbeiten ibidem.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl, 6
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des Salzes stark sauer. Vermindert man nun durch Phosphat-
puffer die Aziditdt, so steigt die Tropfenzahl, und zwar zunichst
allmahlich und dann mit einem Sprung bis nahezu auf den Maxi-
malwert.

Man setze folgende Losungen an:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7

0,1 n-NaOH T 2,0
m/15 prim. Phosphat 2,0 14 0,98 0,69 048 0,34 —
m/15 sek. Phosphat 0,0 06 1,02 1,31 1,52 1,66 —
lprom. Eukupinlésung 4,0 4,0 40 40 40 40 4,0

Pph angendhert 5 6,3 6,8 6,9 7,1 8 12,6

Tropfenzahl (in reiner
Eukupinchlorid- 124 176 187 187 185 169%) 93%*%)
16sung 113)

*) Bei dieser Alkalitiat entstand zunichst 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 Fallung; die angegebene Tropfenzahl be-
zieht sich auf das Filtrat.

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

Die Deutung der Erscheinung kann folgendermaflen gegeben
werden: Der oberflichenaktive Stoff ist die freie Eukupinbase
(nicht das Eukupin-Ion!). Diese ist in der Losung des Eukupin-
salzes infolge Hydrolyse schon in sehr geringen Mengen vorhanden
und wird mit zunehmender Alkalitit der Losung immer reich-
licher. Sie ist in Wasser, wie alle ganz stark oberflichenaktiven
Stoffe, kaum Ioslich (siehe Dezylalkohol, 29. Ubung, S.75) und
gibt gute stalagmometrische Ausschlige nur, wenn sie in iiber-
sattigter oder sehr fein disperser kolloider Losung vorhanden
ist. Alkalisiert man ein wenig, so bleibt die in Freiheit gesetzte
Base in tbersittigter (oder kolloider) Losung (Roéhrchen 2—5);
alkalisiert man starker (Nr. 6), so fillt die Base zum grofien Teil
aus; ganz im Anfang hat man eine sehr hohe Tropfenzahl, sie wird
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aber im Lauf der Zeit kleiner. Alkalisiert man noch stérker
(Ro6hrchen Nr. 7), so fallt die Base 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
Einflu3. Es finden sich dieselben Ionenreihen wieder, wie auch
bei anderen Ionenwirkungen. Nur haben auch hier wieder von
den gewohnlichen einwertigen Ionen die H- und OH-Ionen bei
weitem die grofite Wirksamkeit. Die bedingt oberflichenaktiven
Stoffe gehéren zu den pharmakologisch wirksamsten Substanzen.

34. Ubung.
Titration mit einem bedingt oberflichenaktiven Stoff als
Indikator?).

Die soeben beschriebene Eigenschaft des Eukupins, bei einem
bestimmten py, seine Oberflichenspannung sprunghaft 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 gefarbter und getriibter Flissig-
keiten, in denen man den Umschlag eines Farbindikators nicht
erkennen kann. Zur Demonstration wollen wir 0,1 n-Ammoniak
gegen 0,1 n-HCI titrieren.

In eine Porzellanschale gibt man 10 ccm 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 4Bt sie in die Titrier-
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 ccm, dem erwarteten Endpunkt
der Titration, ein. Der Umschlagspunkt entspricht etwa dem
des Methylorange.

1) WinpiscE und DieTrRICH: L c.

6*



84 Oberflichenspannung des Serums mit der Ringmethode.

35. Ubung.
Bestimmung der Oberflichenspannung des Serums mit der
Ringmethodet),

Die Bestimmung beruht auf der Anwendung der Adhésions-
ringe, wobei die Kraft gemessen wird, die zur Zerreiung eines
durch einen Ring gehobenen Flissigkeitssiulchens nétig ist. Das
Gewicht der gehobenen Flissigkeit zieht den Ring nach unten
und wird, bei bestehendem Gleichgewicht, durch eine Gegenkraft,
die Oberflichenspannung, ausgeglichen. Diese Gegenkraft wird
durch einen Torsionsdraht auf den Wagebalken iibertragen. Die
Torsion, ein Mal3 des gehobenen Gewichtes, wird an der kreis-

formigen Scheibe der Torsionswage mit-
tels eines Zeigers abgelesen.

Man héngt ein Platinringchen an die
Torsionswage (s. Abb. 14), stellt auf Gleich-
gewicht ein, schraubt ein Schélchen mit
der zu messenden Fliissigkeit so hoch,
dafl die Fliissigkeit den Ring gerade be-
rithrt und fihrt an der Torsionswage
eine so starke Torsion aus, daB3 das hoch-
gehobene Fliissigkeitssdulchen gerade zer-

reift. Die dazu notwendige Kraft, die
direkt an der Wage abgelesen wird, wird
von der Oberflichenspannung iiber die

\bb. 14 Lange des Ringumfanges gegeben. Eine
B empirische Korrektur trigt dem Einflul
des Randwinkels der benetzenden Flissigkeit Rechnung. Der
Temperatureinflul ist fiir reine Fliissigkeiten oder Kristalloid-
16sungen nicht groB, fiir kolloide Losungen (wie Blut) betréchtlich.

Ausfiithrung. Benutzt wird der Apparat von HARTMANN und
BrAUN. Zuerst wird der Wasserwert des Ringes bestimmt, d. h.
die Kraft, die nétig ist, um die an einem bestimmten Ringe
adhérierende Wasseroberfliche zu zerreiflen.

Bei der groBfen Oberflichenspannung des reinen Wassers (vgl.
S.85) ist auf kapillaraktive Verunreinigungen besonders zu achten.
Zur Reinigung wird der Ring vorsichtig ausgegliiht oder noch besser
mit (durch kurzes Eintauchen in konz. Salpetersiure vom spez.
Gew. 1,4) passivierter Stahl-Pinzette kurz in rauchende Salpeter-
sdure getaucht, nachher unter der Wasserleitung gespiilt und mit
reinem Filtrierpapier getrocknet. Die Uhrgliser oder Kolbchen,

1) LecomtE pU Noty: Surface Equilibria of biological and organie
colloids. New York 1926.
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in die die zu untersuchende Fliissigkeit kommt, werden mit rau-
chender Salpetersiure und Waschen in flieBendem Wasser fettfrei
gemacht. (Leitungswasser hat im allgemeinen eine reinere Ober-
flache als destilliertes Wasser; das destillierte Wasser kann durch
Schiitteln mit Kohle und Filtrieren durch eine Kohleschicht ge-
reinigt, werden.) Die Kontrolle auf Oberflichenreinheit geschieht
nach BRINKMANN folgendermafBen: Man bestimmt mit dem ge-
reinigten Ring die Ablésungskraft sofort nach Eingiefen des
Wassers im gereinigten Uhrglas oder in der Glasschale; die gefun-
dene Kraft darf sich bei ruhig stehendem Wasser nicht weiter ver-
ringern. (Differenz héchstens 0,5—1mg.) Eine allméhliche Erniedri-
gung bei wenig verdnderter Temperatur bedeutet Verunreinigung.
Bei der Ausfithrung der Bestimmung wird das Schalchen mit
wenigstens 1 cem Wasser auf das Stativ gestellt, die Wage mit
anhingendem Ring auf Gleichgewicht eingestellt und arretiert.
Dann wird das Schilchen so hoch geschraubt, dal die Wasser-
oberfliche die Unterfliche des Ringes gerade benetzt. Bei arre-
tierter Wage wird zunéchst eine Drehung von 60—80 mg aus-
gefiihrt, dann erst desarretiert man. Nun macht man die Torsion
allméhlich so stark, dafl die Wasseroberfliche gerade zerreiflt (bei
K mg). Dann wird die Torsion wieder geringer gemacht (bis 80
bis 100 mg), der Ring durch leichten Druck auf die Aufhénge-
stibchen wieder gerade auf das Wasser gedriickt und die Zer-
reilungskraft erneut bestimmt. Der zweite Wert soll mit dem
ersten genau iibereinstimmen. Dann schraubt man das Schélchen
herunter und bestimmt das Gewicht des Ringes (+ Draht) + ad-
hiriertem Wasser = G. Es ist dann K — G der Wasserwert des

Ringes = W.
Bei der Messung einer beliebigen Oberflichenspannung be-
stimmt man ebenfalls K und G (in diesem Fall K’ und G'), dann
7

ist K’ — G’ = W', und die relative Oberflichenspannung ist W
Will man die absolute Oberflichenspannung berechnen, so mul-
tipliziert man diese Zahl mit 73. (Die absolute Oberflichen-
spannung des Wassers ist bei 18° gleich 73 Dyn/em.) Man muf
aber noch eine Korrektur anbringen, da das Fliissigkeitssdulchen
nicht senkrecht an dem Ring zieht. Mit Beriicksichtigung dieser
Korrektur erhdlt man fiir die wirkliche relative Oberflichen-

spannung 1,18%—— 0,18 und fiir die absolute Oberflichen-

spannung 1,18 % — 0,18 - 73 Dyn/em.

Bei der Bestimmung der Oberflichenspannung des Serums
ist darauf zu achten, daB sofort nach dem EingieBlen des Serums
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in das Schélchen die Oberflichenspannung héher ist (nidher der
Oberflichenspannung des Wassers liegt): die dynamische Ober-
flichenspannung; bei fortlaufenden Messungen zeigt sich eine
allmihliche Erniedrigung, die ungefidhr in einer halben Stunde das
Minimum erreicht: die statische Oberflaichenspannung. Wenn
man die Oberfliche durch Abstreifen mit Filtrierpapier auf-
frischt, so bekommt man wieder die hohere Oberflichenspannung.
Spontane Erhéhung der Spannung mit der Zeit deutet auf eine
Membranbildung. Die Temperatur muf3 beriicksichtigt werden.
Eine Messung, die bei 37 ° ausgefithrt wird, liegt etwa um 10 Dyn
niedriger als eine, die bei Zimmertemperatur ausgefithrt wird.
Fiir normale Sera findet man statisch den konstanten Wert
von 58—57 Dyn/em bei 16—18° und von 47 Dyn/em bei 37°.

VII. Diffusion, Osmose, Filtration.

Ein in verdiinnter Losung befindlicher Stoff verhilt sich in
seinem Losungsmittel in manchen Beziehungen ebenso wie ein
Gas im leeren Raum. Der geloste 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 iibt 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 BRownschen 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 geloste Stoff ein Nichtelektrolyt, so sind die Gasgesetze
glatt zu ibertragen. Bei Elektrolyten treten elektrostatische
Wirkungen der Ionen aufeinander und auf die Wassermolekiile
hinzu, welche fiir den Fall der freien Diffusion zu berechnen
sind, fiir den Fall der Diffusion durch Membranen aber erst am
Beginn der Erforschung stehen. Es steht zunéchst fest, daf die
Osmose bei Elektrolyten von der Natur der Membran abhéngt.

Eine Membran, die nur fir das Losungsmittel durchgingig
ist, nicht fiir den gel6sten (oder suspendierten) Stoff, heifit eine
semipermeable Membran. Die vollkommenste semipermeable
Membran ist die M. TRAUBEsche Niederschlagsmembran in Form
der Prerrerschen Zelle (z. B. aus Ferrozyankalium -- CuSO,):
sie 1aBt nicht einmal einfache Salze hindurch. Pergament, Kollo-
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dium, Schweinsblase hat grobere Poren: die Diffusionsunfihigkeit
eines Stoffes durch eine solche Membran ist definitionsgemaf
das Kriterium dafiir, daf3 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-
lagsigkeit fiir groBle und kleine Molekiile oder Komplexe.

36. Ubung.
Diffusion. .

Anschauung von der Geschwindigkeit der Diffusion erhalt
man am besten, wenn man eine Losung in erstarrte Gelatine
diffundieren laft; die Diffusionsgrofle 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 Erstarren schichtet man auf diese irgendeine wésserige
Lésung. Als solche benutze man z. B.:

Diffusion
nach 24 Stunden

10proz. CuSO, . . . . . . . . . . . .. 10,0 mm
lpromill. Eosin . . . . . . . . . . .. . 50
1 »  Methylenblau . . . . . . . . .. 3,0 ,,
1 ,, Kongorot . . . . . . .. ... N 0 ’s
Diinne Hamoglobinlésung (lackfarbenes Blut) 0,7 ,,
Mastixsol (s. S.8) . . . . . . . .. ... o
Losliches Berlinerblan . . . . . . . . . . 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, dafl beim Hamoglobin die Diffusion noch gut
erkennbar ist.

Ein instruktives Beispiel entnehmen wir dem Praktikum
von Wo. OstwaLp (4. Aufl,, S.21. 1922): Man versetzt dreipro-
zentige Gelatinelosung vor dem Erstarren mit einigen Trepfen
Phenolphthalein und NaOH, so daB eine rote Gallerte entsteht.
Laft man schwach angesiuerte Alkaliblaulésung diffundieren,
so entfirbt das schnell diffundierende H-Ion die Gallerte, und
man erhdlt drei Schichten: Blauviolett, farblos, rot.
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Ein sehr hiibscher Versuch ist die Herstellung der LiesE-
cAaNGschen Ringe. 4 g Gelatine werden in 120 g Wasser unter
Erwirmen 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-
glésern in 10—15 cm hoher Schicht eingefiillt. Nach dem vélligen
Erstarren der Gelatine setze man vorsichtig auf die Mitte der
Petrischale einen Tropfen 8,5proz. Losung von AgNO; und lasse
die Schale bedeckt in volliger Ruhe stehen. Auf die in den Re-
agenzglisern erstarrte Gelatine schichte man sehr vorsichtig
5 ccm der gleichen Silberlésung, indem man sie an der Wand
des Glases aus einer Pipette entlang flieBen 148t. Am niichsten
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. Die Erklarung ist folgende: Das Silbersalz dif-
fundiert in die Gallerte, es bildet sich in ihr das sehr schwer 16s-
liche Silberchromat, welches zunichst in {ibersittigter Losung
bleibt. Sobald durch Nachdiffusion von Silbersalz die Uber-
sittigung einen gewissen Grad erreicht, erfolgt plotzlich Ab-
scheidung des Silberchromats und Aufhebung der Ubersittigung.
Das schon weiter "entfernte Silberchromat diffundiert deshalb
in die Kristallisationsgegend zuriick und wird in Beriihrung mit
der festen Phase ebenfalls abgeschieden, bis iiberall die Uber-
séttigung aufgehoben ist. Nun erfolgt weiterhin Diffusion von
Silbernitrat, und der Vorgang wiederholt sich. Voraussetzung
fiir die Moglichkeit dieser Erscheinung ist der Umstand, daB
das abgeschiedene Silberchromat keine so dichte Membran bildet,
daB sie fir das nachdiffundierende Silbernitrat undurchlissig
wire. Eine Ferrozyankupfermembran z. B. wire fiir alle Salze
undurchlissig und wiirde den Diffusionsweg einfach versperren,
solange sie dem osmotischen Druck mechanisch Stand hilt.

37. Ubung.
Dialyse.

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

Die haltbarsten Dialysiermembranen sind Pergament-
schlduche. Man benutze besonders die ausgezeichneten ,,Dif-
fusionshiilsen‘ von ScHLEICHER und ScHULL, kleines Format
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(Inhalt etwa 10 ccm). Man fiille sie mit 5 ccm Lésung und stelle
sie in ein kleines Becherglidschen, welches aulen Wasser bis zum
gleichen Niveau enthélt. Fillt man innen eine 0,85proz. NaCl-
Loésung ein, so ist in der AuBenfliissigkeit schon nach wenigen
Minuten Cl’ nachweisbar. Fillt man Blutserum ein, so ist nach
24 Stunden auBlen kein Eiweifl nachweisbar. Eine gleiche Ver-
suchsanordnung zeigt, dafl Eosin hindurchgeht. Man nehme eine
lproz. Losung. Zuerst wird Eosin durch Adsorption an der
Membran festgehalten, erst wenn das Adsorptionsgleichgewicht
eingetreten ist, beginnt der Durchtritt des Farbstoffs. Kongorot
dagegen diffundiert gar nicht durch die Hiilse. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Diffusionsversuchen iiberein, denn typische
Kolloide diffundieren und dialysieren nicht bzw. sehr wenig.

Von anderen Dialysierhiilsen mufl man vor allem die Kol-
lodiummembran kennenlernenl). Sie wird entweder wie auf
S. 97 hergestellt oder, nach dem Vorschlag von Wo. OsSTWALD,
auch auf folgende Weise. Kine aus Filtrierpapier (nicht Perga-
ment!) hergestellte ,,Extraktionshiilse’“ von SCHLEICHER und
ScrULL wird mit Kollodium gefiillt und dieses wieder ausgegossen
und die Hiilse wihrend des Trocknens der hingengebliebenen
Wandschicht des Kollodiums in horizontaler Lage um die Léngs-
achse gedreht. Man kann auch einfach einen Zylinder aus Fil-
trierpapier herstellen, indem man die sich 1—2 em breit iiber-
deckenden Rénder mit Kollodium zunichst anklebt und dann
einen Boden von Filtrierpapier mit Kollodium aufklebt. Dann
gieflt man die Innenseite mit Kollodium aus und dichtet besonders
noch den Rand des aufgeklebten Bodens. Nach dem Trocknen
wird die Hiilse etwas gewissert und ist lange Zeit brauchbar,
wenn sie stets feucht gehalten wird.

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

In einem ersten Versuch benutze man eine kleine ,,Diffusions-
hiilse von ScHLEICHER und ScHULL, die aus Pergamentpapier
besteht. Diese wird mit Wasser gut durchtrinkt, das Wasser
ausgegossen und mit 5 ccm Blutserum gefiillt. Diese Hiilse wird
in ein kleines (am besten oben leicht konisch verjiingtes) Becher-
glas gestellt und in dieses so viel ,,Aulenfliissigkeit‘‘ eingefiillt,
dafl die Niveaus auflen und innen anndhernd gleich sind. Als
AuBenfliissigkeit benutze man in einem Versuche destilliertes
Wasser, in einem Parallelversuch 0,85proz. NaCl-Lésung. Diese

1y Uber andere Membranen vgl. S. 94.
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AuBenlésungen werden zunéchst einige Male alle halben Stunden
erneuert, dann tiber Nacht stehen gelassen. Dann entleert man
den Inhalt jeder Hiilse in einen MeBzylinder. In dem Versuch
mit NaCl-Losung ist das Volumen kaum groBer geworden, in
dem mit destilliertem Wasser ist es etwa um 1/; vermehrt, auBer-
dem hat sich ein Niederschlag von Globulin gebildet.

Das gleiche Versuchspaar setze man an, indem man eine
Kollodiumhiilse benutzt, die wie S. 97 hergestellt ist. Man macht
sie von gleichem Durchmesser, aber lieber etwas hoéher als die
Pergamentmembran.

Hier ist in beiden Versuchen, sowohl in dem mit destilliertem
Wasser als auch mit NaCl-Losung, nach 24 Stunden das Volumen
sehr erheblich vermehrt.

Eiweil ist in keinem der vier Versuche in die AuBlenflissigkeit
iibergegangen?).

Elektrodialyse des Serums nach Errisca?).

Die Elektrodialyse ist eine Dialyse, die dadurch beschleunigt
wird, da} man sie im elektrischen Feld vor sich gehen lafit. Zu-
nichst wird die dialysierte Substanz, in unserem Falle Blutserum,
durch die Dialyse von den Elektrolyten befreit. Da jedoch die
Globuline des Serums nur bei Elektrolytgegenwart loslich sind,
so fallen sie aus, wenn die Elektrolyte aus dem Serum entfernt
sind. Die Dialyse fiihrt also sekundir zu einer Fraktionierung
der Serum-EiweiBlkorper. Die Globuline sind im normalen Serum
(pr = 7,5—8,0) als Natrium-Globulinat vorhanden. Das Na’
wird durch die Dialysiermembran hindurch kénnen, nicht aber
das entsprechende Globulin-Anion. Dabei geht die Reaktion in
der Kammer, in der das Serum sich befindet, aus dem alkalischen
in den saueren Bereich. Dadurch ist die zweite Bedingung fiir
den Ausfall der Globuline gegeben, da das Globulin im isoelek-
trischen Punkte (pg = 4,7) unléslich ist. Es gibt keine Serum-
elektrodialyse ohne Sauerung.

Den Verlauf des EiweiBausfalls kann man dadurch bestimmen,
daB man in gewissen Zeitabschnitten der Mittelkammer (s. unten)
Proben entnimmt, diese zentrifugiert und in der tberstehenden
Fliissigkeit den Eiweilgehalt durch Bestimmung des Stickstoffes
feststellt. Den Verlauf der Elektrolytentfernung kann man an
einem in den Stromkreis geschalteten Amperemeter beobachten.
Zu Beginn der Elektrodialyse pflegt die Stromstéirke anzusteigen,
unter Sinken des Widerstandes im Gesamtsystem. Die hierbei

1) Vgl. hierzu RoxNa, P., und MELLI: Biochem. Zeitschr. 166, 242. 1925,
2) Nach Errisce und Ewic: Biochem. Zeitschr. 200, 250. 1928.
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auftretende Erwérmung wird durch einen Vorschaltwiderstand in
den zuldssigen Grenzen gehalten. Sehr bald kann jeder Wider-
stand herausgenommen werden. Die hauptséchlichste Kontrolle
besteht jedoch in der Beobachtung des py-Verlaufes. Es kénnen
sowohl iiberméiBige Sauerung als auch Alkalisierung auftreten.
Das Ansteigen des py tiber den Ausgangswert des Serums wird
durch die unten angegebene Membrankombination verhindert. Die
Pn- Verschiebung nach der saueren Seite hin hat auch ihre Grenzen,
da bei einem py << 4,0 die Globuline sich wieder auflésen. Das
Ende der Elektrodialyse ist dadurch gegeben, daB weder der
Widerstand der Zelle
und der Eiweifigehalt,
noch der pg-Wert sich
dndern.

Was die Anordnung
des Elektrodialyseappa-
rates anlangt, so ist das
Dreikammersystem, wie
es im Apparat von ET-
TISCH verwirklicht ist,
am vorteilhaftesten.

Von den 3 Kammern 8

I, I, II’ der Elektrodia- ‘5& oo dp

lysierzelle enthélt die mitt- A | "
lere I die zu dialysierende  Abb. 15. I Mittelkammer; II, II’ Spiilkammern;
Flissigkeit. Sie wird als ?lfrtposit}igve, Mt_ nf:]gzatige i\lemb?n; E positive
. s Platin-), B’ negative (Kupfer-) Elektrode; E, E; Ein-
Mittelkammer, auch Dia- g patiicicen “a7 a, AusfluBsfinungen, B Gleich.
1ySlerkammer, bezeichnet. strombatterie; R Regulierwiderstand; A Ampere-

Die beiden endstindigen meter; V Voltmeter.

Kammern IT und II’ ent-

halten die Elektroden E und E’. Durch sie fliet dauernd der spiilende
Strom von destilliertem Wasser. Er tritt bei E, bzw. E, ein, und bei A,
bzw. A, wieder aus. Diese Kammern heilen Endkammern, Elektroden-
kammern, auch Spiilkammern. Sie sind von der Mittelkammer durch
Membranen M, bzw. M_ getrennt. An die Elektroden wird die Span-
nung einer Gleichstromquelle B gelegt unter Einschalten eines Ampere-
meters mit den MeBbereichen von etwa 1 Milliampere bis 10 Ampere. Der
Regulierwiderstand R regelt die Spannungsverteilung. Das Voltmeter V
zeigt an, welches die jeweilige Spannung zwischen den Klemmen der Elek-
troden (Dialysierspannung) ist. Damit ist man auch iiber den jeweiligen
‘Widerstand zwischen den Elektroden unterrichtet. Bei solcher Anordnung
werden die Elektrolyte aus der Zelle beschleunigt herausgeholt, da die
Membranen fiir diese durchlissig sind. Die Membranen besitzen aber Eigen-
ladung. Es muf} daher stets auch eine elektrosmotische Wasseriiberfiihrung
stattfinden. Bei diesem Vorgang kénnen auch solche Molekiile bzw. Molekiil-
komplexe die Mittelkammer verlassen, die durch die Membranen eben noch
hindurchzutreten vermégen. Auch solche Korper, die in der Mittelkammer
nur zu einem AuBerst geringen Bruchteil dissoziiert vorhanden sind, werden
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durch die ED daraus entfernt werden koénnen. Es bleiben also alle die-
jenigen Korper in der Mittelkammer zuriick, die die Membranen nicht
durchtreten lassen. Das konnen groBle Ionen, groBle Molekiile usw. sein.

Die von ErriscH angegebene Vorrichtung zur Elektrodialyse
ist die folgende:

Sie besteht aus einem Glaskasten von rechteckiger Grundfléiche, dessen
Abmessungen sich nach den zu dialysierenden Substanzmengen richtet
(siche Abb. 16).

An ihm sind die beiden ZufluB6ffnungen EE und die Ausfluléfinungen
A, A zu erkennen. Ferner besitzen die oberen Rinder der Vorder- und
Hinterfliche je 2 Ausschnitte S, S, in die die beziiglichen Elektroden (in

Abb. 16.

den Endkammern S;, S,) eingehingt werden. Die Elektroden bestehen
aus rechtwinkligen Glasrahmen mit Auslegebiigeln. Der mit Platindraht
besponnene Rahmen dient als Anode, der mit Kupfer besponnene als
Kathode. Jeder Rahmen trigt eine Klemmschraube.

Die Mittelkammer M (s. Abb. 17) nimmt die zu dialysierende Fliissig-
keit auf. Sie besteht aus 3 Teilen. Aus einem Glasblock B und 2 Rah-
men Ry, R,.

Die Mittelkammer ist in den Glaskasten eingepaft. Zur Anbringung
der beziiglichen Membranen wird der Block B an den betreffenden Flichen
mit einer diinnen Schicht Zaponlack bzw. mit einer Gelatinelésung iiber-
pinselt und leicht angedriickt. Man darf die Membranen nicht trocken auf-
kleben, da sie in der Fliissigkeit quellen und dann einen zu grofen Mittel-
raum abgeben. Bei den Kollodiummembranen muBl man mit dem Zaponlack
vorsichtig umgehen, da er das Kollodium aufzuloésen vermag. Kleine
Defekte lassen sich aber mit fliissigem Kollodium wieder leicht ausbessern.
Hat man beide Membranen befestigt, so werden die Glasrahmen R;, R,
von auflen an die Membranen angelegt. Mittels der Hartgummischrauben G,
unter die Gummiplittchen gelegt werden, werden die Rahmen mit dem
Glasblock verbunden. Nach Warten von einigen Minuten priift man die
Mittelkammer durch Wassereinfiillen auf ihre-Dichtigkeit. Ist diese sicher-
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gestellt, so fiigt man die Mittelkammer in das Glasgefid3 ein, nachdem man
sich iiberzeugt hat, daB die Membranen nicht allzusehr aus dem Rahmen
nach den Seiten herausragen. Eine besondere Befestigung oder Abdichtung
der Mittelkammer im Glaskasten ist fiir gewdhnlich nicht erforderlich, da
der kapillare Spalt zwischen ihr und den Wénden des Kastens einen sehr
groBen elektrischen Widerstand darstellt. Will man aber auf jeden Fall
sichergehen, so kann man durch heifles Paraffin mit ein paar Pinselstrichen
die Mittelkammer festkitten, und zugleich die beiden Endkammern von-
einander isolieren. Damit ist die Zelle fiir die ED zusammengestellt. Bei
Nichtgebrauch muf} sie, wenn sie nicht auseinandergenommen wird, mit
Wasser gefiillt aufbewahrt werden, damit die Membranen nicht austrocknen
und dabei einreiBen. Beim Auseinandernehmen l6st Azeton den Zapon-
lack, Wasser die Gelatine leicht auf. Die Rahmen diirfen von der Unter-
lage nur abgeschoben, nicht abgehoben werden, da sie dabei leicht zer-
brechen. - Ein gebrochener Rahmen kann aber noch weiter Verwendung
finden, da -er durch die Verschraubung seine Stiitzfunktion noch auszuiiben

Abb. 17,

vermag. Ks ist daher auch nicht erforderlich, die Rahmenschrauben iiber-
méBig fest anzuziehen.

Die Spiilung der Endkammern erfolgt mit destilliertem Wasser. Man
stellt die Vorratsflasche etwa 1 m erhoht gegeniiber der ED-Zelle auf und
1aBt von dort aus durch ein eingeschaltetes T-Stiick aus Glas das Wasser
durch die beiden Spilkammern flielen. Durch aufgesetzte Schrauben-
quetschhidhne kann man jeden Zuflul und Abflufl regulieren. Oft ist es
von Bedeutung, die Spiilflissigkeit zu analysieren, dann wire das ab-
flieBende Wasser aufzufangen. Bei der hier dargestellten Methode der ED
braucht das Spiilwasser nicht iibermiBig rasch durch die Kammern ge-
schickt zu werden. Als Beispiel sei erwihnt, daB bei der ED von etwa
40 ccm unverdiinntem Serum in der beschriebenen Apparatur in der ersten
Stunde 5 Liter, in der zweiten Stunde 4 Liter Wasser verbraucht wurden.
Man kann also auf etwa 1cem Serum 100—150 cem destilliertes Wasser
rechnen, je nach der Art und Dauer der ED. Erhéhung der Spiilgeschwin-
digkeit hat kaum einen Einflul auf den grundsétzlichen Gang der ED.
Von Vorteil ist allerdings die dadurch bewirkte Kiihlung infolge Ansteigens
des elektrischen Widerstandes. Das erreicht man aber zweckmiBiger durch
Einlegung von Kiihlschlangen in simtliche Kammern. Diese Kiihlung wird
durch Leitungswasser gespeist. Man verfdhrt aber noch besser, wenn man
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durch Regulierung der Stromstirken die Warmeentwicklung hintanhalt.
Diese ist von Bedeutung nur etwa im ersten Viertel der ED. Sehr bald
wird die JouLrsche Wirme infolge Anwachsens des Widerstandes geringer,
so daB man in den iibrigen Dreivierteln schon mit voller Spannung arbeiten
kann.

In die Mittelkammer kann noch eine Riithrvorrichtung eingefiihrt werden.
Diese muB so arbeiten, dal eine gute Durchmischung des Inhaltes wahrend
der ganzen ED vor sich geht. Ein Elektromotor oder auch eine gut lau-
fende Wasserturbine vermag dieses sicherzustellen.

An die Elektroden wird eine Gleichstromquelle von 120 bzw. 220 Volt
gelegt.

Als Membrankombination sind zu verwenden: 1. Pergament-
membran vor der negativen Elektrode, Albumin-Kollodium-
membran vor der positiven. 2. Pergamentmembran vor der ne-
gativen Elektrode, Gelatine-Kollodiummembran vor der posi-
tiven. Letzte Kombination hat sich als die giinstigste erwiesen.
Als Pergamentmembran wird das kéufliche Pergamentpapier ver-
wendet. Fiir die Herstellung der Kollodiummembranen dienen
folgende Vorschriften von ETTISCH:

1. Herstellung von Kollodiummembranen. Zur Herstellung von
Kollodiummembranen verwendet man das Atheralkohol-Kollodium von
C. A. F. Kahlbaum (,,zur Herstellung von Membranen zur Dialyse‘‘). Man
hilt die Vorratsflasche stets gut_verschlossen, um eine Konzentrations-
anderung infolge Verdunstens von Ather zu vermeiden. In moglichst diinner
Schicht wird dann dieses Kollodium in eine Schale mit ebenem Boden
ausgegossen und diese Schale dann auf einen Tisch gestellt, von dessen
Ebenheit man sich iiberzeugt hat, und von dessen Oberfliche Zugluft fern-
gehalten werden kann. Das ausgegossene Kollodium wird so lange der
Trocknung unterworfen, bis bei schriger Aufsicht auf der gesamten Mem-
branoberfliche die erhabenen Rippen eines Chagrinmusters erscheinen
(etwa 20—30 Minuten). Darauf wird die Schale in einem groflen Wasser-
gefiB vollkommen untergetaucht. Man 148t die Membran dort einige Zeit
mit ihrer Schale und unterstiitzt dann die Ablésung durch vorsichtiges
Abtrennen der Membran vom Rande her mit einem scharfen Messer. Nach
Wissern von etwa 1 Stunde bei mehrmals gewechseltem, destilliertem
Wasser ist die Membran verwendbar.

2. Albuminkollodiummembran. Hierzu ist erforderlich: 1. Alko-
hol-Atherkollodium wie oben, 2. feinst pulverisiertes Eieralbumin von
Merck. Von dem Kollodium giet man die notwendige Menge in ein Erlen-
meyerkdlbchen und fiigt eine solche Menge von dem Eieralbumin hinzu,
daf} stets Bodenkérper vorhanden ist. Es wird mehrmals kraftig durch-
geschiittelt, dann 143t man die Suspension etwa 1 Stunde sedimentieren.
Noch triibe wird die Suspension ausgegossen und weiter so behandelt, wie
es oben von der reinen Kollodiummembran beschrieben worden ist. Wegen
der bakteriellen Angreifbarkeit mufl die Membran bei Nichtbenutzung
unter Wasser im Eisschrank aufbewahrt werden.

3. Gelatinekollodiummembran. Hier wird zunichst nur Kollo-
dium in der oben angegebenen Weise ausgegossen. Auch alle anderen Kenn-
zeichen der Trocknung usw. bleiben dieselben. Nachdem man die fertige
Kollodiummembran kurze Zeit gewissert hat, bringt man sie in eine 2proz.
Losung von Lichtfiltergelatine (Agfa) und 1Bt sie 24 Stunden darin. Die
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Gelatine ist beim Einbringen der Membran warmfliissig, erstarrt aber bei
der Abkiithlung bzw. bei der Aufbewahrung im Eisschrank. Wenn dann
die Kollodiummembran nach 24 Stunden herausgenommen wird, muB sie
von den anhaftenden groben Gelatineteilchen gereinigt werden. Da die
Gelatine ein wenig zuverldssig definierter Korper ist (Alter der Gelatine!),
stellen sich bei dieser Membran unter Umstdnden Stérungen heraus.

38. Ubung.
Die Kompensationsdialyse ).

Wenn in einer kolloiden Fliissigkeit, wie Blutserum oder
Eisenhydroxyd, ein diffusionsfahiger Stoff gelost ist, kénnte 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 moglichst
groBle Menge (50 cem) Serum wird gegen eine moglichst kleine
Menge einer Losung von Zucker in 0,85proz. NaCl bekannter
Zuckerkonzentration dialysiert. Die Konzentration wird in ver-
schiedenen Parallelversuchen variiert und diejenige Konzentration
ermittelt, welche bei der Dialyse weder ab- noch zunimmt. Sie
ist gleich der Konzentration des freien Zuckers im urspriinglichen
Serum. ,

Man kann auch darauf verzichten, bis zum Gleichgewicht zu
dialysieren, sondern stellt nur die Richtung fest, nach der die
einzelnen Stoffe wandern. Bei geeigneter Versuchsanordnung kann
man die Dialyse bereits nach etwa !/, Stunde unterbrechen; die
Konzentrationsinderung in der AuBenlésung ist deutlich?).

Genauer gestaltet sich diese Kompensationsschnelldialyse im
einzelnen folgendermaflen:

Man benutzt Dialysierhiilsen mit moglichst grofler relativer
Oberfliche und kleinen Fliissigkeitsmengen: kleine selbstver-
fertigte Kollodiumhiilsen von 14 mm Durchmesser und 5 cm
Lénge; sie wurden in kurze Glasréhrchen mit rundem Boden
etwa 20 mm innerer Weite gehingt und mittels eines durch-
l6cherten Korkens iiber das abgesprengte obere Ende einer

1y MICHAELIS, L., und Roxa, P.: Biochem. Zeitschr. 14, 476. 1908. Vgl.
auch Rona: Ebenda 29, 501. 1910; Roxa und Takanasar: Ebenda 31, 336.
1911; RonNa und GyoOrey: Ebenda 48, 278; 56, 416. 1913.

2) Rona, Havrowrtz und Perow: Biochem. Zeitschr. 149, 393. 1924.
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Die Kompensationsdialyse.

Eprouvette gezogen. Die beiden oberen Korke (s. Abb. 18)
schiitzen gegen Verdunstung, der unterste dient als einfaches

"/

&)\

Abb. 18.

Gestell.

Vor der Fillung werden die Hiilsen innen mit
der zu untersuchenden Fliissigkeit (Serum), aufBen
mit der verwendeten AuBenflissigkeit gespiilt. Nun
werden aullen 3,5 cem, innen 4 cem der entsprechen-
den Flissigkeiten zugefiigt und die Hillsen so be-
festigt, dall die Flissigkeitsspiegel auflen und innen,
gleich hoch sind. Die AuBenflissigkeit wird, um Fliis-
sigkeitsstromungen zu vermeiden, stets isotonisch ge-
macht (s. unten). Dann wird mit Kork verschlossen

und darauf geachtet, dal die Hiilse der Glaswand nirgends direkt
anliegt. Nach einer halben Stunde werden mit 1-ccm-Pipetten

der Aullen- und Innen-

Ca in Milligrammproz enten. ﬂussigkelt je zwel Pro-

Tnnen AuBen ben entnommen .und

vorher nachher vorher \ nachher anglyswrt. NaCh dieser

Zeit ist zwar keine voll-

10,3 12,7 10,5 f 9,0 standige Kompensation

10,3 10,0 7.0 7.2 eingetreten; die Kon-
10,3 8,8 525 | 6,1 L .

zentrationsinderung im

Chlor in 9%. Sinne der Kompensation

(Innen je 4,0 com Serum, auBlen je ist jedoch derart weit-
3,6 com Kompensationsfliissigkeit.) gehend, daB sie analy-

Konzentration der Auen- ) tisch einwandfrei nach-
flussigkelt % Cl A&‘;@;@{;g gewiesen werden kann.

vorher nach Dialyse Als Beispiel diene
0,53, 047, 047 0,06, eine Untersuchung iiber
0,50, 0,45, 0,45, —0,05, das Verhalten des Chlors
(0),505 0,45 8,125 —0,05, im Serum. Der Total-

,505 0,46, ,48, —0,03 -Gehal

045, | 045, 045, o, 002 Cl-Ge 1;"0 ddes S((iarums
043, | 043, 04l 0,00, (vom Rind) wurde zu
0,42 | 0,42, 0,42 0,00, 0,365% bestimmt. Als
0,38, | 3,38, 0,325 0,00, AuBenflissigkeit wurde
0,36, 3,36, 0,37, 10,01 Kochsalz.
0,35, ’ 3,36,  verl, +0,01, ?.385 proz. R
0,35, | 3,35 0,36, +0,01, psung verwencer, cie
0,34, | 3,36, 0,36, +0,02, durch Zusatz dquimole-

kularer NaNQ;-Lésung

auf die verschiedenen Verdiinnungen gebracht wurde. Die Cl-
Bestimmungen wurden nach VoLHARD durchgefiihrt. Als Innen-
fliissigkeit wurde das unverdiinnte Rinderserum genommen, dessen
pu zu 7,80 ermittelt wurde.
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Die Tabelle (S. 96) zeigt, dal3 der Cl-Gehalt der AuBenfliissigkeit
gesunken ist, wenn er hoher als 0,45% war, und dal} er gestiegen
ist, wenn er kleiner als 0,38% war. Bei einer Cl-Konzentration
zwischen 0,38 und 0,45% ist keine Anderung eingetreten, obwohl
der Cl-Gehalt des Serums Kkleiner, ndmlich nur 0,365% war. Es
sind also im Mittel 0,42% Cl in der AuBenfliissigkeit im Gleich-
gewicht mit 0,365% Cl im Serum. Das gesamte Cl des Serums
ist also dialysabel.

Einige Versuche iiber die Verhéltnisse beim Kalzium mégen
hier angefiigt werden.

Wie man aus der Tabelle (S. 96) sieht, befinden sich hier etwa
10,0 mg % Ca innen (Serum) mit 7,0 mg % Ca auflen in Gleich-
gewicht.

39. Ubung.
Osmose.

Wenn eine Losung von dem reinen Lisungsmittel 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 be-
handeln. Leichter kann man mit Kollodium arbeiten, welches
allerdings nur in beschranktem Mafle 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 beschrankt semi-
permeablen Membran wie Kollodium?) stellt sich kein definitives
Gleichgewicht in bezug auf den osmotischen Druck ein, sondern,
weil schliefilich auch der geloste Stoff in seiner Konzentration
sich ausgleicht, ist das endgiiltige Gleichgewicht die Einstellung
auf gleiches Niveau. Aber der osmotische Wasserstrom ist gut
zu beobachten und der Druck dieses Wasserstromes ist meBbar,
wenn auch mit der Zeit verdnderlich.

Man giefle 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 giele man noch eine Schicht Kollodium
hinein und lasse in gleicher Weise nochmals trocknen. Wenn

1) In Anlehnung an LiLLie: Americ. journ. of physiol. 20, 127. 1907;
SORENSEN, S. P. L.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 1. 1919;
Loxs, JacQues: Journ. of gen. physiol. 1 (mehrere Arbeiten). 1918.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 7
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das Kollodium fest geworden ist, lasse man es eine Weile weiter
trocknen. Dann kann man vorsichtig den gebildeten Kollodium-
schlauch von der Glaswand ablosen und aus dem Glaszylinder
herausziehen?). Man wéssert ihn noch einige Zeit, fiillt ihn zur
Halfte 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. 19).
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 Was-

ser in Berithrung gekommenen

Schlauch klebt und erst nachher

wassert. Man blase nach dem

Trocknen durch das Steigrohr vor-

sichtig einige Luftblasen in den

Schlauch. Ist die Dichtung gut,

so steigt danach das Wasser etwas

in das Steigrohr und hilt seinen

Stand. Man befestige das Steigrohr

mit einem Stativ und stelle den

Kollodiumsack so auf, daB er in

ein Gefal mit destilliertem Wasser

Abb. 19. Einfaches Osmometer aus taucht. Das Niveau im SteigrOhr
Kollodium. fallt dann so langsam, daBl man

es auf lingere Zeit als konstant

betrachten oder wenigstens die Geschwindigkeit seines Abfalls
in den spéteren Versuchen als Korrektur anbringen kann. '
Will man eine gréfiere Reihe von Versuchen mit dem gleichen
Kollodiumschlauch machen, so braucht man einen leicht abnehm-
baren VerschluBl, damit man den Kollodiumsack immer wieder
brauchen kann. Am einfachsten nimmt man den Kollodium-
schlauch mit eingeklebtem Gummistopfen und Steigrohr genau in
der beschriebenen Anordnung. Wenn das Steigrohr zwar luft-
dicht, aber nicht zu fest in dem Stopfen steckt, kann man es
leicht herausnehmen und durch das Loch im Stopfen vermittels
einer Pipette die alte Fliissigkeit herausziehen, mit Wasser in
derselben Weise nachwaschen und die neue Lésung einfillen.
Solch ein Osmometer ist lange haltbar. Das Wichtigste ist eine

1) Vgl. auch die Vorschrift auf S. 107.
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gute Kollodiumsorte. Mit schlecht-elastischem Kollodium kann
man nicht arbeiten?).

Zunichst fillle man den Schlauch mit 10proz. Rohrzucker-
lésung 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%) Rohrzucker-
lésung. 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 Verhiltnisse bedeutend und koénnen nicht mehr
aus den einfachen Gesetzen des osmotischen Druckes erklirt
werden.

Die Stromungsgeschwindigkeit hingt von der Natur der Elek-
trolyten und von gewissen Vorbehandlungen des Kollodiums
stark ab. Wir stellen den Kollodiumschlauch 24 Stunden in eine
1proz. wisserige Gelatinelsung und waschen die Gelatine mit
warmem Wasser lingere Zeit aus. Die Eigenschaften einer solchen
Membran ersicht man aus folgenden Versuchen2): Wir fiillen
den Kollodiumschlauch der Reihe nach mit folgenden Losungen:

1. m/64-Saccharose, 3. m/192-CaCl,,
2. m/128-NaCl, 4. m/192-Na,S0,.

Diese vier 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. CaCly: 22 mm in 10 Minuten (in 40 Minuten etwa 80 mm!),
4. Na,S0,: 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 verdiinnten Losungen von HCl oder AlCl,
diese negative Osmose beobachten. Fiillt man den Kollodium-
schlauch innen mit reinem Wasser (also umgekehrt wie vorher)
und setzt ihn in n/1000-HCI, so beobachtet man mit dem gleichen

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.

) LogB, JacQuEs: L c.

7*
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Osmometer einen Niveauanstieg von 5 mm in 10 Minuten. Bei
hoheren HCl-Konzentrationen wird die Osmose wieder positiv.

Wie man aus diesen letzten Bemerkungen iiber die hohe Wirksamkeit
sehr kleiner HCl-Mengen sieht, ist die GréBe und Richtung der Osmose bei
einer gelatinierten Kollodiummembran stark von der h abhingig. 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, daB die oben be-
schriebenen Versuche 2 bis 4 eine schwache negative Osmose statt der
positiven zeigen. In einem solchen Fall braucht man die AuBlen- und
Innenlésung nur mit einer Spur NaOH zu versetzen (bis zu einer Konzen-
tration von héchstens /349 normal), um die Osmose in dem oben beschriebe-
nen Sinne energisch umzukehren.

40. Ubung.
Diffusion durch eine ionensemipermeable Membran?).

Wenn man eine Kollodiummembran, ohne sie jemals mit
Wasser in Berithrung zu bringen, an der Luft liegen 1aBt, bis
jede Spur Alkohol und Ather verdunstet ist, so wird ihre Durch-
lassigkeit erstens quantitativ geindert, indem sie im allgememen
sehr viel undurchlissiger wird. Zweitens tritt auch éine quali-
tative Anderung der Durchlissigkeit ein, indem sie fiir alle An-
ionen undurchgéngig wird, wihrend sie fiir Kationen, wenigstens
fiir einwertige Kationen, durchléssig bleibt. Die Hiilse wird
zunéchst in derselben Weise hergestellt wie friiher, indem man
ein nicht zu enges Glasgefil mit Kollodium ausgieBt. Es ist
vorteilhaft, 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 groBiten Teil von selbst abgehoben hat und sich
vollstindig miihelos mit einer Pinzette ablosen 148t. Beriihrung
mit Wasser beim Ablésen der Hiilse muf3 durchaus vermieden
werden. Die abgeloste Hiilse lat 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 Gefd mit 0,1 n-HCl-Lésung.
In dem Wasser tritt auch nach vielen Tagen keine saure Reaktion
ein. In einem zweiten Versuch bringt man in das duBlere Gefil3
0,1 n-HCl, in das Kollodium 0,1 n-KCl-Liésung mit einem Tropfen
Methylorange. Hier beginnt oft schon nach 1 Tag und dann
langsam, aber stetig fortschreitend, eine Siurung der KCl-Lésung.

1) MicuAELIS und Fuiita: Biochem. Zeitschr. 161, 47. 1925.
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HCI kann gegen reines Wasser nicht diffundieren, obwohl die
H-Tonen die Membran passieren kénnten, weil sie von den un-
durchgéingigen Chlorionen elektrostatisch festgehalten werden.
Statt dessen entsteht eine elektrische Potentialdifferenz, die in
einer spiteren Ubung demonstriert werden soll. In dem Versuch
mit HCl einerseits und KCl andererseits kénnen sich dagegen
die H- und die K-Ionen austauschen, ohne daf3 die Cl-ITonen sich
zu bewegen brauchen.

Gegeniiber Nichtelektrolyten verhélt sich eine solche Hiilse
so, daB} sie fiir eine Anzahl Stoffe, besonders von solchen mit
kleinerem Molekulargewicht, wie Harnstoff, durchgéngig ist,
wihrend sie groBere Molekiile, wie Traubenzucker, praktisch nicht
hindurchlaft. Solche Versuche stellt man am besten an, indem
man eine 0,1—1 n-Losung des betreffenden Stoffes mehrere Tage
lang gegen reines Wagsser diffundieren laft.

Manchmal haben die Kollodiumbhiilsen nicht vollig die verlangte Un-
durchlissigkeit fiir Anionen. Dann tritt auch in dem Versuch ,,O,In-HCl
— destilliertes Wasser allméahlich eine Sduerung des Wassers ein. In
solchen Fillen kann man die Unzulénglichkeit der Membran auch daran er-
kennen, daB der in der 81. Ubung demonstrierte elektromotorische Effekt

zu klein ist. Eine solche Membran gibt dann fiir die Kette 0,1m-KCl —
0,01 m-KCl nicht 45—52 Millivolt, sondern z. B. nur 30 Millivol’c.

41. Ubung.
Ultrafiltration.

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

Das einfachste Ultrafilter kann man auf folgende Weise
machen!)., Ein , Filterhiitchen von SCHLEICHER und ScHULL
oder auch einfach ein gewdohnliches Filter wird in einen Trichter
gut angelegt, mit warmem Wasser durchtrinkt, das Wasser gut
abgetropft und noch feucht mit Kollodium ausgegossen, das
Kollodium wieder méglichst abgegossen und die hdngenbleibende,
ganz diinne Kollodiumschicht in horizontaler Lage des Trichter-
rohres bis zur vorldufigen 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 gewéssert. Dieses Filter 148t in der Regel schon
bei gewohnlichem Druck Wasser durch; viel schneller, wenn
man mit der Pumpe ansaugt. Da das Filter nicht luftdicht an-

1y Ostwarb, Wo.: Kolloid-Zeitschr. 22, 143. 1918.
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liegt, erreicht die Pumpe nur einen sehr geringen negativen
Druck, aber dieser geniigt vollig. Die Dichtigkeit des Filters
wird zundchst mit Mastixsol gepriift (Herstellung wie auf S. 8;
man verdiinnt, bis nur eine schwache Triibung bleibt). Je nach
der Konzentration der angewendeten Kollodiumlosung sind die
Filter mehr oder weniger durchldssig. Ein aus gewdhnlicher,
aus der Apotheke bezogenen 4proz. Kollodiumlosung hergestelltes
Filter lifit aus 10fach mit destilliertem Wasser verdiinntem
Blutserum kaum eine Spur Eiweil hindurch. Die Dichtigkeit
prift man') mit Nachtblau, Kongorot und Kollargol. Dichte
Filter lassen keinen der drei Stoffe durch, weniger dichte halten
Nachtblau und Kongorot zuriick, noch weniger dichte nur Nacht-
blau. Die Giite der Kollodiumsorte ist von groBem EinfluB} auf
die Dichtigkeit.

Die Undurchlassigkeit eines Ultrafilters fiir disperse Teilchen
und Molekiile beruht zweifellos zum Teil auf einem einfachen
rdaumlichen MiBiverhdltnis zwischen den zuriickgehaltenen Teil-
chen und der Porengréfie des Filters. Man darf das aber nicht
als den einzigen Faktor ansehen: Quecksilber lauft durch Poren
eines gewdhnlichen Papierfilters oder durch eine enge kapillare
Glasréhre nicht ohne weiteres durch, wihrend es durch eine me-
tallene Kapillare leicht durchflieBt. Die Theorie der Ultrafiltra-
tion ist noch sehr unvollkommen.

Hiervon wird man sich durch folgenden einfachen Versuch
iiberzeugen. Man filtriere eine sehr diinne Lésung von Kongorot
durch ein Ultrafilter. Die Fliissigkeit lauft farblos durch, die
Poren des Filters erscheinen ,,zu eng® fir die Molekiile oder
Mizellen des Farbstoffes. Das Filter farbt sich dabei rot. Nun
filtriere man durch dasselbe Filter etwa 10fach mit 0,85proz.
NaCl-Losung verdiinntes Blutserum. In der Regel geht eine Spur
Eiweil} ins Filtrat, und dann reifit 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 elektro-
negativ, Kongorotteilchen ebenfalls. Die elektrische Abstofiung
verhindert den Durchtritt der Farbstoffteile durch die Poren.
Sind die Poren mit dem Eiweil iiberzogen, so konnen sie zwar
nur enger, niemals weiter werden. Andererseits aber ist die Ladung
der mit Eiweill {iberzogenen Porenwinde jetzt sehr gering, da
die anndhernd neutrale Losung nicht so sehr verschieden vom
isoelektrischen Punkt des Eiweifles ist. Die elektrische Ab-
stoBung wirkt daher nicht mehr so stark.

1 OstwaLp, Wo.: Kolloid-Zeitschr. 22, 143. 1918.
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42. Ubung.
Gefrierpunktserniedrigung.

Der osmotische Druck echter Losungen wird am hiufigsten an
der Siedepunktserhéhung oder Gefrierpunktserniedrigung gemes-
sen, denen er proportional ist. Wir wollen die Gefrierpunkts-
methode an einem Beispiel zeigen (NaCl oder
Saccharose). Man benutzt den BECKMANN-
schen Apparat (Abb. 20). Dieser besteht aus
einem &uBeren, gréferen Glasgefd mit einem
Deckel, der drei Bohrungen trigt. In der
einen ganz kleinen steckt ein Riihrer, die
zweite trigt ein kleines Thermometer (nicht
mitgezeichnet), die groBte, mittlere tragt ein
zylindrisches Rohr und in diesem steckt,
vermittels eines durchbohrten Stopfens, ein
engeres zylindrisches Gefafl, das eigentliche
Reaktionsgefa3. Dasselbe ist oben mit einem
doppelt durchbohrten Kork verschlossen.

Durch die eine Bohrung geht das BECKMANN-
sche Thermometer, durch die andere derinnere
Riihrer. Seitlich ist ein Stutzen angebracht.

Das BEckMaNNsche Thermometer ist ein
Thermometer, dessen Skala etwa 6° umfaft,
an dem man die Hundertstel Grade ablesen
und die Tausendstel schéitzen kann. Es zeigt
keine absoluten Temperaturwerte an, son-
dern die Menge des Quecksilbers kann so
reguliert werden, daf3 der Quecksilberfaden bei
dem jeweils bendtigten Temperaturintervall
in die Skala reicht. Die Einstellung auf das
gewiinschte Temperaturgebiet wird dadurch
ermoglicht, daB oben ein Quecksilberreservoir — Abb. 20. Apparat zur
angebracht ist, von dem man Quecksilber Gﬁé;:f;,‘;‘;ﬁﬁt;
entnehmen kann. Man dreht das Thermo-
meter um und bringt durch Anklopfen das Vorratsquecksilber an
das obere Ende der Erweiterung, richtet das Thermometer vor-
sichtig auf und erwdrmt es in warmem Wasser, bis der Queck-
silberfaden sich mit dem Vorratsquecksilber vereinigt. Dann
kiihlt man es in einem Wasserbade ab, welches 2—3° wirmer als
die gewiinschte Temperatur ist (also fiir Gefrierpunktserniedrigung
walriger Losung etwa auf + 2°C). Dann schiittelt man das
iiberschiissige Quecksilber von dem Quecksilberfaden ab.
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Das duBere, grofle GefdB fiillt man mit einer Mischung von
Wasser, zerkleinertem Eis und etwas Salz und stellt es etwa 5°
tiefer ein als den zu erwartenden Gefrierpunkt. Nun fillt man
den innersten Zylinder so weit mit Wasser, daB die Quecksilber-
kugel des Thermometers reichlich iiberragt wird, und steckt den
Zylinder, mit Thermometer und Riihrer versehen, in die Kilte-
mischung, entweder indem man den Deckel abnimmt oder auch
durch eine eigens dazu angebrachte Bohrung des Deckels. Unter
stindigem Auf- und Abziehen des ringférmigen Riihrers 146t man
nahezu bis auf die erwartete Gefriertemperatur abkiihlen, zieht
den Zylinder heraus und setzt ihn in das mittlere Gefii, wie in
der Zeichnung. Unter regelm#fligem, 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 Rithren oder, wenn das nicht zum Ziel fiihrt,
durch Einbringen eines kleinen Eiskristalls. Diesen bringt man
auf das Ende eines diinnen Glasstibchens, fiihrt es durch den
seitlichen Stutzen und streift das Kristédllchen an dem erhobenen
Riihrer ab. Sobald man den Riihrer in das Wasser zuriickbringt,
tritt Gefrierung ein, das Thermometer steigt plotzlich. Man
rihrt zunéchst heftig. Dann setzt man in sehr regelméfiger
Weise die Rithrung fort, etwa 1 Hub in der Sekunde, bis das
Thermometer einen voéllig konstanten Stand erreicht hat. Diesen
Stand liest man mit der Lupe ab, unter Schitzung 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 Gefriergefill wie vorher das
Wasser ein. Die Gefrierpunktserniedrigung soll 0,372° betragen
und muB innerhalb einiger Tausendstel Grade so gefunden werden.
Man beachte dabei folgendes. Eine Rohrzuckerlosung hat nicht,
wie reines Wasser, einen konstanten Gefrierpunkt. Da beim
Frieren der Zucker nicht mit ausfriert, so konzentriert sich die
Loésung wihrend des Ausfrierens. Die obige Zahl gilt nur fiir die
Bedingung, daB 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:

8
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E ist eine Konstante!), die von der Natur des Losungsmittels
abhédngt und fiir Wasser 1,86 betragt. s ist das Gewicht des ge-
lésten Stoffes in Grammen, L das Gewicht des Losungsmittels in
Kilogrammen. (Ist eine zu reichliche Menge Eis ausgefroren,
so miiBte man die Menge dieses Eises hiervon abziehen.) A4 ist
die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung.

Diese Losung enthielt /5 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
in gleicher molarer Konzentration (1,168 g + 100 g Wasser) fast
eine doppelt so groBe (etwa 1,8mal so grofle) Erniedrigung als
Ausdruck dafiir, dal etwa 90% des Salzes elektrolytisch disso-
ziiert sind. So wenigstens nahm man es bis vor kurzem an. Heute
nehmen wir an, daB NaCl total dissoziiert ist und dafB3 die elektri-
schen Ladungen der Ionen einen EinfluB auf den osmotischen
Druck und daher auch auf den Gefrierpunkt haben.

Die Gefrierpunktserniedrigung des Blutes betrdgt 0,58°. Der
osmotische Druck ist der Gefrierpunktserniedrigung 4 propor-
tional und betragt fir eine Losung mit 4 = 1° bei 18° fast
12 Atmosphiren. 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, dal
die Gefrierpunktserniedrigungen, die Kolloide hervorrufen kénnen,
unmefbar klein sein miissen.

43. Ubung.
Messung des osmotischen Druckes kolloider Lisungen?).

Die direkte Messung des osmotischen Druckes einer kolloiden
Losung ist viel leichter als die einer echten Losung, weil es viel
leichter ist, fiir Kolloide semipermeable Membranen herzustellen
als fir gew6hnliche Losungen. Die geeignete Membran ist das
Kollodium. Wir benutzen sie in genau derselben Form, wie
sie S. 97 beschrieben worden ist. Bei der Messung des osmotischen
Druckes kommt es aber nicht auf eine Geschwindigkeitsmessung

1) E ist die Erniedrigung des Gefrierpunktes, die durch Auflésung
von 1 Mol der Substanz in 1 kg des betreffenden Losungsmittels verur-
sacht wird.

2) In Anlehnung an JAcQuEes Loes und S. P. L. SORENSEN, zitiert unter
,,O0smose*‘.
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des Wasserstroms an, wie in den Versuchen iiber die Wasser-
osmose, sondern auf die definitiv erreichte Steighche, gemessen
vom #uBeren freien Fliissigkeitsspiegel. Man messe den osmo-
tischen Druck einer 1proz. Losung von reiner Gelatine in reinem
Wasser. Die Losung wird in das Osmometer eingefiillt. Véllige
Ausfiillung derselben ist nicht unbedingt nétig. Aufllen steht
reines Wasser. Das Steigrohr wird von einem Stativ gehalten,
so daB der Kollodiumschlauch in das dullere Wasser nicht ganz
bis an den Gummistopfen eintaucht. Im Winter lasse man das
Ganze in der Néhe des Ofens stehen, weil in der Kélte die Lésung
zdhe wird. Man blase vorher den Schlauch ein wenig auf, daB
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,
daBl das Niveau im Steigrohr frei spielt. Luftblasen im Steig-
rohr miissen vermieden werden. Nach 24 Stunden hat sich der
definitive Stand eingestellt. Er betrigt etwa 20—50 mm iiber
dem dulleren Wasserspiegel. Einen zweiten Versuch macht man
mit angesduerter Gelatinelésung (2proz. Gelatinelésung 50 ccm
+ 2cem n-HCl + 48 cem Wasser). Als AuBlenlésung benutzt
man 1/50 n-HCl. Hier betrigt der osmotische Druck mehr; etwa
70 mm. Der osmotische Druck eines Kolloids hingt also nicht
allein von seiner Konzentration, sondern auch von dem Milieu
ab. In der reinen Gelatinelésung herrscht nahezu die h des iso-
elektrischen Punktes der Gelatine (p, gewohnlich gegen 6; iso-
elektrischer Punkt der Gelatine bei py, = 4,7). Im isoelektri-
schen Punkt hat die Gelatine ein Minimum des osmotischen
Druckes. In stark saurer (oder alkalischer) Loésung 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 gréferen osmotischen Druck haben.
Hierzu kommt als bedeutendes Moment hinzu, daf3 die positiven
Gelatineteilchen negative Cl-Ionen elektrostatisch festhalten und
daher impermeabel machen, so daB§ auch deren osmotischer Druck
zur Geltung kommt. S. spiter: DoNwaNsches Gleichgewicht.

Statt Gelatinelésung kann man auch z. B. dreifach verdiinntes
Blutserum benutzen ; als Verdiinnungsfliissigkeit sowie als AuBen-
flissigkeit in einem Versuch 0,85proz. NaCl-Losung; in einem
zweiten destilliertes Wasser oder 1/50 n-HCl; wiederum zeigt
sich der osmotische Druck vom Milieu abhingig. Diese Ab-
héngigkeit geht in vielen Beziehungen parallel dem Einflufl der
verschiedenen Salze auf die Osmosegeschwindigkeit durch eine
gelatinierte Kollodiummembran (s. S. 99).
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Blutserum, mit 0,85 proz. NaCl-Losung dreifach verdiinnt, zeigt
gegen 0,85proz. NaCl-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 hidngt in hohem Mafle von der Salzkonzentration und
der h der Loésung ab.

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

Bestimmung des osmotisehen Druckes nach
Kroer und Naxkazawal),

Die Methode beruht auf der direkten Messung des osmotischen
Druckes einer EiweiBllosung (z. B. des Serums) in Kollodium-
hiilsen.

Die Anfertigung der Kollodiumréhre erfolgt iiber einer
Glasrohre. Diese hat einen duBleren Durchmesser von 4 mm mit
etwa 1/, mm lichter Weite. Man taucht die kapillare Glasrohre
etwa bis zur Hélfte in eine etwa 8proz. Gelatinelésung, a6t die
Schicht etwas antrocknen, taucht dann noch einmal ein und
wartet so lange, bis die Gelatineschicht vollkommen trocken ist,
d. h. die Schicht darf beim Betasten nicht mehr kleben. Man
achte darauf, daB die kapillare Offnung der Glasréhre durch
Gelatine geschlossen wird. Dann taucht man die Spitze der
mit der Gelatine iiberzogenen Glasrohre in 6proz. Kollodium
(Schering), iaBt abtropfen und taucht gleich noch einmal die
ganze mit Gelatine iiberzogene Hélfte der Rohre in Kollodium,
148t durch bestdndiges Drehen der Réhre die Kollodiumschicht
1—2 Minuten trocknen, stellt sie 3 Minuten in kaltes Wasser,
danach in heiBles Wasser, das die Gelatineschicht 16st. Nun kann
die Kollodiumhiilse ganz leicht von der Glasrchre abgezogen
werden. Um die an der Hiilse haftenden Gelatineteilchen voll-
stéindig zu entfernen, 146t man die Hiilse noch einige Zeit in heillem
Wasser liegen.

Die Réhren miissen auf absolute Undurchlissigkeit fiir die zu
untersuchenden Kolloide gepriift werden. Dazu wird jedesmal
der osmotische Druck der betreffenden Kolloide (Serum, Harn)
mit der frisch hergestellten Kollodiumrshre gemessen. Nach der
Messung wird in der AuBenfliissigkeit mit SeiEGLERs Reagens
(4 g Sublimat, 2 g Weinsdure, 10 g Glyzerin, 100 g Aqua dest.)

1) Biochem. Zeitschr. 188, 242. 1927.
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ermittelt, ob Eiweil durch die Rohre gegangen ist oder nicht.
Auflerdem werden die Rohren durch Messung ihrer Permeabilitit
fiir Wasser gepriift, da sich das Gleichgewicht desto langsamer
einstellt, je kleiner die Permeabilitit ist. Die beste Kollodium-
rohre ist absolut undurchléassig fir die betreffenden Kolloide und
moglichst durchléssig fiir Wasser, wodurch erreicht wird, daf3
sich der richtige Druck schneller einstellt.

Die Wasserpermeabilitit wird nach ZsigMoNDY durch die-
jenige Zeit bestimmt, die 100 ccm Wasser brauchen, um durch
100 qecm Filterfliche bei 1 Atm. Druckdifferenz zu filtrieren.

Die Bestimmung erfolgt so, dal man die Rohre unter Wasser
an einer 200—400 mm langen Glasréhre von genau bestimmter
lichter Weite (am bequemsten 1,5—2 mm) befestigt. Das Ganze
wird mit der Kollodiumrohre unter Wasser senkrecht aufgestellt;
man liest nun ab, wieviel Wasser innerhalb bestimmter Zeit aus
der Rohre filtriert.

Die Kollodiumréhrehen von KroeH haben bei einer zylindri-
schen Lidnge von 32 mm eine filtrierende Fliche von 4 qem.
Bei 300 mm Wasserdruck filtriert durch eine gute Membran etwa
1 ecmm pro Minute, was einer Minutenzahl von 120 entspricht.
Réhrchen mit Minutenzahlen von 200 sind fiir Serum auch gut
brauchbar, fir Harn kann es notwendig werden, noch viel dich-
tere Membranen zu benutzen (KroGH, 1. ¢. S. 244).

Die gepriiften Rohrchen diirfen nie trocken werden. Man
hebt sie am besten in 0,25prom. Trypaflavin-Ringerlésung auf,
wobei sie durch Adsorption des Trypaflavins einen gelben Farb-
ton annehmen. Ein gutes Rohrchen kann fiir viele Bestimmungen
monatelang verwendet werden.

Ausfiihrung der osmometrischen Bestimmung nach
KrocH1).

In Abb. 21 ist (1) eine kapillare Glasréhre von ca. 15cm Linge
und ca. !/, mm lichter Weite. Sie ist unten ein wenig ausgezogen,
so daB die Kollodiumhiilse sich leicht dariiberziehen 1aft; die
Hiilse wird dann durch ein schmales Stiickchen eines engen
Gummischlauchs (Kapillarschlauch) fest an der kapillaren Glas-
réhre befestigt. Diese Kollodiumhiilse und die Glasréhre werden
mit dem zu untersuchenden Material (Blut, Harn usw.) bis nahe
zum oberen Ende von (1) gefiillt. (3) ist ein Stiick engen Gummi-
schlauches, der durch die Klemme (4) geschlossen ist. Die Auflen-

1) KrogH: l. ¢. S.244.
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flissigkeit (gewohnlich Ringerlosung fiir Blutserum, Ultra-
filtrat fir Harn und fir andere Kolloide) wird in eine Glasréhre
von 4,5 mm lichter Weite und etwa 30 mm Lénge (5) gebracht,
in die aber keine Luftblasen und keine Spur von der zu unter-
suchenden Fliissigkeit geraten diirfen. Das Ganze wird in einem
kleinen Reagenzglidschen (6) befestigt, das etwas Quecksilber (7)
enthilt, um die Rohre (5) zu heben und sie in einer bestimmten
Lage zur Kollodiumréhre (2) zu halten. Es ist sehr .
wichtig, daB die Réhre (5) wihrend des ganzen Ver- &,
suchs vollkommen gefiillt bleibt. Um jeder Verdun- |
stung vorzubeugen, wird etwas Wasser auf das Queck- l\
silber gegossen und gewdhnlich noch ein Filtrier-
papierstreifchen an die Innenwand von (6) eingesetzt.
Die Rohre (5) wird deshalb so eng gewahlt, weil |

bei moglichst kleiner AuBenfliissigkeitsmenge der Aus- |
gleich der diffusiblen Stoffe am schnellsten erfolgt. |
Man braucht fiir eine Bestimmung 0,3—0,4 ccm Innen- |

|

|

|

und ca. 0,1 ccm Auflenflissigkeit. Dabei hat die Kollo-
diumrohre eine effektive Oberfliche von 3—4 gem.

Die gefiillten Osmometer werden in ein Wasserbad
gehéngt, gewohnlich bei Zimmertemperatur.

Wenn die Klemme (4) geschlossen bleibt, findet =
ein Austausch von Wasser und dialysablen Substanzen [/ | l‘
durch die Kollodiumrshre statt. Der Meniskus steigt H
in (1), die Luft dariiber wird komprimiert, bis zwischen |
dem osmotischen Druck und Filtrationsdruck Gleich- |]|!
gewicht hergestellt ist. Das Gleichgewicht wird mit
Serum gewdhnlich in 4—6 Stunden erreicht; je kleiner .
die Permeabilitit der Membranen ist, desto langsamer || |
stellt sich das Gleichgewicht ein. 2

Zur Druckmessung benutzt man ein horizontales, |
in der Hohe verstellbares Ablesemikroskop mit einer U 7
Klemme zur Befestigung des Osmometers und stellt
auf den Meniskus ein. An der Seite des Wasserbades  Abb. 21.
steht ein Druckapparat, bestehend aus 2 kleinen,
durch Gummischlauch verbundenen Glasbehiltern, die teilweise
mit Wasser gefiilllt sind. Der eine fest aufgestellte wird durch
Gummischlauch (1 mm lichte Weite) und Glasréhrchen mit dem
Osmometer bei (3) verbunden. Der andere kann zum Einstellen
eines beliebigen Druckes entlang einer vertikalen Millimeterskala
verschoben werden. Nach Verbindung mit dem Osmometer stellt
man den Druck ungefihr auf den zu erwartenden ein, 6ffnet die
Klemme (4) und beobachtet, wie sich der Meniskus in (1) bewegt.
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Der Druck wird so lange gedndert, bis der Meniskus wenigstens
einige Minuten stationédr bleibt.

Beispiell). Zwei Parallelbestimmungen an Pferdeserum.
Um 12 Uhr Osmometer eingehingt. Erste Ablesung um 17 Uhr.

Osmometer I Osmometer IT
Druck Meniskus Druck Meniskus
mim mm
200 sinkt schnell 160 steigt sehr langsam
150 steigt 170 sinkt sehr langsam
165 sinkt sehr langsam 165 steht still

160 steht still

Die abgelesenen Druckwerte bediirfen gewisser Korrekturen
fiir den Druck der Fliissigkeitssdule in der Réhre (1). Die Linge
dieser Rohre wird fiir jedes Osmometer gemessen und die Héhe,
bis zu der die zu untersuchende Flissigkeit infolge ihrer Kapil-
laritdt aufsteigt, in Abzug gebracht. Die kapillare Steighohe ist
fiir verschiedene Eiweiflkonzentrationen nicht die gleiche und
muB daher fiir jede zur Untersuchung kommende Fliissigkeit und
fiir jede Rohre besonders bestimmt werden. Nach der Druckab-
lesung wird dann noch die flissigkeitsfreie Lénge der Rohre mit
Hilfe eines kleinen MaBstabes gemessen und ebenfalls in Abzug
gebracht. Bei sehr genauem Arbeiten mufl noch beriicksichtigt
werden, daB3 das spez. Gewicht der Fliissigkeit in der Rohre (1)
etwas hoher ist als 1. Fiir Serum etwa 1,02—1,03.

Im gegebenen Beispiel haben wir:

Linge I . . . . . 145 mm Lange IT . . . 142 mm

Kapillaritast . . . 33 ,, 33 ,,
Flissigkeitsfrei . . 10 ,, 14 ,,

Druckwirkung . . 102 mm (X 1,02 = 104) 95 mm (X 1,02 = 97)
Abgelesen . . . . 160 ,, 165 .

Osmotischer Druck 262 mm (264) 260 mm (262)

Gewdohnlich nimmt man nach 16—24 Stunden eine zweite Ab-
lesung vor, die dann mit der ersten innerhalb 10 mm iiberein-
stimmen soll. Ist das nicht der Fall, so liest man nach weiteren
4—6 Stunden nochmals ab. Die Einstellung kann mit einer Ge-
nauigkeit von 1—2 mm erfolgen. Die absolute erreichbare Ge-
nauigkeit 148t sich mit ungefihr 10 mm Wasserdruck bemessen.

Nach der osmotischen Bestimmung wird der Apparat aus-
einandergenommen. Die Kollodiumrohre (2) und Glasrohre (5)
werden sorgfaltig mit flieBendem Wasser ausgespiilt und in Try-

1) Siehe Kroau: 1. c. S. 246.
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paflavin-Ringerlésung aufgehoben. Die Réhre (1) wird nach der
Spiilung noch mit Bichromatschwefelsdure gereinigt. Man hebt
sie am besten in diesem Gemisch auf und spilt sie unmittelbar
vor dem Wiedergebrauch mit sterilem Wasser ab. Es ist sehr
wichtig, daBl die Apparatur steril ist, und daB auBerdem die
Réhre (1) iiberall von der Fliissigkeit vollkommen benetzt wird.

Beim normalen Menschen findet sich im Serum mit 7—8%
EiweiB ein kolloid-osmotischer Druck von 350—400 mm Wasser.

VIII. Quellung, Viskositat, Gallertbildung.

Das wasserbindende Vermdgen eines molekulardispers 16s-
lichen Stoffes &uBert sich darin, daB er bei Berithrung mit Wasser
spontan in Lésung geht und spontan. oder schneller beim Schiitteln,
sich itber das ganze Volumen des Losungsmittels ausbreitet. Bei
einem spontanen Kolloid sind die Verhéltnisse ganz dhnlich, nur
ist erstens das Schiitteln von noch gréBerer Wichtigkeit, weil
die Spontandiffusion sehr trége ist, zweitens zeichnet sich die
Kolloidlosung dadurch aus, dal die spontane Zerteilung in vielen
Fillen nicht bis zur molekularen Feinheit fortschreitet, sondern
nur bis zur Bildung von Aggregaten von Molekiilen, den Mi-
zellen, 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 unvollkommenen Dispersion
Rechenschaft geben will, so bleibt uns bei dem heutigen Stande
unserer Kenntnisse nur folgende Annahme iibrig. Die Loslich-
keit ist der Ausdruck einer Affinitit zum Wasser, aullerdem be-
steht eine Affinitdt der Molekiile der zu lésenden Substanz unter-
einander. Bei kompliziert gebauten Molekiilen kann nun- der
Fall eintreten, daB das eine Ende des Molekiils eine grofie Affinitat
zum Wasser hat (etwa eine COOH-Gruppe), wihrend das andere
Ende des Molekiils eine gréBere Affinitdt zu gleichen Molekiil-
arten, als zum Wasser hat. Solche Molekiile sind gewissermalen
an ihrem einen Ende in Wasser l6slich, am anderen Ende unlés-
lich. 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 Falle zu unterscheiden; entweder
bleiben die Mizellen diskrete, im Wasser schwebende Teilchen,
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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 Loésungsmittel, welches die dis-
kreten Tropfchen bildet, wiahrend es sonst die kolloiden Teilchen
sind. Ein solches System ist nicht mehr tropfbar fliissig, sondern
bildet eine Gallerte. Die Festigkeit einer solchen Gallerte hingt
von der Konsistenz des Wabenwerks ab. Die Gallerte wird um
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 Tonen durchlissig, fiir komplizierte Molekiile un-
durchlissig ist. Sollte daher im Innern der Waben ein Teil der
kolloidbildenden Substanz in einem feiner dispersen oder gar in
molekulardispersen Zustand vorhanden sein, so miillite 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
wire. 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, iiber die Abhingigkeit der Quellung eines Gels, iiber die
‘Erstarrungsfihigkeit einer kolloiden Losung zu einer Gallerte,
iiber die Quellungsfahigkeit der Gallerte und tber die Viskositit
einer tropfbar fliissigen Kolloidlésung Rechenschaft zu geben.
Alle Tonen haben ein hohes Wasserverbindungsvermdégen. Infolge-
dessen miissen alle Einfliisse, welche die elektrische Ladung des
Kolloidbildners, d.h. seine Ionisierung, erhéhen, eine stérkere
Wasserbindung 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 erhsht. Steht die Konsistenz einer Kolloidlésung
an der Grenze zwischen einer tropfbar fliissigen Losung und einer
Gallerte, so wird durch Erhéhung der Ionisation des Kolloid-
bildners der flissige Zustand gefordert, durch Verminderung der
Tonisation wird die Gallertbildung begiinstigt.

Auf die Ionisation des Kolloidbildners haben vor allem die
in der Lésung vorhandenen Ionenarten einen Einflul3, und unter
diesen sind von den im lebenden Organismus natiirlicherweise
vorkommenden Ionenarten wiederum die H- und OH-Tonen durch
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besondere Wirksamkeit ausgezeichnet. Ein charakteristischer
Punkt ist stets der isoelektrische Punkt des Kolloids. Er muf
nach dem erdrterten Grundsatze fiir ein tropfbar fliissiges Kol-
loid ein Minimum der Viskositat, fiir eine Gallerte ein Maximum
der Erstarrungsfihigkeit und ein Minimum der Quellung dar-
stellen. '

Die Wirkung der gelosten Ionenarten ist, wie in den fritheren
Fallen, bald unbedeutend, bald stirker; Einfluff hierauf hat
wieder zunfichst, ob das betreffende Ton 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.
Aufler den Ionen haben auch die oberflichenaktiven Nichtelek-
trolyte einen sehr merklichen Einflu}, 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 Gelatinelésung durch allméah-
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 HCI, sondern mit Puffern ansiuert. Steigert man den HCI-
Zusatz, so ionisiert die Gelatine immer stérker, quillt daher immer
stirker, bis schliellich die antagonistische Wirkung der Cl-Ionen
die Quellung wieder geringer macht. So gibt es ein Quellungs-
maximum bei einer bestimmten HCl-Konzentration.

44. Ubung.
Quellungsmaximum und -minimum der Gelatine.

Das Quellungsoptimum der Gelatine bei steigender HCI-
Konzentration?).
In eine Reihe von 10 Reagenzglisern fiille man:

Nr.l 2 3 4 5 6 17 8 9 10

n-HClecem . . . 16 8 4 — — — — — — —
0ln-HClecem . — — — 2010 5 25 1,25 0,62 0,31
dest. Wasser cem 4 12 16 0 10 15 17,5 18,75 19,38 19,69

1) In Anlehnung an CHiamI: Biochem. Zeitschr. 33, 167. 1911.
Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 8
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Nun schneide man aus einer mindestens 1 mm dicken Ge-
latineplatte 10 Streifen von moglichst genau gleicher Lénge
(etwa 5 cm) und etwa !/, cm Breite und bringe in jedes der Rohr-
chen einen Gelatinestreifen. Nach 24 Stunden betrigt die Lange
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

Das Optimum der Quellung liegt also bei 0,05—0,025 n-HCI-
Lésung, d. h. bei py, = 1,3—1,6 in der Aullenl6sung.

Im Gleichgewicht ist aber der p, der AuBenlésung nicht
gleich dem p, der Innenlésung (s.spédter DoNNaNsches Gleich-
gewicht). Die Innenlésung, die Gelatine, hat im Falle des Quel-
lungsmaximums und bei vollig reiner Gelatine einen genau re-
produzierbaren p, = 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 Préparatengldschen gebracht
und diese mit folgenden 5 Losungen aufgefiillt.

Nr. 1 2 3 4 5
n/10-Na-Azetat ccm 5 5 5 5 5
n/10-Essigsédure ccm 0,31 1,25 5 20 80
Wasser ccm 94,7 93,7 90 75 15

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

Nr. 1 2 3 4 5
110g 89¢ 79g 83g 157¢g
Ph 5,8 5,2 46 4,0 3.4

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

Es ist hervorzuheben, daBl das Quellungsmaximum -bei
pn = 3,2, das Minimum bei p;, = 4,7 liegt, also ein recht geringer

1) LoeB, Jacques: Proteins and The Theory of Colloidal Behavior.
New York 1922.
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Unterschied im py, welcher eine extreme Anderung des Zu-
standes der Gelatine bewirkt. An einem solchen Beispiel sieht
man wiederum, dal es ganz unmdglich ist, iiber den Zusammen-
hang des Kolloidzustandes mit der Natur des Milieus etwas
auszusagen, ohne aufs genaueste den p, zu beriicksichtigen.

45. Ubung.

Bestimmung der inneren Reibung (Viskositiit) einer Losung.

‘Wenn eine Fliissigkeit durch eine Kapillare strémt, deren Wand
sie gut benetzt, so bleibt bei der Strémung eine diinne Wasser-
lamelle an der Wand haften, -ohne sich an der Stromung zu be-
teiligen. Die stromenden Schichten reiben sich daher gegen die
adhérente Schicht. Die Reibung, welche die Bewegung des
Wassers hemmt, ist daher eine Reibung von Wasserteilchen an
Wasserteilchen und héngt nur von dem Reibungskoeffizienten
des Wassers ab, withrend die Rolle der Glaswand nur darin be-
steht, die berithrende Wasserschicht festzuhalten. Wenn die
Verhiltnisse so liegen, wird die Stréomungsgeschwindigkeit durch
das PoiseuiLLeEsche Gesetz vorgeschrieben: die ausfliefende
Fliissigkeitsmenge pro Sekunde betragt

medp - 1*
871

(4p hydrostatische Druckdifferenz, r Radius der Kapillare,
7 Reibungskoeffizient des Wassers, 1 Lange der Kapillare.)
Fiir alle Fliissigkeiten, deren Strémung dem POISEUILLE-
schen Gesetz folgt, ist das Verhéltnis der Stromungsgeschwindig-
keiten in zwei Kapillaren von verschiedenem Radius dasselbe
wie fir Wasser. Ist das bei irgendeiner Flissigkeit nicht der
Fall, so ist das ein Beweis dafiir, daB die Strémung nicht allein
durch eine Reibung von Fliissigkeit gegen Fliissigkeit vorgeschrie-
ben wird. In sehr dicken Gelatinelésungen kommt z. B. hinzu,
daB die Mizellen der Gelatine selbst an der Wand kleben. Dann
mifBt das Viskosimeter nicht mehr die ,innere Reibung des
Loésungsmittels”. Auch wenn in dem Losungsmittel Mizellen
suspendiert sind, welche nicht an der Wand kleben, dndert sich
die Durchflufizeit. Man kann sagen, dal} 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 ;
n = 1y(1 4 2,5v),
{*
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wo 7, die Reibung des reinen Lésungsmittels und v der Bruch-
teil des Volumens ist, den die Mizellen in der Flissigkeit ein-
nehmen. In einem solchen Fall bleibt aber das PoisEUILLEsche
Gesetz bestehen.

Die innere Reibung einer Fliissigkeit wird am einfachsten
mit dem Viskosimeter nach WILHELM OSTWALD bestimmt. Die
erhaltenen Werte sind relativ und werden auf die innere Reibung
des Wassers = 1 bezogen. Da die Viskositat stark von der Tem-
peratur abhingt, mufl die Messung im Wasserbad ausgefiihrt
werden?!). Das Viskosimeter (s. Abb. 22) muf stets mit der gleichen
Menge Fliissigkeit gefiillt werden, welche fiir jedes
Viskosimeter ausprobiert werden mufl. Man fiille aus
7 einer Pipette so viel Wasser in das (breitere) Rohr d

@ ein, dall die Kugel ¢ knapp gefillt ist. Nun blase

a

man von d aus mittels eines Gummischlauches die
Flissigkeit in den anderen Schenkel, bis sie die
Marke 1 erreicht. Sie mull dann auf der anderen
Seite noch gerade in die Kugel ¢ reichen. Diejenige
Flussigkeitsmenge, die diese Bedingung erfiillt, ist die
® ¢ geeignete. Es sind in der Regel 5 ccm. Das Wich-

tigste ist, dafl das einmal gewéhlte Fliissigkeitsvolumen

nunmehr stets innegehalten wird. Die Zeit wird mit
ighbb. 22. einer Stoppuhr gemessen, die !/, Sekunden anzeigt.
1,nat. Groge, Sobald das Flissigkeitsniveau die obere Marke 1

passiert, wird die Uhr angelassen, sobald es die
untere Marke 2 passiert, gestoppt. Dann wird die Fliissigkeit
wieder in den anderen Schenkel heriibergedriickt und die Be-
stimmung wiederholt, und dies fortgesetzt, bis die Werte konstant
werden. Bei Gelatinelosungen mufl man das ganz besonders
beriicksichtigen, weil die Viskositit bei Anderung der Temperatur
erst ganz allméhlich ihren endgiiltigen Wert annimmt.

Zundchst wird durch mehrere Versuche der Wert fiir reines
Wasser bei der fiir den eigentlichen Versuch gewahlten Tempera-
tur, 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
AusfluBizeit von 3/,—1 Minute zeigt, und diese Zeit auf 1/; Sekunde
genau festgestellt.

Man 16se 3 g reiner Gelatine in 100 ccm destillierten Wassers
unter Erwirmen und hdufigem Umriibren. Je 10cem dieser

1) Das ganze Viskosimeter (iiber der Marke 1) muf8 ins Wasserbad
eintauchen.
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noch warmen und leichtflissigen Lésung werden mit 5 cem
einer der folgenden Losungen verdiinnt, und zwar

1. 0,33 n-HCl 7. 0,006 n-NaOH
2. 0,1 n-HCI 8. 0,1 n-NaOH
3. 0,02 n-HC]

4. 0,01 n-HCI

5. 0,001 n-HC1

6. destill. Wasser

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

Eichung mit destilliertem Wasser: 57,0 Sekunden.

Losung 1. 120 Sekunden
144 »
106 s
103 "
108 N
108 »

109 »
1398

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

Wenn man in allen Lésungen den pg bestimmt (Methode S. 40),
so findet man, daB diese Losung Nr. 4 dem isoelektrischen Punkt
der Gelatine (pg = 4,7) am néichsten steht. Man findet aber
ferner, dafl der pg von Nr. 3—6 sich nur wenig &ndert, etwa von
pr 5 bis 4. Das liegt daran, daB3 hier nicht mit einem Regulator,
sondern mit reiner HCl gearbeitet wurde, welche in so niederen
Konzentrationen zum grofen Teil von der Gelatine, und aufer-
dem von etwa in geringfiigiger Menge vorhandenen Aschebestand-
teilen, gebunden wird. Daher ist auch der Unterschied der Viskositét
zwischen 4, 5 und 6 so gering. Rohrchen 2 ist viel saurer, mit
einem pp, etwa von 2,5, und Réhrchen 1 mit einem py von etwa 1,5.

Auch die Lauge erhoht die Viskositét, aber weniger und ohne
Erreichung eines Maximums.

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

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

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

Bei Gegenwart von gréfieren Mengen Neutralsalzen ist somit
die Viskositdt der Gelatine von der h nur wenig abhéngig.

Wendet man kleinere Mengen von Neutralsalzen an, so zeigt
sich, daB die Wirksamkeit je nach der Natur des Salzes ver-
schieden grof} ist.

Man setze folgende Versuche an:

Man mischt 90,0 ccm 3proz. Gelatinelésung mit 1,0 cem
n-HCl und dazu im Versuch

1. mit 9 cem mol./20-NaCl: AusfluBBzeit 125 Sekunden

2. ,, 9 ,, mol./40-CaCl,: . 125 '
3. ., 9 ,, mol/40-Na,SO,: ' 118 '
4. ,, 9 ,, mol./60-AlCl;: ) 125 .
5 ,, 9 ., dest. Wasser: ' 139 '

Aus diesen Versuchen koénnen wir folgendes ersehen: Alle
Salze vermindern die Viskositidt der sauren Gelatine, d. h. ndhern
sie der Viskositdt der isoelektrischen Gelatine. Aber bei gleichen
Aquivalentkonzentrationen wirken die Salze verschieden. Die
Gelatine hat in dieser sauren Losung eine positive Ladung. Von
Einfluf} zeigen sich infolgedessen nur die negativen Ionen. Man
sieht, dafl das zweiwertige Sulfation in Na,SO, viel starker wirkt
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 wiére als
NaCl.

46. Ubung.

Erstarrungsoptimum und Triibungsoptimum der Gelatine
bei variierter h.

Wir deuten, wie oben schon S. 111 bei dem Kapitel Quellung
auseinandergesetzt wurde, die Gallerte als ein zweiphasiges
System, bestehend aus einem kolloidreichen, wasserarmen Waben-
geriist und einer wasserreichen Zwischenflissigkeit, die das Kol-
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loid in geringerer Konzentration und in feinerer oder sogar mole-
kularer Dispersion gelost enthélt. Eine Gallerte unterscheidet
sich demnach von einer tropfbar flissigen Losung eines hydro-
philen Kolloids nur dadurch, daB die kolloidreichere, festere
Phase nicht von diskreten Teilchen, sondern aus einem zusam-
menhéngenden Gertistwerk gebildet wird. Die Erstarrung einer
gallertbildenden Fliissigkeit beruht auf dem Verkleben der Teil-
chen zu einem Geriist. Alle Einfliisse, die bei einer einfachen
hydrophilen kolloiden Lésung die Vermehrung der dispersen
Phase auf Kosten der fliissigeren beglinstigen, miissen daher bei
einem gallertbildenden Kolloid die Neigung zur Gallertbildung
erhéhen. Diese Einfliisse konnen wiederum von Ionen, ins-
besondere den H--Ionen, ausgeiibt werden. Wir beschrinken
uns darauf, den Einfluf} der H-Ionen auf die Gallertbildung zu
demonstrieren.

Man vergegenwirtige sich vor allem die anfanglich paradox
erscheinende Tatsache, dafl in gleich konzentrierten Gelatine-
lgsungen je nach dem Gehalt an Stoffen, welche einen Einflufl
auf den Dispersionszustand haben, das Minimum der Viskositit
mit dem Maximum der Erstarrungsfahigkeit zusammenfalit. Das
liegt daran, daB das Minimum der Viskositit (wenn sie bei einer
s0 hohen Temperatur gemessen wird, dafl kein Geriist ausgebildet
ist) uns den Minimumgehalt der fliissigen Phase an Kolloid an-
zeigt, das Maximum der Gallertbildung uns das Maximum des
Kolloidgehaltes der festeren Phase anzeigt. Jenes Minimum und
dieses Maximum miissen aber identisch sein.

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

Man setze in 7 Reagenzglisern folgende Mischungen zusammen:

. Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7
n/10-Natriumazetat cem 1 1 1 1 1 1 1
n/10-Essigsaure . 0 0,06 025 1 4 — —
n-HEssigséure yy — — — — 16 64
n-Natronlauge ., 0,05 — — _— - — —
Wasser ,, 695 694 675 6 3 54 09
Pn etwa 8 5,6 50 46 40 34 28

In jedes Rohrchen gibt man dann 3 cem einer durch Er-
wirmen verflissigten Losung von 10g Gelatine 4 100 ccm
destillierten Wassers, bringt sdmtliche Rohrchen fiir einige
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Minuten in ein Wasserbad von etwa 50°, dann wenige Minuten
in ein Wasserbad von Zimmertemperatur und stellt sie schlieBlich
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 FlieBen
mehr eintritt, so findet man je nach der Temperatur z. B. fiir

Rohrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7
Erstarrungszeit
in Minuten 19 17 16 14 19 25 sehr lange

Man kann durch nochmaliges Erwérmen und Wiederabkiihlen
den Versuch beliebig oft mit denselben Rohrchen wiederholen.
Die schnellste Erstarrung tritt in Réhrchen 4 (p = 4,6) ein,
welches dem isoelektrischen Punkt der Gelatine (4,7) am meisten
entspricht. Nach vollkommener FErstarrung der Gelatine be-
merkt man ferner, dafl 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 Nachbarrohrchen ist allenfalls noch eine Andeutung
davon, in den iibrigen Roéhrchen 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 Triibungsmaximum der Gelatine ist wieder-
um eine Erscheinung, die ohne Beriicksichtigung des py gar nicht
verstanden werden kann, ja sogar frither ganz iibersehen worden ist.

AnschlieBend sei die Darstellung einer Eukupingallerte mit-
geteiltl): 3 cem einer 0,5proz. Lésung von Eukupin-bihydrochl.
werden im Reagenzglas mit 3 cem eines Azetatpuffers (1 cem
Yo n-Essigsdure, 9 ccm 1n-Natriumazetat) gut vermischt. In
40—50 Sekunden entsteht eine vollkommen homogene, ganz
durchsichtige, steife Gallerte.

IX. Elektrophorese und Elektroendosmose.

Ein in Wasser suspendiertes Teilchen hat im aligemeinen
eine elektrische Ladung gegen das Wasser. Schwebt das Teil-
chen im Wasser frei, so wandert es, wenn man eine Potential-

1) Rona, P. und Tarata, M.: Biochem. Zeitschr. 134, 97. 1922.
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differenz anlegt!), zum entgegengesetzt geladenen Pol. Wird
das Teilchen aber mechanisch festgehalten, indem man eine
grole Menge solcher Teilchen zu einem den Querschnitt der
Fliissigkeit versperrenden ,,Diaphragma‘ zusammenpreft, so
wandert das Wasser durch die Poren dieses Diaphragmas in um-
gekehrter Richtung.

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 Ionen ist die &uBere Lage der Doppelschicht.

Uber den Ladungssinn der Teilchen kénnte man bis jetzt
folgende FErfahrungen mitteilen: Haben die Teilchen chemisch
den ausgesprochenen Charakter einer Sdure (Kieselsiure, Harz-
séduren), Base (Tonerde) oder eines Ampholyten (EiweiB), so ist
der Ladungssinn derselbe, wie er in ionisierter Form zu erwarten
wére: Sauren 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 Siure?).

- Jede negative Ladung wird durch Erhohung der h in der
Losung und durch dreiwertige Kationen vermindert, oft schlieB-
lich umgekehrt. Jede positive Ladung wird durch Erhshung der
Hydroxyl-Tonen und durch stark aktive Anionen (Rhodanid usw.)
vermindert und unter Umstdnden umgekehrt. Das hiufigere
Vorkommen ist die Negativitdt der Ladung.

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

Die eiweilartigen Substanzen gehéren alle zu den umladbaren
Ampholyten.

1) Wenn man ,.einen elektrischen Strom hindurchschickt®: mafigeblich
ist aber nur der Potentialabfall pro Zentimeter (die ,,Feldstirke‘), nicht
die Stromstirke.

?) BerHE und Torororr: Zeitschr. f. physikal. Chem. 88, 686. 1914
und 89, 597. 1915; GyeEmant: Kolloid-Zeitschr. 28, 103. 1921; UmMETSU:
Biochem. Zeitschr. 1922.
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47. Ubung.
Die elektrische Kataphorese des Himoglobins?).

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
Riaume 2 und 4 werden mit der ,,Seitenfliissigkeit’, der Raum 3
mit der , Mittelfliissigkeit* gefiillt. Zuerst sei die Herstellung
dieser Flissigkeiten beschrieben.

N?An.

Hath. @

Niveau der,
Flissigkert /|

Abb. 23. Apparat fiir elektrische Kataphorese. 3/,, nat. GroSe.

1. Herstellung der Mittelfliissigkeit.

5 cem defibriniertes Blut (vom Hammel, Pferd, Rind, Kanin-
chen oder Menschen) werden mit 100 cem 0,85 proz. NaCl-Losung
verdiinnt und scharf zentrifugiert. Die NaCl-Losung wird mog-
lichst vollstdndig abgegossen und die sedimentierten Blutkorper-
chen in 100 ccm destillierten Wassers gelost. Durch die Aus-
waschung und die Verdinnung soll bewirkt werden, daf die
Wirkung des spiter angefiigten H'-Regulators durch die eigene
Pufferung der Blutfliissigkeit moglichst wenig modifiziert wird.
30 ccm dieser Losung werden mit 3 ccm m/3 priméren Natrium-
phosphats und 0,2 ccm m/3 sekundéren Natriumphosphats (Her-

1) MicHAELIS, L. und Davipsornw, H.: Biochem. Zeitschr. 41, 102. 1912.
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stellung derselben siehe S.80) versetzt. Zum Schlufl 16se man
I—2 g Rohrzucker darin auf, um das spezifische Gewicht ein
wenig zu erhchen.

2. Herstellung der Seitenfliissigkeit.

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

In 10 cem dieser Losung bestimme man zunichst nach S. 40
den pg. Als Indikator wird p-Nitrophenol angewandt; der pg
betragt ungefahr 5,5.

Nun werden die Aufsidtze mit ihren Gummistopfen abgenom-
men, die Glashihne A und B sorgfiltig getrocknet und gefettet
und die Mittelfliissigkeit bei getffneten Hahnen A und B so weit
eingefiillt, daB der Raum 3, die Glashahnwege A und B und noch
eine kleine Strecke beiderseits dariiber gefiillt wird. Man wartet,
bis etwa sich bildende Luftblischen aufgestiegen sind, schlie3t
die Hahne A und B, wischt die Rdume 2 und 4 erst einige Male
mit Wasser, dann mit etwas ,,Seitenfliissigkeit aus und fiillt
diese beiden Réume mit Seitenfhissigkeit und befestigt den
Apparat provisorisch an einer Stativklammer in der durch die
Zeichnung angegebenen Lage. Jetzt werden die ,,Aufsétze’ mit
ihren Gummistopfen aufgesetzt, so dall keine Luftblase bleibt.
Nun fiillle man mit einer 5 oder 10 ccm fassenden Pipette die
Aufsitze mit der Seitenfliissigkeit und sorge durch geeignetes
Kippen des Apparates dafiir, daBl 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 vorldufig 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 KCl oder NaCl ein und sorgt durch sanftes Auf-
und Abfahren mit einem Draht dafiir, daB das Salz nicht ganz
am Boden bleibt, sondern daf ein wenig auch in dem oberen
Teil des Aufsatzes geldst wird. Dann fiigt man in den anderen
Aufsatz etwa 0,2g CuCly!). Dieses soll ganz auf den Boden fallen.
In die mit KCI beschickte Aufsatzoéffnung steckt man ein langes
Streifchen blankes Silberblech, in die andere einen Kupferdraht,

1) Die Depolarisation mit Cu + CuCl, (statt mit Zn -+ ZnCl,) hat den
Vorteil, dafl man eine unerwiinschte Verunreinigung der von der Elek-
trode entfernten Teile durch unbeabsichtigte Konvektion wegen der Fir-
bung des Cu leichter erkennen kann.
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der sorgfaltig bis auf das blank gelassene unterste Ende paraf-
finiert ist, damit der Strom nur ganz unten, wo sicher geldstes
Cu-Salz sich befindet, austreten kann. (Die Isolation der kiuf-
lichen isolierten Dréhte geniigt nicht.) Das Silberblech wird mit
dem positiven (Lackmus rotenden) Pol eines Gleichstroms von
110 oder 220 Volt verbunden; dieser Strom bleibt aber vorlaufig
an irgendeiner Stelle auBerhalb des Apparates gedfinet. Eine
Glithlampe wird zweckméBig in den Stromkreis als Sicherung
eingeschaltet.

Der Hahn C wird jetzt ge6ffnet, damit die beiden Fliissigkeits-
sdulen sich auf gleiches Niveau einstellen. Ist das geschehen,
so wird der Hahn wieder geschlossen, ohne sonst die Stellung
des Apparates zu verandern. Jetzt werden die Héhne A und B
gedffnet. Man tberzeuge sich durch 5 Minuten langes Beob-
achten, dafl 1. die Grenze zwischen der Hamoglobinlésung und
der farblosen Losung beiderseits scharf bleibt und nicht ver-
schoben wird, 2. daf die Hibhne A und B nach aulen gut schliefien
und kein Tropfen Wasser durch sie nach auflen tropft. Ist das
alles besorgt, so wird schlieflich der Strom geschlossen. Nach
30 Minuten sieht man, daB die ganze Hamoglobinsdule 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.

Bilden sich Streifen und Schlieren, so sind daran nicht elek-
trische Stromungen schuld, sondern Erschiitterungen und Tem-
peraturdifferenzen. Der Zusatz des Zuckers zur Mittelfliissig-
keit setzt die Empfindlichkeit gegen solche Strémungen bedeu-
tend 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 verschlielt dazu
mit dem Finger die d4uBere Offnung und liftet dann die Gummi-
stopfen rasch, so daB nichts von dem Inhalt der Aufsitze in die
Réume 2 bzw. 4 flieBt. Nun entleert man getrennt den Raum 2
und 4 mit einer Pipette, ohne Hémoglobin mitzubekommen,
und priift auf dieselbe Weise wie zu Anfang, ob der pg gleich
geblieben ist. Dies muB wenigstens angenédhert (innerhalb eines
Spielraums von héchstens 4~ 0,1) der Fall sein.

(Wenn man die pg-Messung mit der elektrometrischen Methode
ausfithrt, kann man zu Beginn und zum Schlufl des Versuchs
nicht nur die Seitenfliissigkeit, sondern auch die gefiarbte Mittel-
flitssigkeit messen.)
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Resultat: bei pg =6 wandert Himoglobin zur Kathode, es ist
also positiv geladen.

Benutzt man eine Losung mit einem py = etwa 8, so wandert
Hémoglobin zur Anode. Dafiir wiirde sich empfehlen:

Mittelflissigkeit: 30 ccm verdiinntes Blut (wie oben, 20- bis
40fach mit destilliertem Wasser verdiinnt), + 0,1 ccm m/3 prim.
Phosphat 4+ 3,0 cem m/3 sekund. Phosphat 4 0,6 g Rohrzucker.

Seitenfliissigkeit: 90 cem destilliertes Wasser - 0,3 ccm 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.63 noch etwas denaturiertes
Albumin, so kann man die Versuche auch mit diesem machen.
Man sieht hier die triibe Fliissigkeit sich ebenso verschieben wie
die Hamoglobinlésung. Geeignete Zusammensetzung der Losungen

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

fiir kathodische Wanderung :

0,1 norm. Natriumazetat cem 0,2 0,6

norm. Essigsdure . - . ,, 1,0 3,0

verdiinntes Eiweil . . ,, 30,0 Wasgser 90,0.
48. 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 ppn, bei dem die Wanderungsrichtung soeben umkehrt;
er geniigt nicht, um die absolute Grofle der Wanderungsgeschwin-
digkeit unter der Kraftwirkung eines gegebenen elektrischen
Feldes zu messen, denn da infolge der verschiedenen Weiten des
Stromweges (Glashdhne, seitliche Aufsétze) das Feld nicht homo-
gen ist, kann man den Spannungsabfall pro cm, das Mal} der
Feldstirke, nicht berechnen. Dies kann man mit dem in Abb. 24
abgebildeten Apparat, welcher tibrigens ebensogut als einfaches
Nullinstrument benutzt werden kann. Das Glasrohr hat {iberall,
auch in den Hahnbohrungen, die gleiche Weite. Zur Strom-
zufiihrung werden nicht direkt metallische Elektroden benutzt,
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sondern U-férmig gebogene Glasrohre, welche mit einer Gallerte

aus KCl-Agar gefiillt werden. (3 g Agar werden mit 100 g Agar auf

dem Wasserbade verkocht und 10 g KCl aufgel6st.) Jedes der beiden

Glasrohre taucht mit seinem einen Schenkel in die Enden des Uber-

fithrungsrohres, mit dem anderen Schenkel in eine Flasche mit

10proz. CuSO,-Lésung, in welcher spiralig gewickelte, blanke

Kupferdrihte als Elektroden stecken. Die Glasrohre werden mit

einem Stativ derartig befestigt, daf ihre Enden bis zu dem spitz-

winkligen Knick des Uberfiihrungsrohres herunterragen. Diese

Glasrohre sollen nicht iiberfliissig lang sein. Die Weite des Glas-

rohres mul3 so beschaffen sein,

daB 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 tiber-

flilssig eng sein, um den Wider-

stand nicht unnétig zu erhéhen,

denn die Berechnung des Strom-

feldes beruht auf der Annahme,

daB - der Widerstand der Agar-

zuleitung verschwindend klein

Abb. 24. ist gegeniiber dem Widerstand

des Uberfithrungsrohrs. Nur die

duBerste Spitze des Agarrohres, welche in den spitzwinkligen Teil

des Abfiihrungsrohres hineinragt, darf etwas enger ausgezogen
werden.

Die beiden Seitengeféfe sind mit einer Millimeterteilung ver-
sehen, welche so weit um den Umfang des Glases herumgefiihrt
ist, dal} eine parallaxefreie Ablesung méoglich ist. Als Versuchs-
beispiel kann man eine kolloidale Mastixlésung wihlen, welche
wie in Ubung 2 hergestellt wird; man mache eine kriftig ge-
triibte, fast milchige Loésung. Um sie spezifisch schwerer zu
machen, fiigt man etwa 1% Zucker hinzu, auflerdem gibt man
z. B. 1/, Volumen einer Phosphatmischung ,,8 (vgl. 8. 34) hinzu.
Als Seitenlésung benutzt man ebenfalls eine 20fach verdiinnte
Phosphatmischung ,,8“, aber ohne Zucker und ohne Mastix. Der
Zusatz der Phosphate dient dazu, erstens den pp genau zu defi-
nieren, denn vom pp héngt die Wanderungsgeschwindigkeit ab;
zweitens die Leitfahigkeit der Mittel- und Seitenfliissigkeit gleich
und daher das elektrische Feld homogen zu machen. Ohne Salz-
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zusatz wiirde die Leitfdhigkeit der Losung nur von den spurweise
vorhandenen Verunreinigungen abhéngen, welche wahrscheinlich
in der Mittelfliissigkeit und in der Seitenﬂﬁssigkeit verschieden
sein werden. Im ibrigen ist das Verfahren wie das der vorigen
Ubung. Sobald bei der Kataphorese das Niveau der Mastix-
sdule den Nullpunkt der Graduierung erreicht hat, notiert man
die Zeit und miBt von nun an die Geschwindigkeit der Bewegung.
Die Stérke des elektrischen Feldes wird bestimmt, indem man
die angelegte dulere Spannung
durch die Lange des Strom-
weges von einer Agarspitze zur
anderen durch den ganzen Appa-
rat hindurch, ausgedriickt in
Zentimetern, dividiert.

Die Regulierung der &ufe-
ren Spannung geschieht zweck-
méBig durch eine Schalttafel,
mit der man von der Licht-
leitung beliebige Spannung ab-
nehmen kann. Empfehlenswert
sind 50, 100 oder 200 Volt. Von
der Schalttafel wird der Strom
iiber einen Stromwender(Wippe)
in den Uberfithrungsapparat ge-

Stromguelle
Stromeritnatirre

fiihrt.

Dieser Uberfiihrungsapparat
hat auch den Vorteil, daB
seine  Depolarisationsvorrich-
tung symmetrisch funktioniert.
Man darf wiahrend der Beob-
achtung durch Stromwendung
den Vorgang umkehren, wih-
rend bei dem vorigen Apparat
(47. Ubung) die Stromrichtung
vorgeschrieben ist.

Es fand sich in einem solchen
Versuch folgendes: Lange des

Abb. 25. Schematische Ansicht einer
einfachen Sehalttafel. Der Strom der
Elektrizitatsquelle (Gleichstrom von 110
oder 220 Volt) wird zu den gezeichneten
2 Polklemmen gefiihrt. Der in den Uber-
filhrungsapparat zu schickende Strom wird
aus zwei anderen Polklemmen abgenommen.
W; und W, sind regulierbare Gleitwider-
stande, ein gréberer und ein feinerer.
A Amperemeter, V Voltmeter, beide mit
drei MeBbereichen; das Amperemeter ge-
nau ablesbar zwischen 8 und 0,001 Am-
pere; das Voltmeter ablesbar zwischen 220
und 0,001 Volt. 1 Umstellvorrichtung fiir
die verschiedenen MeBbereiche des Ampere-
meters, 2 ebensolche fiir das Voltmeter.
S8 Sicherungen. H Xinschalter fiir den
Strom. N Einschaltung fiir Stromentnahme
durch Nebenschluf.

Stromweges zwischen den Agarspitzen 32 cm; angelegte &ullere
Spannung 100 Volt, Stérke des Stromfeldes daher 3,2 Volt/cm.
Etwa 8 Minuten nach Stromschlul 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
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pro Sekunde um 2,62 -10"3cm. 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, daB bei Wendung des Stromes die
Geschwindigkeit in umgekehrter Richtung, aber von derselben
Grofle ist. Bei allen diesen Manipulationen mufl wenigstens fiir
lingere Zeit eine scharfe Grenzfliche zwischen der Mastixlosung
und der klaren Fliissigkeit bestehen bleiben.

49. Ubung.

Elektrische Kataphorese von roten Blutkﬁrperchen
bei Beobachtung im Mikroskop ).

Zur fehlerfreien Beobachtung der Elektrokataphorese im mikro-
skopischen Préparat bedarf es einer zweckmifBig hergestellten
Kammer. Wenn man einfach einen Tropfen der Suspension
zwischen Objekttriger und Deckglas ausbreitet und in dieser
kapillaren Schicht die Kataphorese beobachtet, so erhilt man
triigerische Resultate, die man sofort verstehen wird, wenn man
sich die Theorie dieser Erscheinung klarmacht. Diese ist nim-
lich folgende: Legt man an die beiden Enden einer mikroskopi-
schen 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. AuBerdem aber wird die Grenzschicht der Fliissigkeit
gegen die obere und die untere Wand der Kammer verschoben,
weil Wasser in Berithrung mit der Glaswand eine elektrische
Ladung annimmt, in der Regel eine positive Ladung. Denken
wir uns zunichst die Kammer geschlossen, so hat diese Ver-
schiebung der obersten und der untersten Wasserlamelle zur
Folge, dal das Wasser in der Mittelschicht zuriickstrémen muf,
um auszuweichen. Denken wir uns das Wasser in der Kammer
in zahlreiche diinne horizontale Lamellen zerlegt, so strémt also
die oberste und die unterste Lamelle unter der Wirkung einer
angelegten Spannung zur Kathode, die mittelste Lamelle zur
Anode. Die dazwischenliegenden Lamellen zeigen alle Uber-
ginge 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

1) In Anlehnung an H6BER, R.: Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol. 101,
607. 1904, vereinfacht und modifiziert.
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um, hat in der mittelsten Schicht den gréften Betrag in anodischer
Richtung, und in der unteren Hilfte der Kammer wiederholt
sich dieses symmetrisch. Diese Stromung 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 Form,
in welchen die Wasserstrémung gleich 0 ist. Nach v.SmoLu-
caowsKil) herrscht in denjenigen beiden Schichten keine Wasser-
stromung, welche von der oberen Kammerwand die Entfernung

d<%i V é) haben, wo d die ganze Tiefe der Kammerschicht
bedeutet, d.h. also rund in der Schicht /;d und %/;d.

Abb. 26. Elektrische Kataphorese. Rechts oben die mikroskopische Kammer allein.

Zu exakten Beobachtungen der Kataphorese ist es daher
erforderlich, daB die suspendierten Teilchen wihrend der Be-
obachtung sich nicht wesentlich sedimentieren, weil sie dabei
ihre Schichthéhe verindern. Dies ist bei Blutkorperchen kaum
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 Réndern der Kammer nach der Mitte zu recht gut be-
obachten kann.

Die Kammer stellt man sich am einfachsten folgendermafen
her: auf einen Objekttriger werden, wie in Abb. 26, oben, zwei
Leisten aus nicht zu diinnen Deckglasstreifen (0,1—0,2 mm dick)
mit Kanadabalsam (oder recht gut auch mit Paraffin) aunfgekittet,

1) In Grirz: Handbuch der Elektrizitit 2. 1912; unverdnderter Ab-
druck in der 2. Auflage 1920.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 9
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nach mehrtigigem Trocknen vom iiberfliissigen Balsam befreit,
die zu untersuchende Suspension in die Kammer eingefiillt und
die Mitte der Kammer durch ein Deckglas bedeckt. Die Fliissig-
keit mufl sich also iiber 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% NaCl oder
KCl in 3proz. Agar gefiillt. Das andere Ende dieses Agarrohrs
taucht in eine Flasche mit ebenso starker oder gesittigter KCI-
Losung. In diese Salzlésung 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.

Firr kurzdauernde Einzelversuche kann man als Elektrode
einfach Kupferdriahte benutzen. Fiir linger dauernde Versuchs-
reihen ist folgende Anordnung zu empfehlen. Der Agarheber
taucht wie vorher in die Salzlésung; diese ist durch einen zweiten
Glasheber, der wiederum mit KCl-Agar gefiillt ist, mit einer
zweiten Flasche verbunden, die mit 10proz. Lisung von CuSO,
gefiillt ist, und in diese erst tauchen die Kupferdrahte.

Als Versuchsobjekt nimmt man eine 50fache Verdiinnung
irgendeines defibrinierten Blutes in 0,85proz. NaCl-Lésung oder
eine recht diinne Aufschwemmung von Staphylokokken in Wasser.

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

Besonders bei Bakterien kann man beobachten, daB die
oberste und unterste Schicht sich in umgekehrter Richtung wie
die mittlere Schicht bewegt. Maligeblich fiir die wahre Kata-
phorese ist die mit der Mikrometerschraube aufzusuchende
Schichttiefe 0,2d und 0,8d. Insbesondere bei Blutkérperchen
ist die Beobachtung der allerobersten Schicht deshalb unméglich,
weil die Korperchen zu schnell sedimentieren, und die Beobach-
tung der untersten Schicht ist ebenfalls unméglich, weil die Blut-
koérperchen an ihr ankleben. Immerhin aber ist die Beobachtung
der geforderten Schichten noch mdéglich, und rein qualitativ
kann man sich an die Beobachtung der mittleren Kammertiefe
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halten, in welcher die Bewegung von der der geforderten Schichten
nicht allzusehr abzuweichen pflegt.

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,
Eiweill usw.) untersuchen.

Fiir wirklich quantitative Versuche ist die geschlossene Kammer
von NORTHROP und KUNITZ, ev. mit einer Modifikation von ABRAM-
soN zu empfehlen (Journ. of general Physiology 12, 469. 1929).

50. Ubung.
Elektrische Endosmose durch eine Tonzelle.

Der Apparat hat folgende Anordnung!) (Abb. 27). Die Ton-
zelle (Pukallfilter) A wird an einem Stativ in dem grofBen Becher-

Abb. 27. Elektroendosmose.

glas B schwebend gehalten. A ist mit dem doppelt durchbohrten
Stopfen 1 verschlossen. Durch die eine Bohrung geht das Glas-
rohr 2, welches unten umgebogen ist. Es ist mit einer Gallerte

1) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen élterer Physiker (WiEDE-
MANN, QUINCKE u. a.) modifiziert.

9%
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von 3proz. Agar in gesittigter KCl-Losung gefiillt (s. S. 188).
Das Ende des aufgebogenen Teiles, 3, ist frei von der Gallerte,
um ein Herabsinken der allmahlich herausdiffundierenden starken
KCl-Losung zu verhindern. Nach oben setzt sich das Rohr in
den Gummischlauch 4 fort, der den Trichter 5 am anderen Ende
trigt. Der Schlauch und der Trichter ist mit gesattigter KCl-
Losung gefiillt. A und B werden mit der gleichen Losung gefiillt,
z. B. 1/1000 n-KCI-Lésung.

Die andere Bohrung des Stopfens trigt das Glasrohr 6, das
vermittels des Gummistiicks 7 in das Steigrohr (graduierte 1 ccm-
Pipette) 8 iibergeht. Wahrend der Gummistopfen 1 geliiftet wird,
saugt man vom Ende der Pipette die Rohre 6, 7, 8 voll Fliissig-
keit und schliet sofort den Stopfen wieder. Ferner taucht in
das groBe Becherglas das mit KCl-Agar gefiillte Glasrohr 9, von
gleichem Bau wie 2; es endet oben vermittels eines Gummi-
stiicks in den Trichter 10, der mit gesattigter KCl-Losung gefiillt
ist. In den Trichter 5 und 10 taucht je eine Elektrode von gleicher
Beschaffenheit. Sie besteht aus dem mit KCl-Agar gefiillten
Glasheber 11, der andererseits in eine mit 10proz. CuSO,-Lésung
gefiillte Flasche 12 taucht. In diese ragt der Kupferdraht 13
als Stromzufithrung hinein.

Man gebe dem Steigrohr 8 eine ganz schwache Neigung (5—10°),
so daB das Fliissigkeitsniveau irgendwo an der Kalibrierung der
Pipette steht. Man iiberzeugt sich, daB das Niveau einerseits
sich auf einen festen Stand einstellt, andererseits bei Bewegungen
der Pipette frei spielt. Nun schlieft man eine elektrische Gleich-
stromleitung von 110 oder 220 Volt an. Beim Stromschlul tritt
eine Bewegung des Wassers ein, und zwar wird es von der Kathode
angezogen. Bei Wechsel der Stromrichtung geht es umgekehrt,
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.

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

Die Anordnung ist die gleiche, nur ersetzt man die Tonzelle
durch eine Kollodiummembran. Sie wird zweckmiBig folgender-
mafBen hergestellt. Ein zylindrisches Glasgefal von 15 cm Hdéhe
und 3 em Durchmesser ist an dem einen Ende zu einem 3 mm

1) In Anlehnung an Loes, JacQuEs: Journ. of gen. physiol. 1. 1918,
mit einigen Anderungen.



Ubersicht iiber die Typen der Adsorptionsmittel und Adsorbenda. 133

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 Aullenwand des Glaswulstes auch noch mit Kollodium
aufgeklebt. Das Filtrierpapier wird dann noch auBen 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
Versuch. Das Resultat ist das gleiche, die Wasserbewegung nur
langsamer. Durch eine Kollodiummembran wandert das Wasser
unter allen Umsténden immer nur nach der Kathode; ist die
Losung (statt 1/1000 n-KCl) eine starke Séure (1/100 n-HCl) oder
AlCL, so ist die Wanderung allerdings sehr trige oder hort sogar
ganz auf. Niemals tritt eine Umladung ein.

Durchtrinkt man eine Kollodiummembran einige Stunden
mit 1proz. Gelatinelosung, so verhélt 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 giefit. Gelatine
verhélt sich ebenso wie die gelatinierte Kollodiummembran am-
photer. Agar ist stets negativ geladen, wie reines Kollodium.

X. Adsorption.

52. Ubung.

Ubersicht iiber die Typen der Adsorptionsmittel
und Adsorbenda?).

Es gibt verschiedene Typen von Adsorbentien:

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

Man verwende ,,Carbo animalis® Merck. Sie ist nicht ganz
frei von Asche. Ihr Feuchtigkeitsgehalt betrdgt unter gewohn-

1) LoEs, Jacquss: l.c.

Z) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen von FrEUNDLICH, H.:

Zeitschr. f. physikal. Chem. und MicHAELIS, L. und Rowa: Biochem.
Zeitschr., mehrere Arbeiten, 1908, 1919, 1920.
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lichen Bedingungen gegen 20% und kann fir die folgenden Ver-
suche unberiicksichtigt bleiben.

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

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

4. Organische ,,amphotere* Substanzen vom Typus des Ei-
weill (Seide, Wolle, fixiertes Gewebseiweil).

Man bereite folgende Loésungen als Adsorbenda:

1. Gesattigte wabBrige Losung (s. S.77) von Tributyrin oder
Heptyl- oder Oktylalkohol, als Typus eines stark oberflichen-
aktiven, schwerl6slichen Stoffes.

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

3. Etwa 0,1 n-Azetonlosung (0,58 proz. Losung), als Typus eines
Nichtelektrolyten von gleicher Oberflachenaktivitat wie Essigsdure.

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

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

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

7. Eine Losung von Methylenblau 1:10000 als Typus eines
basischen Farbstoffes.

Man benutzt fiir jeden Versuch 100 cem Fliissigkeit, 2 g Kohle
bzw. 20g Eisenoxyd. Eine Probe der Flussigkeit wird vorher
analysiert; das mit dem Adsorbens versetzte Gemisch wird in
einer Flasche 3 Minuten geschiittelt, filtriert und das Filtrat
nochmals analysiert.

Die Analyse der Essigsdure: durch Titration gegen 0,1n-
Natronlauge (Phenolphthalein). Azeton: jodometrisch. Trauben-
zucker: 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 vollig adsorbiert. Das Filtrat zeigt
die Tropfenzahl des reinen Wassers.

Essigséure und Azeton werden zu einem deutlich erkennbaren
Bruchteil adsorbiert.
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Traubenzucker wird sehr wenig, wenn auch nachweisbar ad-
sorbiert. Nimmt man 3—4mal 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 und Traubenzucker werden gar nicht
adsorbiert.

Also: Die Oberflichenaktivitit eines Stoffes hat gar keinen
analytisch nachweisbaren Einfluf darauf, ob er von Kaolin
adsorbiert wird.

Fosin wird gar nicht adsorbiert. Dagegen werden Methylen-
blau und Kongorot adsorbiert.

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

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

Hijeraus sieht man, dafl die Adsorption der sog. oberflichen-
aktiven Stoffe nicht allein von der dargebotenen Oberflichen-
grofle abhéngt, 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).

53. Ubung.

Die Verdringungserscheinungen.

Zwei in Losung befindliche adsorbierbare Stoffe verdringen
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 ccm 0,1 n-Essigsdure + 5cem Wasser + 2 g Kohle:
Filtrat enthilt weniger Essigsdure als vorher.

b) 100 ccm 0,1 n-Essigsdure + 5 cem  Azeton 4 2 g Kohle:
Im Filtrat ist der Essigsdureverlust geringer.

Ferner: a) 100 ccm 2 proz. Traubenzuckerlosung + 5 cem Wasser
+ 5g Kohle. Das Filtrat zeigt einen deutlichen Verlust an Zucker.

b) 100 cem 2proz. Traubenzuckerlésung -+ 5 cem Azeton -+
5 g Kohle. Das Filtrat hat denselben Zuckergehalt wie vor der
Adsorption.

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

54. 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-
tracht kommenden Ionen werden die H'- und OH’-Ionen am
stéarksten adsorbiert. Daher wird HCl oder NaOH viel stidrker
adsorbiert als NaCl.

Man versetze je 100 com einer 0,1 molaren Lésung 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 durch die Anwesenheit von
KCl gefordert (Gegenstiick des Verdringungsgesetzes):

100 ccm 0,01 n-HC1 + 1 g Kohle. Das Filtrat ist etwa 0,006 n
an HCIL :

100 cem einer Losung von 0,01 n-HCl -+ etwa n-KCl, d. h. eine
Mischung von 1 cem n-HCl und 99 cem n-KCl + 1 g Kohle: das
Filtrat ist etwa 0,0045n an HCIL

Eine durch Verkohlen von reinem Rohrzucker hergestellte
und durch sehr starke Erhitzung aktivierte Kohle verhilt sich
anders; sie adsorbiert HCl, aber nicht NaOH?2). Auf diese Ver-
hiltnisse soll im folgenden Abschnitt ndher eingegangen werden.

1) Hier sei noch folgender Versuch erwihnt: Invertase (Herstellung
s. 8. 229, vierfach verdiinnte Stammlésung) wird mit reichlichen Mengen
kolloider Eisenhydroxydlésung (gleiches Volumen 4fach verdiinnter Eisen-
hydroxydlésung) versetzt. Es entsteht eine dichte Fillung, welche bis zu
100% des Ferments der Losung entrissen hat. Das Filtrat ist dann wir-
kungslos auf Saccharose (Beobachtung im Polarisationsapparat). Auch beim
Schiitteln mit Wasser gibt der Niederschlag kein Ferment ab. Versetzt
man aber den Niederschlag mit einer 5proz. Saccharoselésung, so wird
diese invertiert. Filtriert man die Losung nach !/,stiindigem sanften
Schiitteln ab, so geht die Invertierung im Filtrat immer weiter. Das
Ferment ist also durch den Zucker vom Niederschlag abgelést worden.
Der Mechanismus der Ablosung ist noch ungeklirt (ERIKSSON, A.: Zeitschr.
f. physiol. Chem. 72, 313. 1911 und MEvERrHOF, O.: Pfliigers Arch. 13%,
251. "1914). )

2) BArTELL und MitiLEr: J. amer. Chem. Soc. 44, 1866. 1922. Uber
die Darstellung von Zuckerkohle und einer Benzoesiurekohle vgl.
O. WaRrBURG: Biochem. Zeitschr. 119, 162. 1921 und 136, 272. 1923.
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55. Ubung.
Darstellung aschefreier Kohle.

Eine sehr reine Kohle erhilt man nach MILLER') auf folgende
Weise: Man trocknet eine gut adsorbierende Kohle (MERrcKsche
Blutkohle oder Norit) 3—4 Stunden oder iiber Nacht bei 110°.
Nach dem Trocknen verreibt man die Kohle und siebt durch
ein feines Sieb (300 Maschen pro gem). Man benutzt zur Reinigung
nur die feinsten Teile. Dann vermischt man die Kohle in einer
Platinschale mit einer geniigenden Menge konzentrierter Fluor-
wasserstoffsiure zu einer diinnen Paste und erhitzt zuerst gelinde,
dann stérker, bis die ganze Fluorwasserstoffsdure verjagt ist.
Dann kocht man die Kohle mit konzentrierter Salzsiure eine
halbe Stunde, verdiinnt mit Wasser und filtriert durch ein ge-
hirtetes Filter auf einem Biichnertrichter. Man wéscht einige
Male, indem man die Kohle in Wasser suspendiert, kocht und
filtriert. Das Kochen mit konzentrierter =Salzsiure wiederholt
man, ebenso das Waschen. Es ist vorteilhaft, die Behandlung
mit Fluorwasserstoffsiure und Salzsiure 2—3mal zu wieder-
holen. Dann wird die Kohle, wie oben beschrieben, mit destillier-
tem Wasser gewaschen. Der Aschengehalt der Kohle wird so
auf wenige zehntel Prozent reduziert. Um mit der Reinigung
noch weiterzugehen, trocknet man die Kohle bei 115° und gliiht
im bedeckten Quarztiegel bei 900—1200° mit einem Meeker-
brenner oder im elektrischen Muffelofen zu starker Rotglut.
Die adsorbierte Saure wird bis auf wenige Reste entfernt, und
selbst diese Reste konnen entfernt werden, wenn man die Kohle
mit sehr reinem (am besten Leitfihigkeits-) Wasser mit 1 ccm
0,02n-NaOH pro Gramm Kohle kocht. Der UberschuB8 des
Alkalis und die gebildeten Salze werden quantitativ entfernt,
wenn man 2—3mal aufkocht und filtriert. Durch diese Be-
handlung wird eine Kohle erhalten, deren Eigenschaften denen
reiner Zuckerkohle praktisch gleich ist und nur einige zehntel
bis hundertstel Prozent Asche enthalten. Wie diese, adsorbieren
die gereinigten Kohlen Siuren, aber nicht Basen. Salze werden
hydrolytisch adsorbiert.

1) Mirrer: J. Amer. Chem. Soc. J. Physic. Chem. 30, 1031. 1926;
4%, 1270. 1925.
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Adsorption der Elektrolyte von aschefreier Kohle.
56. Ubung.
Priifung der Adsorption von Siduren und von Basen!).

Zu 1,5g aschefreier Kohle fiigt man 100 ccm 0,02 n-Kali-
oder Natronlauge. Man schiittelt gut und 148t 10—15 Minuten
stehen. Dann filtriert man in einem Goochtiegel durch Filtrier-
papier und wischt die Kohle, indem man sie in 75—100 cem
destilliertem Wasser suspendiert und durch dasselbe Filter fil-
triert. Die vereinigten Filtrate und die Waschwisser titriert
man mit 0,02 n-Salzséiure unter Anwendung von Phenolrot oder
Phenolphthalein als Indikator. (Man titriert in heiler Losung,
um die Kohlensdure auszutreiben, bis die rote Farbe des Indi-
kators endgiiltig verschwindet.)

In einer anderen Probe derselben Kohle fiigt man zu 1,56¢g
100 cecm 0,02 n-Salzsdure, verfihrt wie oben und bestimmt die
Sduremenge im Filtrat durch Titration mit 0,02 n-Lauge.

Alkalien werden von reiner Kohle nicht adsorbiert, dagegen Séu-
ren stark, namentlich die organischen, weniger die anorganischen.

(Eigentlich werden die Alkalien ,,negativ‘‘ adsorbiert, d. h.
das Wasser wird stérker als die Alkalien adsorbiert und die Losung
wird nach der Adsorption konzentrierter an Alkali als vorher.)

57. Ubung.
Hydrolytische Adsorption von benzoesaurem Natrium 2).

Zu 2,0 g Natriumbenzoat, gelost in 50 ccm destilliertem Wasser,
gibt man 0,5 g aschefreie Kohle. Man schiittelt energisch einige
Minuten und laBt dann unter zeitweiligem Umschiitteln 10 bis
15 Minuten stehen. Man filtriert in einem Goochtiegel durch ein
Papierfilter. Dann wischt man die Kohle 5mal mit je 15ccm
Wasser, indem man jedesmal umriihrt und dann trocken saugt.
Im Filtrat titriert man das freie Alkali, wobei man die Kohlensiure
wegkocht.

Man iibertrigt die Kohle samt Filtrierpapier mit etwa 100 ccm
Wasser in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyerkolben, fiigt dann
15—20 ccm Benzol zu, verschlieBt gut mit einem sauberen Kork-
stopfen und schiittelt energisch, bis die Kohle vollkommen aus
der Wasserphase entfernt ist und in die Benzolphase tritt. Dann

1) MiLLER, E. J.: J. Physic. Chem. 30, 1163. 1926. J. Amer. Chem.
Soc. 46, 1150. 1924.

2) H.N. Houmes: Lab. manual of colloid chemistry. 2. ed. New York.
JouNy Wicey and Sowns. 1928. 8. 173.
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figt man Phenolrot hinzu und titriert bis zur bleibenden Rot-
farbung mit 0,02 n-Natrium- oder Kaliumhydroxyd. (Der zu-
gefiigte Indikator geht in die wéalrige Phase. Nach Zufiigen der
Saure wird die zugekorkte Flasche energisch und lange zwischen
den einzelnen Zusétzen geschiittelt.) Die letzten Reste der Saure
werden von der Kohle nur langsam abgeldst. Die von der Kohle
abgeloste Benzoesduremenge ist dquivalent der Alkalimenge, die
von dem Natriumbenzoat freigemacht worden ist.

Der Versuch zeigt, daBl die reine Kohle aus benzoesaurem
Natrium hydrolytisch Benzoesdure adsorbiert, wihrend die
Natronlauge (als Produkt der Hydrolyse) in Losung bleibt. Die
mit Benzoesiure beladene Kohle wird von Benzol besser benetzt
als von Wasser und wird daher aus der wafrigen Phase entfernt.
Ferner sieht man, dafl aus Wasser die Adsorption der Benzoesiure
grofler ist als aus Benzol: daher wird die adsorbierte Benzoesdure
der Kohle durch Benzol entzogen. Die Benzoeséure verteilt sich
entsprechend dem Loéslichkeitskoeffizienten zwischen Wasser und
Benzol. Neutralisiert man die Séure in der wifBrigen Phase, so
wird dieses Gleichgewicht gestort, und mehr und mehr Benzoe-
sdure verlaf3t die Kohle, bis sie vollkommen in Benzol und von
dort in das Wasser iibergegangen ist. Auch der angewandte Indi-
kator wird nicht adsorbiert, wenn die Kohle von Benzol benetzt
ist, widhrend er aus der wafirigen Losung leicht adsorbiert wird.

Hydrolytische Adsorption von Natriumchlorid?).

Man schiittelt 2 g aschefreie Kohle mit 100 ccm einer fast
gesittigten Losung von reinem Kalium- oder Natriumchlorid.
Nach 10—15 Minuten filtriert man im Goochtiegel durch Filter-
papier. Man wischt die Kohle einigemal mit destilliertem Wasser
und saugt zwei- oder dreimal je 10 cem frischer Salzlésung
durch die Kohle; zwischen dem einzelnen Durchsaugen wischt
man die Kohle jedesmal mit Wasser. Zum Schlull wischt man die
Kohle im Goochtiegel zwei- bis dreimal und einmal durch Schiitteln
mit 100 com Wasser bei Zimmertemperatur. Man priift die Reak-
tion der Waschwiisser und der Filtrate: diese ist alkalisch. Nun
verteilt man die Kohle wieder in 150 ccm Wasser und kocht
einige Minuten. Man filtriert heil und prift die Reaktion des
Filtrates: sie ist sauer. Der Versuch zeigt, dall die Kohle die
Sédure adsorbiert hat unter Freimachung der Base.

Reine Kohle adsorbiert anorganische Salze, wie Kaliumchlorid,
-sulfat, -nitrat, nur hydrolytisch. Nur die Siure, die sich

1) VglEOLMES L.e. S.173.
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bei der Hydrolyse bildet, wird adsorbiert, wihrend die ent-
sprechende Menge Base in der Losung bleibt. Das Salz als solches
wird nicht adsorbiert. Salze organischer Siauren, wie z. B. benzoe-
saures Natrium, werden sowohl hydrolytisch als auch molekular
adsorbiert.

58. Ubung.

Priifung der Kohle auf adsorbierende Fihigkeit und auf
Reinheit1),

Zu 0,25 g Tierkohle, die vorher bei 120° oder dariiber getrocknet
worden ist, fiigt man in einem Jenaer Kolben von 200—300 ccm
Inhalt 100 cem einer 0,02 n-Benzoesiurelosung. Man schiittelt
gut um, um die Kohle vollkommen zu benetzen. Wenn man mit
einer guten Wasserstrahlpumpe den Kolben evakuiert, so er-
leichtert man die Benetzung der Kohle. Man 148t die Mischung
unter zeitweiligem Umschiitteln 18 —24 Stunden stehen und fil-
triert dann durch ein aschefreies Filter im Goochtiegel unter
miBigem Saugen. Die Menge der adsorbierten Siure bestimmt
man durch Titration eines aliquoten Teiles des Filtrates mit
0,02 n-Lauge. Eine brauchbare Tierkohle wird etwa 50% der
Sdure adsorbieren.

Die Gegenwart von adsorbierten anorganischen Sduren kann
nachgewiesen werden, da diese bei Behandlung mit Alkali von
der Kohleoberfliche quantitativ entfernt und bestimmt werden
kénnen. Eine von adsorbierten Sduren befreite Tierkohle adsor-
biert anorganische Basen nicht. Man verfihrt wie folgt:

1. 2 g Kohle werden im Erlenmeyerkolben mit 20 ccm 0,02 n-
Salzséure geschiittelt. Nach 1—2 Stunden gibt man 30 ccm 0,02 n-
NaOH zu und kocht die Suspension einige Minuten. Man filtriert
im Goochtiegel iiber gehirtetes Filterpapier und wéscht mehrere-
mal mit Leitfdhigkeitswasser. Man spiilt die Tierkohle mit Leit-
fahigkeitswasser in den Kolben zurlick, fiigt noch 10 com derselben
NaOH-Lésung hinzu, kocht einige Minuten und filtriert wie vorher.
Man wascht schlieBlich die Kohle, indem man sie 2-——3mal mit
Leitfahigkeitswasser aufkocht, dann filtriert man. Die vereinigten
Filtrate und die Waschwisser titriert man mit 0,02 n-Salzsiure,
indem man zwischen den letzten Siurezusitzen die Kohlenséure
wegkocht, bis die orangegelbe Farbe des Indikators (Phenolrot)
bestehen bleibt. Wenn die verwendete gesamte Alkalimenge ge-
nau der Sduremenge dquivalent ist, die urspriinglich der Kohle
zugesetzt war plus der Menge, die bei der Titration der Filtrate

1) MiLLER, E. J.: J. Physic. Chem. 30, 1167. 1926.
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und Waschwésser nétig war, so sind keine alkalischen Verun-
reinigungen an der Kohle. War die Alkalimenge grofler als be-
rechnet, sind adsorbierte Siuremengen, war sie kleiner, so sind
adsorbierte Alkalimengen in der Kohle vorhanden.

2. In einem Erlenmeyerkolben werden 2 g Tierkohle in
ca. 100 com Leitfahigkeitswasser suspendiert; dann fiigt man
20 cem 0,02 n-NaOH hinzu. Man kocht einige Minuten, filtriert
dann, wischt die Kohle 2—3mal mit Leitfahigkeitswasser und
filtriert. Die vereinigten Filtrate werden mit 0,02 n-Salzsdure
(Indikator Phenolrot, die Kohlensiure wird weggekocht) titriert.
Wenn die Alkalimenge im Filtrat der urspriinglich zugegebenen
entspricht, so ist keine adsorbierte Séure vorhanden gewesen.
Ist sie geringer, so war die Kohle durch Sidure verunreinigt.

59. Ubung.
Kapillarisation.

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 Losungen
(1promill.) von Methylenblau, Eosin und Kongorot. Methylen-
blau ist ein basischer Farbstoff. Er wird stark adsorbiert, daher
steigt der Farbstoff nicht weit, das in die Hohe gesaugte Wasser
ist bald farblos. Eosin ist ein echt geldster 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 wahr-
scheinlich, dafl das adsorbierende Vermdogen der Zellulose fiir nicht-
kolloidale Farbstoffe an die stets vorhandenen Beimengungen von
Aschebestandteilen, vor allem Kalziumsilikat, gebunden ist.

Taucht man den Streifen in eine Ldsung von eosinsaurem
Methylenblau (einige Tropfen May-GrRUNwWAaLDsches 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.

60. Ubung.
Adsorption von Farbstoffen an Grenzfldchen.

WibBrige Losungen von Indikatoren, die eine H-Ionenkonzen-
tration in der Néhe des Umschlagpunktes des Indikators besitzen,
zeigen einen Farbenumschlag, wenn man sie mit einer indifferenten
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Fliissigkeit, wie Benzol oder Toluol, schiittelt. Wenn z. B. eine
Bromthymollésung, mit einem py von 7,4 in dieser Weise behandelt
wird, so &ndert sich die Farbe von Blau ins Gelb. Diese Anderung
hilt nur wihrend der Emulgierung an; sobald die beiden Phasen
sich trennen, verschwindet die gelbe Farbe. Je energischer man
schiittelt, um so intensiver wird die Farbe, indem die gebildeten
Tropfen kleiner und zahlreicher werden und dementsprechend
die Grenzflaiche Wasser-Benzol grofier wird. Die Erscheinung ist
vollkommen reversibel und kann beliebig oft wiederholt werden.
Die Farbeninderung entspricht einer scheinbaren Anderung des py
von 7,4 auf 6,2.

Die Farbeniinderung beruht jedoch nicht auf einer Anderung
der H-Ionenkonzentration. So verindert auch ein nichtsaurer
Farbstoff wie Malachitgriin beim Schiitteln mit einer indifferenten
Fliissigkeit seine Farbe, und zwar von Gelb auf Griin, entsprechend
einer scheinbaren Anderung des pg von 0,5 auf 1,5, also hier nach
der alkalischen Seite.

Folgende Tabelle zeigt die beobachteten Anderungen:

Indikator Lasung derF %ri)?gmg beimFggllzfitteln pi?%%ESfégg
Malachitgriin. |ca. 0,4n-HCl gelb blau—griin [von 0,5 auf 1,5
Brillantgriin . 0,25n-HCl " grim—blau | ,, 0,7 ,, 2,0
Methylviolett 0,In-HCI griin blau . 1,0 ,, 2,0
Thymolblau . 0,016n-HC1 gelb rot—violett | ,, 2,8 ,, 1,6
Tropéolin 00 0,016n-HC1 | orangegelb rot » 2,8 , 1,8
Bromthymol- | Mischung von blau gelb . 1,4, 6,2

blau dest. u. undest.
Wasser

Bei der Erklarung der Erscheinung nimmt DruTscr!) an, dal
an der Grenzfliche die weniger dissoziierte Verbindung des
Indikators z. B. des Malachitgriins, gebildet wird. In anderen
Fillen (z. B. beim Tropidolin) mégen andere, nicht schwécher
dissoziierte Ionenarten des Indikators die Ursache des Farben-
umschlages an der Grenzfliche sein?).

Irreversible Reaktionen an Grenzflichen, die zu unloslichen
Verbindungen fithren, sind vielfach bekannt. Ein wichtiges Bei-
spiel hierfiir ist die Bildung unléslicher (dénaturierter) EiweiB-
hidutchen beim Schiitteln eiweifhaltiger Losungen.

1) DruTscH: Berichte d. chem. Ges. 60, 1036. 1927; Zeitschr. {. physikal.
Chem. 136 353. 1928.
2) TrIEL: Zeitschr. f. Elektrochemie 35, 266. 1929.
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Die angefiihrten Farbinderungen sind, ein Zeichen der Anderung
des chemischen Gleichgewichtes an Grenzflichen. Es werden
dort Verbindungen gebildet mit bedeutender Stabilitit, die in
Abwesenheit von Grenzflichen nur eine sehr geringe Existenz-
fahigkeit haben.

Die erwdhnten Verhéltnisse miissen auch berticksichtigt
werden bei der Beurteilung der pg-Werte, die mittels Indikatoren
an Systemen mit kolloidaler Struktur, also bei solchen mit sehr
entwickelter Oberfliche (wie im Protoplasma), gewonnen werden.

61. Ubung.
Die Freunpricasche Adsorptionsisotherme.

Variiert man bei konstantem Volumen der Lésung und kon-
stanter Temperatur die Menge des Adsorbens und des Adsorben-
dum, so steht nach eingetretenem Adsorptionsgleichgewicht die
Konzentration ¢ des noch in Lésung befindlichen Adsorbendum
zu der adsorbierten Menge desselben x in dem Verhéltnis
X = k. Cn’

m

wo m die Gewichtsmenge der Kohle ist. k ist eine Konstante,
welche von der zufilligen Beschaffenheit der Kohle abhiingt und
als ein Mal fir ihr Adsorptionsvermdgen betrachtet werden
kann, wenn man verschiedene Kohlenproben auf .dasselbe Ad-
sorbendum wirken lif3t. n ist eine Konstante, die vom der Art
des Adsorbendum abhiéngt und in der Regel nicht sehr ver-
schieden von 0,5 ist. Als Versuchsobjekt wird Essigsdure oder
Azeton empfohlen. Je 100 ccm der Losung, variierend von 0,3 nor-
mal bis 0,002 normal, werden in einer gut verschliebaren 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 Lésungen
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 Mafigabe
der Analyse des Filtrats in 10 ccm nach Behandlung mit Kohle
anzusetzen ist.

Die Menge driickt man am besten in Millimol aus (1 Millimol
Essigsdure ist die Menge, welche 1cem n-NaOH entspricht;
1 Millimol Essigséure = 0,060 g; 1 Millimol Azeton = 0,058 g).
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Es fand sich z. B.:

Im Filtrat di
i%;&og cc;vna(riée; Menge Tvie&erngu‘;ggnen Adsorbierte Menge
urspriinglich der Kohle Milli
Azeton n 11111'?01 K(glozgnitga- Azeton ro g Kohle
in Millimol g 10(1)) ccm Normalitat im ganzen v bx
a m F I a-F=x m
0,421 0,8987 0,234 0,00234 0,817 0,208
2,103 1,0320 1,465 0,01465 0,638 0,618
5,257 1,0688 4,103 0,04103 1,154 1,077
10,50 1,0951 8,862 0,08862 1,64 1,498
20,34 1,2425 17,76 0,1776 2,58 2,08
30,52 1,2556 26,90 0,2690 3,62 2,88
10 - Um k und ¢ zu er-
) mitteln, verfihrt man
95 wgk| folgendermafien. Durch
x| Logarithmieren der Glei-
0 o IS | N .
R / chung S. 143 erhélt man
05— 10g%=10gk—|—n-10gc.
5

T10TTI25 20 —75 <40 45 0 74

)

X . . .
log = ist also eine lineare
o9 ¢ m

Funktion von log ¢; nist
die Tangente des Nei-
gungswinkels & dieser Geraden; k hat die Bedeutung:

Abb. 28.

logk = log% —nloge.

Ist ¢ =1, so ist nloge =0, und logk = log%.
"Wir schreiben zunéichst die einander entsprechenden Werte

von log% und loge hin:

x
log—ﬁ loge
—0,682 —2,631
—0,209 —1,834
-+0,032 —1,387
+0,176 —1,052
+0,318 —0,753
40,459 —0,570

Tragen wir diese in ein Koordinatensystem ein, so erhalten
wir Abb. 28.
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Aus dem Diagramm ergibt sich durch graphische Ausmessung:
n=20,52; logk =075, also k= 5,6.

k ist von der Wahl der Mafleinheiten abhingig; 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 MaBeinheiten unabhingig. Die
gezogene Gerade ist durch geradlinige Interpolation nach Augen-
mal} gezogen. Die FREUNDLICHsche Adsorptionsisotherme ist nur
eine fiir einen gewissen Bereich annahernd giiltige Interpola-
tionsformel.

62. Ubung.

Trennung und Reinigung der Pankreasfermente nach der
Adsorptionsmethode von WiLisTirTER?).

Prinzip: Der Glyzerinauszug der getrockneten Pankreasdriise
enthélt als Fermente Lipase, Amylase und Trypsin. Zur Tren-
nung der Lipase von den anderen beiden Fermenten wird sie bei
saurer Reaktion an Tonerde adsorbiert und aus dem Adsorbat
mit einer Ammoniak-Diammonphosphatlésung eluiert. Trypsin
wird zwar in neutraler aber nicht erheblich in saurer Losung
vom Aluminiumhydroxyd aufgenommen. Die Trennung des
Trypsins von der Amylase erfolgt durch Kaolin, wobei die
Amylase grofftenteils in der Mutterlauge verbleibt.

Darstellung des Auszuges. Trockenes Pankreaspulver
(Trocknung s. unten) wird mit Glyzerin versetzt. Man behandelt
das feinkérnige Pulver mit etwa der 16fachen Menge 87proz.
Glyzerin 4—8 Stunden bei 30°. Der Auszug wird abgenutscht
oder abzentrifugiert, dann die 5fache Menge Wasser zugefiigt.

Erste Adsorption. Der durch Zentrifugieren geklarte Aus-
zug wird mit 30 cem 1 n-Essigsdure versetzt und mit 750 ccm
Tonerdesuspension (Darstellung B; s. unten) geschiittelt. Die
Restlosung trennt man vom Adsorbat durch Zentrifugieren. Die
Restlosung enthalt nur wenig (etwa 10%) Lipase, etwa 3/, der
Amylase und das gesamte Trypsin.

Erste Elution. Das Adsorbat wird in den Zentrifugenglisern
mit 20proz. Glyzerin gewaschen (beim Waschen mit Wasser
treten Verluste durch Fermentzerstérung ein); darauf wird zwei-
mal mit je 600 ccm Elutionsfliissigkeit eluiert. (Die Elutionsflissig-
keit besteht aus 57 Volumenteilen 1proz. Diammonphosphatlésung,

1) WiLLsTATTER und E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Zeitschr. f. physiol. Chem.
125, 132. 1922/23; vgl. W. GrassMaNN: Neue Methoden und Ergebnisse der

Fermentforschung, S.121. Miinchen: J. F. Bergmann 1928.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 10
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3 Volumenteilen n-NH,, 40 Volumenteilen 87proz. Glyzerin.)
Die durch Zentrifugieren von Tonerdeschlamm abgetrennten Elu-
tionen versetzt man zur Stabilisierung mit etwa dem halben
Volumenteil 87proz. Glyzerin und verarbeitet erst nach einigen
Stunden weiter. Diese Elution enthélt etwa 2/; der urspriinglich
vorhandenen Lipase und nur einige Prozente der anfangs vorhan-
denen Amylase. Vor der zweiten Adsorption ist es vorteilhaft, die
Phosphorsdure aus der Elution zu entfernen, da das Phosphation
die Adsorption der Lipase verhindert. Zu diesem Zwecke versetzt
man die Elution z. B. mit etwa 2800 ccm Wasser, 54 cem n-NH,Cl
und ebensoviel n-NH,; und fallt das Phosphat unter kriftigem
Schiitteln mit 116 ccm 10 proz. Magnesiumazetatlésung. Es ist vor-
teilhaft, die Fallung bei nur 10—15% Glyzeringehalt auszufiihren.

Zweite Adsorption. Das phosphatfreie Filtrat wird mit 50 ccm.
n-Essigséure angeséuert; dann wird mit 700 ccm des Aluminium-
hydroxyds B (mit einem Gehalt von ca. 6,5 g Al,O;) adsorbiert.
Die nach Zentrifugieren erhaltene Restlosung enthélt so gut wie
keine Lipase. Bei der zweiten Elution eluiere man das Ad-
sorbat ohne zu waschen mit je 500 ccm der Elutionsfliissigkeit und
zentrifugiere von der Tonerde ab. Die Elution enthilt ca. 35%
der Lipase des geklirten Glyzerinauszuges.

Die so gewonnene Lipase ist nur etwa dreimal reiner als die
im Glyzerinauszug, 30 mal reiner als die Lipase in der Driise. Eine
weitere Reinigung gelingt durch Adsorption an Kaolin.

Eine wie oben beschrieben gewonnene Losung von Lipase in
1600 ccm 50 proz. Glyzerin wird mit dem gleichen Volumen Wasser
verdiinnt, mit 40 ccm n-Essigsdure angesiuert und mit einer
Aufschlimmung von 72 g elektroosmotisch gereinigtem Kaolin
in 300 ccm Wasser behandelt. Das durch Zentrifugieren ab-
getrennte Adsorbat wird mit je 400 cem der Elutionsflissigkeit
angerlihrt. Man zentrifugiert, klirt die Losung durch Absaugen
auf gehdrtetem Filter, das mit einer diinnen Haut von Kieselgur
bedeckt ist.

Man kann auf diese Weise eine bis etwa 250 mal reinere Lipase
als die der angewandten trockenen Driise gewinnen.

Bei der Trennung von Amylase und Trypsin muB} zuerst aus
der Restlosung der Tonerdeadsorption die Lipase unter An-
wendung von Tonerde vollkommen entfernt werden. Dazu ge-
niigt die Hélfte des fiir die Adsorption der Hauptmenge erforder-
lichen Aluminiumhydroxyds. In der so gewonnenen Restlésung
ist praktisch das gesamte Trypsin und etwa 70—80% der Amy-
lase enthalten. Das Trypsin wird aus dieser Restlésung an Kaolin
adsorbiert, wihrend die Amylase in Lésung bleibt.
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Beispiel: Adsorption an Kaolin?). 18,0 ccm lipasefreie Rest-
16sung der Tonadsorption, die auf pg 7,0 gebracht wird, behandelt
man insgesamt mit 20 ccm Kaolinsuspension (entspricht 1,55 g
Kaolin), und zwar viermal mit je 5 cem derselben unter jeweiliger
Abtrennung des Adsorbates in der Zentrifuge. Die Restlosung ent-
hilt die Amylase. Die vereinigten Adsorbate werden mit 30 ccm
Elutionslésung (s. S. 146) behandelt und die erhaltene Elution als-
bald mit n-Essigsdure neutralisiert. Das Trypsin liegt in der Elution
etwa achtmal reiner vor als in dem angewandten Glyzerinextrakt.

Anhang. Darstellung des Pankreastrockenpulvers?).

Frisches Schweinepankreas wird sauber priapariert und 4—5mal durch
eine Fleischhackmaschine getrieben. Der diinne Brei wird in Reibschalen
unter mehrmaligem Zugeben von Azeton verrieben, bis man ungefahr
die 5—6fache Menge Azeton zur Driisensubstanz gesetzt hat. Die Auf-
schwemmung wird portionsweise in Flaschen gut durchgeschiittelt. Nach
kurzdauerndem (etwa einstiindigem) Stehen wird filtriert, der Filterriick-
stand zuerst mit derselben Menge Azeton, darauf mit der halben Menge
Azeton und mit der halben Menge Ather, schlieBlich zweimal mit je der
doppelten Menge Ather gewaschen. Das nun pulverige Material wird zer-
rieben, in diinner Schicht zwischen Filtrierpapier ausgebreitet und an der
Luft getrocknet. Das Pulver wird noch einmal fein zermahlen und durch
ein feinmaschiges Sieb geschiittelt. Der feine Anteil enthalt die Haupt-
menge der Driisensubstanz.

Darstellung von Aluminiumhydroxyd B?3).

250 g Al,(SO4); + 18 HyO in 750 cem Wasser erwérmt man auf 55°
und triagt die Losung auf einmal unter stirkstem mechanischen Riihren
in 2,51 auf 55° erwirmtes Ammoniak von 15 Gew.-% ein. Die Temperatur
steigt auf 58° und wird unter fortgesetztem Riihren kurze Zeit (héchstens
eine halbe Stunde) zwischen 55 und 60° gehalten. Die sehr voluminése Fal-
lung wird wahrend des Digerierens etwas diinner, aber nicht flockig. Man
verdiinnt die Suspension im Filterstutzen auf 121 und wéscht unter mog-
lichst vollstindigem Dekantieren haufig mit Wasser. Am besten vor dem
vierten Waschen wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener
Spuren basischen Sulfats mit 1'/,1 15proz. Ammoniak verriihrt. Dann
wischt man so lange aus, bis das Wasser drei aufeinanderfolgende Male
nicht mehr klar geworden ist. Wihrend der letzten Waschungen wird der
Niederschlag immer kompakter, so dal am Ende die Waschfliissigkeit von
dem am Boden klebenden plastischen Gele abgegossen werden kann. Daraus
erkennt man, daBl das Auswaschen geniigt hat.

Bestimmung der Lipasewirkung durch die Spaltung des
Tributyrins.
Im Ansatz sind im Gesamtvolumen von 60 ccm enthalten: das Ferment,
56 ccm  gesdttigte Tributyrinlésung, 2 cem 2,5n-NH,—NH,Cl-Puffer von

1) WiLLsTATTER und WALDSCHMIDT-LEITZ: Zeitschr. f. physiol. Chem.
161, 191 (206). 1926.

2) WiLLSTATTER und WALDScHMIDT-LEITZ: Zeitschr. f. physiol. Chem.
125, 132. 1923; 126, 143. 1922; 142, 217. 1924.

3) WiLLSTATTER und KRAUT: Ber. d. dtsch. Chem. Ges. 56, 150. 1922;
57, 1088. 1924.

10*
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pr = 8,6, 10 mg CaCl,, 30 mg Eieralbumin und 10 g Natriumoleat. Man
verfolgt die Spaltung nach der stalagmometrischen Methode (vgl. S. 77).
Eine Butyraseeinheit ist diejenige Fermentmenge, die in 50 Minuten bei 30°
eine Abnahme um 20 Tropfen (d. i. um etwa die Hilfte der Differenz
zwischen den Tropfenzahlen von reiner Tributyrinlésung und reinem Wasser
in der iiblichen Tropfpipette) bewirkt.

Bestimmung der Lipasewirkung durch Olspaltung.

Der Ansatz besteht aus der Fermentlosung, 5 cem 5n-NH,—NH,Cl-Puffer
von pg 8,9 (1:2), 10 mg CaCl, und 15 mg Ovalbumin in insgesamt 15 ccm
Wasser nebst 2,5 g Olivendl. Der in einer Stunde bei 30° eintretende Azidi-
tatszuwachs wird durch Titration mit 1,5n-KOH ermittelt. Votteilhafter
ist die Bestimmung bei wechselndem pm in Gegenwart von Aktivatoren.
Die angewandte Pufferkonzentration ist hier 12,5mal geringer als im obigen
Ansatz. Die Reaktion der Mischung ist zu Beginn schwach alkalisch, bei
etwa 8% Spaltung des Substrates neutral, beim Endpunkt der Messung
(24% Olspaltung) schwach sauer (pg = 5,5). Sonst wie oben. Als Lipase-
einheit wird diejenige Fermentmenge bezeichnet, die unter angegebenen
Versuchsbedingungen in einer Stunde 24% des anwesenden Substrats
spaltet. Diese Menge ist etwa in 0,01 g einer getrockneten Probe vom
Schweinepankreas enthalten. Eine Lipaseeinheit entspricht bei Schweine-
und Leberpankreas etwa 700—820 Butyraseeinheiten.

Bestimmung der Amylasewirkung.

Man mifit die gebildete Maltose nach der Methode von WILLSTATTER-
ScHUDEL. Die nach bestimmten Zeiten entnommenen Proben von 10 cem
Reaktionsgemisch werden in etwa 25—30 ccm !/;on-Jodlésung ausgeblasen,
wobei die enzymatische Reaktion sofort zum Stillstand kommt. Man setzt
dann das 11/,fache an 1/,,n-NaOH (alkoholfrei) langsam zu und liBt 10 bis
15 Minuten, bei kleinen Zuckermengen 20 Minuten stehen. Nach dieser
Zeit sduert man mit verdiinnter H,SO, schwach an und titriert mit !/;,n-
Thiosulfat die unverbrauchte Jodmenge zuriick. 1000 ccm Normal-Jod-
16sung entsprechen 171,1 g Maltose.

Bestimmung der Trypsinwirkung nach WILLSTATTER und
WaLpscEMIDT-LEITZY).

Ausfithrung: Das zu bestimmende Trypsinpriparat (im allgemeinen
zwischen 0,1 und 0,25 g getrocknete Driise bzw. die daraus hervorge-
gangene Menge reineren Praparates) wird in ein kleines, zylindrisches
Standflischchen mit eingeschliffenem Stopfen eingewogen; nach der etwa
erforderlichen Vorbehandlung werden dann im Thermostaten von 30°
1,00 ecm n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von py = 8,9 bei 30° (be-
stehend aus 0,67 ccm n-NH,Cl, 0,33 ccm n-NH,) sowie 5,0 ccm einer
3proz., auf 30° angewirmten Gelatineldsung (bzw. Kaseinlsung) zugefiigt
und gut durchgeschiittelt. Der p. dieser Gelatinepuffermischung (bei 30°)
ist 8,7.

Nach Ablauf der Bestimmungszeit (gewohnlich 60 Minuten) wird der
Inhalt des Fliaschchens mit dem 9fachen Volumen absoluten Alkohols

1) WarpscEMIDT-LEITZ: Zeitschr. f. physiol. Chem. 132, 181. 1924;
WILLSTATTER, WALDSCHMIDT-LEITZ, S. DUNAITURRIA und G. KUNSTNER:
Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191. 1926.
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in einen Erlenmeyerkolben iibergespiilt und nach Zusatz von 0,5 ccm
0,5 proz. alkoholischer Thymolphtaleinlésung auf je 100 ccm Fliissigkeit
mit 90proz. alkoholischer 0,2 n-Lauge unter kraftigem TUmschiitteln
titriert. Der Endpunkt der Titration ist durch den ersten etwas grau-
blauen Farbton gegeben und gut erkennbar; nach Zusatz von drei weiteren
Tropfen (etwa 0,05 ccm) der Normallosung wird dann die Farbe deatlich
blau. Nach einigen Minuten pflegt die Indikatorfarbe infolge einer
weiteren Hydrolyse der Proteinsubstanz durch den Laugeniiberschull
wieder zu verschwinden.

XI. Einflu8 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-Tonen einen so iiberwiegenden Einflu8 auch auf die Ferment-
wirkung, dall die Wirkung der anderen physiologischerweise
vorkommenden Ionenarten dagegen oft fast ganz vernachldssigt
werden darf. Es gibt auch Ausnahmen : Die Wirkung der Speichel-
diastase ist in hohem MaBle auch von der Cl’-Konzentration
abhingig. 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 méglich:
entweder man schreibt der h einen Einflul auf den Dissoziations-
zustand der als Elektrolyte betrachteten Fermente zu oder man
schreibt der h einen EinfluBl auf den kolloidalen Zustand der
als Kolloide betrachteten Fermente zu. Beides ist méglich, beide
Fille sind durch Ubergéinge miteinander verbunden und keine
prinzipiellen Gegensétze.

63. Ubung.
Der EinfluB der h auf die Wirkung der Speicheldiastase?).

Die Wirksamkeit der Speicheldiastase auf Starke hingt in
besonders hohem Mafle von der Konzentration der Cl-Ionen und
der H-Tonen ab. Ohne Cl' (bzw. einige andere dhnliche Tonen-
arten wie Br’) wirkt die Diastase iiberhaupt nicht. Mit steigender

1) In Anlehnung an RiNaer, W. E.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol.
Chem. 6%, 332. 1910; MicHAELIS, L., und H. PrEcESTEIN: Biochem. Zeitschr.
59, 77. 1914.
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CY-Konzentration erreicht die Wirkung bald ein Maximum,
welches bei weiterer Steigerung des CI'-Gehalts nicht {iberschritten
wird. Ein Gehalt von einigen Promille C1’ 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 wihlen und die h vari-
ieren, um die optimale h zu suchen.

Man kocht 2,5 g ,,I6sliche Stéarke® in 500 ccm 0,3 proz. NaCl-
Loésung auf und fiillt in 7 Erlenmeyerkolben je 50 ccm davon
ein. Aullerdem gebe man von den S. 80 beschriebenen Phosphat-
lésungen dazu:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7

m/3 prim. Phosphat . . 4,7 44 33 25 1;7 06 03
m/3 sekund. Phosphat . 0,3 06 1,7 25 33 44 47

Nun fillt man etwa 30 Reagenzgliser mit je 5 ccm einer
duberst stark verdiinnten, ganz schwach hellgelben Lucorschen
Losung (etwa 1/, normal Jodlosung) und hélt diese fir die
weiteren Untersuchungen in Bereitschaft. In die 7 Erlenmeyer-
kolben gibt man in Abstinden von genau 2 Minuten der Reihe
nach je 5 ccm eines 100—1000fach verdiinnten Speichels. Dann
entnimmt man aus dem Kélbchen Nr. 4 alle paar Minuten 5 ccm
und gibt sie in ein Jodrohrchen. Zunichst wird eine blaue Farbe
entstehen, weiterhin eine violette, dann rot. Wenn die Farbe
rotviolett bis fast rot geworden ist, also in 4 eine recht weit-
gehende Spaltung der Stirke eingetreten ist, beginnt die eigent-
liche Reihenentnahme. Man entnimmt den 7 Kolbchen der Reihe
nach in Abstdnden von 2 Minuten je 5 cem und gibt sie in ein
Jodréhrchen. 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 15. Ubung beschriebenen
Methode der py der in dem Erlenmeyerkolben iibriggebliebenen
Loésung. Man wird finden p, etwa = 6,8.
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64. Ubung.
Das Wirkungsoptimum des Pepsins?).

Die Wirkung des Pepsins hidngt so iiberwiegend von der h
ab, daf die Wirkung der anderen Ionenarten dagegen fast ver-
schwindend gering ist. Dies gilt ganz besonders, wenn das zu
verdauende Eiweil in geloster Form, nicht als feste oder koa-
gulierte Eiweilistiicke zugegen ist.

2 g Edestin werden 24 Stunden bei 37° mit 50 cem 0,1 n-
NaOH behandelt, dann mit Wasser auf 490 ccm und schlieBlich
mit n-HCl auf 500 com aufgefiillt. Dies ist dann eine 0,4proz.
Edestinlésung in 0,01 n-HCl + 0,01 n-NaCl. Diese Losung ist im
folgenden als ,,Edestinlésung‘‘ bezeichnet.

Eine 0,5proz. Losung von ,,Pepsin Griibler” in Wasser wird
als ,,Pepsinlosung* bezeichnet. Man stelle nun eine Reihe von
Mischungen von je 6 ccm Edestinlgsung, 0,4 cem n-HCl, 3,6 cem
Wasser und 0,5 ccm Pepsinlosung in 5—6 Reagenzglaschen in
gleichméBiger Weise an, lasse sie bei Zimmertemperatur und
unterbreche in Abstdnden 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 ungefdhr
braucht, um das Edestin zu einem bedeutenden Teil, aber noch
nicht voéllig, zu verdauen. Hat man diese Zeit ungefidhr be-
stimmt, so stelle man folgende Reihe an:

Nr. 1 2 3 4 5 6

Edestinlésung eem . . . . 6 6 6 6 6 6

n-HCl ecem . . . . . . .0 02 04 08 16 3,2
destilliertes Wasser cem . . 4 38 36 32 24 0,8
Pepsinlosung cem . . . . . 0,5 05 0,5 0,5 05 0,5

Nach Ablauf der im Vorversuch ermittelten Zeit unterbreche
man in allen Roéhrchen 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 Rohr-
chen der gleichen Zusammensetzung herstellt und, ohne Zusatz
von Natriumazetat, zur pp-Messung benutzt. Man wird als
Optimum py = etwa 1,7 finden.

1} MicHAELIS, L., und A. MENDELSOHN: Biochem. Zeitschr. 65, 1. 1914.
Vgl. auch die Bestimmung der peptischen Wirkung durch Triibungs-
messung S. 20,
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65. Ubung.
Das Wirkungsoptimum der,Katalase?!).

Eine stark wirksame Katalasewirkung erhilt man folgender-
maflen?). 50 g Kalbsleber werden mit Sand und Kieselgur im
Mérser verrieben und mit 30 cem 93proz. Alkohol verriihrt.
Nach einer Viertelstunde wird der Brei in einer Presse gut aus-
geprefit und der PreBsaft verworfen. Nun preft man zweimal
hintereinander mit 30 ccmm Wasser aus, nachdem dieses vor dem
Pressen mit dem PreBkuchen jedesmal gut verrithrt worden ist.
Diese beiden wisserigen Prefsifte vereinigt man; sie sind die
Urlosung der Katalase. Die Losung ist sehr lange haltbar, wenn
sie mit etwas Toluol versetzt wird. Ein etwa allméhlich sich ab-
scheidender Niederschlag wird vor dem Versuch abfiltriert. Von
dieser Urlésung braucht man fiir den Versuch eine Verdiinnung
von 1:50000 in destilliertem Wasser (etwa 1 Liter). Ferner
braucht man etwa 1 Liter Wasserstoffsuperoxydlosung (her-
gestellt aus 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 . . ccm 2 2 2 2 2 2
0,1 n-Essigsdure . . . ., 0 0,12 05 2 - -
1 n-Essigsdure . . . . ,, — — — — 0,8 3,2
destilliertes Wasser . . ,, 3,2 3,08 27 1,2 24 0

Ein weiterer Erlenmeyerkolben wird mit 1 cem m/15 sekun-
dérem Natriumphosphat (s. S. 31) + 4,2 ccm destilliertem Wasser
versetzt und als 1. Réhrchen vor die anderen gestellt. Nun fiillt
man in jedes der 7 Rohrchen je 100 cem der H,0,-Lisung ein,
und dann in Absténden von je 2 Minuten je 50 ccmr der Ferment-
verdiinnung. Von Nr. 2 entnimmit man alle 5 Minuten eine Probe
von 10 cem, mischt sie mit etwa 5 cem verdiinnter Schwefel-
sidure und titriert sie mit !/,, 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 Abstidnden von 2 Minuten 25 cem, gibt sie so-
fort in ein GefidB, welches 10 cem verdiinnte Schwefelsdure ent-
hélt und titriert mit Permanganat. Nach dem Zusatz der Schwefel-

1y MicHAELIS, L., und H. PECHSTEIN: Biochem. Zeitschr. 53, 320. 1913.
2) SORENSEN, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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siure braucht die Titration nicht gleich zu erfolgen. Man beende
erst in Ruhe alle Entnahmen. Man wird finden, daf3 die einzelnen
Kolbchen 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 (pp = fast 9) bis p, = 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,0O, zerstort ist.

XII. 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 Punkten
eine elektrische Kraft K, welche bei passender Wahl der MaB-
einheiten ausgedriickt werden kann:

e-e
K - ’72” .
Hat e und e’ gleiches Vorzeichen, so wirkt die Kraft abstoflend
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):
aA=°"%dr. |

7
r t

Bewegt sich der Punkt aus der Entfernung r; auf einem beliebigen
Wege bis zur Entfernung r,, so leistet er also die Arbeit:
Iy

d 1 1
A:e'-e’/—;:e-e’( ——~).
J T Iy Ty

Iy
Bewegt sich der Punkt aus der Entfernung r bis ins Unendliche,
so leistet er die Arbeit A =2"2_ Hat der bewegliche Punkt
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die Ladung ¢’ = +1, so leistet er auf seinem Wege von r bis
ins Unendliche die Arbeit:

[
A=;.

Ein solcher Massenpunkt mit der positiven Einheitsladung heiB3t
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 betrigt daher

Haben wir statt eines geladenen Massenpunktes ein System von
Massenpunkten, z. B. einen zusammenhingenden, 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

€ e [ €;
E—*—TE‘FTZ—*—"';—}—"' 1)

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-
trigt sowohl die Kraft wie das Potential nur den Dter 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 gemdfB (1).

Ist der geladene Korper ein Leiter, welcher von der Um-
gebung isoliert ist, so verteilt sich die Elektrizitdt stets so, daBl
das Potential der ganzen Ladung des Korpers auf jeden beliebigen
einzelnen Punkt innerhalb dieses Korpers 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.



Elektrische Messungen. 155

1. Wenn zwei verschiedene, elektrisch geladene Leiter von
verschiedenem Potential durch einen leitenden Draht miteinander
verbunden werden, so verteilt sich die Elektrizitat derartig, dafl
das Potential des ganzen Systems alsbald gleich wird. Zu diesem
Zweck flie3t Elektrizitdt von dem Kérper 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 flieBt ein dauernder elektrischer Strom. Um
diesen zu charakterisieren, definiert man folgende Gréflen: 1. die
elektromotorische Kraft e. Sie ist gleich dem Potentialunter-
schied der beiden geladenen Korper und wird gemessen in Volt.

2. Die Stromstérke 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
stationdr sein soll, also nirgends eine Stauung von Elektrizitat
eintritt, muf3 die Stromstérke in jedem beliebigen Querschnitt
des Stromweges die gleiche sein.

3. Der Widerstand w. Dieser héingt von der physikalischen
und chemischen Beschaffenheit aller einzelnen Teile des Strom-
weges ab und wird gemessen in Ohm. o

Diese drei GroBen stehen in der Beziehung zueinander i = =

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 aufrechterhalten. Der Sitz dieser Mechanismen ist in der
Regel die Grenzflache zweier Phasen (Kontaktfliche von Metall
und Losung) oder jedenfalls eine Stelle, an der sich die chemische
oder physikalische Beschaffenheit von Punkt zu Punkt dndert
(Diffusionsgebiet zweier sich beriihrender Losungen). Eine gal-
vanische Kette enthilt stets mehrere solcher Grenzflichen,
welche stationire Potentialunterschiede erzeugen, und die elektro-
motorische Kraft ist die Summe aller dieser lokalisierten Po-
tentialspriinge. Der Widerstand dagegen wird durch jeden ein-
zelnen Punkt des ganzen Stromkreises beeinfluit. Die folgenden
Ubungen betreffen nur die Messung von Widersténden bzw. ihres
reziproken Wertes, der Leitfdhigkeiten, und vor allem der elektro-
motorischen Krafte.
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XTII. Messung der elektrischen Leitfiahigkeit
einer Losung.

66. Ubung.

1. Schema des Apparates in der Anordnung nach Komur-
RAUSCH (Abb. 29). A ist ein Akkumulator, dessen Pole iiber das
kleine Induktorium I und einen regulierbaren Gleitwiderstand
(man braucht nur wenige Ohm) vermittels eines Stromschliissels
geschlossen werden kénnen. Der Vorschaltwiderstand wird derart
eingestellt, daB gerade eben noch das Induktorium mit dem
WaeNERschen Hammer in Betrieb gehalten werden kann; je
schwicher der Strom, desto besser. Die Klemmschraubenpole des
Sekundérstroms werden wie in der Zeichnung geschaltet. R

ist ein Rheostat von min-

destens 1—1000 Ohm (fiir

schlecht leitende Flissigkeit

braucht man bis 10000 Ohm),

W ist der zu messende Wider-

stand in dem Widerstands-

gefdll, das noch genauer

weiter unten beschrieben

wird. ab ist ein diinner, auf

Abb. 29. Schema des Apparates zur Messung emem 1n Mllhmeter"getellten

der Leitfahigkeit. Ma@Bstab von 1 m Lange aus-

gestreckter Draht aus Platin-

Iridium oder aus Konstantan, d ist ein Gleitkontakt, T ein

Telephon. Das Induktorium wird von einem Kasten iiberdeckt,
damit sein Ton nicht direkt hérbar ist.

Wenn sich der Widerstand db zu dem Widerstand ad verhalt
wie W : R, ist zwischen den Punkten a und b kein Potential-
unterschied, und das Telephon schweigt. Die Messung des un-
bekannten Widerstandes W besteht also darin, da man die-
jenige Stellung des Schleifkontaktes d ausprobiert, bei der das Te-
lephon schweigt oder wenigstens ein Tonminimum vorhanden ist.

Den Widerstand R kann man beliebig wahlen; am vorteil-
haftesten so, da3 der Schleifkontakt nicht zu weit von der Mitte
des MefBdrahtes entfernt ist, wenn das Telephon schweigt; dann
sind die Fehlerquellen der Messung am kleinsten.

Es wird ein gepriifter Rheostat und ein gut gepriifter (evtl.
mit nétigen Korrekturangaben versehener) MeB3draht als gegeben
vorausgesetzt. (S. hieriiber OsTWALD-LUTHER, Physikochemische
Messungen.)
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Vorteilhaft ist es, einen ,,Funkentéter an das Induktorium
zu schalten. Dieser besteht aus einem Kondensator von 1/, Mikro-
farad in der Schaltung der Abb. 30 (K).

Das Aufsuchen des Tonminimums geschieht, indem man, das
Telephon am Ohr, den Gleitkontakt in pendelnder Bewegung um
den Ort des Tonminimums auf- und abschiebt,
die Exkursionen immer mehr einengt und so
das Minimum auf mdglichst weniger als 1 mm
genau ermittelt. Die Giite des Tonminimums
ist u. a. um so schirfer, je grofler die Elek-
trodenfliche im ,,WiderstandsgefaiB‘, aber
auch, je groBer der Widerstand (bis zu einer
gewissen Grenze) in demselben ist. Zur Er-
hohung der Oberfliche der Elektroden werden
diese mit Platinschwarz iiberzogen.

2. Das Widerstandsgefa Bl hat fir phy-
siologische Zwecke am besten die unten- Abb.30. Schaltung des
stehende Form von ARRHENIUS. Die Elek- Xondensators K als
troden bestehen aus zwei starken, nicht bieg-
samen Platinblechen, die in starrer, unbeweglich fester Lage ver-
mittels starker, kurzer Platindrahte an Glasréhren angeschmolzen
gind. Die Platindrahte durchbohren das Glas- [
rohr, innen werden sie vermittels eines Queck- __ aWdh
silberkontakts und eingesteckter Kupferdrihte WA by 7%
an den Stromkreis angeschlossen. Die Platin- [l ]
platten werden zunéchst mit konzentrierter H,SO,
-+ Bichromat gereinigt, gewissert und dann mit
Platinschwarz iiberzogen. Dies geschieht, indem
man in das Gefifl die Platinierungsfliissigkeit
nach Lummer (1 g Platinchlorid + 0,02 g Blei-
azetat auf 100 g Wasser) fillt und den Strom
eines zweizelligen Akkumulators (4 Volt) unter
zeitweiliger Wendung des Stromes 10—15 Mi-
nuten hindurchschickt. Die Platinplatten miissen
samtschwarz sein; bei Elektroden, die schon Abséaﬁéégegiﬂ;ier-
wiederholt platiniert worden sind, geniigen 1 bis )
2 Minuten. Dann werden die Elektroden mit Wasser gewaschen
und die letzten hartnickig haftenden Reste des Platinsalzes
dadurch reduziert, dal man das Gefal mit verdinnter H,SO,
fullt und wieder unter wiederholter Wendung den Strom hin-
durchschickt. Zum SchluB werden die Elektroden mehrere
Stunden in destilliertem Wasser gewaschen, welches hiufig ge-
wechselt wird.
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Da die Leitfahigkeit stark von der Temperatur abhingig ist,
mul} das Leitfahigkeitsgefdl in einem Wasserbad mit genau re-
gulierter Temperatur stehen.

3. Man beginnt die Untersuchung damit, dal man den Wider-
stand einer sehr genau hergestellten 0,1 n-KCl-Lésung mif}t.
Das KCl (pro analysi, KanrLBaum) wird vor der Abwigung
schwach gegliiht 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) gelést. Fin-
det man den Widerstand = W Ohm, so nennt man 1/W die
Leitfahigkeit der KCl-Losung in diesem Widerstandsgefa3. Die
Leitfahigkeit muBl aber bezogen werden auf ein Leitfihigkeits-
gefil von 1 qem groBlen Elektroden im Abstand von 1 cm; dies
ist die spezifische Leitfahigkeit der Losung, ». Die (bekannte)
spezifische Leitfahigkeit dieser 0,1 n-KCl-Losung betrigt bei 18°
0,01119; bei 19° 0,01143; bei 25° 0,01288; bei 35° 0,01539.
Findet man nun in dem benutzten Gefdll bei 18° eine Leitfahig-
keit 1/W, so mull man diese mit 0,01119 - W multiplizieren, da-
mit 0,01119 herauskommt. Mit diesem Faktor 0,01119 - W muf}
man dann jede Leitfihigkeit, die man mit diesem Gefal mi3t, mul-
tiplizieren, um die ,,spezifische“ Leitfahigkeit zu erhalten. Den
Faktor 0,01119 - W = C nennt man die Kapazitit des GefdBes.
W ist, wie ersichtlich, der Widerstand der 0,1 n-KCl-Losung in
dem Gefall, gemessen in Ohm. So wird die Kapazitit des Ge-
faBes geeicht, und diese Eichung ofters wiederholt, besonders nach
einer Platinierung. Findet man z. B. W = 50 Ohm, so ist die Ka-
pazitit des Gefélles C =50 - 0,01119 = 0,5595. Es ist zu empfeh-
len, die Kapazitit des GefaBles mit einer KCl-Lésung anderer
Konzentration (z. B. 1/50 n) zu wiederholen. MiBt man dann eine
unbekannte Losung und findet ihren Widerstand z. B. = 60 Ohm,
so ist die Leitfdhigkeit dieser Losung in diesem Gefafl = ¢,
also die spezifische Leitfahigkeit » = {5 - 0,6595 = 0,00933.

Spez. Leitfahigkeit von KCl-Lésungen bei verschiedenen
Temperaturen.

t° 11nKC | 110nKC | 1/50 nKOl l 1/100 n-KCl
15 0,09252 0,01048 ‘r 0,002243 ¢ 0,001147
18 0,09822 0,01119 0,002397 ' 0,001225
21 0,10400 0,01191 . 0,002553 ©0,001305
25 0,11180 [ 0,01288 1 0,002765 0,001413
27 0,11574 ‘ 0,01337 ‘ 0,002873 [ 0,001468

Ist die zu untersuchende Fliissigkeit die Losung eines einheit-
lichen reinen chemischen Stoffes, und ist » die spezifische Leit-
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fahigkeit desselben, so heift das: ein parallelepipedisches Stiick
dieser Losung, dessen Lange 1 em und dessen Querschnitt 1 qem
betrigt, hat einen Widerstand von 1/x Ohm. Hat die Lésung die
molare Konzentration C, d. h. befinden sich im Liter C Mole des
gelosten Stoffes, so befinden sich in dem Einheitsparallelepiped
C/1000 Mole. Wenn man » durch die in dem Einheitsparallelepiped
vorhandenen Mole der Substanz dividiert, so nennt man das die
,,molare Leitfahigkeit des gelosten Stoffes, u. Es ist also
1000 - »

S

Im allgemeinen ist u fiir einen gegebenen Elektrolyten nicht
konstant, sondern hingt von C ab, und zwar wird u in der Regel

groBer, wenn C kleiner wird. Der Grenzwert fir C = é wird

Mo genannt. In der Regel miBlt 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 zweifach
dquivalentnormal. Bezeichnen wir die Konzentration in Molen
pro Liter, so wollen wir sie mit C,, bezeichnen. In diesem Falle
ist die molare Leitfahigkeit p also

1000 -
Cu

Messen wir die Konzentration aber in Aquivalenten pro Liter,
80 nennen wir sie C;, und die ,,Aquivalentleitfihigkeit** 1 ist

dementsprechend
4 1000 -
==

Ebenso wie ¢ von Cy, ist natiirlich auch 4 von C, abhingig.

1. .
Der Grenzwert von 4 fiir C, = = ist der ,,Grenzwert des Aqui-
valentleitvermogens®, 4

. 1000 - x " 1
A= lim o fir C,= -

Bei den starken Elektrolyten (die meisten Salze, die Siuren
HCI, HNO; und einige andere Mineralsduren; die Basen KOH,
NaOH, Ba(OH), und sehr wenige dhnliche starke Laugen) dndert
sich 4 mit der Konzentration nur wenig, bei den schwachen Elek-
trolyten (z. B. Essigsdure, Ammoniak) aber sehr stark. Das
zeigen folgende zwei Beispiele, deren Nachpriifung zum Gegen-
stand einer Ubung gemacht werden mag:
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(Temperatur 18° C)

HCl
fir C =1 A =301

0,1 351
0,01 370
0,001 377

Essigséure C = 1 1 =1,32
0,1 4,60
0,01 14,3
0,001 41

Wie man sieht, nihert sich 1 bei HCI mit steigender Verdiinnung

einem Grenzwert, den man durch eine Extrapolation auf C = é
mit ausreichender Genauigkeit schitzen kann. Bei Essigsiure
ist aber selbst fiir C = 0,001 2 immer noch so sehr im Steigen

begriffen, daBl eine Extrapolation auf C :é illusorisch wire.

Die Ursache fiir die Zunahme des molaren Leitvermégens bei
der Essigsdure — und allen anderen schwachen Elektrolyten —
ist die Zunahme des Dissoziationsgrades mit steigender Verdiin-
nung: nur die Ionen leiten den Strom. Die Zunahme des Leit-
vermdogens bei HCl und allen sog. starken Elektrolyten (fast alle
Salze; die Mineralsduren, die starken Laugen) kann ausreichend
erklirt werden, ohne daB man eine Anderung des Dissoziations-
grades mit der Verdiinnung anzunehmen braucht. Die zwischen
den Ionen witkenden elektrostatischen Krifte, welche mit zu-
nehmender Ionenkonzentration ebenfalls zunehmen, geniigen,
um die Abnahme des Leitvermogens mit zunehmender Konzen-
tration ausreichend zu erkliren. Man kommt daher zu der An-
nahme, dal} die starken Elektrolyte bei allen Konzentrationen
praktisch vollkommen dissoziiert sind und daB das Aquivalent-
leitvermogen bei ihnen kein MaB fiir den Dissoziationsgrad ist.
Bei den schwachen Elektrolyten treten dagegen wegen der geringen
Ionenkonzentrationen die interionischen elektrostatischen Krifte
so in den Hintergrund, daB sie zur Erklirung der Anderung des Leit-
vermdgens mit der Konzentration nicht im entferntesten ausreichen.

Hat die zu untersuchende Lésung 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 féllt dann
stérend ins Gewicht. Man benutzt ,,Leitfihigkeitswasser. Man
benutzt fiir schlecht leitende Loésungen ferner nicht platinierte,
sondern blanke Platinelektroden.
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Die spezifische Leitfihigkeit des reinsten bekannten Wassers
ist =0,4-1077. Zweimal destilliertes, in Silberkiihlern auf-
gefangenes Wasser hat eine Leitfihigkeit von meist nicht groBer
als 2-107%, was fiir die meisten Zwecke ausreichend rein ist.
Gewohnliches destilliertes Wasser hat je nach seinem CO,-Gehalt
Leitfahigkeiten um 1075, Leitfahigkeitswasser kann in paraffi-
nierten Glasballons von KaHLBAUM bezogen werden. Bei der Ent-
nahme muf} es vor der CO, der Luft geschiitzt werden.

67. Ubung.

Leittidhigkeitstitration (Konduktometrische Titration)
nach Korroorr?),

Wird zu einer Elektrolytlésung eine andere hinzugefiigt und
verbindet sich ein Jon des einen Elektrolyten mit dem Ion des
anderen zu einer wenig dissoziierten oder unléslichen Verbindung,
so kann das Leitvermogen des Systems gleichbleiben oder ab-
nehmen oder zunehmen, je nachdem die verschwindende Ionenart
eine gleiche oder eine groBere oder kleinere Ionenbeweglichkeit be-
sitzt als die nach Zusatz des zweiten Elektrolyten neu auftretende
Tonenart. Mifit man die Leitfihigkeit wihrend der Titration (wih-
rend des Zufiigens des zweiten Elektrolyten) und stellt die erhal-
tenen Daten graphisch dar, so erhilt man im allgemeinen zwei
Gerade, die sich im Aquivalenzpunkt schneiden. Die Ermittlung
dieses Schnittpunktes ist daher gleichbedeutend mit der Ermitt-
lung des Aquivalenzpunktes. So erhilt man bei der Neutralisation
einer starken Sdure, z. B. Salzsiure, mit einer starken Lauge,
z. B. Natronlauge, zwei sich schneidende Gerade, da die schnell
beweglichen Wasserstoffionen fortgenommen werden und an ihre
Stelle die viel schlechter leitenden Natriumionen treten. Beim
Aquivalenzpunkt, d.i. beim Schnittpunkt der Neutralisations-
und Laugengeraden, ist die urspriingliche Menge Salzséure durch
eine dquivalente Menge Chlornatrium ersetzt.

Wir wollen die Anwendung der konduktometrischen Titration
an der Chlorbestimmung im Harn nach dem Verfahren von
Bupay?) zeigen.

Hierzu ist auller den Gerdten zur Leitfahigkeitsbestimmung
ein Leitfahigkeitsgefall nach Dutorr nétig.

1) Vgl. J. M. KortaOoFF: Konduktometrische Titration. Dresden-
Leipzig: Steinkopf 1923.
2) Biochem. Zeitschr. 200, 166. 1928.

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 11
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Abb. 32. Das Widerstandsgefd8 dient gleichzeitig als TitriergefaB.
Das zylindrische Glas hat einen Inhalt von etwa 100—150 ccm. Unten sind
zwei vertikal stehende Platinelektroden angebracht. Die Platinelektroden
sind an Platindrahte geschweillt, welche durch das Glas des GefiaBes ge-
schmolzen sind. AuBerhalb des Gefifles sind sie an dicke Kupferdriahte
geschweillt. Das ganze Gefal steht in einem geeigneten Paraffinklotz oder
Block von hartem Holz, worin zwei Napfe angebracht sind, welche mit
Quebksilber gefiillt sind. In die letzteren miinden die Kupferdrahte und
zudem die Zuleitungsdrihte vom Rheostaten und MeBdraht. Um den Ab-

stand zwischen den Elektroden méglichst ungein-
dert zu lassen, sind die Platindrihte durch ein
Stiickchen Glas verschmolzen, wie es in der Abbildung
angegeben ist. Das Gefal hat zwei Offnungen; durch
die mittelste wird ein in Zehntelgrade geteiltes Ther-
mometer gesteckt, durch das andere das Ende der
in hundertstel Kubikzentimeter geteilten Biirette.
Die Elektroden werden mit einer 3proz. Platin-
chloridlésung, zu der /,,% Bleiazetat hinzugesetzt
ist, platiniert. Die Kapazitat des GefdBes soll in der
GroBenordnung von 0,35 liegen.

Zur Chlorbestimmung braucht der Harn
nicht eiweififrei zu sein, doch lassen sich stark
blutige Harne nicht verwenden. 10 ccm einer
10fachen  Harnverdiinnung, entsprechend
1 com Harn (es kénnen auch 0,25 ccem Harn
angewandt werden, doch ist es dann zweck-
méalig, ein Gefal kleinerer Kapazitit zu
wihlen, als oben angegeben), werden in das
Titrationsgefal gebracht, mit 5—10 Tropfen
einer lproz. Salpetersiure versetzt — bei
eiweilhaltigem Harn werden 15—20 Tropfen
verwandt — und so weit mit Aqua dest. ver-
diinnt, daBl die Elektroden vollig in die
Fliissigkeit eintauchen. Dann fiigt man aus

Abb. 32. der Mikrobiirette eine genau gemessene Menge
0,1 n-Silbernitratlosung hinzu und liest den
Wert an der Briicke entsprechend der iiblichen Leitfdhigkeits-
bestimmung beim Tonminimum ab. Nach jedem Zusatz von
Reagens schiittelt man die Fliissigkeit um. Man braucht dazu
nicht das Gefifl aus dem Klotz zu nehmen, sondern kann den
ganzen Apparat mit der Hand hin und her bewegen. Die Kapazi-
tit des GefaBes braucht nicht bestimmt zu werden, auch ist die
Messung der Temperatur iiberfliissig. Wesentlich ist, ein gutes
Tonminimum zu bekommen, um Zehntelmillimeter gut schitzen
zu konnen. Die den auf der Briicke abgelesenen Werten ent-
sprechenden Zahlen werden als Ordinaten, die zugefiigten ccm
Reagens als Abszissen aufgetragen.
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Zunéchst stellt man eine Orientierungstitration an, indem
man je 0,2 cem der Titrierfliissigkeit zugibt und aus den Kurven-
knickpunkten feststellt, wo ungefihr der Neutralisationspunkt
liegt. Dann wird eine neue Probe genommen, diese in der Nihe
des Neutralisationspunktes titriert, die Titerfliissigkeit tropfen-
weise zugegeben, nach jedem Tropfen umgeschiittelt und am
Telephon beobachtet. HEs scheint zunéchst, als ob sich die Lage
des Tonminimums bis zur Erreichung des Neutralisationspunktes
nicht #ndert. Erst nach Uberschreitung des Neutralisations-
punktes erhilt man einen starken Ausschlag nach einer anderen
Kurvenrichtung.

Man titriert daher eine Spur iiber und zieht von dem an der
Biirette abgelesenen Wert den letzten Tropfen bzw. einen Bruch-
teil desselben ab. Berechnung. 1 cem 0,1 n-Silbernitratlosung
entspricht 0,00354; g C1 = 0,00585 g NaCl.

XIV. Messung elektromotorischer Krifte.

Die Messung elektromotorischer Kréfte hat sich als eine
Methode von unabsehbarer Fruchtbarkeit fir die Biochemie er-
wiesen. Sie iibertrifft die Leitfdhigkeitsmessungen an Vielseitig-
keit der Verwendungsmoglichkeit und an Eindeutigkeit der Be-
funde bei weitem. Sie ist die Grundlage fir die Messung der h;
alle anderen Methoden der h-Messung miissen durch diese geeicht
werden. Thr Anwendungsgebiet erweitert sich stiandig.

Die Entstehung der elektrischen Potentialdifferenz an der
Grenze eines Metalls gegen eine Fliissigkeit kann man sich fol-
gendermaflen vorstellen. Die Atome an der Metalloberflache
haben das Bestreben, in Lésung zu gehen. Dies ist nur moglich,
wenn sie ein Elektron, also eine negative elektrische Ladung, im
Metall zuriicklassen und selbst als positiv geladene Ionen in
Loésung gehen. Eine unbeschrankte Trennung der entgegengesetz-
ten Elektrizitdten wird aber verhindert durch die Anziehung ent-
gegengesetzter Ladungen. Es bildet sich eine Schicht negativer
Ladung auf der Metalloberfldche und in einer gewissen Entfernung
davon in der Flissigkeit eine Schicht positiv geladener Jonen. Das
Gleichgewicht wird dadurch vorgeschrieben, da der elektro-
lytische Losungsdruck des Metalls durch die elektrische Gegen-
kraft gerade kompensiert wird. Die elektrische Gegenkraft ist
der Unterschied des Potentials der beiden Schichten. Das Po-
tential innerhalb einer Schicht soll heilen: das Potential, welches
simtliche elektrische Ladungen beider Schichten zusammen auf

11*
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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 grofer, je dichter die Schichten elektrisch belegt sind,
d. h. je mehr Ionen bzw. Elektronen in 1 qem sind, und zweitens,
je entfernter die Schichten voneinander sind. Eine bestimmte
Potentialdifferenz kann daher auf ganz verschiedene Weise er-
zeugt werden. Verdoppelt man die elektrische Dichte der Schich-
ten und halbiert gleichzeitig ihre Entfernung, so bleibt der
Potentialunterschied ungedndert. Die elektromotorischen FEr-
scheinungen werden aber nur durch den Potentialunterschied
bestimmt. Wird eine elektrische Ladung durch das Metall hin-
durch 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. Hier-
bei leistet die bewegte Elektrizitat Arbeit oder verbraucht Arbeit,
je nachdem das Potential fillt oder zunimmt. Sobald die Grenze
iiberschritten ist, geschieht der Transport wieder kraftefrei.

Der Potentialsprung an der Grenze héngt ab erstens von der
Natur des Metalls. Je unedler dieses ist, um so groBer 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 grofer ist das Widerstreben der Losung,
neue Ionen aufzunehmen. Drittens hingt der Potentialunter-
schied von der Temperatur ab. Der Potentialunterschied an der
Grenze ist so bei einem einwertigen Metall

E=—RTInc¢c 4 C
10
=—0,001983 - Tlogec + C.

Hier ist C die fiir die Metallart charakteristische Konstante,
¢ die Konzentration der Ionen dieses Metalls in der Losung,
T die absolute Temperatur und R die Gaskonstante, welche,
wenn das Potential in Volt ausgedriickt 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 Loésungen von
verschiedener Konzentration der zugehérigen Ionenart tauchen,
so ist die elektromotorische Kraft E gleich der Differenz der
beiden Potentialspriinge, also

E=E, — E, =0,001983 - Tlog 2.
1



Herstellung eines Normalelements. 165

Vorausgesetzt ist dabei, dafl an der Beriihrung der beiden Lo-
sungen nicht ein neuer Potentialsprung hinzukommt. Dies kann
man durch geeignete Vorrichtungen praktisch annédhernd er-
reichen. — In den folgenden Ubungen werden die Methoden und
Apparate zur Messung von elektromotorischen Kréften gezeigt.

68. Ubung.
Herstellung eines Normalelements?).

Ein Normalelement ist ein galvanisches Element mit genau
bekannter elektromotorischer Kraft, welches als Vergleichswert
zur Messung anderer elektro-
motorischer Krifte benutzt
wird.

Das gebréuchlichste Nor-
malelement ist das Kad-
mium-Normalelement. Das
Gefif dieses Elements (Abb.
33) hat eine H-formige Form
und ist mit zwei einge-
schmolzenen Platindrédhten
versehen, die zu den Klemm-
schrauben  fiilhren. Man
braucht zu seiner Fillung
folgende Reagenzien:

1. Reines Quecksilber. Dasselbe kann aus kéuflichem,
reinem, destilliertem Quecksilber folgendermafien bereitet
werden. In einer 50 ccm fassenden Flasche werden 20 cem Queck-
silber mit 20 ccm einer etwa 1proz. Losung von Merkuronitrat
(nicht Merkurinitrat)2?) und einigen Tropfen Salpetersiure
1/, Stunde lang heftig geschiittelt, die Losung von Hg abgegossen,
das Quecksilber mit destilliertem Wasser gewaschen und diese
Prozedur noch einmal wiederholt. Nachdem das Hg griindlich
mit destilliertem Wasser gewaschen ist, wird der Inhalt der
ganzen Flasche in eine Porzellanschale gegossen, das Wasser ab-
gegossen und der Rest mit Biuschen 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.

Abb. 33. Normalelement.

1) Im wesentlichen nach OsTwarLp-LUTHER: Physiko-chemische Mes-
sungen.

%) Vor dem Auflosen des Merkuronitrats in Wasser versetzt man das Salz
mit einigen Tropfen verdiinnter Salpetersiure und wenig Wasser. Erst nach-
dem sich alles Salz gelost hat, fiillt man auf das gewiinschte Volumen auf.
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2. Reines Kadmium. Man bestelle es gleich in Stiicken von
1—2 g, da es sich sehr schwer zerschlagen lit. Das reinste
Kadmium von KAHLBAUM war bisher immer brauchbar (d. h.
absolut Zn-frei). Uber die Reinheitspriifung des Kadmiums siehe
OsTwALD-LUTHER, Physiko-chemische Messungen.

3. Reines Kadmiumsulfat und eine geséttigte Losung des-
selben, etwa 50 ccm. Diese Losung wird einige Tage vorher an-
gesetzt, da die Sattigung nur langsam erfolgt.

4. Merkurosulfat (nicht Merkurisulfat). Es wird von allen
I6slichen Hg-Salzen dadurch befreit, dafl man es in einem Becher-
glaschen mit einigén 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—8fachen Gewichts-
menge (nicht mehr und nicht weniger!) des reinen Quecksilbers
in einer Porzellanschale zusammengeschmolzen, ein wenig gekiihlt
und noch fliissig in den einen Schenkel des H-GefdBles so weit
eingefiillt, daB der eingeschmolzene Platindraht sehr reichlich
bedeckt ist. Das Amalgam erstarrt bald. Diesen Pol des Ele-
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 Kadmiumsulfatlésung in einer Reibschale zu einem
gleichméBigen grauen Brei verrithrt. 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 Kadmium-
sulfatlosung. Die Offnungen werden mit nicht iiberstehenden,
einigermafien schliefenden Korkscheiben verschlossen. Mindestens
unter einer derselben muf} eine Luftblase bleiben, um Warmeaus-
dehnung der Fliissigkeit zu gestatten. Die Korken werden mit
geschmolzenem Paraffin oder Siegellack gedichtet und befestigt.
Das Element kann sogleich benutzt werden. Es ist das Eichungs-
instrument fiir elektromotorische Krifte. Seine EMK betrégt bei
Zimmertemperatur 1,0187 Volt und héngt innerhalb aller in Be-
tracht kommenden Temperaturintervalle kaum von der Tempe-
ratur ab. Je nach der Reinheit der angewandten Materialien
konnen kleine Abweichungen vorkommen; bei reinen Materialien
ist der erlaubte Fehler - 0,0002 Volt. Es kann durch Vergleich
mit einem von der physikalisch-technischen Reichsanstalt ge-
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eichten ,transportablen Westonelement“ geeicht werden. Die
Eichung des ,,Gebrauchselements‘ erfolgt auf die Weise, dal mit
der gleich zu beschreibenden 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 priiffenden Elements. Das ,,Weston-
element” enthilt kein tiberschiissiges CdSO,, sondern bei 4° ge-
sattigte Losung. Seine EMK soll 1,0186 Volt bei Zimmertempe-
ratur (innerhalb aller in Betracht kommenden Temperatur-
schwankungen) betragen. Die Haltbarkeit eines Kadmiumele-
ments ist unbegrenzt, wenn man ihm keinen Strom ent-
nimmt, wenn es also immer nur in ganz oder nahezu kompen-
sierter Schaltung zur Eichung des Akkumulators benutzt wird.
Ist einmal voriibergehender Kurzschiufi 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 Kontrolle des

Arbeitselements. N N
69. Ubung. Y reer
‘eer
Der Gebrauch des Kapillarelektrometers. i
L % 5%

Das Kapillarelektrometer besteht aus
einem Stativ mit kleinem Mikroskop %% -1
(50fache VergréBerung), dem Elektro-
meterrohr und dem KurzschluB. Das
Stativ dient dazu, das Elektrometerrohr %
in richtiger Weise vor dem Mikroskop ein- »
stellen zu konnen. Als Elektrometerrohr be- &3
nutzt man am besten eine geschlossene Form,
wie nebenstehende Abbildung (Abb. 34). Dist
ein Deckglaschen, welches mit Kanadabalsam g
aufgekittet wird. Die Dicke der Kapillare
ist von groBter Wichtigkeit fiir die Emp- Hg
findlic‘hkeip des Instrumentes. Sie soll nicht .. ., Kapillar-
zu weit sein; aber auch nicht zu eng, weil elektrometer.
dann das Hg oft nicht frei spielt. Vor
dem Instandsetzen des Apparates wird durch geeignetes Kippen
der groBere Teil des Quecksilbers zunichst in das nicht zur
Kugel erweiterte Glasrohr gebracht. Nunmehr halte man das
Rohr fast senkrecht, so, daf das Glaskugelende nur leicht
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nach unten geneigt ist, und lakse so viel Quecksilber durch
die Kapillare in die Kugel itibertropfen, da, wenn das Ab-
tropfen durch plétzliches Aufrichten des Kugelendes unter-
brochen wird, sein Meniskus etwa in der Mitte des Deckglases
stehenbleibt. Nunmehr wird das Rohr am Stativ befestigt und
so eingestellt, dal man den Meniskus scharf im Mikroskop sieht.
Kiinstliche Beleuchtung ist bei geeignetem Licht (Tisch am
Fenster) nicht erforderlich. Die Verbindungsdrihte werden wie
in dem Schema Abb. 35 geschaltet. Es miissen gut isolierte
Dréhte genommen werden fiir alle Lei-
tungen. c stellt den ,,Kurzschlui* dar.
Er ist zweckmidBig auf dem Ful} des
Stativ befestigt als ein Quecksilber-
tauchkontakt oder als Winkelhebel-
kontakt. Die mit Pfeilen bezeichneten
Leitungsdrahte sind fiir Zu- und Ab-
fuhr des zu messenden Stroms be-
stimmt; auf ijhrem Wege mull sich
irgendwo eine Unterbrechungsstelle be-
finden, die nur im Augenblick der Mes-
sung kurze Zeit (1 Sekunde und weniger)
geschlossen wird. Der Kurzschluf} da-
gegen mull dauernd geschlossen sein und
wird nur ganz unmittelbar vor jeder Mes-
sung geoffnet und nach derselben (d. h.
1 Sekunde spéter) wieder geschlossen.
Das auf dem Stativ montierte Elektro-
meterrohr mufl zunéchst mehrere Stun-
den, am besten 24 Stunden, bei geschlos-
senem KurzschluB3 stehen bleiben. Es ist brauchbar, sobald es
folgende Proben besteht: 1. Wenn man den Kurzschlufl 6ffnet
(so wenig wie irgend méglich mit den Fingern anfassen!), mul}
der Meniskus in Ruhe bleiben oder jedenfalls in einigen Sekunden
keine groflere Bewegung machen. 2. Wenn man vorsichtig nun-
mehr bei gedffnetem KurzschluB einen schwachen Strom durch-
schickt, mufB3 er sich deutlich bewegen. Einen solchen Priifungs-
strom erzeugt man einfach folgendermafen. Man steckt in die
beiden Klemmschrauben des Kurzschlusses statt der mit Pfeilen
bezeichneten Drdhte (Abb.35) zwei kurze einzelne Drihte aus
ungleichem Metall (z. B. Cu-Messing oder selbst nur zwei Messing-
proben, oder Cu-Fe; schlieBlich bestehen die Klemmschrauben
selber niemals aus ganz gleichem Metall) und beriihrt, nachdem
man kurz vorher den KurzschluB geéffnet hat, die beiden Dréihte

Abb. 35. Schema der Schaltung
des Kapillarelektrometers.
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mit zwei verschiedenen, nicht allzu trocknen Fingern. Der Menis-
kus mufB} sich kraftig bewegen. Wechselt man die Drihte um,
muB er sich ebenso leicht nach der anderen Seite bewegen. Man
warte bei diesen Beobachtungen nicht, bis der Stand des Meniskus
konstant geworden ist. BloBe Konstatierung einer Bewegung
iber mehrere Striche des Mikrometerokulars geniigt; dann schliele
man sofort wieder kurz.

Ist das Elektrometer unempfindlich, so wird es oft durch
folgenden Kunstgriff empfindlicher. Man schicke einen Strom
(wie oben) langere Zeit (minutenlang) hindurch in derjenigen
Richtung, dafl der Meniskus im Mikroskop nach oben (in Wirk-
lichkeit nach unten) geht. (Niemals aber schicke man lingere
Zeit einen Strom durch, bei dem der Meniskus im Mikroskop
nach unten geht; dann entwickelt sich am Meniskus eine Wasser-
stoffblase, und das Elektrometer mufl ganz von vorn wieder in
Ordnung gebracht werden.) Dann schlieft man wieder kurz,
bis die oben angegebenen Priifungszeichen richtig ausfallen. Bei
guter Behandlung bleibt ein Meniskus iiber Monate brauchbar.
Der Anféinger wird ihn héufig erneuern miissen.,

Da heute geniigend empfindliche und doch robuste Galvano-
meter in verschiedenster Ausfilhrung erhiltlich sind, liegt kein
Grund mehr. vor, das Kapillarelektrometer vorzuziehen. Fiir
viele Zwecke ist schon ein Zeigergalvanometer mit einer Emp-
findlichkeit von 10-7 Ampere pro Skalenstrich gentigend. Ein
Spiegelgalvanometer (Typus K von LEEDS und NORTHRUP) mit
einer Empfindlichkeit von 1 bis 2-10-% Ampere geniigt wohl
allen Zwecken und ist von derselben Stabilitat wie ein Zeiger-
galvanometer. Ein groBes Spiegelgalvanometer mit einer Emp-
findlichkeit << 10-% Ampere pro Skalenstrich ist fiir die Zwecke
dieser Ubungen niemals erforderlich.

70. Ubung.

Herstellung der Kompensationsschaltung zur Messung
clektromotorischer Kritte mit Hilfe eines MeBdrahtes.

Alle Leitungsdrihte miissen bis auf ihre Enden gut isoliert sein.
Die Enden der Drihte miissen blank geputzt werden. Kontakt-
stellen, besonders federnde oderschleifende Kontakte (z. B.am Kurz-
schlu des Elektrometers in dem beschriebenen Modell) miissen
gelegentlich mit einem Tropfen Petroleum befeuchtet werden.

Die Schaltung geschieht nach dem Schema Abb.36. A ist
ein Akkumulator, BC der Mef3draht (wie bei der Leitfdhigkeits-
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messung), D der Schleifkontakt. G ist das Kapillarelektrometer,
H das in Frage stehende galvanische Element, in unserem Falle
das Kadmiumelement. Man achte genau auf die Stellung der
Pole von Akkumulator und Kadmiumelement! Andernfalls kom-
pensieren sich die elektromotorischen Krifte nicht, sondern ad-
dieren sich; das Normalelement und das Elektrometer werden auf

lange Zeit unbrauchbar gemacht.
Nicht in der Abbildung gezeichnet, aber nicht zu vergessen ist
ein Kontakt zum Offnen und SchlieBen zwischen A und B, und
— a4 ein zweiter irgendwo auf

der Strecke DGHC. Der

Stromkreis ABDCA heilit

der Hauptstromkreis. Er

wird einige Zeit vor Beginn

des Versuchs geschlossen

Y] und kann am besten die

ganze Zeit des Versuchs

geschlossen bleiben. Die

6~ Drihte AB und AC miissen

Abb. 36. Schema der Kompensatlonsschaltung stark (1 mm)und nicht tiber-
fliissig lang sein.

Der Kreis DGHCD heiBlt der Nebenstromkreis. Die Drihte
in demselben diirfen beliebig diinn sein.

Der Stromweg DGHC mufl zundchst ungeschlossen bleiben
(der KurzschluB des Elektrometers natiirlich geschlossen!); H soll
also zundchst reprasentiert werden durch das Kadmiumelement.
Man stelle den Schleifkontakt D etwa in die Mitte des MeBdrahtes.
Das ist die Grundstellung des Apparates, von der wir immer
wieder ausgehen.

71. Ubung.
Messung der EMK des Akkumulators.

Der Akkumulator hat frisch nach der Ladung eine EMK
von merklich mehr als 2 Volt. Man lasse den Hauptstromkreis,
wenn der Akkumulator frisch geladen ist, erst einige Zeit ge-
schlossen. Dann féallt die EMK ein wenig und hélt sich lange
Zeit konstant gegen 2—1,85 Volt, ganz allméhlich abnehmend.
Sobald sie 1,85 Volt erreicht, lade man neu auf. Im Zustande
mittlerer Ladung (bei etwa 2 Volt) bleibt die EMK sehr lange
gleich. In diesem Zustande beginne man die Messung seiner EMK,
von der Grundstellung ausgehend, folgendermaflen: 1. Schlielen
des Hauptstromkreises. 2. Offnen des Elektrometerkurzschlusses,
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rasch beobachten, ob der Meniskus des Elektrometers in 1—2 Se-
kunden sich nicht andert, dann sofort auf einen Bruchteil einer
Sekunde den Nebenstromkreis schlieflen, indem man gleichzeitig
das Elektrometer beobachtet. Sobald man die Bewegung desselben
gesehen hat, den Nebenstromkreis wieder 6ffnen; 3. Kurzschlufl
des Elektrometers wieder schliefen.

Man hat nun beobachtet, ob der Meniskus nach oben oder
nach unten gegangen ist. Nun verstellt man den Schleifkon-
takt D ein wenig, wiederholt das Ganze und beobachtet, ob der
Ausschlag des Elektrometers gréfler oder kleiner wird. Je nach
dem erhaltenen Resultat verschiebt man nun den Schleifkon-
takt D nach der Richtung, daBl der Ausschlag voraussichtlich
kleiner wird, und wiederholt die Beobachtung. Man verschiebt
weiter, bis der Ausschlag nach der anderen Seite erfolgt, und
sucht diejenige Stelle auf, bei der der Ausschlag = 0 wird. Wird
der Elektrometerausschlag kleiner und kleiner (3—4 Teilstriche
des Mikrometerokulars), so kann man den Nebenstromkreis etwas
langer zur Beobachtung geschlossen halten. Ist der Ausschlag
nur noch spurenweise, aber erst dann, so kann man zur defi-
nitiven Aufsuchung der Nullstellung besser folgendes Verfahren
anwenden: 1. Offnen des Elektrometerkurzschlusses, 2. SchlieBen
des Nebenstromkreises auf 2—3 Sekunden, ins Mikroskop blicken
und dann den Elektrometerkurzschlufl plotzlich schliefen. Man
sieht das Elektrometer in seine Ruhestellung zuriickkehren.
Dieses Zuriickzucken geht schneller als das Umgekehrte, ist da-
her leichter zu beobachten. Dann sofort wieder den Nebenstrom-
kreis offnen. Mit diesem Verfahren findet man die wirkliche
Nullstellung innerhalb eines Bruchteiles eines Millimeters des
MefBdrahtes genau.

Ein gut empfindliches Elektrometer soll, wenn die Stel-
lung um 1 mm von der Nullstellung entfernt ist, einen Aus-
schlag von 2-—4 Teilstrichen des Okularmikrometers geben.
Man priife hiernach die Empfindlichkeit des Elektrometers ge-
legentlich.

Berechnung des Versuchs. Da der Widerstand AB + AC
gegeniiber dem MeBdraht vernachlissigt werden kann, ist zwischen
B und C dieselbe Potentialdifferenz wie zwischen den Klemmen
des Akkumulators, Eyc.. Es ist nun bei Nullstellung die EMK
des Kadmiumelements, Ecyq, gleich der Potentialdifferenz zwischen
D und C (EDC)-

Nun ist
Ep¢: Eg¢ = Langep : Langegc .
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Also die gesuchte EMK des Akkumulators, Egg,

Lé,ngegc
Léngepc

Egg = Epc -

oder
BC

EAcc - ECad * :50 .

(Man beachte, dal hier das Verhiltnis BC: DC maBgeblich ist,
wahrend bei der Leitfahigkeitsmessung BD : DC gesucht wird!)
Ist also z. B.

Egaq = 1,0185 Volt, BC = 1000 mm, DC = 555,5 mm,

so ist
Ejee = 1,0185 - 1000 : 555,5 = 1,8335 Volt.

72. Ubung.
Der Gebrauch der Rheostaten mit Vorschaltwiderstand?).

Direkte Ablesung der Millivolt.

Wer viel Messungen macht, dem sei folgendes Verfahren emp-
fohlen: An Stelle des MeBdrahtes BDC in Abb. 36 benutze man
zwei Rheostatenkdsten in der Schaltung der Abb. 37. Jeder
Kasten hat einen Satz von 1, 2, 2, 5, 10, 20, 20, 50, 100, 200,
200, 500 Ohm (zusammen 1110 Ohm). Die Stopsel des linken
Rheostaten entferne man vor der Messung vollig. Wenn man
jetzt z. B. den 50-Ohm-Stopsel des rechten Kastens auf die ent-
sprechende Stelle des linken steckt, ist es dasselbe, als wenn man
an einem 1110 mm langen Mefidraht den Schleifkontakt von
seinem &uBlersten rechten Ende 50 mm nach links geriickt hétte.
Jedes Ohm, welches ‘man vom rechten Kasten zum linken be-
fordert, bewirkt, daB3 der Potentialabfall zwischen D und C um
/1110 des ganzen Akkumulatorwertes vermehrt wird. Der Abfall
zwischen D und C ist also den aus dem rechten Kasten in den
linken ibertragenen Ohmzahlen proportional. Man kann diesen
Proportionalititsfaktor der Bequemlichkeit wegen so einrichten,
dafl jedes Ohm ein Millivolt bedeutet. Zu diesem Zweck braucht
man nur die EMK des Akkumulators durch einen Vorschalt-
widerstand so zu schwichen, daB, wenn 1018,5 Ohm nach links
hertibergestopselt sind, gegen das Kadmiumelement Stromlosig-
keit herrscht. Der Vorschaltwiderstand ist ein regulierbarer Gleit-

1) MicHAELIS, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin:
Julius Springer 1922.
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widerstand von insgesamt 1500—2500 Ohm (Abb. 37), mit einer
groben und einer feinen Regulierung, ohne sonstige Kalibrierung.
Man verfahrt also folgendermafBen:

Man entfernt alle Stopsel des linken Rheostaten und bringt
1018 Ohm von rechts nach links. Man stellt zunéchst den Vor-
schaltwiderstand etwa in mittlerer Stellung des Gleitkontaktes
ein und macht wie frither eine Ablesung am Kapillarelektro-
meter. Man sucht nun diejenige Stellung des Vorschaltwider-
standes heraus, bei welcher Stromlosigkeit ist. Genauer: man
sucht diejenige Stellung, bei der die Stépselung 1018 Ohm einen
kleinen Ausschlag des Elektrometers in der einen Richtung,
1019 einen ebensolchen in der anderen Richtung gibt. Wenn
man so arbeitet, braucht man niemals die EMK des Akkumu-

Abb. 37.

lators selbst zu kennen. Man reguliert nur immer den Vorschalt-
widerstand, dafl er der obigen Bedingung geniigt. Dann be-
deutet bei den nunmehr folgenden Messungen unbekannter
elektromotorischer Krifte, welche an die Stelle des Kadmium-
elements gesetzt werden, jedes Ohm, das von rechts nach links
gesetzt werden mufl, um Ruhe des Elektrometers zu erreichen,
genau ein Millivolt. Die Zehntel-Millivolt werden geschitzt.
Hiermit ist der Apparat fiir die Messung einer beliebigen EMK
vorbereitet.

Eine noch feinere Abstufung erhilt man auf folgende Weise: Zwischen
die beiden Rheostaten wird in den Stromkreis noch ein MeBdraht mit
Gleitkontakt eingeschaltet, von derselben Art wie der MeBdraht des Leit-
fahigkeitsapparates, aber viel kiirzer. Die ganze Lénge des MeBdrahtes
hat einen Widerstand von 1 Ohm (oder auch 2 Ohm), die Skala ist in
1/10 Ohm eingeteilt. Die eine Abzweigung des Nebenstromkreises beginnt
dann nicht, wie in Abb. 37, an der Klemmschraube des Rheostaten,

sondern an dem Gleitkontakt des MeBdrahtes. Durch Verschieben des
Gleitkontaktes kénnen Bruchteile eines Ohms verteilt werden. Ein solcher
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MeBdraht kann aus einem Holzbrett, einem Stiick Nickelin- oder Kon-
stantandraht von 0,5--1 mm Dicke, welches zu einem Gesamtwiderstand
von 1 Ohm (oder 2 Ohm) bemessen und an zwei Kupferbleche angelétet
ist, leicht improvisiert werden. Der Gleitkontakt kann durch die Kante
eines Messingbleches dargestellt werden, welcher an einem Holzklotz, den-
selben etwas iiberragend, aufgenagelt ist.

73. Ubung.

Messung mit dem Potentiometer.

In den letzten Jahren werden an Stelle der MeBdrahte und der
Rheostatenkésten zur H-Tonenmessung Apparaturen benutzt,
die das MelBverfahren sehr einfach gestalten. Diese Apparate
fiihren den Namen Potentiometer. MeBdrahte, Widerstinde,
Spulen, Schalter, Drahtwindungen liegen in einem Kasten ein-
gebaut, der auBen nur wenige Drehknopfe und Steckkontakte auf-
weist. Als Nullinstrument wird ein hochempfindliches Galvano-
meter benutzt.

Die Leitungsanordnung des Potentiometers von E. Mrsro-
WITZER geht aus der Abbildung hervor.

Die Spannung der Batterie Bféllt tiber einem MeBdraht (A A,) und
einem Kurbelrheostaten (A, F) ab,die hintereinander geschaltet sind.
In demselben Stromkreis liegt noch der Regulierwiderstand R'W.
Mit Hilfe dieses Regulierwiderstandes ist es moglich, den Gesamt-
spannungsabfall iiber MeBdraht + Kurbelrheostat in bestimmten
Grenzen zu veradndern. Der zirkulir angeordnete MeBdraht ist
von 0 bis 100 unterteilt. Jeder einzelne der 10 Widerstande des
Kurbelrheostaten ist ebenso grofl wie der Widerstand des ganzen
MefBdrahtes. Dadurch ist der Gesamtwiderstand in 11 grofle und
unter Zuhilfenahme der 100 kleinen Teile des MeBdrahtes in 1100
kleine Teile unterteilt. Wird nun an die Enden dieses Gesamt-
widerstandes eine Spannung von genau 1100 Millivolt angelegt,
so fallt iiber jedem kleinen Teil gerade ein Millivolt ab. Zur Kon-
trolle dariiber, daB {iber MeBdraht + Kurbelrheostat genau
1100 Millivolt abfallen, wird an die Enden des Gesamtwiderstandes
ein Prizisionsvoltmeter (G) angelegt. Dieses Voltmeter ist auf den
einen Punkt, 1100 Millivolt, geeicht. Es ist ebenso wie bei der Rheo-
statenapparatur mit Vorschaltwiderstand (S. 172) einerlei, wie grof3
die genaue Klemmenspannung des Akkumulators B ist. Alles,
was von der Spannung des Akkumulators iiber 1100 Millivolt
hinausgeht, wird vom Regulierwiderstand RW unterdriickt.

Bei der Messung werden der Kurbelrheostat und der Kontakt C,
auf dem MeBdraht so lange verstellt, bis das Galvanometer im
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Teilstromkreis Stromlosigkeit anzeigt. Ist der Punkt erreicht, so
fallt zwischen der Kurbel und dem Punkt C, eine Spannung ab,
deren GréBe fir den groBlen Stromkreis und den Teilstromkreis
dieselbe ist. Da in dem groflen Stromkreis iiber jedem einzelnen
Widerstandsschritt gerade ein Millivolt abfillt, so 4Bt sich aus
der Zahl der zwischen C; und der Kurbel liegenden Widerstands-
schritte die zwischen C; und der Kurbel liegende Spannung direkt
in Millivolt ablesen. Diese Span-
nung ist nach erfolgter Kompen-
sation gleich der unbekannten
Spannung E; (—E und +E).
Die Regulierung der vom 7
Akkumulator stammenden Hilfs-
spannung auf genau 1100 Milli-
volt und das Auffinden der

Kompensationsstelle bei der L !

eigentlichen Messung wird mit K i

einem MeQBinstrument durchge- 8w !

fiihrt. Zum Einregulieren der Teil- '"_m:::'}@“g
T ()

spannung des Akkumulators auf L ST

1100 Millivolt wird das MeBinstru- T

ment an die Enden des MeB- E

drahtes und des Kurbelrheostaten b @___

(A und F) angelegt. Bei dieser

Schaltung liegt ein Ballastwider- G

stand (BW) von fast 100000 Ohm AbD. 38.

vor dem MeBinstrument, das )
durch den hohen Widerstand als Voltmeter wirkt. Durch Betétigen
eines Umschalters (in der Abbildung mit H bezeichnet) wird das In-
strument von den Enden der Briickenwiderstinde abgeschaltet und
zugleich ohne Ballastwiderstand in den Teilstromkreis (bei C und D)
gelegt. Hier dient es mit einer Empfindlichkeit von ca. 10”7 Ampere
fiir jeden Teilstrich als gewohnliches Nullinstrument.

Ausfiihrung der Messung.

Zum Aufbau der Apparatur wird der Kompensationskasten auf
den Tisch gestellt, das MeBinstrument links daneben. Durch
Verstellen der 3 Stellschrauben, auf denen das MeBinstrument
steht, wird es sorgfiltig horizontal gestellt. Die MeBinstrument-
libelle zeigt die Horizontalstellung an. Dann wird der Deckel des
Kompensationskastens aufgeklappt, der 2-Volt-Akkumulator durch
Leitungsschniire mit den Steckkontakten bei v und das Galvano-
meter mit den Steckkontakten bei G verbunden, beide Male unter
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Beriicksichtigung der Polbezeichnung. Jetzt entarretiere man
das MeBinstrument, indem man den Arretierhebel nach Ent-
fernung des Sicherheitsstiftes von rechts nach links umlegt, und
iiberzeuge sich davon, ob der Zeiger genau auf Null steht oder
genau um die Nullage schwingt. Steht der Zeiger einen halben
oder einen Teilstrich vor oder hinter Null, so beriicksichtige man
diese Differenz bei der folgenden Einstellung auf den 1100-Punkt.
Ist die Differenz aber gréBer als ein Teilstrich, so korrigiere man sie
durch Verstellen der Nullpunktschraube. Zu diesem Zwecke nehme
man den Glasdeckel von der Glasrohre ab, in der der Zeiger auf-
gehéingt ist, und drehe vorsichtig mit einem Finger an der unter
dem Deckel befindlichen Hartgummischraube so lange, bis der

Abb. 39.

Zeiger genau iiber Null steht. Der bis dahin auf M (Messen)
zeigende Umschalter (vgl. Abb.) wird auf P (Priifen) gestellt und
der rote Knopf am Regulierwiderstand RW so lange gedreht, bis
der Zeiger iiber der roten Marke bei dem 1100-Punkt steht. Stand
der Zeiger bei der Nullstellung ohne jede Abweichung iiber dem
Nullstrich, so wird er auch jetzt ganz genau auf den 1100-Strich
eingestellt. Andernfalls beriicksichtige man jetzt eine kleine Ab-
weichung der Nullpunktslage nach rechts oder links, indem man
den Zeiger um denselben Betrag nach rechts oder links von dem
1100-Punkt einreguliert. Ist das geschehen, so stelle man den
Umschalter von P auf M zuriick. Nunmehr kann die eigentliche
Messung beginnen.

Das war die Einstellung der Apparatur ochne Benutzung eines
Normalelementes. Voraussetzung fiir diese Art Einstellung ist,
daB das Voltmeter in gutem Zustande ist. Will man sich auf die
Genauigkeit des Voltmeters nicht verlassen, so nehme man die



Messung mit dem Potentiometer. 177

Einstellung der Apparatur mit Normalelement vor. Fiir diesen
Fall bleibt der Umschalter stets auf M. Die P-Stellung, bei der
das Instrument als Voltmeter wirkt, ist dann iberfliissig.

Um mit einem Normalelement einzustellen, schalte man zu-
nichst dieses Element an die Steckkontakte von E an und stelle
die Briicke auf diejenige Millivoltzahl, die das Normalelement ge-
rade aufweist. Hat es z. B. eine Spannung von 1018 Millivolt,
so stelle man den rechten Drehrheostaten auf 1000 und den linken
auf 18. Die Briickenstellung ist dann also 1018. Nun schalte man
den Einschalter C von A vorsichtig nach E und beobachte dabei
den Zeigerausschlag. Gibt der Zeiger schon bei der Zwischen-
stellung zwischen A und E einen Ausschlag, so schalte man gar
nicht erst ganz bis E, um starke Ausschlige des Zeigers zu ver-
meiden. Gibt der Zeiger aber auf der Zwischenstellung des Ein-
schalters nur einen schwachen oder gar keinen Ausschlag, dann
schalte man den Einschalter vollig bis E ein. Durch abwechselndes
Ein- und Ausschalten und Regulieren des Vorschaltwiderstandes
suche man die Stelle, auf der der Zeiger auch bei schnellem Ein-
schalten von A nach E weder nach rechts noch nach links aus-
schlagt. Hat man diesen Punkt gefunden, so ist die Einstellung
des Apparates beendet, da jetzt iiber jedem Briickenschritt genau
1 Millivolt abfallt.

Zur Messung der unbekannten Potentialdifferenz nach voll-
zogener Einstellung der Apparatur wird die Elektrodenkette an
die Steckkontakte bei E angelegt. Beide Drehrheostaten werden
auf Null gestellt. Jetzt wird vorsichtig von A nach E geschaltet
(meistens geniigt die Mittelstellung) und der Ausschlag des
Zeigers beachtet. Geht der Ausschlag nach rechts, so ist falsch
gepolt, und die Elektrodenkette mufl umgekehrt geschaltet werden
(durch einfaches Umstecken der Stecker von E).

Geht der Zeigerausschlag nach links, so wird der rechte Dreh-
rheostat auf 100 gestellt und der Einschalter gleich wieder von A
nach E geschaltet; geht der Zeiger jetzt ebenfalls noch nach links,
so wird der Drehrheostat auf 200 gestellt, dann auf 300, 400,
500 usw., bis der Zeiger nach rechts ausschligt. Ist das z. B. bei
500 der Fall, so stelle man den rechten Rheostaten auf 400 zuriick
und suche nun mit dem linken Drehrheostaten die wirkliche Kom-
pensationsstellung. Mit dem linken Drehrheostaten stelle man
z. B. auf 20, 40, 60 usw. Schligt der Zeiger bei 40 nach links,
bei 60 nach rechts, so stelle man zuerst auf 45, dann auf 55,
gabele also die Nullstellung ein. Sehr bald ist dann die wirkliche
Ruhelage gefunden. Steht der linke Drehrheostat auf 48, wenn
der Zeiger beim Ein- und Ausschalten keinen Ausschlag mehr

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 12
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gibt, so betragt die gemessene Spannung 400 + 48, also 448 Milli-
volt. Bei nicht zu grolem Widerstand in der Kette 148t sich noch
weit genauer als auf 1 Millivolt einstellen. Die neuen im Handel be-
findlichen Instrumente ermdéglichen die Ablesung von 0,5 und
0,25 Millivolt.

Der Fehler des Voltmeters kann dadurch festgestellt werden,
dafl die Apparatur zunichst mit Hilfe des Normalelementes nach
guter Nullpunktskorrektion eingestellt und der Umschalter hinter-
her von M auf P gestellt wird. Jetzt schlagt der Zeiger aus. Stellt
er sich genau auf den 1100-Strich, so ist das Voltmeter fehler-
frei, im anderen Falle nicht fehlerfrei.

Die Gréfle dieses Fehlers LiBt sich direkt in Millivolt messen.
Man stelle mit Hilfe der Voltmetereinstellung, also ohne Be-
nutzung eines Normalelementes, nach guter Nullpunktskorrektur
den Zeiger unter Benutzung einer Lupe genau auf den 1100-
Strich, schalte dann von P auf M zuriick und messe nun die
Spannung eines Normalelementes, das man bei E anlegt, indem
man die Kompensationsstellung sucht.

Mift man z. B. jetzt statt 1018 Millivolt 1028 Millivolt, so
macht man bei allen Messungen pro 100 Millivolt einen Fehler
von 1 Millivolt. Der Fehler rithrt daher, daB man den Zeiger auf
1100 eingestellt hat, obwohl das etwas nachgealterte MefBinstru-
ment erst bei einer Spannung von 1111 Millivolt bis zu dem Strich
1100-Strich ausschligt. Stellen wir bei diesem Beispiel die Appa-
raturen mit Hilfe eines Normalelementes ein und schalten dann
von M auf P, so wird der Zeiger nicht auf 1100 gehen, sondern
ca. 1,5 Teilstriche davor haltmachen; an diesem Punkte sollte
eigentlich die Marke 1100 sein. Wollte man mit diesem ver-
anderten Instrument ohne Normalelement weiterhin fehlerfrei
arbeiten, so miilte man in Zukunft den Zeiger nicht mehr auf die
Marke 1100 einstellen, sondern 1,5 Teilstriche davor. Auf diese
Weise 148t sich also der Fehler eliminieren.

74. Ubung.

Herstellung von Kalomelelektroden und
Cl-Konzentrationsketten mit solchen.

Eine Kalomelelektrode nennt man eine Elektrode aus Queck-
silber, welches irgendeine mit Kalomel gesattigte Fliissigkeit be-
rithrt. Das Potential einer solchen Elektrode hingt von der
Zusammensetzung dieser Flissigkeit ab. Wir wihlen als Fliissig-
keit zunichst eine 0,1 normale KCl-Losung. Reinstes KCl (pro
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analysi, KagLeaum) wird kurz schwach gegliht. Nach dem FEr-
kalten im Exsikkator werden 74,56 g in Wasser gelost und genau
auf einen Liter (im MeBkolben) aufgelost. Dies ist eine normale
Lésung, von der man durch sehr genaues Verdiinnen eine 10fache
Verdiinnung herstellt.

Als Elektrodengefal benutzt man die nebenstehende Form
(Abb. 40). Der Boden des GefiBes wird mit einer Schicht reinen
Quecksilbers (Reinigung s. S. 165) gefiillt, so weit, daB der Platin-
kontakt gut untertaucht.

Nun wasche man ein kleines
Loffelchen voll Kalomel (das
Préparat der Apotheken, oder
von KAHLBAUM) in einer Schale
mit etwa 30 ccm der spiter an-
zuwendenden (also 0,1n-) KCl-

Losung . einige Minuten unter
Umriihren mit einem Glasstab,
lasse dann das XKalomel sich
moglichst absetzen, gieBe die
Loésung ab und wiederhole das
Waschen 5—6mal. Zum Schlufl
wird es mit etwas KCl-Lésung
in das Elektrodengefaf hinein-
gesogen. Der Pt-Kontaktstopsel
wird dabei am besten nicht her-
ausgenommen, um die Platin-
spitze nicht zu verschmieren.
Nachdem das Kalomel sich ge- ,up, 40. Kalometelektrode, Als Fiillung
senkt hat (es braucht nur eine ist die der »gesittigten:* Kalomelelektrode

. .. . dargestellt (siche 78, Ubung). Hier wire
Schicht von minimaler Dicke an Stelle von ,,gesittigte KCI-Losung®
zu bilden), saugt man das Ge- FRH™ bl "o o, de
fafl mit der KCl-Losung fast
voll. Das Abflulirohr muf} luftblasenfrei gefiillt sein. Man schlieBt
den Hahn und stellt die Elektrode sofort an einem Stativ auf,
dall das Abflufirohr in eine Losung von 0,1 n-KCl taucht.

Man achte darauf, dal bei allen Manipulationen das Elek-
trodengefal nur sehr sanft bewegt wird, damit das Quecksilber
nicht in einzelne Portionen zerfillt. Sonst geschieht es leicht,
daf die mit dem Platinkontakt verbundene Portion nur kapillare
Fliissigkeitsschichten berithrt. Dieser Umstand scheint die wesent-
lichste Fehlerquelle zu sein, wenn eine Elektrode ein von der
Erwartung abweichendes und zeitlich verénderliches Potential
zeigt.

12%



180 Herstellung von Kalomelelektroden.

Es soll nun eine Konzentrationskette zwischen einer solchen
und einer mit einer anderen Losung hergestellten Kalomelelek-
trode gemacht werden. Wir wahlen als zweite Losung folgende
Mischung : n-KCl-Losung 2,00 cem; n-KNO,-Losung (pro analysi,
KanrBaUM, véllig Cl-frei!) 18,0 ccm, destilliertes Wasser auf
200 ccm aufgefiillt. Weiter unten wird erdértert werden, was das
Lehrreiche gerade dieser Mischung ist.

Die Elektrode wird genau so wie die erste hergestellt, das
Kalomel mit der neuen Losung statt mit der fritheren gewaschen.
Man kann aber auch, wenn man einmal eine Elektrode mit einer
kostbaren Versuchsflissigkeit machen will, das Kalomel erst
5—6mal mit destilliertem Wasser und dann nur noch 3mal mit
der eigentlichen Losung waschen. Man kann dann auch ebenso-
gut Elektrodengefille der gleichen Form mit nur 1—1,5 cem
Fassungsraum nehmen und reicht dann einschliellich des Wa-
schens mit 5—10 ccm Flissigkeit vollig aus.

Man montiere nun die beiden Kalomelelektroden so, dafB
ihre AusfluBéffnungen in ein Gefall mit gesittigter KCl-Losung
tauchen. Diese ,,Konzentrationskette setzt man nun in den
Apparat zur Messung der EMK an Stelle des Kadmiumelements,
und zwar so, dafl die Cl-d&rmere Losung dem positiven Pol des
Kadmiumelements entspricht. Dann mift man die EMK.

Arbeitet man mit dem MeBdraht (Abb. 36), so schiebt man
den Gleitkontakt so, dafl Stromlosigkeit besteht. Dann ist die

gesuchte elektromotorische Kraft
DC

E = Ejee- BC®
Arbeitet man mit Rheostaten und Vorschaltwiderstand
(Abb. 37), ist die EMK einfach gleich der Zahl der nach links
heriibergestopselten Ohm.
Das Resultat mufl sein: 0,0577 Volt, wenn die Messung bei
18° geschah; oder allgemeiner (Werte fiir ¢ = 0,0001983 T).

bei 15° 0,0571 bei 18° 0,0577 bei 21° 0,0583
» 16° 0,0573 ,, 19° 0,0579 »  22°0,0585
» 17° 0,0575 ,» 20° 0,0581 » 23° 0,0587.

Die erlaubte Fehlergrenze ist + 0,0005 Volt. Der Ungeiibte
wird sich mit - 0,001 Volt begniigen diirfen. Beispielsweise
wurde gefunden: bei 16° 0,0575 Volt.

Das Potential wird alle 5 Minuten gemessen und die Messungen
so lange fortgesetzt, bis sie dreimal hintereinander konstant
bleiben. Man iiberzeuge sich, daf sie sich dann auch 1 und 2 Stun-
den spéter nicht gedndert hat. Bei richtigem Arbeiten stellt sich
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gleich zu Anfang das definitive Potential mit groler Schérfe ein;
langsamere Einstellung (1 Stunde!) kommt allerdings auch vor.
Jedenfalls mufl die EMK sich kontinuierlich einem definitiven
Endwert nahern, wenn die Elektroden in voélliger Ruhe stehen.
Andernfalls liegen Kontaktfehler, unreines Quecksilber oder dgl.
vor, und die Messung ist zu verwerfen.

Die obigen Losungen wurden fiir diese Ubung deshalb ge-
wahlt, weil ihr Resultat theoretisch wichtig ist. Der Cl-Gehalt
in den beiden Lésungen verhilt sich wie 1:10. Da beide Lo-
sungen die gleiche Konzentration an K’ besitzen, ist auch der
Dissozjationsgrad des Cl in beiden Lésungen gleich, und daher
verhdlt sich auch die Konzentration der Cl-Tonen wie 1:10.
Nach NErNsT ist nun die EMK einer Konzentrationskette

E=RThh 3,
Co

wo ¢; und c, die Konzentrationen der stromerzeugenden Ionen
bedeuten, R die Gaskonstante, T die Temperatur vom absoluten
Nullpunkt gerechnet. Fiir 18° und unter Umwandlung in deka-
dische Logarithmen wird daraus

0,
E = 0,0577 - log c—l Volt.
2

Ist c;:cy = 10: 1, 80 ist log (c; : ¢y) = 1 und E = 0,0577 Volt.
Diese charakteristische Zahl sollte hier im Experiment vor-
gefithrt werden.

Die stromerzeugenden Ionen sind eigentlich nicht die Cl-
Tonen, sondern die Hg-Tonen aus dem geldsten Kalomel. Da,
aber die Loslichkeit des Kalomels der Cl-Tonenkonzentration um-
gekehrt proportional ist, kann man die beobachtete elektro-
motorische Wirkung ebensogut auf die Cl-Tonen beziehen (Elek-
troden zweiter Ordnung).

Als zweites Beispiel fiir eine Cl-Konzentrationskette nehme
man als die eine Elektrode wiederum die Kalomelelektrode mit
0,1 normal KCl, die andere fiille man mit einer Lésung von
0,25 cem 0,1 n-KCl, 20 cem n-KNOQO;, mit (Cl-freiem!) destilliertem
Wasser aufgefiillt auf 200 ccm. Dies ist also eine Losung von
0,000125 n-KCl in 0,1 n-KNO,;. Da der Kaliumgehalt beider
Losungen anndhernd gleich ist, ist auch der Dissoziationsgrad
des KCl gleich. Die Cl-Tonen-Konzentrationen in beiden stehen
daher in demselben Verhéltnis zueinander wie die Konzentra-
tionen an KCl. Uberlegen wir uns erst, welche EMK dieser Kette
wir z. B. fiir 17,5° C zu erwarten haben. Es muf} sein:

E = 0,0576 - log *,
2
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wo ¢; und ¢, die beiden KCl-Konzentrationen bedeuten. c;/c,
ist in unserem Fall = 0,00125, also E = 0,0576 - (0,097 — 3) =
—0,1672 Volt. Gefunden wurde, wenn als positiver Pol die
Cl-drmere Losung angesetzt wurde, z. B.:

sofort nach Ansetzung der Kette . . . . 0,1635 Volt
nach 15 Minuten . . . . . . . . . . . 01655
» 30 » e e e e . . 01660 ,,

,, 1 Stunde und weiterhin konstant . 0,1666 ,,

Also innerhalb etwa eines halben Millivolts der erwartete Wert.

Das negative Vorzeichen bei 0,1672 Volt riihrt von der will-
kiirlichen Definition der positiven Stromrichtung her. Wiirden
wir als ¢, die stirkere, als c, die schwéchere Cl-Losung bezeichnen,
so erhielten wir - 0,1672 Volt, da

[ c
logé = —log?i.

Man kann die Konzentrationskette auch umgekehrt dazu be-
nutzen, um den Cl-Tonengehalt einer Lisung zu bestimmen.

75. Ubung.

Elektrometrische Bestimmung der Cl-Ionen in einer
unbekannten Losung.

Als ,,unbekannte Loésung® benutze man eine KCl-Losung,
die von einem anderen Laboranten durch Verdiinnung aus der
0,1 n-KCl-Lésung hergestellt worden ist, mit der Anweisung, er
moége die Losung zwischen 0,1n und 0,00001 n machen. Man
lagse sich von dieser (natiirlich in groflerer Menge hergestellten)
Loésung nicht mehr als etwa 8 —10 ccm zur Analyse iibergeben, um
den Bediirfnissen einer Mikroanalyse im Ernstfall gerecht zu werden.

Man verdiinnt die erhaltene Losung genau mit !/, ihres Vo-
lumens mit 1 n-KNO,;-Losung (die man vorher auf Cl-Freiheit
geprift hat), damit der Dissoziationsgrad!) des Cl in dieser
Losung derselbe sei wie in der 0,1 n-KCl-Lésung, die man als
Vergleichsfliissigkeit fiir die zweite Elektrode benutzt. Man
wasche etwas Kalomel 8 —10mal mit destilliertem Wasser. Es
gentigt, wenn nach dem Waschen ein kleines Messerspitzchen voll
Kalomel iibrigbleibt. Dieses wasche man noch 3—4mal mit je
1—1,5 com der zu untersuchenden Losung, rithre jedesmal gut
um und gieBe jedesmal so weit ab wie moglich. Schliefilich gieft
man den Rest der Losung auf das Kalomel und saugt diese Fliissig-

1) Besser sollte man sagen: ,,Der Aktivititsgrad der Cl-Ionen* im
Sinne der BsErrUMschen Ionenaktivitétstheorie.
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keit in die Mikroelektrode (wie Abb.40, nur ohne Hahn am
Ausflulirohr) mit einem Fassungsraum von 1—1.5 cem, nach-
dem sie vorher mit ein wenig reinem Quecksilber beschickt ist.
Man 146t das mitgesaugte Kalomel absetzen und die Fliissigkeit
wieder in dieselbe Schale auslaufen. Man saugt nochmals ein und
saugt wieder etwas Kalomel mit. Dies wiederholt man, bis nach
dem Absetzen iiber dem Quecksilber iiberall eine wenn auch diinne
Schicht Kalomel liegt. (Eine dicke Schicht Kalomel zu haben, ist
unvorteilhaft. Sie verschmiert leicht den Kontakt zwischen dem
Quecksilber und dem eintauchenden Platindraht.) Nun setze man
mit einer 0,1 n-KCl-Kalomelelektrode als zweiter Elektrode eine
Konzentrationskette wie in Ubung 74 an und bestimme die EMK.

Es ist ratsam, die Mikroelektrode nicht direkt in die ge-
sittigte Kalomellosung tauchen zu lassen. Bei sehr niederem
Cl-Gehalt kénnte bei der kleinen Elektrodenform doch durch
eine Stréomung eine Spur in die Elektrode geraten und die Be-
stimmung félschen. Man benutze in solchem Falle lieber eine
gesittigte Losung von Ammonnitrat. Hat man noch genug von
der zu untersuchenden, mit KNO; versetzten Losung iibrig, so
kann man besser diese nehmen, um die Mikroelektrode in sie ein-
zutauchen. Die 0,1 n-Elektrode taucht man dann in 0,1 n-KCl-
Loésung und verbindet die beiden Gefifie durch einen kleinen
Glasheber, der mit einer Gallerte aus gesittigter KCl-Losung
+ 3% Agar (im Dampfkochtopf zusammengekocht) gefiillt ist.

Nun mift man die EMK wie in Ubung 74. Die Berechnung
geschieht nach der Formel

E = 0,0577 - 1og§£,
2

wenn bei 18° gemessen wurde. Andernfalls setzt man fiir 0,0577
die S. 180 stehenden Werte ein. ¢, bedeutet die Cl-Konzentration
der bekannten, c, die der unbekannten Losung. Wir schreiben
die Gleichung in der Form

log . — E

08 ¢, = 0,0577

Angenommen, es sei gefunden E = 0,1646 Volt bei 16,5°.

Dann ist
o, 01646
und daher 21 =738.

1
7350 normal = 0,0001356 normal.

Das Resultat muBl um 10% seines Wertes vermehrt werden

¢, ist = 0,1, also ist ¢, =
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wegen der Verdiinnung mit KNO;; das definitive Resultat ist:
0,000149 normale Cl-Losung. In Wirklichkeit war die Losung
als eine 0,000138 normale KCl-Losung hergestellt worden; also
ein Fehler von +8%.

Ein Fehler in der Messung von 2 Millivolt bewirkt einen
Fehler von etwa 10% des Gesamtwertes. Ein solcher Fehler kann
bei einer Mikromessung sowohl nach oben als auch nach unten
leicht vorkommen; -+ 10% Fehler kann man als nicht sicher
vermeidbar betrachten; der Ungeiibte wird auch leicht Fehler
von 4 20% erhalten. Die hier gewihlte Cl-Menge steht nicht
weit vor der praktisch erreichbaren unteren Grenze, wenn man
Wert auf Genauigkeit legt. Wenn man insgesamt 5 cem Losung
verbraucht, was leicht durchfiihrbar ist, kann man. 0,000002 g
Cl als die untere Grenze der mit der angegebenen Genauigkeit
bestimmbaren Cl-Menge betrachten.

Will man mit dieser Elektrode eine neue Messung machen,
so ist unbedingt notwendig, sie ganz auseinander zu nehmen, zu
reinigen, zu trocknen (besonders die Platinspitze!) und von
neuem zu fiillen. Insbesondere ist die Amalgamierung der Platin-
spitze bei diesen Mikroelektroden zu empfehlen?).

76. Ubung.

Messung eines Diffusionspotentials; seine experimentelle
Yernichtung.

An der Beriihrungsstelle zweier verschiedener Elektrolyt-
I6sungen herrscht eine Potentialdifferenz, welche von Menge und
Art der Elektrolyte abhéingt. Da man diese Potentialdifferenz nur
dadurch messen kann, daB man sie mit zwei metallischen Elek-
troden ableitet, diese aber selber verschiedene Potentiale gegen
die beiden Losungen haben, so kommt das Diffusionspotential in
einer Kette in der Regel nur als Summand der gesamten EMK
der Kette zur Geltung. Wir wollen einen Fall zur Ubung auf-
stellen, wo man das reine Diffusionspotential messen kann.

Man fiille zwei Kalomelelektroden, die eine mit 0,1 n-KClI,
die andere mit 0,1 HCl. Da die Konzentrationen der Cl-Ionen
in beiden Losungen gleich sind, heben sich die Elektrodenpoten-
tiale auf, und es bleibt allein das Diffusionspotential librig. Man
tauche die AbfluBsffnungen beider Elektroden in eine Schale,

1) Der Platinkontakt (in konz. Schwefelsiure gereinigt, gewaschen)
wird als Kathode in ein Gefil mit einer Lésung von 1 proz. Merkuro-
nitrat mit einigen Tropfen HNO,; gesteckt; die Anode ist eine kleine

Platinelektrode. Der Strom eines 2-Volt-Akkumulators wird etwa 1 Mi-
nute hindurchgeschickt.
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welche eine dieser beiden Fliissigkeiten enthilt, gleichgiiltig,
welche von beiden, und messe das Potential. Zu erwarten ist
fir diesen Fall fiir 18°

E = 0,0577 - log

u +v
S Volt .

u, ist die Wanderungsgeschwindigkeit des Kation des einen
Elektrolyten, u, die des anderen, und v die des (gemeinschaft-
lichen) Anions. Es betrigt

fir HCl  u, = 330
fir KOl u, = 65

also ~E = 00577 - log 20 = 0,0271 Volt.

v =65,

Diesen Wert wird man bei der Messung innerhalb 1 Millivolt
genau auch finden (gefunden wurde z. B. 0,0275 Volt).

Nunmehr andere man nichts weiter, als dal man als Ver-
bindungsfliissigkeit beider Elektroden nicht eine der Elektroden-
lésungen benutzt, sondern eine geséttigte Losung von KCl, und
messe nochmals : die EMK der Kette ist auf 0,0015 Volt gesunken.
Zwischenschalten von gesittigter KCl-Losung vermindert alle
Diffusionspotentiale. KCl ist durch NaCl nicht mit gleichem
Erfolg ersetzbar (K und Cl’ haben gleiche Wanderungsgeschwin-
digkeit, nicht aber Na' und Cl’).

Das hier gezeigte Diffusionspotential von 27 Millivolt ist fiir
ein Diffusionspotential besonders groB. Die meisten, gewohnlich
vorkommenden Diffusionspotentiale werden durch Zwischen-
schaltung von gesittigter KCl-Losung praktisch = 0 gemacht.

77. Ubung.
Wasserstoffkonzentrationskette mit stromendem Wasserstoff.

Mit Wasserstoffgas beladenes Platinschwarz hat die elektro-
motorischen Eigenschaften, als ob es aus metallischem Wasser-
stoff bestiinde. Auf diese Weise kann man Wasserstoffionen-
konzentrationsketten herstellen. Die Form der Elektroden ist je
nach den Umstdnden verschieden zu wihlen. Wir wollen als
erste Ubung die EMK einer H+-Konzentrationskette zwischen
folgenden zwei Losungen messen.

1. 0,5 cemn-HCl + 19,5 n-KCl + 180 cem destilliertes Wasser,
d. h. eine Lésung von 0,0025 n-HCI, welche insgesamt einen Cl-
Gehalt von 0,1 n hat. 2. 50 ccm n-NaOH - 100 cecm n-Essigsiure
+ 350 cem Wasser, d. h. eine Losung von 0,1 n-Essigsdure + 0,1
n-Natriumazetat (,,Standardazetat ).
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Man benutze birnenférmige!) ElektrodengefiBe nach Art der
Abb. 41. Die Platinelektrode, in Form eines Platindrahtes, ist
an dem eingeschliffenen Glasstopsel befestigt. Sie muB zunichst
mit Platinschwarz iiberzogen werden. In ein kleines Gefalichen
(Abb. 42, oder besser das mit moglichster Ersparnis an Platin
gebaute, ebensogut funktionierende Gefal wie Abb. 43) fiillt man
etwa 10 cem einer Losung von 1 g Platinchlorid 4 0,007 g Blei-
azetat in 30 com Wasser und bringt in diese eine kleine Hilfs-
elektrode aus Platin, welche man mit dem positiven Pol eines
4-Volt-Akkumulators verbindet. In dem Modell Abb. 43 ist die
Hilfselektrode in Form einer Platinspitze in die untere Gefif3-
wand eingeschmolzen. Die zu platinierende Platinelektrode da-

gegen wird zuerst mit kon-

zentrierter Schwefelsiure

gereinigt und mit destillier-

tem Wasser gut abgespiilt,

mit dem negativen Pol des

Akkumulators  verbunden

und in die Platinlésung

untergetaucht. Sie iiberzieht

sich unter méafBiger Gasent-

wicklung bald mit einer

samtschwarzen Schicht von

Platinschwarz. Bei neuen

Elektroden erfordert das bis

5 Minuten, bei schon ge-

. brauchten 1 Minute: Dann

Abb. 41. Wass?}‘:tg;fglﬁtggge. Birnenform, wird die Elektrode mit de-

stilliertem Wasser gut aus-

gewaschen und in einem zweiten elektrolytischen Trog sofort

genau ebenso, wie soeben in der Platinlésung, in verdiinnter

Schwefelsdure behandelt. Es tritt lebhafte Gasentwicklung ein.
Stromrichtung gut beachten!

Dann wird die Elektrode mit Wasser gut ausgewaschen, in
das Elektrodengefal luftdicht (Schliff trocknen und etwas fetten!)
eingesetzt und darin in mehrfach gewechseltem Wasser 1 Stunde
lang weiter gewéssert. Dann ist die Elektrode gebrauchsfertig.
Die Platinierung mufl in der Regel nach einigen Wochen er-
neuert werden. Im unbenutzten Zustand miissen alle platinierten
Platinelektroden mit destilliertem Wasser gefiillt aufbewahrt
werden. Sie sollen niemals ganz trocken werden.

1) MicHAELIS, L. und GYEMANT, A.: Biochem. Zeitschr. 109, 165. 1920.
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In die eine derartige Elektrode fiillt man die eine Losung,
in eine zweite die andere Losung ein, indem man die Fliissigkeit
bei geeigneter Stellung der Hahne aus einer kleinen Schale ein-
saugt. Die erste Fiillung 148t man wieder auslaufen und erneuert
sie, des Auswaschens wegen, noch einmal. Man achte darauf,

Abb. 42.

daB das AbfluBrohr, besonders unter dem Glashahn, luftblasen-
frei gefiillt ist. Man 1aBt die Fliissigkeit dann so weit ausflieBen,

daB der Platindraht zur Hélfte ein-
taucht und befestigt das Gefill an
einem Stativ. Der Abflulhahn bleibt
von jetzt ab vorliufig geschlossen.
Nun leitet man Wasserstoff ein.
Derselbe wird aus As-freiem Zink
und verdiinnter Schwefelsdure mit
etwas CuSO, oder einigen Tropfen
Platinchlorid entwickelt, mit 2proz.
Loésung von KMnO, und dann mit
konzentrierter Sublimatldsung ge-
waschen, evtl. noch durch eine dritte
Waschflasche, die mit NaOH gefiillt

Abb. 43,

Abb. 42 und 43. Zwei Modelle fiir
Platinierungsgefifle.

ist!), geschickt, und durch den linken (Abb. 41) Glashahn zu-
gefilhrt, aus dem rechten Hahn abgeleitet. (Als Quelle fiir
Wasserstoff kann man ebensogut eine Bombe mit kompri-
miertem Wasserstoff mit Reduktionsventil benutzen.) Das Gas

1y Diese dritte Flasche soll Spuren von CO, absorbieren, die sich in
der Permanganatflasche durch Oxydation organischer Gase bilden; dies
ist besonders bei der Messung alkalischer Losungen von Bedeutung.
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perlt durch die Fliissigkeit, treibt ihren Sauerstoff aus, 16st sich
selbst bis zur Sittigung und erfillt den Gasraum. Der Gas-
strom soll ziemlich lebhaft sein, 3—5 Blasen in der Sekunde.
Nach etwa 3 Minuten schlieft man erst den abfiihrenden,
dann den zufithrenden Hahn. Man nimmt den H,-zufithrenden
Gummischlauch von der Birnenelektrode ab und dreht diese in
ihrem ,,Drehstativ® (Abb. 44) 30—50mal um sich selbst. Dies
hat den Zweck, das Gleichgewicht zwischen der H,-Atmosphéire
und der Losung zu beschleunigen. Man koénnte meinen, daf die
bloBe Durchstromung mit Wasserstoff dazu geniigt, und in der
Tat ist das auch meist der Fall. Das Drehen erhéht aber die
Exaktheit und Schnelligkeit der Potentialeinstellung sehr merk-
lich. Die Ursache ist wohl folgende. Ist der Wasserstoff auch
nur mit den geringsten Spuren eines elektrolytisch wirksamen
Gases (0,) verunreinigt, so nutzt eine noch so lange Durchstrémung
nichts. Beim Schiitteln des in die Elektrode eingeschlossenen
Gases jedoch wird diese Spur O, an der katalytisch wirkenden
Platinoberfliche zu H,O reduziert und unschédlich gemacht.
Die zweite, mit der anderen Losung beschickte Birnenelektrode
wird genau ebenso behandelt. Nunmehr verbindet man die beiden
Elektroden durch je einen KCl-Agar-Heber mit einer Wanne
mit geséattigter KCl-Losung. Diese Agarheber haben die Form wie
Abb. 44, A. Bei Nichtgebrauch werden sie stets unter geséttigte
KCl-Losung versenkt. Es ist vorteilhaft, wenn an in die (nach
oben gerichtete) Ausfluléffnung der Birnenelektrode vor dem
Einstecken des Agarhebers noch etwas festes, fein zerriebenes KCl1
schiittet; dadurch wird die Vernichtung des Diffusionspotentials
noch vollkommener?!), und man erreicht gleichzeitig, daf} die ein-
tauchenden Agarspitzen ihre Sattigung mit KCl nicht einbiifien.

Anmerkung. Wer nicht zwei Birnenelektroden zur Verfiigung hat,
kann gleich das in der nichsten Ubung empfohlene definitive Verfahren
anwenden: Man fiillt die Elektrode mit der ersten Losung, mifit den
Potentialunterschied gegen die geséttigte Kalomelelektrode; dann fiillt
man die Birnenelektrode mit der zweiten Losung, milit den Potentialunter-
schied gegen die Kalomelelektrode; die Differenz der beiden Messungen

ist der gleiche Betrag, als ob man zwei Birnenelektroden, mit Losung I
und II, gegeneinander gemessen hétte.

Dann 6ffnet man den unteren Glashahn der Elektrode und
beginnt die Messung. Die Herstellung des Agarhebers geschieht
folgendermaBen:

Ein kleines, zweimal rechtwinkelig gebogenes Glasrohr, das an
einem Ende zu einer kurzen, feinen Spitze ausgezogen ist, wird luft-

1) MicuAErris und FujiTa: Biochem. Zeitschr. 142, 398. 1923.
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blasenfrei mit einer noch warmen Losung von 3 g Agar 4 40 g
KCl in 100 g Wasser (lingere Zeit im Wasserbad gekocht!) gefiillt.
Der Agar erstarrt in dem Rohr bald. Bei Nichtgebrauch wird das
Rohr in gesattigter KCl-Losung aufbewahrt. Bei Gebrauch wird es
abgetrocknet und so befestigt, daB die Spitze gerade in die Elek-
trodenfliissigkeit und das andere Ende in ein Gefal} mit gesattigter
KCl-Losung eintaucht.

Diese Konzentrationskette setzt man in die Kompensations-
anordnung zur Messung der EMK an die Stelle des Kadmium-
elementes, derart, daB die HCl-Losung dem positiven, das Stan-

Abb. 44, Elektroden und Stative,

B Birnenelektrode und Drehstativ. K Kalomelelektrode. U U-Elektrode. A, A Glasrohre
mit KCl-Agar, zur Verbindung der Gaselektroden mit der Wanne mit gesattigter KCl-Losung,.

dardazetat dem negativen Pol entspricht. Man mifit die EMK
in Abstinden von 5 Minuten bis zur Konstanz. Sie muf gleich
zu Anfang ganz oder beinahe genau den definitiven Wert zeigen,
andernfalls ist die Wasserstoffsattigung noch nicht vollkommen
und muB nochmals wiederholt werden. Die Kette gibt bei 18°
eine EMK = 0,1140 Volt; erlaubte Abweichungen sind bei gutem
Arbeiten auf keinen Fall mehr als 4- 0,7 Millivolt.

Da nun h der angewendeten HCl-Losung bekannt ist, kénnen
wir h des Standardazetats daraus berechnen. Es ist bei 18°

E — 0,0577 log 1™
Azet.
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oder hga _ 0,1140

—_ C 3
log 7 = G577 — 1976
oder Bros
= 94.6.
Azet.,

hpe wire bei totaler Dissoziation = 0,0025. Man nimmt nun
an, daB der Dissoziationsgrad einer schwachen HCl-Losung in
einem UberschuB von KCIl derselbe sei wie in einer reinen HCI-
Lésung von gleichem Cl-Gehalt, also wie in einer 0,1 n-HCl-Losung.
Diesen Dissoziationsgrad erfahrt man durch Vergleich der molaren
Leitfahigkeit der HCl in 0,1 n-Lésung im Vergleich zu der bei un-
endlicher Verdiinnung, und zwar hat man ihn gefunden = 0,917.
Demnach hat man in unserer Loésung hgg = 0,0025 - 0,917
= 0,00229 n zu setzen.
0,00229
94,6

Anmerkung. Wie schon frither erwihnt, ist es sehr zweifel-
haft geworden, ob die h einer verdiinnten HCl-Lésung auf Grund
von Leitfahigkeitsdaten richtig berechnet werden kann. Wir
wiirden die vorigen Betrachtungen auf folgende Weise der neueren
Anschauung anpassen. In den Formeln auf der vorigen Seite
miissen wir unter h nicht die wahre Konzentration, sondern
die ,,Aktivitit’“ der H-Ionen verstehen. Der Faktor 0,917 hat
nicht den Sinn eines Dissoziationsgrades, sondern eines Aktivi-
tatsfaktors. Da dieser Faktor mit Hilfe von Leitfihigkeits-
messungen bestimmt worden ist, ist er wahrscheinlich nicht
ganz richtig, aber der Fehler kann nur sehr klein sein, so daB
wir ihn an dieser Stelle vernachlissigen wollen. Das Schluf-
resultat bleibt unter dieser Voraussetzung das gleiche, nur be-
deutet pp den negativen Logarithmus nicht der Konzentration,
sondern der Aktivitit der H+-Tonen.

=242 1075 und py, 4,616.

Also ist hpgzet, =

78. Ubung.
Herstellung und Eichung einer gesittigten Kalomelelektrode?).

Um in einer unbekannten Loésung h zu messen, braucht man
eine Vergleichselektrode. Diese war in der vorigen Ubung eine
H,-Elektrode in HCl-Lésung von der h = 0,00229 n. Fiir die
Rechnung wire es einfacher, eine Siurelésung von der h =1
zu wahlen. Das ist wegen des hohen Diffusionspotentials einer

1) MicHAELIS, L.: Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl. Berlin:
Julius Springer 1914,
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solchen Losung unpraktisch. Aber die Vergleichselektrode braucht
iberhaupt keine H,-Elektrode zu sein, sondern kann eine be-
liebige Metallelektrode sein, welche sich dadurch auszeichnet,
daB sie gut haltbar ist und nicht jedesmal gefiillt zu werden
braucht. Fir diesen Zweck eignet sich am besten die ,,geséttigte
Kalomelelektrode, welche wie die 0,1 n-Kalomelelektrode (S. 178)
hergestellt wird, nur nimmt man als Losung gesittigte KCI-
Losung. Man saugt die warme gesittigte KCl-Losung in die Elek-
trode ein; beim Abkiihlen fallt reichlich KCl aus, die KCI-Lésung
ist dann also mit Sicherheit gesiattigt. Die AusfluBéffnung taucht
stets in gesittigte KCl-Losung. Diese Elektrode ist jahrelang halt-
bar. Gegen die ,,Normalwasserstoffelektrode hat diese Elektrode
bei 18° eine Potentialdifferenz von 0,2500 Volt. Man verlasse sich
aber auf diese Zahl nicht. Es kommen kleine Abweichungen bei
verschiedenen Elektroden vor, und jedes Exemplar mufl von
Zeit zu Zeit geeicht werden. Die Eichung geschieht dadurch,
daBl man die Potentialdifferenz gegen eine Wasserstoffelektrode
mit Standardazetat bestimmt. Nehmen wir an, diese sei bei
18° = 0,5160 Volt gefunden worden. Hieraus soll berechnet wer-
den, wie groB3 die Potentialdifferenz der Kalomelelektrode gegen
eine Wasserstoffelektrode mit der h = lfach-normal wire. Wir
hatten p, des Standardazetats in der 77. Ubung = 4,616 ge-
funden. Also betrigt die Potentialdifferenz des Standardazetats
gegen die Normal-H'-Losung bei 18°

E = 4,616 - 0,0577 Volt = 0,2663 Volt.

Folglich hat die Kalomelelektrode gegen die Normal-H'-Elek-
trode die Potentialdifferenz 0,5160 — 0,2663 = 0,2497 Volt.

Zur Ubung der Anwendung messen wir die Potentialdifferenz
der so geeichten Kalomelelektrode gegen eine Wasserstoffelek-
trode, gefiillt mit einer Mischung von gleichen Teilen m/15 prim.
Kaliumphosphat und m/15 sek. Natriumphosphat (s. 12. Ubung).
Wir finden E = 0,6426 Volt. Somit hat das Phosphatgemisch
gegen die Normal-H'-Elektrode den Potentialunterschied

0,6426 — 0,2497 = 0,3929 Volt, und py = 0,3929 : 0,0577 = 6,81.

Aus dem Vorangehenden ergibt sich folgende fiir die Praxis
vorteilhafteste
allgemeine Vorschrift fiir die p,-Messung einer beliebigen
Fliissigkeit.

1. Man miffit am Tage des Versuches zunéchst den Potential-
unterschied der dauernd vorratig gehaltenen gesattigten Kalomel-
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elektrode gegen eine Wasserstoffelektrode mit Standardazetat.
Dieses Potential werde gefunden = E,,.

2. Man mifit den Potentialunterschied derselben Kalomel-
elektrode gegen eine Wasserstoffelektrode, welche mit der zu
messenden Losung gefillt ist. Man finde den Potentialunter-
schied = Ey.

3. Man berechne die Differenz Ey — E, = E in Millivolt und
dividiere diese durch ¢ (vgl. S. 180). Diese Gréfle von ¢ hingt
von der Versuchstemperatur ab und ist aus der Tabelle S. 180 zu
entnehmen. Die auf diese Weise erhaltene Zahl wird zu 4,62
algebraisch addiert (also, wenn sie eine negative Grofle war,
von 4,62 subtrahiert). Das erhaltene Resultat ist der py der zu
messenden Loésung.

Hat man viele py,-Messungen zu machen, so kann der an einem be-
stimmten Tage gemessene Wert von E, allen Messungen des gleichen Tages
zugrunde gelegt werden. E; pflegt 514—517,5 Millivolt zu betragen, je
nach Temperatur, Barometerstand und unkontrollierbaren Einfliissen der
Kalomelelektrode. Die hier empfohlene Vorschrift griindet sich auf der
Beobachtung, dafl die H,-Azetat-Elektrode besser reproduzierbar ist als
eine Kalomelelektrode, und auf der Uberlegung, daB hierdurch gleichzeitig
jede Temperatur- und Barometerstandkorrektur iiberfliissig gemacht wird.
Sie verbindet den technischen Vorteil der immer
fertigen Kalomelelektrode mit der theoretischen
Uberlegenheit einer H,-Elektrode als Ableitungs-
elektrode.

79. Ubung.

a) Wasserstoffelektrode mit stehender
Gasbhlase). p,-Messung in Serum.

Bei Fliissigkeiten, welche CO, enthalten
und beim Durchstromen mit Wasserstoff
eine Abnahme der h erfahren wiirden, ist
eine andere Elektrodenform notwendig. Sie
kann auch sonst immer angewendet werden,
Abb. 45. U-Elektrode. erfordert aber fiir die konstante Einstellung

des Potentials lingere Zeit. HEs wird neben-
stehende U-Elektrode empfohlen (Abb. 45).

Die Platinierung geschieht wie vorher. Die zu untersuchende
Losung wird derart eingefillt, daBl zundchst nur der kurze Schen-
kel ganz und der lange Schenkel zum Teil gefiillt wird. Man lasse
nun den — wie oben entwickelten und gewaschenen — Wasserstoff

1) MicHAELIS, L.: 1. c.
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durch ein zu einer 5 cm langen feinen Kapillare ausgezogenes
Glasrohr eine Weile stromen, bis sicher alle Luft aus dem Rohr
ausgetrieben ist. Jetzt ndhere man das Ende dieser Kapillare,
wahrend das Gas noch stréomt, der Elektrode und stecke die
Spitze unter die Fliissigkeitsoberfliche. In demselben Augen-
blick, wo die Spitze eintaucht, quetsche man die Gasleitung dicht
oberhalb der Kapillare mit dem Finger zu. Ein dauerndes Durch-
stromen wiirde CO, austreiben. Nunmehr bringe man die Kapil-
larenspitze bis auf die tiefste Stelle der U-Rohre und liifte den
zuklemmenden Finger ganz wenig, so dal} kleine H,-Blasen zu
der Pt-Elektrode aufsteigen. Man fiille so viel Blasen ein, daf}
die Platinelektrode mit ihrer Spitze gerade soeben noch ein-
taucht. Schaumbildung schadet nichts. Dann zieht man die
Kapillare heraus und fiillt den langen Schenkel des U-Rohres
mit der Losung ganz auf, setzt den Glasstopfen auf, ohne daB
Luftblasen hineinkommen, kippt das Gefal in geeigneter Weise
hin und her (mit der freien Hand oder mit Hilfe des Drehstativs,
Abb. 44), so daB die Wasserstoffblase die ganze Linge des U-
Rohres 50mal hin und 50mal zuriick durchstreicht. Um Druck-
ausgleich herbeizufiihren, drehe man gelegentlich, wenn die Gas-
blase an dem Pt-Ende steht, den Glasstopfen am anderen Ende
einmal um sich selbst, wobei eine geeignete Bohrung voriiber-
gehend Kommunikation mit der AufBlenluft herstellt. Wenn das
Kippen beendet ist und die Gasblase wieder auf der Pt-Seite
steht, zieht man den Glasstopfen heraus und befestigt die Elek-
trode an einem Stativ. JThre Flissigkeitsverbindung wird mit
einem KCl-Agarrohr hergestellt wie S.189.

Als Versuchsfliissigkeit benutze man Blutserum, als Vergleichs-
elektrode die gesittigte Kalomelelektrode als positiven Pol. Je
nach der CO,-Abgabe, die das Blutserum beim Stehen an. der
Luft schon erlitten hat, erhalt man verschiedene Werte; pp ge-
wohnlich 7,6--7,7; d.h. die Potentialdifferenz gegen die ge-
sattigte Kalomelelektrode um 0,69 Volt.

79. Ubung.
b) h-Messung im Blut?).
Fiir Blut eignet sich am einfachsten folgende Methode, welche

darauf beruht, daB Blut keine Anderung des py erfihrt, wenn
man es mit physiologischer CO,-freier NaCl-Losung verdiinnt.

1) In Anlehnung an das Prinzip von HassgrearcH, K. A.: Biochem.
Zeitschr. 49, 451. 1913; nach L. MicmAELIS: L c.

Michaelis-Rona, Physikal, Chemie. 4. Aufl. 13
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0,85proz. NaCl-Lésung wird in einem Jenaer Kolben ausgekocht
und unter VerschluB8 abgekiihlt. Mit dieser Losung wird eine
U-Elektrode wie gewohnlich gefiillt und mit der H,-Blase ver-
sehen, aber noch nicht durchgeschiittelt. Der lingere Schenkel
bleibt zur Halfte frei. Nunmehr gibt man an die Wand des frei
gebliebenen Teils einige Kornchen Hirudin (evtl. statt dessen
Heparin oder Natriumoxalat), entnimmt Blut aus der Ellbogen-
vene mit einer Spritze und fiillt das frische Blut in den leer
gebliebenen Teil des U-Rohres véllig auf, verschlieBt mit dem
Glasstopfen und schiittelt dann sofort wie gewéhnlich um. Sollte
sich ein Gerinnsel am Platin bilden, so stellt sich kein konstantes
oder ein scheinbar konstantes, falsches Potential ein.

Das Potential stellt sich auf die beschriebene Weise schnell
zur Konstanz ein. Man wiederhole die Messung der EMK nach
der Anordnung der Gaskette alle 5 Minuten so lange, bis drei
aufeinanderfolgende Ablesungen konstant bleiben.

Man erhilt fiir venoses Blut des Menschen bei 18°: 0,674 Volt
gegen die geséttigte Kalomelelektrode, entsprechend p, = 7,35.

80. Ubung.

Das Diffusionspotential an einer Membran
von Pergamentpapier?).

Ein Becherglas wird mit 0,1 n-KCl-Lésung gefiillt und in das-
selbe eine ,,Diffusionshiilse® von ScHLEICHER und ScHULL ein-
gestellt, welche 0,01 n-KC 1 enthalt.

In jede der beiden Lésungen taucht

ein Glasheber mit 3% Agar, gesattigt

mit KCl (s. S. 188). Die Enden des

Hebers sind entsprechend der Zeich-

nung Abb. 46 aufgebogen, das auf-

gebogene Ende ist frei von Agar.

Dadurch wird verhindert, daB3 das

aus dem Agar diffundierende KCl

Abb. 46. sich der Loésung beimischen und

ihre Konzentration #ndern kann.

Die anderen (in der Zeichnung abgebrochenen) Enden der Heber
sind nach unten umgebogen und tauchen je in eine Schale mit
gesittigter KCl-Losung, welche je mit einer mit KCI gesittigten
Kalomelelektrode in Verbindung steht. Der Potentialunterschied
wird durch das Kompensationsverfahren wie gewohnlich gemessen.

1) Fuarra, A.: Biochem. Zeitschr. 159, 370. 1925.
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Es ergibt sich, daf} die verdiinntere KCl-Lésung positiver ist als
die stérkere, und zwar je nach der Hilse, um 10—14 Millivolt.
Bei direkter Beriithrung wiirde das Diffusionspotential = 0 sein.
Man kann die Erscheinung so erkliaren, dafl der Durchtritt der
Anionen durch die Membranen erschwert wird, so daB3 die K-
Ionen bei der Diffusion voraneilen und der diinneren Losung eine
positivere Ladung erteilen. ,

Nimmt man statt KCl-Losungen andere Elektrolytlgsungen,
so ist ebenfalls das Potential der diinneren Losung stets etwas
positiver als es bei direkter Beriihrung wére.

81. Ubung.

Das Ditfusionspotential an ausgetrockneten
Kollodiummembranen?).

Man stelle den soeben beschriebenen Versuch an, indem man
das Pergamentpapier durch eine Kollodiummembran ersetzt,
welche auf folgende Weise hergestellt ist. Ein gréBeres Zentri-
fugiergefdl mit rundem Boden wird mit Kollodiuml6sung aus-
gegossen, dhnlich wie in der 40. Ubung, jedoch so, daB eine etwas
dickere Membran entsteht (nur aus Griinden der Festigkeit; das
Resultat hingt davon nicht ab). Diese 148t man sehr lange Zeit
(stundenlang) trocknen, ohne sie mit Wasser .in Berithrung zu
bringen, so lange, bis sie sich leicht abziehen 148t. Dann 148t
man sie mindestens 1 Tag lang an der Luft weiter trocknen,
wobei starke Schrumpfung eintritt. Dann erst wéssert man die
Hiilse einige Minuten lang und benutzt sie zum Versuch. Bei 0,1
gegen 0,01 mol. KCl-Losung ist die diinnere Losung, je nach
der Hiilse, um 45—52 Millivolt positiver. Daraus kann man
schliefen, daf die Hiilse fiir die Anionen praktisch iiberhaupt
nicht mehr durchldssig ist. Bei einem Verhiltnis der Konzen-
trationen von 1:10 hitte man in diesem Fall 57 Millivolt zu
erwarten, wenn die Aktivitdten sich ebenfalls wie 1:10 ver-
hielten. Da das Aktivitdtsverhiltnis etwas kleiner ist (etwa
1:9), so wird der Maximalwert 57 Millivolt nicht ganz erreicht.
Statt KCl kann man beliebige Salze von einwertigen Kationen
nehmen.

Ferner messe man bei gleicher Versuchsanordnung das Dif-
fusionspotential einer 0,1 n-Losung von KCl gegen eine 0,1 n-
(also gleiche Konzentration!) Losung von KCl, ebenso KCI gegen
NaCl, KCl gegen LiCl. Man findet etwa folgende Werte, welche

1) MicHAELIS, L. und Fuaita, A.: Biochem. Zeitschr. 161, 47. 1925,
13%*
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ein wenig individuell fiir verschiedene Hiilsen, aber fiir jede Hiilse
innerhalb weniger Millivolt reproduzierbar sind, z. B.:

(Das Vorzeichen bezieht sich auf die

KCl-Lésung)
0,1 n-KCl gegen 0,1 n-HCI1 -+ 85 bis -+ 100 Millivolt
0,1n- ,, ,, 0,1n-KCl 0
0,1n- ,, ,»  0,1n-NaCl — 45 bis 50
0,1 n- ,, ,, 0,1 n-LiCl ca. — 70

0,1 n-HCI gegen 0,1 n-NaCl 120 bis 140 Millivolt
(NaCl positiv).

Es ist ganz belanglos, ob man statt der Chloride irgendwelche
anderen Salze dieser Kationen benutzt, auch ist es belanglos,
ob z.B. links ein Chlorid, rechts ein Sulfat genommen wird.
Dieser Versuch zeigt, dafl die Permeabilitit der verschiedenen
Kationen sehr verschieden ist. Die Reihenfolge der Permeabilitdat
ist dieselbe wie die der Beweglichkeit bei der freien Diffusion, ndm-
lich in absteigender Reihe

H K Na Li,

aber die Unterschiede zwischen den einzelnen Kationen sind in
der Membran auBerordentlich vermehrt, so daBl die Membran
praktisch eine elektive Permeabilitdt fiir nur einige Kationenarten
hat. Man beachte ferner die Bemerkung am SchluB der 40. Ubung.

82. Ubung.
Das Membranpotential der Apfelschalel).

Von einem unverletzten Apfel wird eine kleine Scheibe ab-
geschnitten. Der Apfel (nicht die Scheibe) wird, mit der unver-
letzten Seite nach unten, in eine Petrischale gelegt, welche mit
einer flachen Schicht 0,001 mol. KCl bedeckt ist. Eine Kalomel-
elektrode taucht man in gehdriger Entfernung vom Apfelrand in
diese Losung, eine zweite Kalomelelektrode bringt man mit der
oben befindlichen Schnittfliche des Apfels in Berithrung. Man
findet eine Potentialdifferenz von ungefihr 0,09 Volt; der nega-
tive Pol ist die verletzte Seite des Apfels.

Wiederholt man den Versuch, indem man die unverletzte
Seite in 0,01 n-KCl tauchen 1iBt, so erhidlt man etwa 0,05 Volt;
und mit 0,1 n-KCl etwa 0,01 Volt.

1) Lok, Jacques und BEUTNER, R.: Biochem. Zeitschr. 41, 1. 1912;
BEUTNER, R.: Die Entstehung elektrischer Strome in lebenden Geweben.
Stuttgart 1920.
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An der Grenze der Apfelschale gegen eine KCl-Losung entsteht
also ein Potential, welches von der Konzentration der KCl-Lésung
abhéngig ist. Verhalten sich die KCl-Konzentrationen wie 1 : 10, so
erhdlt man einen Potentialunterschied, der beinahe ebenso grof3
ist wie der von zwei Kalomelelektroden, deren KCl-Konzentration
sich wie 1: 10 verhalt (d. h. welche beinahe 0,0577 Volt erreicht).

Das Potential zwischen der unverletzten Membran und der
von der Membran entbl6Bten Stelle des Apfels ist also nicht
ein in sich eindeutig definierter Wert, sondern hdngt von Natur
und Konzentration der die Membran beriihrenden Ldsung ab.
Dasselbe gilt fiir tierische Membranen, nur bleibt hier bei einer
Konzentrationsdifferenz von 1:10 die Potentialdifferenz noch
starker hinter der erwarteten von 0,0577 Volt zuriick.

83. Ubung.
Die elektrometrische Titration.

Die elektrometrische Titration einer Siure mit einer titrierten
Lauge erfilllt die Aufgabe, die Anderung der h wihrend der
Titration schrittweise zu ver- N
folgen, oder auch, die Ande-
rung des Potentials gegen eine Zum
Wasserstoffelektrode  schritt- im—»ﬂﬁ]f%;ﬂ
weise zu verfolgen.

Man benutzt dazu die in
Abb. 47 abgebildete Glocken-
elektrode. Ein glockenférmi-
ges QlasgefaBl ist nach oben
zu einem engeren Glasrohr ver-
langert, das oben einen Glas-
hahn tragt. Dicht oberhalb der
Glocke ist durch die Wand des
Glasrohres ein Platindraht ein-
geschmolzen, der tiber die un-
tere Offnung der Glocke ein
wenig hertiberragt. Das an-
dere Ende des Platindrahtes
ist von einem angeschmolzenen
Glasstutzen umgeben, in den —

Quecksilbor oingofilt st oder A0 1. Bk Himion i
statt dessen zu einer Klemm-

schraube fiihrt. Hiermit wird der ableitende Kupferdraht ver-
bunden. Die Elektrode wird wie in Abb.47 an einem Stativ
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iiber einer Porzellanschale derart befestigt, da der Glockenrand
in die zu titrierende Fliissigkeit etwas eintaucht. Uber dieser
Fliissigkeit ist ferner die Titrierblirette mit 0,1 n-NaOH an-
gebracht. Ferner taucht in die Losung noch ein KCl-Agarheber
(s. S.188) ein, der an seinem anderen Ende in gesittigter KCI

[/ e e
<
S
3
[
neulray
|
|
N
8
///
/
4 5 I3 7

< J
cem Lauge

Abb. 48. 3 ccm 0,1 n-HCl werden mit steigenden
Mengen 0,1 n-NaOH versetzt. Abszisse: ccm der

Lauge.

Ordinate: py, .

Losung steht. In diese
taucht auBerdem eine ge-
sittigte Kalomelelektrode
(s. 78. Ubung) ein.

Der Platindraht wird
vor der Benutzung auf
folgende Weise vorberei-
tet. Das etwa !/, cm iiber-
ragende Ende des Drah-
tes wird vorsichtig in
einem kleinen Flaimm-
chen schwach gegliitht und
der ganze Draht dann mit
Hilfe einer Pinzette in
eine leichte Schrauben-
windung gelegt, so daB
er kaum mehr iiberragt.
Dann befestigt man die
Elektrode iiber einer
Schale mit Platinierungs-
flussigkeit, saugt die
Glocke mit dieser voll und
platiniert den Platindraht
mit Hilfe einer aullen be-
findlichen Hilfselektrode
aus Platin. Dann wird die
Platinlosung  ausgewa-
schen, durch verdiinnte
Schwefelsdure ersetzt und
diese kathodisch polari-
siert (Platindraht wie vor-

her am negativen Pol des Akkumulators), zum Schlufl gewaschen.

Wir stellen uns nun die Aufgabe, 10 cem 0,03 n-HCl (3 cem
0,1 n-HCI 4 7 cem Wasser) mit 0,1 n-NaOH zu titrieren. Wir
fiillen die 10 ccm der Séure in die Porzellanschale, die Lauge
in die Biirette, in der Anordnung der Abb.47. Nun leitet man
einen Strom Wasserstoffgas von oben her durch die Glocke, in
der Sekunde 1—2 Blasen, etwa !/,—1 Liter, und dreht den Glas-
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hahn zu. Bei richtiger Lange des Platindrahtes gelingt es leicht,
die Gaszuleitung in einem Augenblick zu unterbrechen, wo die
Spitze des Drahtes gerade nur eben noch eintaucht. Wahrend der
Gasdurchleitung soll der Draht abwechselnd eintauchen und nicht
eintauchen in dem MafBe, wie die Glocke sich abwechselnd mit
Gas filllt und ruckweise
entleert. Hierdurch wird
gleichzeitig die genii-
gende Mischung nach
jedesmaligem Laugen-
zusatz bewirkt. Je we- 7
niger die Platinspitze

zum Schlufl eintaucht, 7
um so schneller stellt

sich das Potential ein. ¢
Man taucht nun auch

den KCl-Agarheber ein, 3
der eine moglichst feine

Spitze besitzen soll,und
liest das Potential ab.
Der positive Pol ist die
Kalomelelektrode. Wah-
rend der FKinstellung
des Potentials muf} der

73

2

Apparat ganz erschiitte- b

rungsfrei stehen. Es ge- ¢

niigt, die Einstellung auf /7

2—3 Millivolt genau ab- 9

zuwarten; die duBerste A

Genauigkeit in bezug ¢

auf endgiiltige Konstanz

ist meist nicht erfor- 4} S v = A 5 ya—

cem

derlich. Nun gibt man b 0. 3 - . -
Abb. 49. 3 ccm 0,1 n-Essigsiure werden mit 0,1 n-
z. B. 0,5 ccm Lauge zu,  Xa0H titriert. Bozeichnung wie in Abb, 48. Bei D
3 3 - ist die Ordinate gleich dem negativen Logarithmus
mischt um und wieder der Dissoziationskonstante der titrierten Sdure.
holt die Wasserstoff-

durchleitung. Die Einstellung erfordert jedesmal nur wenige Mi-
nuten; ist sie nach 15 Minuten noch nicht konstant, so ist die
Platinierung verdorben. Dann 146t man wieder eine Portion Lauge
zu usw. Die gesamte Titration erfordert etwa 2 Stunden.

Man zeichnet nun in einem Koordinatensystem auf der Ab-
szisse die Kubikzentimeter der zugesetzten Lauge, auf der Or-
dinate die Millivolt auf. Statt dessen zeichnet man besser noch
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den daraus berechneten Wert von py, auf der Ordinate auf. Das
Resultat ist im Diagramm 48 wiedergegeben. Die Kreise geben
die beobachteten Punkte wieder; sie sind durch die theoretisch
berechnete Kurve erginzt. Das Ende der Titration ist bei 3 cem
Lauge zu erwarten. Hier springt py plétzlich von 4 auf 10; d. h.
es springt plétzlich von einem Punkt, der selbst fiir Methylorange
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g 1 Z 3 % 5 5 3
Abb. 50. 3 cem 0,1 n-HCI + 3 cem 0,1 n-Essigsiure werden mit 0,1 n-NaOH titriert.
Ohne Essigsdure wiirde die Kurve sich wie « fortsetzen. W, Wendepunkt nach Aus-
titrierung der HCl, W, Wendepunkt nach Austitrierung der Essigsdure.
Sonstige Bezeichnungen wie Abb. 48 und 49.

noch sauer ist, auf einen Punkt, der sogar schon fiir Phenolphtha-
lein alkalisch ist. Man versteht hier erst richtig, warum es gleich-
giiltig ist, mit welchem dieser beiden so unahnlichen Indikatoren
man eine Mineralsdure titriert.

Titriert man Essigsiure unter gleichen Bedingungen, so er-
hilt man das Diagramm 49. Der Sprung bei der dquivalenten
Menge NaOH geht hier von pp = 7 bis p, = 10. Er liegt also
auBlerhalb des Bereichs des Methylorange und wird nur von Phe-
nolphthalein angezeigt.
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Titriert man ein Gemisch von 3 cem 0,1 n-HCI 4 3 cem 0,1 n-
Essigsdure (Abb. 50), so macht sich am Schlufl der HCI nur eine
kleine Aufbiegung bemerkbar, am Schlull der Essigsiure eine
zweite, groBere.

Titriert man ein Gemisch von HCI 4 Phosphorsédure (Abb.51),
so ist zwischen dem Ende der HCl und dem Anfang der H,PO,
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Abb. 51. 2cem 0,1 n-HCI + 2,2 cem 0,1 mol. Phosphorsiure werden mit 0,1 n-NaOH
titriert. « ist der p, Sprung, wenn das priméire Phosphat vollig gebildet ist, p derselbe

fiir das sekundire Phosphat. Die Farbenangaben beziehen sich auf die Nuance, welche
Dimethylaminoazobenzol (s. 21. Ubung) geben wiirde. Der Pfeil bedeutet den Umschlag
des Phenolphthaleins,

keine Grenze bemerkbar, weil beides starke Mineralsduren sind.
Sobald das primére Phosphat véllig ausgebildet ist, erfolgt ein
Sprung von p, = 4 bis 5 (Methylorange-Umschlag); sobald das
sekundire Salz fertig gebildet ist, ein Sprung von 8 nach 9,5
(Phenolphthalein-Umschlag). Die Bildung des tertiiren Phos-
phats ist schlecht bemerkbar.
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84. Ubung.
Bestimmung der Pufferkapazitit des Serums,

Die Saure- oder Alkalimenge, die nétig ist, um die H-Ionen-
konzentration einer Losung um einen bestimmten Betrag zu
andern, stellt ein Maf3 fiir ihre Pufferkapazitit dar.

Nach KuINERE und LruTHARDT?!) bestimmt man die Puffer-
kapazitdt des Serums, indem man die Sduremenge feststellt, die
den pg des Serums vom Ausgangspunkt auf pg = 6, dndert. Als
Ausgangspunkt nimmt man den pg des frischen Blutes, den man
nach der auf S.192 geschilderten Methode durch Messung mit
der U-Elektrode erhilt. Ist dieser Punkt bestimmt, so kann die
Titration ohne besondere Kautelen vorgenommen werden.

Ausfihrung. 5 oder 10 ccm Serum werden mit 1/, n-HCl bis
zur Erreichung eines pu von 6,0 titriert. Die Messung geschieht
am besten im Wasserstoffstrom mit einer kleinen Glockenelektrode
(vgl. S.197). Vorder letzten Messung muf} die physikalisch geloste
Kohlensdure vollstindig ausgetrieben werden. Zweckmifig geht
man dabei so vor, dal man die Elektrode bis nahe auf den Boden
des Gefifles senkt und 3—4 Minuten lang den Wasserstoff von
unten durch das Serum hindurchstromen 148t; die folgende Po-
tentialmessung wird dann mit wieder gehobener, die Oberfliche
der Losung gerade berithrender Elektrode vorgenommen. Krinks
und LEUTHARDT bezeichnen das pg-Intervall zwischen der nativen
und der als Endpunkt festgelegten H'-Konzentration als die
physiologische Moderationsbreite und verstehen unter der
physiologischen Pufferkapazitdt die Abnahme, die die Pufferkapa-
zitdt vom Ausgangspunkt bis zum Endpunkt der Moderations-
breite erfahrt.

ZahlenmiBig mift man die physiologische Pufferkapazitit,
indem man die Konzentration an 0,001 n-Siure bzw. -Lauge an-
gibt, die zur Erreichung des festgelegten pm nétig ist. Die Saure-
konzentration wird berechnet, indem man die Konzentration an
Saure angibt, die erhalten werden wiirde, wenn die zu titrierende
Losung durch reines Wasser ersetzt ware. Es wiirde also z. B. ein
Serum von pg 7,3 (der ,native” pg), das zur Erreichung eines
pe von 6,0 eine Siurekonzentration von 0,010 n verlangt, die
Pufferkapazitit 10 aufweisen. Fiir die physiologische Puffer-
kapazitit schlagen KLINKE und LEUTHARDT die Bezeichnung
CM (capacitas moderatorum) vor. In dem gegebenen Beispiel
wire die Angabe der Gr6flen, die fiir die Charakterisierung der

1) Kuivke und LevuTHARDT: Klin. Wschr. 6, 2409. 1927. Vgl. auch
KorPEL und Spiro: Biochem. Zeitschr. 65, 409. 1914.
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Losung besonders wichtig sind, des pg und der Pufferkapazitit
mit CM{3 = 10,0 gegeben.

Die Titrationskurve wird graphisch dargestellt, wobei die
Abszisse durch den nativen py gelegt wird und auf der Abszisse
die pg-Werte, auf der Ordinate die Sdurekonzentrationen auf-
getragen werden. Die Linge der Ordinate des Punktes pg = 6,0
in Einheiten 0,001 n-Saure ergibt die Pufferkapazitdt CM der
Losung. Zur Ausschaltung des Verdinnungsfehlers bei der
Titration wird nach dem Vorschlag von Moskr das Serum halb
mit Wasser verdiinnt und bei der Titration genau so viel an un-
verdiinntem Serum hinzugefiigt, wie das Volumen der zugesetzten
Séaure betrigt.

85. Ubung.
Membranpotentiale und Doxvansches Tonengleichgewicht?).

Wenn zwei Elektrolytlosungen durch eine Membran getrennt
sind und sich auf der einen Seite der Membran ein nicht diffu-
sionsfiahiges (,.kolloides‘‘) Ton befindet, welches auf der anderen
Seite der Membran fehlt, so stellt sich zwischen diesen beiden
durch die Membran getrennten Losungen ein eigenartiges Gleich-
gewicht ein. Die Anwesenheit des kolloiden Ions, welches durch
die Membran nicht durchtreten kann, verhindert, daB die Zu-
sammensetzung der beiden Losungen die gleiche wird. Das
wirklich eintretende Gleichgewicht wird durch das Zusammen-
wirken folgender Gesetze geregelt:

1. Das Gesetz der Elektroneutralitit, d. h. die Summe samt-
licher positiver Ionen muB stets gleich der Summe simtlicher
negativer Jonen sein; dies gilt fiir jede der beiden Ldsungen
einzeln. Die Gesamtsumme der Ionen mufl dagegen in der
kolloidhaltigen Loésung groBfer sein als in der anderen. Dies ist
nur moglich, wenn das Kolloidion den dquivalenten Betrag von
gleichgeladenen diffusiblen Ionen aus seiner Losung herausst68t,
oder den dquivalenten Betrag entgegengesetzter geladener diffu-
sibler Ionen in seine Losung hineinzieht, oder unter Wahrung
der Aquivalenzgesetze dies beides miteinander kombiniert.

2. Im Gleichgewicht gilt fiir alle diffusiblen Kationenarten
das Gesetz, daB die Verhiltnisse ihrer Konzentrationen in den
beiden Losungen einander gleich sind, und ferner ist das Ver-
héltnis der Konzentration der diffusiblen Anionen in den beiden
Loésungen genau das reziproke des der Kationen.

1) Doxwan, F. G.: Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 572. 1911.
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3. Ist das Verhdltnis irgendeiner Kationenart in den beiden
Losungen = 9 :1, so herrscht zwischen den beiden Losungen
eine elektrische Potentialdifferenz im Betrage von 0,058 logy
Volt, d. h. dieselbe Potentialdifferenz wie in einer Konzentrations-
kette, bei der das Verhéltnis der Tonenkonzentration an beiden
Elektroden 7p:1 ist. Wir beschreiben eine Versuchsanordnung
zur Demonstration dieser Gesetze in Anlehnung an JAcQUES LoxB?).

Ein Kollodiumsack mit eingeklebtem Gummistopfen (siehe
39. Ubung), Inhalt etwa 40 ccm, wird mit einer Losung von 1 g
Gelatine in 100 com 1/y0, n-HCl gefiillt und ein fast kapillares
Steigrohr von etwa 20 cm Linge eingesetzt. Dieses Sidckchen wird
in ein gerdumiges Becherglas von etwa 1 Liter Inhalt bis zur Hohe
des Gummistopfens eingesenkt, welches mit einer !/, n-HCI-
Losung gefiillt ist, und einen oder besser zwei Tage lang zur Ein-
stellung des Diffusionsgleichgewichtes sich selbst iiberlassen. Es

Abb. 52.

stellt sich ein osmotischer Druck von 15—20 cm Héhe ein. Danach
entfernt man das Steigrohr und ersetzt es durch ein Trichterchen.
Nun mift man zunichst die Potentialdifferenz der beiden Lo-
sungen auf folgende Weise: Der Kollodiumschlauch wird durch
geeignete Stellung (Druck auf den Boden oder gegen die Glas-
wand) etwas zusammengedriickt, so dal der Inhalt ein wenig in
den Trichter steigt. In diesen Trichter bringt man ein KCl-Agar-
rohr (Abb. 52, a), wie in der 80. Ubung, mit aufgebogener Spitze,
welches man mit Hilfe von geséttigter KCl-Losung mit einer ge-
sattigten Kalomelelektrode leitend verbindet. Ein zweites solches
Agarrohr mit aufgebogenem Ende wird in die AuBenlésung ein-
gefiihrt und zu einer zweiten Kalomelelektrode abgeleitet. Der
Potentialunterschied der beiden Elektroden wird mit Hilfe der
Kompensationsmethode genau wie oben gemessen. Es fanden

1) Lors, JacQuEs: Proteins and The Theory of Colloidal Behavior.
New York 1922.
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sich 0,017 Volt, in dem Sinne, dafl} die gelatinehaltige Ldsung
positiv ist gegen die andere.

Nunmehr bestimmt man mit Hilfe der Wasserstoffgaskette den
Ppr sowohlin der Innenldsung als auch in der AuBenlésung. Esfand
sich aullen der pg = 3,43, innen der pg = 3,76, eine Differenz
von 0,33, entsprechend einem Potentialunterschied der aus beiden
Losungen zusammengesetzten Hy-Konzentrationskette im Betrage
von 0,019 Volt. Das Membranpotential hat also innerhalb der
Fehlergrenzen denselben Betrag wie eine Wasserstoffionen-
konzentrationskette, welche mit der AuBlen- und der Innen-
I6sung angesetzt worden wire; es hat aber gleichzeitig auch den-
selben Betrag wie eine fiir Cl’-Tonen reversible Konzentrations-
kette (z. B. mit Elektroden von Hg + Kalomel), welche mit den
beiden Losungen angesetzt worden wéire.

Die Ungleichheit der Summe der gel6sten Ionen und Molekiile
in beiden Losungen bewirkt den Unterschied des osmotischen
Druckes, der sich im Steigrohr zeigte, und der ebensogut als
,,Quellungsdruck® der Gelatine bezeichnet werden konnte.

XYV. Oxydations - Reduktionspotentiale.

I. Theoretische Yorbemerkung zu den Oxydations-
Reduktions-Potentialen.

1. Definition der Oxydation und Reduktion.

Es ist bei dem heutigen Stand der Kenntnisse zweckmailBig,
die Aufnahme von Sauverstoff oder von Hydroxyl-Radikalen (nicht
aber von OH-Ionen), oder die Abgabe von Wasserstoffatomen
(nicht aber von H*-Tonen), oder die Abgabe von Elektronen als
einander dquivalente Vorgéinge zu betrachten und mit dem ge-
meinschaftlichen Namen Oxydation zu bezeichnen, und den
umgekehrten ProzeB als Reduktion. Die Unbestimmtheit in
der Definition dieser Begriffe ist begriindet durch den Umstand,
dall die mit dem primédren Prozel der Oxydation notwendiger-
weise gekoppelten weiteren Prozesse derartiger Natur sind, dafl
sich oft nicht unterscheiden laBt, welcher Prozefl primir und
welcher sekundér ist. In einzelnen Fillen ist dies zwar mdég-
lich, z. B.:

a) Die Oxydation des Himoglobins zu Oxyh&dmoglobin ist eine
reine Addition von Sauerstoff und hat nichts zu tun mit Abgabe
von Wasserstoff oder Elektronen. Solche Oxydation bezeichnet
man nach CoNaNT zweckmidBig als Oxygenation.
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b) Die Oxydation eines Ferrosalzes in saurer Lésung zu einem
Ferrisalz (z. B. vermittels Permanganats oder durch elektrolytische
Oxydation an einer Anode aus Edelmetall) ist als eine reine Ab-
gabe eines Elektrons des Ferroions zu deuten:

Fet+ —» Fettt |+ ¢,

Aber in vielen Fillen ist die Entscheidung schwierig. WIiE-
LAND vertritt die Anschauung, daB der wesentliche Vorgang bei
einer iiberwiegenden Menge von Oxydationen in der Abgabe von
Wasserstoff besteht (Dehydrogenation), z. B.

C,H,(OH), ~ CH,0, + 2H.

Hydrochinon Chinon

Summarisch betrachtet, ist diese Formulierung richtig. Aber sie
versagt, wenn man die Einzelheiten des Prozesses beriicksichtigt.
Sie 148t unerkldrt, warum Hydrochinon von Sauerstoff in alka-
lischer Losung unvergleichlich schneller oxydiert wird als in
saurer. Diese Tatsache legt die Annahme nahe, daB es iiber-
haupt nicht das Hydrochinon selbst ist, welches durch O, oxy-
diert wird, sondern sein zweiwertiges Ion, und in diesem Falle
ist die Oxydation eine Abgabe von 2 Elektronen: ‘

CH,0,~ — CH,0, + 2.

Zweiwertiges Anion Chinon

des Hydrochinons
Trotzdem kann man nicht sagen, daB WIELANDs Annahme
,falsch® sei. Denn man kann den Vorgang auch ausdriicken, in-
dem man sagt: Hydrochinon wird oxydiert, indem es erst zwei
H+*-Tonen abgibt (elektrolytische Dissoziation des Hydrochinons
in seiner Eigenschaft als Saure), und dann zwei Elektronen ab-
gibt. Da ein H*-Ton und ein Elektron zusammen mit einem
H-Atom identisch ist, ist, summarisch betrachtet, die Dehydro-
genation im WIELANDschen Sinne doch zustande gekommen.
Aber die Zerlegung dieses Prozesses in zwei Stufen hat den Vor-
teil, 1., daB sie der leichteren Oxydierbarkeit in alkalischer Losung
gerecht wird, 2., da sie eine véllige Analogie mit der Oxydation
von Fet+* zu Fet++ herstellt.

Aber nicht jede Dehydrogenation ist auf diese Weise ver-
standlich. Bernsteinsiure wird bei Gegenwart eines in vielen
Zellen vorhandenen Fermentes durch O, oder andere reduzier-
bare Substanzen zu Fumarsiure oxydiert:

COOH - CH, - CH, - COOH - COOH - CH-CH - COOH + 2H.
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Dieser Vorgang tritt aber ohne das Ferment niemals ein, auch
nicht in alkalischer Losung. Die primére Bildung eines Ions,
analog den Vorgédngen beim Hydrochinon:

COOH - CH- -CH- - COOH,

und sekundére Abgabe der Elektronen ist nicht erweisbar.

Aber nicht einmal bei der Oxydation von Ferroeisen zu Ferri-
eisen ist es sicher, dafl der primére Vorgang immer die Abgabe
eines Elektrons ist. Ferrohydroxyd wird durch Luft zu Ferri-
hydroxyd oxydiert. Der Umstand, dafl Ferroionen durch Luft
oxydiert werden, ist schon ein Hinweis darauf, dafl die Oxy-
dation hier auf einem anderen Wege verlduft als in saurer
Losung. Der Weg ist hier wahrscheinlich folgender:

Ein Fe-Atom ist imstande, auler den durch eine heteropolare
Affinitat gebundenen Radikalen [im Falle von Fe (OH), also auBler
den zwei OH-Gruppen] noch andere Molekeln oder Ionen zu bin-
den, z. B. CN, NO, SCN, Pyridin, Pyrrolkerne, und so auch O,. So
sind z. B. fiir das Kobalt komplexe Verbindungen bekannt, welche
auller NHg-Molekeln auch O, enthalten: die Oxokobaltiake. In
saurer Losung geben sie diesen O, unter stiirmischer Gasentwick-
lung sofort wieder ab. Wenn nun Fe (OH), eine solche komplexe
Verbindung mit O, geben kénnte, so ist, in Anbetracht der leichten
Oxydierbarkeit des Ferro-Eisens, leicht einzusehen, daf eine
solche Verbindung nicht besténdig ist, sondern sich intramole-
kular derart umsetzt, dal Ferro-Eisen zu Ferri-Eisen wird und
gleichzeitig O, reduziert wird, wohl zunéchst zu H,0,, welches

aber sofort weiter reduziert wird, weil — wie WIELAND ge-
zeigt hat — Ferro-Eisen von H,0, schneller oxydiert wird als
von O,.

Die verwirrende Mannigfaltigkeit der Mechanismen der ver-
schiedenen, oft zu demselben Ende fithrenden Prozesse berechtigt
daher, alle Prozesse gemeinschaftlich als Oxydationen zu be-
zeichnen, bei denen das Endprodukt mehr O, oder weniger H,
oder weniger Elektronen besitzt als das Ausgangsprodukt.

2. Die reversiblen Redoxsysteme.

Es gibt eine beschrinkte Zahl von Oxydations-Reduktions-
prozessen, welche reversibel verlaufen. Damit ist folgendes ge-
meint: Es ist méglich, eine Vorrichtung zu bauen, mit Hilfe deren
diejenige Energiemenge, welche bei der Oxydation frei wird, dazu
benutzt werden kann, um die Oxydation quantitativ wieder riick-
gangig zu machen, so dal zum Schlufi, wenn der Kreisprozel ge-
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schlossen ist, keine an dem ganzen Prozel3 irgendwie beteiligten
Stoffe irgendwelche Verdnderung erfahren haben.

Solche reversibel arbeitende Vorrichtungen lassen sich bis
heute in zwei Gruppen von Fillen bauen:

1. Bei den reinen Oxygenationen. Wenn in einem Zylinder
mit beweglichem Stempel eine Himoglobinlésung und gasférmiger
Sauerstoff vorhanden sind, so kann man den Oxydationsgrad des
Hamoglobins reversibel durch Kompression und Dilatation des
Volumens des Gasraumes &dndern.

2. Bei denjenigen Oxydationsprozessen, welche primér zweifel-
los nur in der Abgabe von Elektronen bestehen. Diese Elek-
tronen kann man in einen metallischen SchlieBungskreis ab-
leiten, so elektrischen Strom erzeugen, und nachher durch An-
wendung einer duBeren Stromquelle den ProzeB wieder riick-
géngig machen.

Als MaB fir die oxydierende oder reduzierende Kraft eines
reversiblen Systems wihlt man am einfachsten die elektrische
Potentialdifferenz einer indifferenten Elektrode (Platin oder Gold),
welche in diese Losung taucht, gegen die Normalwasserstoff-
elektrode. Das Vorzeichen wird so gewdhlt, dafl das Potential
eines stark oxydierenden Systems positiv gegen die Normalwasser-
stoffelektrode gerechnet wird. Das Potential irgendeines rever-
siblen Systems gegen die Normalwasserstoffelektrode wird weiter-
hin mit dem Symbol E; bezeichnet. Statt dessen wird daneben
mitunter folgender, von M.W. CLARKE eingefiihrter Mafistab be-
nutzt: Wenn man in der Normalwasserstoffelektrode (platiniertes
Platin in einer 1 mol. Losung von H+-Ionen, in Wasserstoffgas
von 1 Atmosphére Druck) den Druck des H,-Gases &ndert, dndert
sich auch das Potential. Andert man den Druck des H, derart,
daf3 das Potential gleich dem des zu untersuchenden Redoxsystems
gegen eine blanke Elektrode ohne Gasphase wird, so ist dieser
Druck ein MaB fiir das reduzierende Vermogen des Redoxsystems.
Der Logarithmus des reziproken Wertes dieses Drucks wird als
rH bezeichnet. Der Zusammenhang zwischen Ej und rH ist
folgender:

Ey

tH = 56206

bei 25°C, wo Ep in Volt ausgedriickt ist.

Fiir andere Temperaturen mufl der Divisor 0,0296 durch
die Hilfte der in Tabelle S. 180 angegebenen Werte fiir ¢ ersetzt
werden.
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11. Allgemeine technische Anleitungen.
a) Herstellung der Elektroden.

Als indifferente Elektroden benutzt man am besten blanke
oder vergoldete Platinelektroden. Ein kleines Stiickchen Platin-
blech wird mit einem nicht allzu dinnen Platindraht im Knall-
gasgeblidse verschweifit und der Draht in ein Glasrohr wie in
Abb. 53 eingeschmolzen, so dafB auch der Rand der
Platinplatte noch ein wenig von Glas bedeckt ist, z—— Kupferdraht
der mechanischen Festigung wegen. Das Innere
des Glasrohrs wird mit Quecksilber 2—3 c¢cm hoch #H
aufgefiillt, ein Kupferdraht hineingesteckt und der || Parafin
Rest des Glasrohres mit geschmolzenem Paraffin auf-
gefiillt. Diese Elektrode kann als blanke Platin- [|§e
elektrode unmittelbar benutzt werden. Sie kann
gelegentlich mit H,SO, oder HCl, auch mit NaOH
gereinigt werden. Um eine solche Elektrode zu ver-
golden, polarisiere man sie kathodisch (mit einer
Hilfsanode aus Platin) mit einer Stromquelle von
3—4 Volt und, mit Hilfe eines regulierbaren Wider-
standes, bei so geringer Stromstirke wie irgend
moglich, in einer Lésung von 1proz. Goldchlorid,

TE Juecksilber

Abb. 53.
der so viel KCN-Losung zugesetzt ist, dal die gelbe Elektrode.

Farbe praktisch gerade verschwunden ist. Man

reguliere den Strom etwa so, da} innerhalb einer Minute ein voll-
kommener, diinner Goldiiberzug entsteht. Nach der Vergoldung
wird die Elektrode gut gewéassert.

b) Beinigung des Stickstoffs und Wasserstoffs.

Nur in wenigen Féllen kann man in Gegenwart von Sauerstoff
arbeiten. Gewohnlich muf} das System von jeder Spur Sauerstoff
sorgfaltig befreit werden. Dies geschieht am leichtesten vermittels
permanenter Durchstromung mit gereinigtem Stickstoff. Der kéuf-
liche Bombenstickstoff mul zu diesem Zweck von den Resten Sauer-
stoff befreit werden. Dies ist zwar prinzipiell mit Hilfe mehrerer
Waschflaschen mit Pyrogallol oder Natriumhydrosulfit méglich, je-
doch sehr mithsam, beilaufenden Arbeiten kaum aufdie Dauer durch-
fithrbar. Sollte der kédufliche Stickstoff sehr unrein sein (> 1% O,),
so kann man Pyrogallol wohl zum Vorwaschen benutzen, aber
die eigentliche Reinigung geschieht am besten iiber heiem Kup-
fer im Verbrennungsofen, am besten mit elektrischer Heizung.

Abb. 54 zeigt die Anordnung des Reinigungsapparates. Man
beginne den Aufbau desselben mit der Kupferfillung. Ein passen-

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 14
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des Glasrohr aus schwer schmelzbarem Glas (z. B. Jenaer Gerite-
glas), zylindrisch, an beiden Seiten zunichst weit offen, wird mit
fein verteiltem Kupfer gefiillt, derartig, dall sich nirgends ein
durchgehender Luftkanal bilden kann, tiber den das Gas einfach
hinwegstreichen kann. Am leichtesten erreicht man dies auf
folgende Weise. Das Rohr wird abwechselnd in Strecken von je
5 cm mit gut gewickelten, dicht passenden Rollen aus feinem
Kupfernetz und Packungen von feinen Stiickchen Kupferoxyd-
draht gefiillt. Diese Drahtspine werden sorgfiltig mit einer
Messingstange zusammengestopft. Der Anfang und das Ende

Glas

De Ahotinski-
Cement

Abwechselnd Spirale aus

B8 Hg-Ventit B8 1y Vet
B

£ Kupfernetz und Packun
) c von kurzen Kupferdrahi- .
Gummischlauch spanen K pferf'o

—

Abb. 54. Schema des Apparates zur Reinigung des N, und des H, von O,. (Die relativen
GroBenverhéltnisse der einzelnen Teile sind nicht die natiirlichen.)

der Fiillung wird von je einer Kupferrolle gebildet. Nun wird
das linke Ende des Glasrohres einfach ausgezogen und das rechte
Ende derartig ausgezogen, daf3 das bei der Reduktion des Kupfer-
oxydes sich bildende Wasser nirgends Gelegenheit hat, nach der
Kondensation auBlerhalb des Ofens in das Rohr zuriickzuflieBen,
sondern immer durch den Abflufl A entleert wird. B und C sind
Quecksilberventile, ebenso A. Bei D wird an das Ende des Glas-
rohres ein diinnes Kupferrohr angeschlossen, vermittels eines
siegellackartigen Lackes, am besten de Khotinski-Zement. Dieses
Kupferrohr kann beliebig lang sein und fithrt schlieBlich zum
Elektrodengefal, Gummischliuche werden so voéllig vermieden.

Es ist sehr empfehlenswert, ein Pyrometer (Chromel-Alumel-
Thermoséule) in den Ofen zur Temperaturkontrolle einzulegen.
Eine Temperatur von 450—500° C ist auf alle Fille ausreichend,
Rotglut (700°) ist keineswegs vorteilhafter. Arbeitet man ohne
Temperaturkontrolle, so ist es recht angebracht, ein Quarzrohr
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statt des Glasrohres zu nehmen, damit auch unbeabsichtigte Rot-
gluttemperaturen ohne Schaden vertragen werden.

Zuerst reduziere man das Kupferoxyd mit Wasserstoff. Dies
erfordert einige Stunden. Man erhitzt zu diesem Zweck auf 350
bis 400° C. Da die Reaktionswiarme dieses Reduktionsprozesses
sehr grof} ist, leite man den Wasserstoff so langsam durch, daB
an der Reaktionszone niemals Rotglut entsteht. Spéaterhin redu-
ziere man das beim Gebrauch teilweise oxydierte Kupfer zur
Regeneration gelegentlich (je nach Inanspruchnahme tiglich bis
wochentlich einmal) 1/,—*/, Stunde lang, bis das Kupfer iiberall
rein metallisch glinzt. Meist verlangt der Plan der Arbeit ab-
wechselnd H, und N,, und die Regeneration des Kupfers erfolgt
dann automatisch. Diese Einrichtung ist unbeschréankt haltbar,
stets gebrauchsfertig und liefert N, oder H, von solcher Reinheit,
daB keines der dafiir zur Verfiigung stehenden Reagenzien Sauer-
stoff anzeigt, bei allen Durchstrémungsgeschwindigkeiten, die bei
diesen Arbeiten vorkommen. Die Priiffung auf O,-Freiheit wird
weiter unten gezeigt werden (vgl. S. 222).

Diese Methode ist gleich wirksam fiir

die Reinigung von N, oder von H, von O,-
Resten. Wenn man von H, zu N, iibergeht,
wasche man die blinden Enden (Queck-
silberventile), in denen das Gas stagniert,
mit N, aus. Der Dreiweghahn dient dem-
selben Zweck. Mit seiner Hilfe kann man
wahrend der N,-Durchstrémung den mit
X bezeichneten Teil des Rohres von H,
frei waschen und dann den H, Weg ganz
absperren.

¢) Elektrodengefife.

Man mache sich zum Prinzip, niemals mit
einzelnen Elektroden zu arbeiten. Nur die
Ubereinstimmung des Potentials verschie-
dener, in derselben Losung befindlicher Elek-
troden bietet Gewahr dafiir, daB Stérungen  App.s5. Halbschematische
sofort erkannt werden. Nebenstehendes Bild  Darstellung des Elektro-

gibt ein Schema eines ElektrodengefiQes. ﬁg’éﬁefiz%e%eéfﬁgungsgl das
Die Gaszuleitung erfolgt durch das “pgoacr 935 andere fort-

Kupferrohr, welches das gereinigte Gas

fithrt. Es kann in einfachster Weise (Abb. 55) véllig luftdicht

und ohne jeden der AuBlenluft ausgesetzten Gummischlauch

(Gummi ist oft merklich durchlissig fiir Sauerstoff!) an das
14*



212 Das Potential in Ferrizyankalium und Ferrozyankalium.

Glasrohr, welches in das Elektrodengefa3 hineinfithrt, ange-
schlossen werden. Eine von den verschiedenen Elektroden soll
eine platinierte Pt-Elektrode sein, mit der wahrend H,-Durch-
stromung pg gemessen werden kann. A ist ein Glasheber, gefiillt
mit KCl-geséattigtem Agar. Mit diesem wird die Briicke zur Kalo-
melelektrode hergestellt. Das in das Innere des Elektroden-
gefiBes hineinragende Ende hat zweckméBig folgende Beschaffen-
heit. Es ist mit einem (nicht zu gut) eingeschliffenen Glasstopfen
verschlossen, so daB} eine kapillare Agarverbindung bestehen bleibt.
Um ein Herausschleudern des Stopfens beim Schiitteln zu ver-
hindern, ist dieser nach oben in einen kleinen Haken verldngert,
der bei passender Drehung in eine Einbuchtung der Wand des
Glasrohres sanft eingeklemmt wird.

R ist ein beweglicher, aber luftdicht eingefiihrter Glasstab,
mit Hilfe dessen man wéhrend der Titration den anhingenden
Tropfen von der Biirettenoffnung abstreifen kann. Die Biirette B
hat ihren Hahn oben (5 cem, in 1y com graduiert).

86. Ubung.

Das Potential in einem Gemisch von Ferrizyankalium und
Ferrozyankalium.

Der chemische Vorgang an der Elektrode ist:

FellI(CN,) + ¢ = Fell(CN),—
(Ferricyanid + 1 Elektron — Ferrozyanid)

Diese Ubung kann, wenn auch nicht ganz mit demselben Grad
von Genauigkeit, aber immerhin befriedigend durchgefiihrt werden,
ohne dal man die Fliissigkeiten von O, befreit. Das Elektroden-
gefil kann vereinfacht werden und braucht nur zu enthalten:
2 blanke Platinelektroden, dann etwa noch eine vergoldete Elek-
trode, Agarbriicke (keine Biirette, keine Gaszufuhr oder -abfuhr,
keine platinierte Elektrode).

Das Potential in einem Gemisch von Kaliumferrizyanid und
Kaliumferrocyanid betragt bei 30°
[Ferrizyanid]

Epn = E, + 0,060 log [Ferrozyanid]’

wo der Faktor 0,060 fir andere Temperaturen gemifl Tabelle
S. 180 abzuéndern ist.

E, ist daher das Potential in einem Gemisch von gleichen
Mengen Ferrizyanid und Ferrozyanid. Die eckigen Klammern be-
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deuten die (thermodynamischen) Aktivitdten, nicht die Kon-
zentrationen. Da die beteiligten Ionen sehr hochwertig sind
(3- bzw. 4-wertig), ist der Aktivitiatsfaktor selbst in hohen Ver-
diinnungen merklich verschieden von 1 und individuell verschieden
fir die Ferrizyanid-Ionen und die Ferrozyanid-Ionen. Um die
Giiltigkeit der Formel zu erweisen, wenn man mit Konzentra-
tionen statt Aktivititen rechnet, mul man einen indifferenten
Elektrolyten in sehr groBem Uberschul zusetzen. Dann wird
die ,,Natur des Losungsmittels” oder die ,Jonenstirke® des
Systems im wesentlichen durch den indifferenten Elektrolyten
bestimmt, und die Aktivitit des Ferro- und Ferri-Zyankaliums
ist angenéhert ihrer Konzentration proportional. Dies zeigt fol-
gender Versuch: Alle Losungen enthalten KCl in der definitiven
Konzentration 2,00 molar. AuBlerdem enthilt (in der definitiven
Konzentration)

Kaliumferrizyanid Kaliumferrozyanid
Losung A 1/, molar /000 molar
2 B 1/1000 9 1/100 ’3
”» C 1/100 » 1/1000 I}

Um das Potential je eines solchen Gemisches zu messen, fiillt
man es in das Elektrodengefaf3 ein, taucht das freie Ende der
Agarbriicke in eine gesattigte KCI-Losung, in welche anderseits
eine Kalomelelektrode taucht. Man mifit den Potentialunterschied
und rechnet ihn auf die Normal-Wasserstoffelektrode als Bezugs-
punkt um.

Fir diese Umrechnung mufl man den Potentialunterschied
der Kalomelelektrode und der Normalwasserstoffelektrode kennen.
Diesen erfihrt man auf folgende Weise:

Man miBt den Potentialunterschied der Kalomelelektrode
gegen eine Wasserstoffelektrode (mit platiniertem Platin) in Stan-
dard-Azetat. Dieser Potentialunterschied, in der Regel um
0,517 Volt, sei = Eg;. Dann ist der Potentialunterschied der
Kalomelelektrode gegen die Normalwasserstoffelektrode, E,

E = Eg — 4,629,

wo ¢ von der Temperatur abhidngt und aus der Tabelle S. 180
zu entnehmen ist. So ist z. B. fiir Eg, = 0,5170 Volt und eine
Temperatur von 20°

Eype = 0,5170 — 4,62 - 0,0581 = 0,2486 Volt
oder fir Eg; = 0,5170 und T = 25°:
Ego = 0,5170 — 4,62 - 0,0591 = 0,2440 Volt.
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Dieses Potential mufl von dem mit Hilfe der Kalomelelektrode ge-
messenen abgezogen werden, um die Angaben auf die Normal-
wasserstoffelektrode als Bezugspunkt umzurechnen.
Bei 25° ist das Potential, bezogen auf die Normalwasserstoff-
elektrode
A 40,4938 Volt

B +04348 ,,
¢ +05517 ,,
Beobachtet Berechnet
Differenz B—C —0,1169  —0,1182
A—B -+ 0,0590 + 0,0591
A-C —0,0579 — 0,0591

Man berechne hieraus E;. Dieses E, gilt nur fir den Fall,
daB wenig von dem Redoxsystem in dem groBen Uberschuf von
2 mol. KCl gelost wird.

Um sich eine Vorstellung davon zu machen, wie stark E, in
einem System von vielwertigen Ionen von dem Gesamtelektrolyt-
gehalt abhéngt, messe man eine Reihe verschiedener Gemische,
welche alle Ferri- und Ferrozyankalium im Verhéltnis 1:1 ohne
sonstigen Zusatz enthalten, aber in wechselnden Konzentrationen.
Man erhilt folgende Potentiale:

m

o + 10,4424 Volt
T’(% +04125 ,,
o +0,3998 ,
005 +0,3813

Das Potential ist vom py in weiten Grenzen unabhéingig. Man
versetze eine der letztgenannten Loésungen mit einigen Tropfen
starker Lauge. Hierdurch wird der pg um mehrere Einheiten geén-
dert, aber das Potential nicht merklich beeinfluft.

Ein Redox-Indikator von den Eigenschaften des Ferri-Ferro-
zyanidsystems hitte einen so groflen ,,Salzfehler, da8 er als
Indikator praktisch unbrauchbar wire. Glicklicherweise sind die
Salzfehler der organischen Farbstoffsysteme ganz erheblich kleiner,
so daB sie fiir praktische Zwecke vorldufig vernachlissigt werden
kénnen. Nur unter dieser Voraussetzung hat es einen Sinn, fiir
ein Redoxsystem einen praktisch verwendbaren Wert fiir E; an-
zugeben.
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87. Ubung.
Die Chinbydron-Elektrode.

In einem Gemisch von Hydrochinon und Chinon ist der re-
versible Vorgang an der Elektrode

CH,0,+ 2¢ = CH,0,~ (1)
Chinon Zweiwertiges Ton
des Hydrochinons
(0] 0—
0 0
I |
0 O0—

Das zweiwertige Ion des Hydrochinons reagiert sofort mit den
H+-Tonen der Losung in zwei Stufen:

a) CH,0,~ + H* = CH,-OH-0,
Einwertiges Ion
des Hydrochinons

b) CH, - OH-0 + H* = C,H,(OH),.

Hydrochinon

Diese zwei Gleichungen haben nichts mit Oxydation oder
Reduktion zu tun, sondern betreffen die elektrolytische Dissozia-
tion des als zweibasische Siure funktionierenden Hydrochinon.
Aus (1) wiirde folgen
0,060 lo [Chinon]

2 g [Zweiwertige Tonen des Hydrochinons] °

2)

Der Divisor 2 rithrt daher, dal nach Gleichung (1) zwei Elektronen
an dem Elementarvorgang beteiligt sind.

Wenn wir uns auf den Fall beschrinken, dafl die Lésung sauer
oder nur sehr wenig alkalisch ist (py nicht gréfier als 7,0 oder allen-
falls 7.5), so ist das Hydrochinon fast vollig (> 99%) in undisso-
ziierter Form vorhanden, da es eine sehr schwache Siure ist. In
diesem Fall ist, nach dem Massenwirkungsgesetz, die Konzentra-
tion der zweiwertigen Hydrochinon-Ionen mit guter Annéherung
proportional der gesamten Konzentration des Hydrochinons und
dem Quadrat der Konzentration der H+-Tonen, und aus (2) wird:
0,060 Io [Chinon]

2 %8k .[Hydrochinon] [H* ]2
oder [Chinon]

Eh = Eo + 0,030 log mﬂ

Eh:Eo+

Eh:Eo+

— 0,060 log [H+],
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wo die Konstante Ej; durch Zusammenziehung von E; und
0,060

2
von dem Mengenverhdltnis Chinon : Hydrochinon, sondern auch
vom py abhingt.

Die folgende Ubung beschrinkt sich auf den Fall, daB das
Mengenverhéaltnis Chinon : Hydrochinon konstant gehalten wird.
Dies erreicht man, wenn man Chinhydron (eine kristallisierte
Molekularverbindung von 1 Mol Chinon -+ 1 Mol Hydrochinon,
welche in Losung fast vollig in ihre Komponenten zerfillt) in be-
liebiger Menge in einen Puffer von bestimmtem, beliebigem py,
aber nicht wesentlich > 7, bringt. In diesem Fall vereinfacht
sich die letzte Formel zu

By = Ej — 0,060 log [H+]
Ey = Ej + 0,060 py - (5)

1 . . . .
log % entstanden ist. Hieraus sieht man, daB E; nicht nur

oder

Der Potentialunterschied zweier Chinhydronlésungen von ver-
schiedenem pg ist also

E = 0,060 (pu, — pu,) -

Ist pm, bekannt, so kann py, berechnet werden.

Als Ubung messe man den Potentialunterschied einer Chin-
hydronelektrode gegen die Kalomelelektrode. Die Chinhydron-
elektrode wird in dem einen Fall hergestellt, indem man in das
Standardazetat (pg = 4,62) eine Messerspitze Chinhydron gibt, in
dem zweiten Fall, indem man einen Phosphatpuffer von pg = 6,81
ebenso mit Chinhydron versetzt. Je nach der Art der Kalomel-
elektrode und der Temperatur (welche sowohl in der Kalomel-
elektrode als auch in der Chinhydronelektrode bis auf einige zehntel
Grad bekannt und in beiden gleich sein muf}), wird man verschie-
dene Werte finden, aber der Unterschied beider Werte soll fiir eine
gegebene Temperatur der gleiche sein, und zwar ist, fir 20°

E = 0,0581 (6,81 — 4,62) = 0,1272 Volt

mit einer Reproduzierbarkeit oft bis auf einige Zehntel eines
Millivolts, je nach der Individualitit der Elektrode.

Nehmen wir den pg des Standardazetats (4,62) als bekannt an
und stellen uns die Aufgabe, aus E den py des anderen Puffers zu
berechnen, so ist dieser

01272 B
P = 4,62 + Gz — 4,62 + 2,19 = 6,81
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Der Faktor 0,0581 ist fiir andere Temperaturen nach Tabelle
S. 180 abzuéndern.

Ist der Potentialunterschied der unbekannten Lésung gegen
die Kalomelelektrode grofler als der Potentialunterschied des
Standardazetats gegen die Kalomelelektrode, so muBl das zweite
Glied addiert werden; ist er kleiner, muBl es subtrahiert
werden.

Es wird empfohlen, die pg-Bestimmung mit der Chinhydron-
elektrode immer nach diesem Schema auszufiihren und nicht das
Ej der Gleichung (5) ein fiir allemal zu bestimmen.

Es wird im allgemeinen angegeben, daBl fiir die Chin-
hydronelektrode die Austreibung des in der Losung gelGsten
Sauerstoffs durch N,-Durchstrémung nicht erforderlich sei. Im
allgemeinen ist dies recht befriedigend zutreffend. Aber eine
wirkliche Genauigkeit erhélt man bei zahlreichen Elektroden
doch erst nach Austreibung des O,. In diesem Fall geht jedoch
der Vorteil der Chinhydronelektrode gegen die Wasserstoff-
elektrode — daBl man nicht mit Gasen zu arbeiten braucht —
verloren.

Alle mit der Chinhydronelektrode abgelesenen Potentiale
andern sich mit der Zeit infolge sekunddrer Reaktionen, nicht
nur in alkalischen Losungen, wo sie bis zur Unbrauchbarkeit un-
bestandig sind. Am besten verfahrt man derart, dal man sehr
fein zerriebenes Chinhydron in nicht zu kleiner Menge in die Losung
bringt, gut umschiittelt, die Einstellung des Potentials kurze Zeit
abwartet und das Potential benutzt, welches sich fiir einige Zeit
(10—30 Minuten) als konstant erweist. Nicht selten zeigen ver-
schiedene, in demselben GefiaB befindliche Elektroden etwas ab-
weichende Werte, gleichsam, als ob das E, der Gleichung (5) in-
dividuell wire. Dies ist natiirlich thermodynamisch unmdéglich.
Die wahre Ursache kann nur sein, daB an der Elektrode aufler
der reversiblen Reaktion, auf der die Theorie basiert ist, noch eine
irreversible Reaktion daneben verliuft. Man erkennt das auch
an den allméhlich eintretenden Verfirbungen. Wesentlich ist es,
mit einem guten Chrinhydronprédparat zu arbeiten. Man kann es
aus heilem Wasser (aber keineswegs heifier als 60—65° C!) um-
kristallisieren.

Eine Anordnung fir eine Kalomel-Chinhydronkette zeigt
Abb. 56.

Ein einfaches Modell einer Chinhydronelektrode fiir kleine
Fliissigkeitsmengen ist aus Abb. 57 ersichtlich. Die Flussigkeit
wird mit Chinhydron versetzt und vermittels des Gummi-
schlauches in das Gefdl eingesaugt. Das untere, offene Ende
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wird unter gesittigte KCl-Losung getaucht, wodurch die Fliissig-
keitsbriicke hergestellt wird. Dieser Form kann man beliebig
kleine Dimensionen geben.

Die Chinhydronelektrode hat noch einen anderen als bloB3
technischen Vorteil. Die gewohnliche Wasserstoffelektrode ist

ein starkes Reduktionsmittel. Leicht reduzierbare Substanzen,
wie Farbstoffe, ungesittigte Verbindungen u. dgl., werden daher

durch die gewchnliche

Abb. 57, Einfache Form einer
Mikro-Chinhydronelektrode.

Wasserstoffelektrode verdndert. In
solchem Fall stellt sich kein bestimm-
tes Potential ein. Die Chinhydron-
elektrode ist aber &Aquivalent einer
H,-Elektrode von so ungeheuer nie-
drigem H,-Druck, daB sie nicht redu-
zierend wirkt. Daher kann man mit
ihr den pp in solchen Flissigkeiten un-
gehindert messen. Als Ubung messe
man den py in einer 0,01 n-Losung
von Pikrinsdure, was mit der ge-
wohnlichen Hy-Elektrode nicht mdég-
lich ist.

Fir stark alkalische Loésungen
(pa > 9) eignet sich die Methode
nicht. In diesem Fall wird durch
die Dissoziation des Hydrochinons

(welches eine schwache Sdure ist) das Mengenverhiltnis von
Chinon zu (undissoziiertem) Hydrochinon in komplizierter Weise
verdndert, auch wird das Hydrochinon bei Gegenwart von O, in
alkalischer Losung zu Chinon und zu stark gefirbten Merichi-

nonen oxydiert.
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88. Ubung.

Reduktive Titration eines reversiblen Farbstoffes mit
Natriumthiosulfat (Na.S20s).

Am geeignetsten hierfiir ist ein Farbstoff von nicht allzu nega-
tivem Potentialbereich, etwa Phenolindophenol oder eines Cl-
oder Br-Derivats eines einfachen oder sulfonierten Indophenols?).
Bei Farbstoffen von negativerem Potentialbereich ist das Ende
der Titration nicht sehr scharf, weil selbst ein UberschuB von
Na,8;0, das Potential nur bis zu einem gewissen (nicht sehr genau
definierten und reproduzierbaren) negativen Bereich bringt.

In das Elektrodengefafl werden 20 ccm eines Puffers von pgy
zwischen 8 und 9 (am besten Veronalpuffer, keinesfalls aber Borat,
das Komplexe mit dem Farbstoff gibt) eingefiillt und 10 bis
15 mg des Farbstoffes darin gelost?). Die Biirette (Abb. 55) wird
mit einer ganz frisch bereiteten Losung von Natriumthiosulfat
(nicht zu verwechseln mit Natriumbisulfit, NaHSO,) gefiillt. Einige
cg desselben werden in 10 cem Wasser gelost und sofort in die
Biirette gefiilllt. Den Titer der Losung festzustellen, ist nicht
nétig. Der O, des Wassers wird von selbst verbraucht, Durch-
strémung der Thiosulfatlésung mit N, ist daher iiberflissig. Der
Titer dieser Losung bleibt fiir die Dauer des Versuches, aber nicht
viel langer, konstant.

Die gepufferte Farbstofflssung wird mindestens 1/, Stunde
mit N,, anfangs lebhaft (etwa 100 ccm Gas pro Minute), spater
langsamer, durchstromt. Die gefiillte Biirette wird am zweck-
méBigsten erst jetzt eingesteckt. Man setze wahrend des ganzen
Versuches die Durchstrémung mit N, mit méiBiger Geschwin-
digkeit fort und messe das Potential an den verschiedenen Elek-
troden einzeln. Solange noch kein Reduktionsmittel zugesetzt
ist, nimmt das Potential keinen ganz scharfen Wert an, auch
pflegen die Elektroden nicht gut miteinander iibereinzustimmen.
Wenn das Potential einen einigermaBen bestindigen Wert an-
genommen hat, beginne man die Titration, erst in sehr kleinen
Stufen, dann in gréBeren Stufen, zum Schlufl wieder in méglichst
kleinen Stufen zur genauen Bestimmung des Endpunktes. Nach
dem jedesmaligen Zusatz des Thiosulfats schiittle man sehr gut

1) Im Handel sind ziemlich reine Préparate erhiltlich von o-Kresol-
Indophenol, o-Chlor-Phenol-Indophenol, 1-Naphthol-2-Sulfonat-Indo-
phenol, auch Phenol-Indophenol.

?) pu 8 bis 9 wird empfohlen, weil die Indophenole bei kleinerem pg
wenig gefdrbt und schlecht haltbar sind.
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um und verfolge die Einstellung des Potentials. Dieses stellt sich
fast augenblicklich auf einen konstanten Wert ein, und alle
blanken Elektroden (Pt oder Au) sollen innerhalb eines Millivolts
oder sogar besser iibereinstimmen. Gegen das Ende der Titration
andert sich das Potential in einer steileren Kurve, und von nun
an titriere man in moglichst kleinen Schritten weiter, bis die Kurve
sprunghaft steil wird. In diesem

+,ZJV” Gebiet stimmen die Elektroden
oft nicht mehr so gut iiberein.

+50 ! Man stelle den Verlauf der

/ Kurve nach dem Schema Abb. 58

graphisch dar.

Deutung der Kurve.
Die gesamte Menge des Farb-

~50 stoffes, gemessen in willkiirlichen
Einheiten, ist gleich den Ab-
szisseneinheiten vom Anfang der
Kurve bis zum Sprung des Po-
- 700 7 5 T tentials. Diese Menge sei = a.

Das Ende ist bis auf etwa 2—3%

Beispiel einer Titrationskurve.

Abb. 58. Gallocyanin, mit Palladium-H,
reduziert, dann mit Chinon titriert, bei
25,0°, py 7,390 (Phosphatpuffer). Ab-
szisse: cem Chinonlosung. Ordinate:
Potential in Millivolts, bezogen auf die
n-Wasserstoff-Elektrode (das Potential
gegen die gesittigte Kalomelelektrode,
das direkt gemessen wird, ist je nach
der Temperatur um 245—250 Millivolt
negativer).

des gesamten Wertes genau an-
gebbar. Das Potential, welches
der Mitte zwischen dem Anfang
und Ende dieses Abszissenstiickes
entspricht, ist das Potential E’
einer Mischung des oxydierten
und des reduzierten Farbstoffes

im Verhéltnis 1:1, bei dem pg
des gegebenen Puffers. Der py kann wihrend der Titration als
konstant angenommen werden. Dann ist der Verlauf der Kurve
bestimmt durch die Gleichung

0,060 110 a—x
2 og x

E=F +

wo je nach der Temperatur der Faktor 0,060 abgeidndert werden
muB. Man konstruiere diese Kurve und beobachte, wie die ab-
gelesenen Werte sich ihr anpassen. Die Ubereinstimmung soll,
abgesehen von dem allerersten und allerletzten Stiick der Kurve,
auf mindestens 1 Millivolt genau sein; meistens ist sie besser.
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89. Ubung.
Oxydative Titration eines Leukofarbstoffes?).

Dies ist die eleganteste Methode fiir die Charakterisierung
eines Farbstoffes. Als Farbstoff wihle man z. B. Indigokarmin
(Indigodisulfosdure) oder Indigotetrasulfosdure oder Gallophenin.
Die Methode hat u.a. den Vorteil, da man den py vor der
Titration direkt messen kann.

20 ccm eines Puffers (Azetat, Phosphat, Veronal) zwischen
Pu 4 und 10 werden mit 10—15 mg des Farbstoffes versetzt, in
das Elektrodengefal eingefiillt und etwa 0,3 ccm einer wisserigen
Lésung von kolloidalem Palladium nach NacuT-PAHL zugesetzt
(1 g auf 1 Liter Wasser). Die Biirette wird mit einer 4—5fach
verdiinnten, kalt-gesittigten Losung mit Chinon versetzt, welche
von O, befreit ist. Dies kann man am einfachsten durch kurzes
Aufkochen erreichen, oder auch durch Durchstrémung mit reinem
N,. Man benutze das Elektrodengefal Abb. 55 und leite zunichst
Wasserstoff durch, bis der Farbstoff vollig entfarbt ist. Sollte
dies zu lange dauern, so gebe man noch einige 1/;, ccm Palladium
dazu.

Nun setze man die H,-Durchstrémung mit kleiner Geschwin-
digkeit so lange fort, bis die platinierte Pt-Elektrode ein konstantes
Potential angenommen hat. Aus diesem wird der py berechnet?).

Jetzt werden die Hihne des Gasapparates auf N, umgestellt
und so lange N, durchgestromt, bis das Potential der platinierten
Elektrode um etwa 80—100 Millivolt positiver geworden ist.
Die Farbe des Leukofarbstoffes (rein gelb bei den Indigoderivaten,
farblos in vielen anderen Féllen) mufl durchaus unverdndert
bleiben. Jede Spur O, im N, verrdt sich durch Auftreten der
Farbe des oxydierten Farbstoffes. Nunmehr beachte man die
platinierte Elektrode nicht weiter (sie hinkt in ihrer Einstellung
wahrend der Titration zu stark nach) und beobachte nur noch
die blanken Elektroden, zwei aus Pt, von denen eine vergoldet
ist. Nun beginnt man die Titration wie in der vorigen Ubung.

Die Konzentration des Chinons ist am giinstigsten, wenn man
zwischen 1 und 3 cem zur Titration verbraucht.

Wenn der Wasserstoff noch nicht vollstindig durch Stickstoff
verdrangt war, als der erste Tropfen Oxydationsmittel zugesetzt

1) Micuagus, L. und Eacre, H: J. of biol. Chem. 8%, 713. 1930.

2} Es kann leicht vorkommen, daf3 die Biirette jetzt eine kleine Luft-
blase an der unteren Spitze hat. In diesem Fall lasse man etwas Chinon
ab und setze die Hy-Durchleitung kurze Zeit fort, bis der dadurch oxydierte
Farbstotf wieder véllig reduziert ist.
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wurde, so geht die durch die Oxydation erzeugte Farbe nach
einigen Minuten wieder zuriick. Wenn die Farbe sich beliebig
lange hilt, so war die Austreibung des H, ausreichend.

Bei dieser Gelegenheit soll die Priifungsmethode des N, auf
Freiheit von O, nachgeholt werden. Wenn die erste Portion
des Oxydationsmittels bei dieser Titration zugesetzt ist, bildet
die Losung ein System, welches einerseits schon ein scharf defi-
niertes Potential zeigt, andererseits sehr empfindlich fiir freien
0, ist. Der Nachweis von O,-Spuren kann dadurch erbracht
werden, daB das nach kurzer Zeit vorldufig konstant gewordene
Potential auch bei stundenlanger Durchleitung des Stickstoffes
nicht positiver wird. Jede Spur O, oder jede Undichtigkeit des
Verschlusses des TitrationsgefdBes oder in dem Gasleitungssystem
kann hiermit entdeckt werden. Genauer gesagt, durch diese Probe
wird bewiesen, daf3 der N, nur noch so kleine Spuren O, enthilt,
daB die Geschwindigkeit der Oxydation des reduzierten Farb-
stoffes durch diesen O, unmefBbar klein geworden ist. Das aber
ist die Bedingung, welche man erfiillt wissen will. Der O,-Gehalt
eines solchen gereinigten N, mag auf <C1/;000% O, geschitzt
werden.

Aus der erhaltenen Titrationskurve (vgl. Abb. 58) kénnen fol-
gende Schliisse gezogen werden:

1. Die angewandte Farbstoffmenge ist in ihrer Menge dqui-
valent 3,1 ccm der angewandten Chinonlésung.

2. Das Potential bei 1,56 ccm Chinon (der Hélfte des vollen
Aquivalents) ist das Potential, welches als charakteristisch fiir
diesen Farbstoff bei diesem ppg betrachtet wird. Es betrigt
Ej, = —-0,007 Volt.

3. Es kann aus der Kurve entnommen werden, ob die oxydierte
und die reduzierte Form des Farbstoffes sich um ein oder zwei
Elektronen (oder Wasserstoffatome) unterscheiden. Der Verlauf
der Kurve muf} ndmlich sein
00591 B x

n B3l _x’

E = —0,007 -+

wenn x die Menge der Chinonlésung in Kubikzentimeter ist.
Man konstruiere diese Kurve fiir n = 1 und fiir n = 2. Die
experimentelle Kurve entspricht n = 2. Fiir n =1 wiirde sie
steiler verlaufen.

4. Die Tatsache, dal die Kurve dem theoretischen Verlauf
durchweg folgt, beweist, daB der Farbstoff rein war, in dem
Sinne, daB er keinen anderen Farbstoff, wenigstens keinen Farb-
stoff mit einem anderen Ej, beigemengt enthielt.
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Kritik dieses Versuches.

Der zweite Punkt der Kurve weicht um einige Millivolt vom
theoretischen Wert ab. Dies fallt nicht ins Gewicht,

1. weil die Einstellung des Potential ganz am Anfang und
ganz am Ende der Kurve nicht so zuverlissig ist. Hier kommen
merklichere Abweichungen der verschiedenen Elektroden von-
einander vor. Die Beschwerung oder Redox-Pufferung des
Systems ist hier ungeniigend, weil das Mengenverhdltnis der
oxydierten und der reduzierten Stufe extrem grof3 oder klein ist.

. 2. Hierzu kommt noch, daf die zugefiigte Menge der Chinon-
16sung bei diesem Punkt so klein ist (ca. 0,1 cem), daB ein kleiner
Ablesungsfehler an der Biirette einen groflen EinfluB auf das
Resultat hat.

3. Man wird theoretisch erwarten, dafl bei Fortsetzung der
Titration tiber den gezeichneten Endpunkt das Potential steil in
das viel positivere Bereich des Chinon-Hydrochinonsystems
springt. Wenn man aber weiter titriert, sind die Potentiale iiber-
haupt nicht sehr bestédndig. Sie springen zunéchst in der Tat
hoch ins Positive, kehren aber beim Abwarten oft allmahlich
wieder in negativere Bereiche zuriick, ohne scharfe definitive
Werte anzunehmen. Die Ursache ist, daB die oxydierte Form
des Farbstoffes durch den Uberschufl des Oxydationsmittels lang-
sam und irreversibel weiter oxydiert wird. Diese Erscheinung ist
ganz verschieden, je nach der Natur des Farbstoffes und des Oxy-
dationsmittels. Der Versuch wurde deshalb nach Eintritt des
Potentialsprunges nicht weiter beriicksichtigt.

90. Ubung.

Das seheinbare Reduktionspotential in nicht reversiblen
Systemen, wie Organextrakte, Cystein, Zucker.

Organextrakte und Gewebsfliissigkeiten enthalten oxydier-
bare Substanzen. Diese Oxydationen verlaufen im allgemeinen
nicht reversibel. Bei irreversiblen Oxydationen kann man zwei
Fille unterscheiden. Entweder hat die oxydierbare Substanz
iberbaupt keinen potentialbestimmenden Einflufl auf die Platin-
elektrode (z. B. Aldehyde), oder sie hat einen deutlichen Einflufl
auf das Potential der Elektrode. Aber dieses Potential wird nicht
durch das Mengenverbéltnis der oxydierten und reduzierten Stufe
bestimmt, sondern héngt oft nur von der Konzentration der
reduzierten Stufe ab, ferner stellt sich das Potential sehr langsam
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ein, es erreicht nur sehr schwer oder itberhaupt nicht einen defi-
nitiven, stationdren Wert, und die individuellen Abweichungen
verschiedener Elektroden sind meist viel gréBer. Man kénnte
sagen: solche reduzierenden Substanzen haben zwar die Ten-
denz, an die Platinelektrode Wasserstoffatome abzugeben, aber
es entsteht kein Gleichgewicht im thermodynamischen Sinne,
sondern im besten Fall ein scheinbares Gleichgewicht infolge
fortschreitender Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit.
Wenn man ein solches Potential als angendhertes MaB fiir das
reduzierende Vermdégen eines Systems benutzt, so muBl man sich
dariiber klar sein, dal} dieses Ma nicht thermodynamisch be-
griindet ist und nichts mit der freien Energie des Systems zu
tun hat.

Vielfach spricht man auch von dem Reduktionspotential von
solchen Systemen selbst bei Gegenwart von Sauerstoff (aerobes
und anaerobes Reduktionspotential). Gegenwart von O, hat zwei
Folgen: erstens hat Sauerstoff an sich an der Metallelektrode
einen, wenn auch nicht gut reproduzierbaren Einflufl auf das
Potential. Zweitens verdndert O, langsam den Zustand des Sy-
stems, indem es als Oxydationsmittel wirkt. Das bei Anwesenheit
von Sauerstoff abgelesene Potential hat daher gewill keinerlei
thermodynamische Bedeutung.

Als Ubung fiir die Beobachtung eines solchen Potentials werde
empfohlen: ein Extrakt zerriebener Leber (frisch oder gekocht)
in Phosphatpuffer von pg = 7,3; oder eine Loésung von Zystein-
chlorhydrat (0,01 molar) in irgendeinem Puffer zwischen pg 4
und 8; oder eine 1proz. Losung von Glukose in einem Puffer von
pr 8—12. Gemeinschaftlich fiir diese Félle ist, dal auch nach
Austreibung der Luft das Potential sich sehr langsam einstellt,
oft nach Stunden noch nicht ganz konstant ist. Verschiedene
Elektroden stimmen oft viel schlechter tiberein als bei reversiblen
Systemen. Setzt man etwas Oxydationsmittel (z. B. Ferrizyan-
kalium) zu, so wird das Potential zunédchst stark nach der posi-
tiven Richtung verschoben, kehrt aber allméhlich oft fast auf den
urspriinglichen Wert zuriick. Das Potential bei Zystein hingt
angendhert logarithmisch von der Konzentration des Zysteins
und der H-Tonenkonzentration ab, wird aber durch Anwesenheit
oder Menge der oxydierten Stufe, des Zystins, nicht beeinfluflt.
Man erreicht oft sehr negative Werte des Potentials, jedoch ist
eine zahlenmiBige Angabe als Modell fiir den Praktikanten nicht
angebracht.
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XYVI. Reaktionskinetik.

Um einen Einblick in reaktionskinetische Methoden zu erhalten,
geben wir zunéichst zwei wirklich ausgefiihrte Versuchsbeispiele
mit allen ihren Fehlern und betrachten die Resultate theoretisch
und auch besonders kritisch auf die infolge der Versuchsfehler
zu erwartenden und wirklich vorhandenen Abweichungen von
der Theorie.

91. Ubung.
Die Sdurespaltung des Rohrzuckers.

20 g Rohrzucker werden zu einem Volumen von 200 cem in
destilliertem Wasser gelost und in einem 500 ccm fassenden
Kolben in ein grofiles Wasserbad von Zimmertemperatur gestellt.
In einem zweiten ebensolchen Kolben werden 200 ccm 4,0 n-Salz-
siure gebracht und ebenfalls ins Wasserbad gestellt. Wahrend
der warmen Sommermonate empfiehlt es sich, die Halfte dieser
Sdurekonzentration zu nehmen. Die Temperatur des Wasser-
bades wird genau festgestellt und wihrend der ganzen Versuchs-
dauer mindestens innerhalb 0,1° konstant gehalten. Nachdem
die Temperatur sich iiberall ausgeglichen hat, wird der Inhalt
beider Kolben vermischt, der Zeitpunkt notiert und so schnell
wie moglich mit einer Pipette eine Probe entnommen, in ein
Polarisationsrohr gefiillt und sofort im Polarisationsapparat ab-
gelesen. Es werden innerhalb von 1—2 Minuten 5—6 Ablesungen
gemacht, bei jeder einzelnen Ablesung die Zeit notiert und dann
sowohl von der Zeit als auch von den Ablesungen das Mittel
genommen. In Abstinden von 20—30 Minuten werden weitere
Entnahmen gemacht und in derselben Weise abgelesen. Die
Ablesungen werden mit Riicksicht auf die etwa fehlerhafte Null-
stellung des Apparates korrigiert.

Die Drehung fir die Zeit der Vermischung wird durch eine
Extrapolation ermittelt. Zwischen Ablesung 2 und 3 hat eine
Drehungsénderung von 0,25° stattgefunden, pro Minute also
0,10°. Daraus schlieBen wir, dal 2 Minuten vor der Entnahme 2
die Drehung um 0,20° gréBer gewesen wire und setzen den An-
fangswert = 6,55°. Berechnen wir zwischen der Entnahme 2
und 4 die Drehungsabnahme pro Minute, so ergibt sich 0,091°.
In diesem Fall wiirde die Extrapolation auf die Zeit 0 zu dem
Anfangswert 6,53 fithren. Zwischen weiteren Zeitrdumen diirfen
wir die mittlere Drehungsabnahme pro Minute nicht mehr be-
rechnen, weil ja hierbei die Voraussetzung gemacht wurde, dal

Michaelis-Rona, Physikal. Chemie. 4. Aufl. 15
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die Geschwindigkeit im Laufe der Zeit sich nicht dndert. Fiir so
kurze Zeiten kénnen wir allerdings die Geschwindigkeit als gleich-
formig betrachten und legen der aus dem groéBeren Zeitintervall
berechneten Extrapolation den gréfleren Wert bei, zumal sie sich
von der anderen nur sehr wenig unterscheidet. Wir setzen also
als Anfangswert 6,53 und klammern ihn in der Tabelle ein, zum
Zeichen, daf} er nicht direkt beobachtet ist.
Es ergab sich in einem Fall folgendes Resultat:

Tabelle 11).

N Zeit i: Min. Drehung in Graden Drehungiabnahme ( ko = %
1 0 [6,53] 0

2 2 6,35 0,18 0,0900
3 45 6,10 0,43 0,0955
4 25,0 4,26 2,27 0,0908
5 41,5 3,05 3,48 0,0838
6 68,5 1,64 4,89 0,0714
7 98,5 0,65 5,88 0,0598
8 128,5 — 0,23 6,76 0,0526
9 149,5 — 0,60 7,13 0,0477

10 24 Std. —2,19 \ 8,72 | —

Wir wollen nun die ,,Reaktionsordnung‘ des Prozesses fest-
stellen. Wir setzen als bekannt nur voraus, dafl bei geniigend
langer Zeit die Inversion des Rohrzuckers vollkommen ist, d. h.
daB das definitive Gleichgewicht zwischen Saccharose zu Invert-
zucker derart ist, daBl keine meBbare Menge Saccharose neben
Invertzucker iibrigbleibt. Unter dieser Bedingung sind die ein-
fachsten Moglichkeiten des Reaktionsverlaufes:

1. Der lineare Verlauf oder die Reaktion nullter Ord-
nung. Die in jedem Augenblick verschwindende Rohrzucker-
menge ist unabhingig von der jeweils noch vorhandenen Rohr-
zuckermenge; in gleichen Zeiten verschwinden gleiche Mengen
Rohrzucker:

x=ky+t.

x bedeutet die zur Zeit t verschwundene Rohrzuckermenge
oder die zur Zeit t gebildete Invertzuckermenge. k, ist ein Pro-
portionalitiatsfaktor, welcher von der Anfangsmenge des Rohr-

1) Die Ablesungen wurden aus #uBeren Griinden in einem 18,94 cm
langen Rohr gemacht. Sie sind so angegeben, wie sie gemacht wurden.
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zuckers unabhéingig ist. Dagegen kann k;, von der Temperatur,
von der HCl-Konzentration (und anderen Einfliissen) abhingen,
die sich in unserem Versuch aber nicht duBlern kénnen, da wir
Temperatur und HCl-Konzentration konstant halten. Wenn der
Reaktionsverlauf dieser ist, so ist

X
7 =k

Hier kénnen wir x in beliebigen MaBeinheiten messen; das
hat nur Einflul auf den absoluten Wert von k,. Wir werden
also x einfach durch die Drehungsabnahme ausdriicken, welche
der Menge des verschwundenen Rohrzuckers (und des gebildeten
Invertzuckers) proportional sein muBl. Die 3. Spalte der Ta-
belle 1 ist also x. Wir finden nun fiir die verschiedenen Ent-
nahmen die in der letzten Spalte notierten Werte fir k,.

Wir sehen, dal x/t nicht konstant ist, sondern mit fortschrei-
tender Zeit abnimmt. Die Reaktion verlduft also nicht linear?).

2. Die unimolekulare Reaktion oder Reaktion erster
Ordnung. Die in jedem Augenblick verschwindende Rohr-
zuckermenge ist ein ganz bestimmter Bruchteil der jeweils noch
vorhandenen Rohrzuckermenge. Diese Annahme ist durch die
Differentialgleichung

((11—!; =k, (a —x),

wo x wieder die zur Zeit t verschwundene Menge Rohrzucker
(oder gebildete Menge Invertzucker), und a die Anfangsmenge
des Rohrzuckers bedeutet. Integriert lautet die Gleichung:

1 .10
?-log

a
a—X

== 0,4343 -k, = k.

Hier kommt zwar im Gegensatz zum linearen Reaktions-

verlauf die Anfangsmenge a vor, aber nur in Form des Bruches

a
a —
und x messen. Wir wollen beide wieder in Graden Drehungs-
#nderung messen. a ist dann die gesamte durchlaufene Drehung;
also nicht die Anfangsdrehung allein, sondern dazu noch der
Betrag der Linksdrehung zum Schluf,

a ist also = 6,53 - 2,19 = 8,72 .

Es ist daher gleichgiiltig, in welcher MaBeinheit wir a

1) Ein Beispiel fiir den linearen Verlauf einer (fermentativen) Spaltung
gibt Ubung 94.
15*
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Wenn eine Sacharoselésung die Drehung m hat, so hat sie
nach vollstindiger Inversion die Drehung —0,31 bis —0,32-m.
Dieser Faktor ist von der Temperatur und auch von der Kon-
zentration des Zuckers ziemlich stark abhiéngig. Legen wir 0,32
der Rechnung zugrunde, so hitte sich als SchluBldrehung ergeben
miissen —2,09°, ein Wert, der in Anbetracht der erwidhnten
Unsicherheit mit der Beobachtung (—2,19°) befriedigend {iber-
einstimmt. Wir legen der Rechnung die wirklich beobachtete
Schluldrehung zugrunde.

Auf diese Weise ist die folgende Tabelle berechnet.

a =8,72. loga = 0,941.
a
t X a-x log (a —x) logafx %-loga_x =k

0 0 8,72 0,941 — —
2 0,18 8,54 0,931 0,010 0,00500
45 | 043 8,29 0,919 0,022 0,00488
25,0 2,27 6,45 0,810 0,131 0,00524
41,5 3,48 5,24 0,719 0,222 0,00535
68,5 4,89 3,83 0,538 0,358 0,00523
98,5 5,88 2,84 0,453 0,488 0,00500
128,5 6,76 1,96 0,292 0,649 0,00503
149.5 7,13 | 1,59 0,201 0,740 0,00495

Im Mittel ky = 0,00508

Wir sehen, daBl die Ausdriicke der letzten Spalten annidhernd
konstant sind und finden somit zundchst angendhert, daff die
Annahme des unimolekularen Verlaufs zutreffend ist. Um dies
noch genauer zu entscheiden, verfahren wir folgendermaflen:
Wir nehmen aus den verschiedenen k-Werten das arithmetische
Mittel; es sei = ky, = 0,00508. Nun rechnen wir aus, wie grof3
fiir ein solches ky, bei jedem Wert von t der Wert (a — x) hétte
sein miissen. Wir benutzen dazu die letzte Gleichung in der
Umformung log (a — x) = loga — kt.

Die Abweichungen der beobachteten und berechneten Werte
betragen in keinem Falle mehr als einige hundertstel Grade und
liegen somit innerhalb der Fehlergrenzen. DaBl auch die Be-
obachtung nach 2 und nach 4,5 Minuten so gut stimmen, ist ein
Zufall. Bei der Kleinheit der Umsitze, der Ungenauigkeit der
Zeitbestimmungen fiir so kleine Intervalle wéren hier auch gréBere
Unstimmigkeiten ertrdglich gewesen.
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Diese Rechnung zeigt folgende Tabelle.

kn = 0,00508. loga = 0,941,
Differenz zwischen
b K-t iof)g (alimlf) ber“tﬂ,ch)ilet | beo%ac}}iltet (% (;ré{éht;l%%b?;héig dlglld
0 — 0,941 [8,72] 8,72 —
2,0 0,0102 0,931 8,53 8,54 -+ 0,01
45| 0,0229 0,918 828 | 8,29 +0,01
250| 0,127 0,814 6,52 | 645 —0,07
41,5| 0,218 0,723 5,29 5,24 —0,05
68,5 0,348 0,593 392 | 3,83 0,09
98,5 0,500 0,441 276 | 2,4 40,08
128,5| 0,653 0,288 1,94 1,96 -+0,02
149,5; 0,760 0,181 1,52 1,59 + 0,07

Sieht man von den ersten beiden unsicheren Werten ab, so
scheint sich ein leichter ,,Gang‘ der Konstanten bemerkbar zu
machen. Die Abweichungen sind erst alle negativ, dann alle
positiv, wihrend ein ungeordnetes Pendeln um einen Mittelwert
erwartet werden sollte. Die Abweichungen sind zwar klein, aber
es ist “immerhin auffillig. Haben wir deshalb ein Recht, diesem
Umstand eine sachliche Bedeutung beizulegen? Das ist nicht
der Fall. Der Wert fiir a, der der ganzen Rechnung zugrunde
liegt, ist durch eine Extrapolation entstanden und trigt eine
etwas groBere Unsicherheit in sich als die anderen Zahlen.
Setzen wir a nur um 0,02° kleiner an, was durchaus im Bereich
der Fehlergrenzen liegt, so hat das auf die ganze Rechnung einen
derartigen EinfluB3, dafl von einem ,,Gang‘ der Konstanten nichts
mehr bemerkbar ist, wie man nachrechnen mage.

92. Ubung.
Die fermentative Spaltung des Rohrzuckers.

Als Ferment benutzen wir die Saccharose (Invertin, Invertase)
der Hefe. 100 g frische Backerhefe werden in einem Mérser
zunéchst mit wenig, dann immer mehr Wasser gut verriihrt, ins-
gesamt 220 ccm, mit 5 cem Chloroform versetzt und 4—5 Tage
verschlossen im Brutschrank gehalten. Dann wird das Gemisch
mit einigen Tropfen starker Essigsdure versetzt und etwa 20 g
feinpulveriges Kaolin zugegeben, gut durchgeschiittelt und nach
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einigen Minuten durch ein groBles Faltenfilter filtriert. Der erste
Teil des Filtrats ist oft noch triibe, er wird in die Vorratsflasche
zuriickgegossen und das Filtrat erst dann endgiiltig aufgefangen,
wenn eine leicht gelbliche, aber vollig klare Losung durchléuft.
Fiir unsere Zwecke ist eine weitere Reinigung durch Dialyse
nicht erforderlich. Das Ferment hilt sich, mit etwas Chloroform
oder Toluol versetzt, im FEisschrank so gut wie unbeschrinkt
in voller Wirksamkeit. Seine Wirksamkeit fallt natirlich je nach
der Beschaffenheit der Hefe etwas verschieden aus.

Man braucht nun ein Wasserbad mit Riihrwerk, welches
man auf eine Temperatur um 25° einstellt. Die Temperatur-
schwankung soll 4 0,05° moglichst nicht iiberschreiten.

Man stellt eine Lésung von etwa 10 g Saccharose auf 300 ccm
destilliertes Wasser her und wirmt sie in einem 500 ccm fassen-
den Kolben im Wasserbad vor. In einem zweiten ebensolchen
Kolben wirmt man eine Mischung von 20 ccm Fermentls-
sung + 20 ccm 0,1 n-Natriumazetat 4+ 20 ccm 0,1 n-Essigsdure
+ 140 ccm (d. h. auf 200 ccm) Wasser vor. Gleichzeitig stellt
man (aullerhalb des Wasserbades) etwa 10—12 Erlenmeyer-
kolben mit je genau 3 ccm einer 0,5 mol. Losung von Na,CO,
zurecht. (Die Konzentration dieser Sodalésung soll derart sein,
daf} die auf die gleich zu beschreibende Weise mit ihr vermischte
saure Zuckerlésung gegen Lackmuspapier unzweifelhaft: alka-
lisch wird.)

Nachdem die beiden Kolben im Wasserbad gentigend vor-
gewdarmt sind, mischt man ihren Inhalt zusammen, notiert die
Zeit und entnimmt sobald wie mdéglich mit einer Vollpipette
25 com und 148t sie in einen der Kolben mit Sodalosung flieen.
Die Zeit dieser ersten Entnahme wird notiert. Dann entnimmt
man in geniigenden Abstdnden weitere Proben in derselben Weise.

Die Sodalésung hat einen doppelten Zweck. Erstens unter-
bricht sie die Fermentwirkung. Zweitens bewirkt sie, daB die
Multirotation der durch die Invertierung frisch entstandenen
Glukose schnell auf die normale Drehung gebracht wird. (Bei
der Séurespaltung tritt gleich die definitive Drehung ein; Al-
kalisierung fiir die Ablesung war deshalb nicht nétig.) Die An-
séuerung der Fermentlésung mit dem Azetatgemisch hatte den
Zweck, die fiir die Fermentwirkung giinstigste h herzustellen.

Die einzelnen Proben werden dann im Polarisationsapparat
untersucht. Die letzte Probe sollte nach 24 Stunden entnommen
werden. Der Endwert ist oft noch nicht genau der theoretisch
erwartete, weil die Endstadien der Spaltung sehr langsam ver-
laufen.
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Die zu erwartende Enddrehung kann folgendermaflen berechnet
werden. Ist + a die Anfangsdrehung, — b die Enddrehung, so ist
b =0,313-a. Die gesamte durchlaufene Drehung ist also 1,313-a.

Es empfiehlt sich, die Eigendrehung der Fermentlosung in
einer Kontrollprobe gleicher Zusammensetzung, aber ohne Zucker,
zu bestimmen und als Korrektur fiir jede einzelne Ablesung ab-
zuziehen. Die Eigendrehung des Ferments ist allerdings sehr gering.

Es ergeben sich z. B. in einem Versuch

I i - IiI v | v

in I\%Iitiﬁlten %’rrgﬁig?e I?;Ir:fll%:lrllllg;. % =k, —1_ log e

0 [4,334] 0 - —

0,5 4,324 0,010 — —
21,0 3,945 0,389 0,0185 0,00145
60,0 3,260 1,074 0,0179 0,00151
130,0 2,129 2,205 0,0170 0,00164
190,2 1,330 3,004 0,0158 0,00171
246,0 0,744 3,590 0,0146 0,00176

Wir driicken die Zuckermengen also wieder in Graden der
Drehungsénderung aus.

Wir stellen nun die Reaktionsordnung fest. Spalte IV gibt
die Rechnung fiir eine lineare Reaktion. Auch hier hat k, einen
Gang; es fallt mit der Zeit. 1 a

Wir rechnen nun die Konstante k = +-log —

Der Wert a ist gleich der theoretisch erwarteten gesamten
erreichbaren Drehungsédnderung, also 4,334 (1 4- 0,313) = 5,690.
Die Rechnung ist in Spalte V ausgefiihrt.

Also auch die k-Werte zeigen einen Gang, aber sie steigen mit
der Zeit. Um zu sehen, ob das in die Fehlergrenzen féllt, rechnen
wir wieder den Mittelwert ky, aus, = 0,001614, und rechnen auf
die frither angegebene Weise a — x zuriick. Es ergibt sich

aus.

a—x a-x Differenz zwischen
b berechn et beobachtet Be%%?é?ﬁ‘,ﬁ%; nd
0 — 5,690 —

21,5 5,167 5,301 + 0,134
60,0 4,489 4,616 + 0,127
130,0 3,461 3,485 + 0,024
190,2 2,766 2,686 — 0,080
246,0 2,248 2,100 — 0,148
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Die Differenzen haben einen starken Gang und sind besonders
am Anfang und am Ende des Versuchs bestimmt groBer als die zu
erwartenden Fehlergrenzen. Daf} in der Mitte die Abweichungen
nur klein sind, liegt daran, daB wir ein mittleres k der Rechnung
zugrunde legen. Der Gang der fermentativen Rohrzuckerspaltung
ist also nicht mit einer unimolekularen Reaktion zu vereinbaren.
Er liegt in der Mitte zwischen einem linearen und logarithmischen
Verlauf, ist ,,infralogarithmisch®. Die Deutung dieses Verlaufes
kann nicht mehr die Aufgabe dieses Buches sein, auch nicht,
diejenige Formel anzugeben, welche diesen Verlauf wirklich
wiedergibt.

93. Ubung.
Gasanalytische Bestimmung der Esterasewirkung?).

Prinzip: Die Methode erlaubt, sehr geringe Lipasemengen zu
bestimmen und das Ferment im iiberlebenden Gewebe nachzu-

)
>
5 G

Abb. 59. Abb. 60,

weisen. In Anlehnung an die WarBURGsche Methode des Glyko-
lysenachweises wird die bei der Verseifung von Estern (z. B. Tribu-
tyrin) gebildete Sdure (z. B. Buttersdure) dadurch gemessen, dafl
man das Volumen einer durch die Saure aus einer Bikarbonatlosung
ausgetriebenen dquivalenten Menge CO, manometrisch bestimmt.
Die Ubung dient gleichzeitig zur Einfiihrung in die ,,WARBURG-
Technik*. ’

Apparatur: Zur Messung der CO, dienen BARCROFTsche
Blutgasmanometer in der WarBURGschen Modifikation, die auf
einer Schiittelvorrichtung montiert sind (Tourenzahl 60—120 pro
Minute). Als Reaktionsgefifle dienen Glastrége von ca. 10 ccm
Inhalt (Abb. 59). Ein kleinerer abgetrennter Glasraum dient zur
Aufnahme evtl. Absorptionsfliissigkeit (fir Atmungsversuche).
Der Glastrog wird mittels eines Schliffes an dem Helm des
Manometers befestigt. Sehr gut bewihrt sich die von Nrcorar
angegebene Form (Abb. 60) des ReaktionsgefaBes. Als Mano-

1) RoNa und Lasnitzry: Biochem. Zeitschr. 152, 504. 1924.
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metersperrflissigkeit dient die BRopiEsche Fliissigkeit. Sie besteht
aus 500 ccm Wasser, 23 g NaCl, 5 g gallensaurem Natron und
ist zur Abhaltung von Bakterien mit so viel alkoholischer Thymol-
I6sung versetzt, dafl sie deutlich nach Thymol riecht. Wenn man
die Brodielosung farben will, benutzt man am besten Indigo-
karmin. Die Manometer enden unten in einem Gummischlauch
mit Druckschraube.

Eichung der Gefalle.

Die Gefdifle und der Stopfen werden einen Tag mit Kalium-
bichromatschwefelsdure gereinigt, mit Leitungswasser und danach
mit destilliertem Wasser gut gespiilt und im Trockenschrank bei
100° C getrocknet. In den Schlauchansatz am unteren Ende des
Barometers wird durch den oben offenen linken Barometer-
schenkel unter mehrfachem Vor- und Zuriickdrehen des Schlauch-
quetschers Brodielgsung eingefiillt, deren spezifisches Gewicht so
beschaffen ist, daf 10000 mm Fliissigkeitssiule 760 mm Hg ent-
sprechen. Man kann auch den mit Brodielosung gefiillten
Schlauchansatz iiber das untere Ende des Manometers ziehen
und dann mit Draht und Kollodium gut an dem Manometer
befestigen. So gelangen weniger Luftblasen in das Manometer.
Vor der Eichung iiberzeugt man sich, daff beim Hochdriicken der
Fliissigkeit in die Kapillaren keine Luftblasen in die Kapillaren
hineingelangen und auch die beiden Menisken blasenfrei sind.

Die getrockneten Gefifie werden an ihren Schliffflichen maBig
eingefettet, mit Gummischniiren oder kraftigen Spiralfedern an
den Konus oder die Haube des Manometers angesetzt und mit
dem Stopfen fest verschlossen. Man vermeide Fette, welche orga-
nische Bestandteile enthalten, wie Adeps suillus, Adeps lanae,
Sebum ovile usw., weil diese bei Lipasearbeiten Fehler hervorrufen;
auch vermeide man, dal beim Hineindrehen der Schliffe Fett in
das Innere der Gefifile gelangt.

Die konischen Stopfen und Retorten sind sehr fest, unter Anwendung
von leichter Gewalt einzusetzen, bis die Drehbewegung durch engste An-
néherung der beiden Glasflichen erschwert ist.. Bei Nichtbeachtung dieser
Vorschrift ergeben sich bei der Eichung oder bei spéiteren Versuchen an-
sehnliche scheinbare Volumenverinderungen des GefaBes. Es ist iiberhaupt
zweckmiBig, bei Fermentarbeiten, bei denen erst im Verlauf des Versuches
ein Substrat oder ein Gift hinzugefiigt werden soll, GefaBle wie Abb. 60
zu benutzen, da in manchen Fillen beim Umdrehen einer besonders
ungiinstigen Retorte eine scheinbare Gasbildung bis zu 30 cmm vor-
getduscht wird.

Die Eichung der GefiBle hat den Zweck, das Volumen des
Gefifles zu ermitteln. Der Eichung liegt folgendes Prinzip zu-



234 Gasanalytische Bestimmung der Esterasewirkung.

grunde: Komprimiert man ein unbekanntes Volumen v;, das
unter dem Atmosphérendruck p steht, auf ein kleineres, ebenfalls
unbekanntes Volumen v,, so wichst der Druck um h;, und es
besteht die Beziehung

Vit P ="o(p + hy). (1)
Verkleinert man das unbekannte Volumen v; um die bekannte

Gréle a, indem man eine bestimmte Menge Fliissigkeit einfiillt,
und komprimiert wieder bis zum gleichen Punkt, so besteht die

Beziehung (v; —a) p=(vy —a) (P -+ hy). (2)

h, ist groBer als h,, da v, — a kleiner ist als v,. Durch Subtrak-
tion der Gleichung (1) und (2) ergibt sich:

h,— b, ° 3)

Das Volumen des Gefifles wird also ermittelt durch eine abge-
messene Menge Fliissigkeit und zwei Manometerablesungen.

Die Eichung wird ausgefiihrt, indem die vorbereiteten Apparate
in das Wasserbad eingesetzt und bei getffneten Hahnen die Me-
nisken ganz herunter bis unter den Anfang der Teilung gedreht
werden. Um die Einfliisse der Temperatur- und der Druckver-
anderung auszuschalten, halte man das Wasserbad bei Zimmer-
temperatur einigermaflen konstant und beobachte haufiger das
Barometer. Die Temperaturschwankungen diirfen nicht iiber 1°,
die Barometerschwankungen nicht {iber 5 mm Hg betragen.

Vor Beginn der Eichung und vor jeder neuen Einstellung warte
man mindestens eine halbe, am besten eine Stunde bei véllig
heruntergedrehten Menisken, bis die Kapillaren abgelaufen sind,
stelle dann durch vorsichtiges Anschrauben den rechten Meniskus
mit seinem unteren Rand auf den Anfangsteil der Skala (0,0)
unter sorgfiltiger Vermeidung von Parallaxenfehlern durch Spie-
gelablesung ein und schlieBe den Hahn. Beim Drehen der Schraube
unten steigen beide Schenkel mit verschiedener Geschwindigkeit
empor. Man kann dabei beobachten, dal der linke Schenkel sich
nicht sofort in eine Ruhelage einstellt, wenn man mit Drehen auf-
hért. Der Grund hierfiir ist einmal eine leichte Verzogerung des
Gasaustausches durch die Kapillare, was ohne Einfluf auf die
Eichung bleibt, ferner bei Anwesenheit von Wasser im Gefal
eine verzogerte Einstellung des Gleichgewichtes:

Partialdruck des Gases im Gasraum
Partiallésung in der Fliissigkeit
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Diese Verzogerung ist selbst bei sorgfiltigstem Arbeiten immer
der Grund fiir Unstimmigkeiten bei der Ermittlung von h,, wenn
das Volumen a in Form von Wasser eingefiillt wird. Die Schwan-
kungen konnen bei manchen Gefiflen bis zu 20 mm betragen
und stehen offensichtlich zu der Menge des eingefiillten Wassers
in Beziehung. Man vermeidet sie vollig, wenn man h; und h, in
vollig trockenen Gefdflen :
bestigmmt und das Volu- Quecksilber

men a als Quecksilber ein- Temperatur SpG([ezifisches lzzpezifisches
Grad ewicht ewicht
fullt, auswiegt und unter =
Reduktion des spezifischen ig ig’gggg 88;3 ;g‘é
Gewichtes des Hg auf 0° 17 135535 0,073 782
sein Volumen errechnet, 18 13,5511 0.073 795
was zugleich den Vorteil 19 13,5486 0,073 808
einer genaueren Bestim- 20 13,5461 0,073 822
g v . Ho| mer | omwe
Zur Berechnung des 23 13,5388 0,073 862
Hg-Volumsausdem Hg-Ge- 24 13,5363 0,073 875
wicht diene nebenstehende 25 13,5339 0,073 889
26 13,5314 0,073 902

Tabelle.

Es gelingt mit dieser Methode, h; und h, in mehrfach aufein-
anderfolgenden Ablesungen immer wieder auf O bis héchstens
1,0 mm genau, also mit einem wahrscheinlichen Fehler von
4+ 0,5 mm zu bestimmen.

Die GroBe hy, — h; kann ohne weiteres durch Subtraktion der
entsprechenden beiden, am offenen (linken) Manometerschenkel
abgelesenen Werte erhalten werden, dagegen berechnet sich h,
allein als Differenz der Drucke in dem offenen (linken) und dem
nach der Aullenluft geschlossenen (rechten) Manometerschenkel.

Die Untersuchungstechnik.

Prinzip: In einem abgeschlossenen, mit Manometer ver-
sehenen System von dem Volum v bei der Temperatur T und dem
Druck P entstehe oder verschwinde ein unbekanntes Gasvolum v, .
Die dabei auftretende Druckdnderung, bei konstant gehaltenem
Volumen, sei h. HEs besteht dann folgende Beziehung:

(v4+vy)P=(P+h)-v,
ST
Bei Reduktion aller Werte auf Normalbedingungen (Temperatur

273° abs. und Barometerdruck P, =760 mm Hg) besteht folgende
Beziehung:

daraus
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vy, .28 P
Vx = Vu g B, -
_Pih 2 P

Tvx="p =V —p VT (1)
273
Vo

4+ ve=ch -5 —. @)

0

In dem bekannten Raum v befinde sich eine Fliissigkeitsmenge vg.
Der restliche Gasraum betrage vq, d. h.

V=VF+Vg. (3)

Die in der Fliissigkeit geloste Gasmenge betrdgt dann auf Normal-
bedingungen reduziert vy, wobei & der Bunsensche Absorptions-
koeffizient fiir das im Versuch entstehende oder verschwindende
Gas!) und die verwendete Fliissigkeit ist.
Dadurch erhélt Gleichung (2) die folgende Form
Vr& + Vg 273
T

ivxzjth. 4)

Ist die Sperrfliisssigkeit des Manometers Brodiesche Lésung, so
wird Py = 10000 mm. Man kommt zu dem Ausdruck

273

VF0€+VGT
+vy=-+h 10000 (6)?)

Der in der Klammer stehende Bruch stellt die GefaBkonstante K
fiir das betreffende Gas dar.

Es ist also tvie= Lh-K, (©6)

d.h. die entstandene oder verschwundene Gasmenge in cmm ist
gleich dem Produkt aus der GefaBkonstanten und der Druckzu-
oder -abnahme in mm Brodie, sofern die Werte fiir vy und vg
ebenfalls in cmm eingesetzt sind.

Gleichung (1) gilt fiir jedes beliebige P, da dieser Wert sich bei
der Subtraktion, durch die man zu Gleichung (2) gelangt, immer

1y Absorptionskoeffizient & in Wasser

fiir Sauerstoff bei 18° 0,0222, bei 25° 0,0283, bei 37,5° 0,0237,
fiir CO, » s 0,928, » s 0,759, » s 0,66l

2) Benutzt man aus bestimmten Griinden eine Sperrfliissigkeit von
anderem spezifischen Gewicht, so ist der Nenner des Bruches mit Sp/S
zu multiplizieren, wo Sp das spezifische Gewicht der Brodielosung, S das
spezifische Gewicht der Sperrfliissigkeit bedeutet. S. auch P. Roxa und
W. FaBiscH: Biochem. Z. im Druck.
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heraushebt. Die GefilBkonstante K gilt also fiir jeden in dem
System herrschenden Druck, ist daher unabhingig von dem At-
mosphérendruck und unabhingig von der Hohendifferenz der
Menisken in beiden Schenkeln des Manometers.

Fiir atmosphérische Druckédnderungen im Laufe eines Ver-
suches miilte eine Korrektur angebracht werden, da dann die
Bedingungen der Gleichung (1) nicht gelten, weil die Werte P der
beiden Summanden nicht mehr gleich sind. Doch eriibrigt sich
das bei Anwendung eines Thermobarometers, da man an diesem
die notwendige Korrektur direktin mm Brodie ablesen und die be-
obachteten Druckénderungen an den Versuchsgefifien einrechnen
kann.

Thermobarometer: Die wihrend eines Versuches unver-
meidlich auftretenden Schwankungen des Luftdruckes und der
Temperatur wiirden das Ablesungsergebnis erheblich verfélschen
und miissen deshalb durch eine geeignete Korrektur beseitigt
werden. Man benutzt hierzu ein Gefall (Thermobarometer), in
dem weder eine Gasentwicklung noch eine Gasaufnahme statt-
findet; alle hier auftretenden Druckschwankungen kénnen nur
auf Anderungen des Luftdruckes und der Temperatur beruhen.
Eine einfache Uberlegung ergibt, daB Luftdruckschwankungen in
allen Gefaflen die Manometerfliissigkeit um die gleiche Anzahl von
mm heben oder senken. Auch die durch Temperaturschwankun-
gen hervorgerufenen Druckéinderungen werden bei den gewohn-
lichen kleinen Verschiedenheiten des Anfangsdruckes in den ver-
schiedenen Gefallen praktisch gleich sein. Es folgt daher, daf}
Luftdruck- und Temperaturschwankungen in allen Manometern
die Manometerfliissigkeit um die gleiche Strecke verschieben. Zur
Korrektur der Ablesung ist es also nur notwendig, die Schwan-
kung des Thermobarometers in mm Brodie mit umgekehrtem Vor-
zeichen zu den Ablesungen der eigentlichen Versuchsmanometer
zu addieren.

Leerversuch: Von dem Gebrauch des Thermobarometers
ist zu unterscheiden der des Leerversuches. Dieser ist in all den
Fillen notwendig, wo neben dem eigentlich zu untersuchenden
Prozel3 ein anderer einhergeht, der ebenfalls mit einer Gas-
entwicklung oder -aufnahme verbunden ist (Atmung, Auto-
lyse usw.). In einem Geféd wird dieser allein gemessen und
die entwickelte Gasmenge nach der Formel h mal Gefalkon-
stante bestimmt. ,

Die Konstante setzt auch voraus, daB bei Anderung der Gas-
massen jederzeit das Absorptionsgleichgewicht zwischen Gasraum
und Fliissigkeit bestent. Um diese Voraussetzung in hoher An-
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niherung zu erfiillen, ist die Apparatur mit einer Schiittelvor-
richtung versehen, deren Amplitude an der Exzentersteuerung
und deren Frequenz durch verschiedene Ubersetzer bzw. einen
Regulierwiderstand am Motor reguliert werden kénnen.
Beispiel: Bestimmung einer Reaktion, bei der gleichzeitige
autolytische Veranderungen das Ergebnis verschleiern wiirden.

T.B. = Thermobarometer. L = Leerversuch (Autolyse) K 0,6.
V = Hauptversuch (Autolyse + Hauptreaktion) K 0,5.

Zeit ’ T.B. } L K=06 | vV K=05
0 20,2 18,3 28,1
1 Std. 20,6 -+0,4 20,7 23,9
2 ,, 20,5 +0,3 22,6 19,2
Nach Korrektur mit Hilfe des Thermobarometers
0 18,3 28,1
1 Std. 20,3 +2,0 23,6 —4,6
2 ,, 22,3 +2,0 18,9 —4,6

Im Hauptversuch (Autolyse -+ Hauptreaktion) ist eine Druck-
abnahme von 46 mm entsprechend einer Gasaufnahme von
46 - 0,5 = 23 cmm pro Stunde zu beobachten; im Leerversuch
eine Druckzunahme von 20 mm entsprechend einer Gasproduktion
von 20 - 0,6 = 12 cmm pro Stunde. Daraus ist zu schlieBen, daf3
die Autolyse den Effekt des Hauptprozesses zum Teil aufhebt;
dieser wiirde ohne diese Stérung mit einer Gasaufnahme von
35 cmm pro Stunde verlaufen.

94. Ubung.

Spaltung von razemischem Mandelsduremethylester durch
Taka-Esterase ).

Erforderliche Losungen:

a) dl-Mandelsduremethylester (s.u.), 1,5proz. Losung in Ry
(s. S.239).

b) Taka-Esterase, enthalten in dem kéauflichen Priparat
,»Taka-Diastase” von PARKE und Davis, London (zu beziehen
durch Simons-Apotheke, Berlin C). 7proz. Aufschwemmung in
Ry -

c) Rqg) gesittigt mit dem Gasgemisch 95% N,, 5% CO,;
Wasserbadtemperatur 26,5°; vy = 1,5 cem.

1) Nach Versuchen von P. Rowa, R. AMMoN und M. WERNER in Bio-
chem. Z. 217, 42. 1930.
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Der razemische Mandelsduremethylester wird folgendermafBen herge-
stellt1). 25 g Mandelsidure werden mit 80 g HCl-haltigem Methylalkohol ver-
setzt und an einem Riickfluflkiihler 4—5 Stunden gekocht. Der H-Cl-Gehalt
des Methylalkohols, der vorher iiber gebranntem Kalk destilliert worden
ist, betrigt etwa 10%. Das HCl-Gas, aus festem NaCl und konz. H,80,
hergestellt, wird in einer mit konz. H,S0, gefiillten Waschflasche getrock-
net und in den gekiihlten Alkohol eingeleitet. In dem Reaktionsgemisch
wird dann der groBte Teil des tiberschiissigen Alkohols durch Destillation
entfernt. Der Riickstand wird in die dreifache Menge Wasser gegossen.
Die Fliissigkeit wird dann mit gesattigter Na,CO,-Lésung neutralisiert und
mehrmals mit Ather extrahiert. Nach dem Abdampfen des Athers hinter-
bleibt der Ester als Ol, das bald zu einer weiBen Kristallmasse erstarrt.
Der Rohester wird dann zweimal aus einem Gemisch von Ligroin und
Benzol (wenig) umkristallisiert. Weifle Nadeln, Schmelzpunkt 52,5°.

Ausfiihrung: Der Trog wird mit 0,5 cem Ferment-
aufschwemmung und 1,0 ccm Esterlosung beschickt. (Die
Ringerlosung, R, enthédlt 100 cem 9 promill. NaCl- 4 2 cem
1,2proz. KCl- 4 2 cem 1,76 proz. CaCly- [krist.] + 10 com 1,26 proz.
NaHCO,;-Losung). Nachdem der Trog mit dem Helm des Bar-
croftmanometers verbunden ist, wird unter Schiitteln ein Ge-
misch von 5 Vol.- % Kohlen-

saure + 95 Vol.- % Stickstoff

eingeleitet (3 Min.). Das Gas Uz

tritt an dem rechten Schen- //

kel des Manometers ein (dem %[ %

mit Hahn versehenen) und &' v

an dem Tubus des Helms §70 /

wieder aus. S // A7)
In den Kontrolltrog kom- & 7 — /

men 1,0 ccm Esterlésung und L L+ —T]

0,5 ccm Ryg. Nun werden % u'/m N R R

die Apparate ins Wasser- Min.

bad gesetzt und zwecks Abb. 61.

Temperaturausgleichs etwa

10 Minuten geschiittelt. Die Bewegung hat bei nicht zu grofler
Amplitude eine Frequenz von 100—120 pro Minute. Unmittel-
bar nach dem Eintauchen der Gefille in das Wasserbad dehnt
sich das Gas aus und driickt die rechten Manometerschenkel
nach unten. Man kann diese anfingliche Druckzunahme aus-
gleichen, indem man — bei dem nétigen Uberdruck im linken
Schenkel — ganz kurz -den Habn 6ffnet, wobei etwas Gas
entweicht, Luft aber nicht eindringen kann. Bleibt das Ther-
mobarometer konstant, so ist der Temperaturausgleich be-
endet.

1) S. auch P. Roxa und R. Ammon: Biochem. Z. 181, 49. 1927.




240

Die Einstellung auf die Nullmarke und Ablesung des Mano-
meterstandes wird sofort im AnschluB daran vorgenommen.

Spaltung von razemischem Mandelsiuremethylester.

Apparat 2; K =0,52 Apparat 7; K =0,57
Ferment- und Eigenhydrolyse Eigenhydrolyse des Esters
d. Esters, 0,5 ccm Fermentemuls. 0,5 cem Rpig + 1,0 cem
Apparat 1 + 1,0 ccm Esterlésung Esterlosung
Zeit Thermobaro- e
. meter mm cmm CO, mm
Min{ 35 cc]gn %.(10) Brodﬁe ohne | mit Brodie
o Dot o ot (180 | Mger | o Brodie |, |
barom hydrolyse- barom.-
Kontrolle abzug Kontrolle
0 11,10 — 6,30 — — - — 17,0 — — —
5 110,90 {(—) 0,20} 6,45|0,15 3,5 1,82| 0,9616,95|(—) 0,05 1,5 (0,86
10 |10,80|(—) 0,30 6,70 0,40 7,0 3,64 3,3516,75|(—)0,25| 0,5 |0,29
15 [10,60|(—) 0,50] 6,75|0,45| 9,5 | 4,94| 3,23]6,80|(—)0,20 3,0 |1,71
25 110,50 {(—) 0,60] 7,40 |1,10| 17,0 8,85| 6,0016,90|(—)0,10| 5,0 |2,85
35 110,35,(—) 0,75] 8,001,701 24,5 [12,70| 9,0016,901(—)0,10| 6,5 {3,70
45 110,90 [(--) 0,20] 9,30 |3,00| 32,0 ,16,65|11,52]7,70 0,70, 9,0 |5,13
55 111,30 |(+) 0,20]10,40 | 4,10 39,0 |20,30|14,60]8,20 1,20| 10,0 5,70

Die graphische Darstellung (Abb. 61), wobei die Zeit auf der
Abszisse und CO,-Werte (in Kubikmillimetern) auf der Ordinate
abgetragen sind, gibt die Spaltung wieder und zeigt, daf die
Spaltung nullmolekular verliuft.

Statt des Mandelsduremethylesters und der Takaesterase kann
man fiir einen Versuch auch Tributyrin und Serumesterase an-
wenden, wobei eine 1proz. Emulsion von Tributyrin in Ry
(20 ccm der NaHCO,-Losung statt 10 cem) und eine Serum-
verdiinnung 1:50—100, auch in Ry (sehr gut eignet sich Meer-
schweinchenserum) empfohlen werden kann. (Beispielsweise wére
die Zusammensetzung im Nicolaitrog: a) 2,7 cem Serumverdiinnung
in Ringer --0,3 cem Tributyrinemulsion in Ringer. b) 2,7 ccm
Serumverdiinnung in Ringer +0,3 ccm Ringerlésung [Kontrolle].
Temperatur 37,5°.) Man muf} auch hier die Eigenhydrolyse des
Esters beriicksichtigen, die hier sehr viel geringer ist. Es kann daher
bei 37,5° gearbeitet werden, was wichtig ist, wenn man Gewebs-
lipase untersuchen will. Fiillung der Troge und Ausfiihrung des
Versuchs erfolgen ganz analog den fiir die Hydrolyse des Mandel-
sidureesters durch Takaesterase gemachten Angaben.

95. Ubung.
Fermentative Esterifizierung?).
Da die Gleichgewichte chemischer Prozesse durch Fermente
nicht verschoben werden, so ist zu erwarten, daf nicht nur Spal-

1) Nach BoDENSTEIN u. DiErz: Z. Elektrochem. 12, 605. 1906, und
Digtrz: Z. physiol. Chem. 52, 279. 1907, und P. Roxa, R. AMmon u. M. WER-
NER: Biochem. Z. 221, 381. 1930. ‘



Fermentative Esterifizierung. 241

tungen, sondern auch Synthesen durch Fermente unter ge-
eigneten Bedingungen katalysiert werden.

Als Beispiel einer solchen katalysierten Synthese soll die Bil-
dung von n-Buttersdureisoamylester durch Schweinepankreas-
esterase beschrieben werden, wobei die erfolgte Esterbildung durch
die Abnahme des Siauregehaltes festgestellt wird.

Man pipettiere in ein kleines Flidschchen von etwa 60 ccm In-
halt 2,30 ccm konz. norm. Buttersdure, 1,5 ccm Wasser und
46,2 cecm Isoamylalkohol. Dazu gebe man 0,25 g Schweine-
pankreastrockenpulver, das nach den Angaben auf S. 147 her-
gestellt ist. Die Gesamtmolaritit der Buttersdure betrigt etwa
0,5m, die Fermentkonzentration 0,5% und der Wasserzusatz 3 %.
Die Flasche wird mit einem ausgekochten Gummistopfen ver-
schlossen und der Inhalt etwa 3 Minuten geschiittelt. Etwa 7 ccm
der Untersuchungsfliissigkeit werden zentrifugiert. Zu derselben
Zeit wird das Flidschchen in eine in einem Brutschrank von 37°
befindliche Schiittelapparatur gesetzt. Von Zeit zu Zeit (etwa
3—5 Stunden) werden aus dem Flaschchen weitere Entnahmen
von etwa je 7 ccm gemacht, die auch zentrifugiert werden. Von
den klaren Zentrifugaten werden je 5 ccm abpipettiert, die nach
Zusatz von 20 ccm absol. Alkohol und einigen Tropfen einer Brom-
thymolblaulésung mit 0,1 n-NaOH titriert werden. Nach 20 Stun-
den sind etwa 50—75% der urspriinglich vorhandenen Butter-
sduremenge verestert. Die Esterbildung macht sich auch noch durch
den angenehmen Geruch des Esters bemerkbar. Es ist dann
ein analoger Ansatz, nur jetzt ohne Fermentpulver, anzusetzen.
Diese Eigenveresterung ist jedoch sehr gering.

96. Ubung.
Zweite Methode der Volum-Eichung von Mikrorespirations-
gefilen?),

In das GefiBl werden zwei getrennte Losungen eingefiillt,
welche nach der Vermischung eine bekannte Menge eines Gases
erzeugen. Aus der erzeugten Druckinderung bei konstantem
Volumen wird das Volumen berechnet. Als gaserzeugende Reak-
tion wird die Oxydation von Hydrazin durch Kalium-Ferrizyanid
benutzt, welche quantitativ nach der Gleichung verlduft:

4 Fel(CN),” -+ NH,NH, - 4 Fell(CN),”” + 4 H+* 4+ N,.
Folgende Losungen sind erforderlich:

1. m/,,-Ferrizyankalium. Das Salz wird aus heiBem Wasser
umbkristallisiert. Die Kristalle wurden im Exsikkator im Dunkeln

1) Noch nicht versffentlicht.
Michaelis-Rona, Physikal, Chemie. 4. Aufl. 16
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getrocknet und im Dunkeln aufbewahrt. Die Losung, im Dun-
keln aufbewahrt, halt sich einige Tage.

2. Starke Lauge (10—40% NaOH).

3. Gesittigte Losung von Hydrazinsulfat. 5 g werden in
100 cem heiBem Wasser gelost, der UberschuB kristallisiert beim
Erkalten aus.

Diese Hydrazinlésung wird mit dem gleichen Volumen der
Lauge vermischt. Die Mischung ist lange haltbar.

Beim Gebrauch muBl auch die Ferrizyankaliumlésung mit dem
gleichen Volumen der Lauge verdinnt werden, damit beim
nachtréglichen Mischen der beiden Lésungen keine
Anderung der Wasserdampfspannung infolge der Ver-
diinnung eintritt. Die Mischung der Ferrizyankaliumlésung
mit starker Lauge &ndert bei lingerem Aufbewahren ihren
Titer und wird daher am besten im Respirationsgefal selbst ge-
macht.

Man filit ein abgemessenes Volumen der Hydrazinlosung in
das HauptgefiBl und ein anderes, sehr genau abgemessenes Volu-
men Ferrizyankalium 4 ein gleiches Volumen der Lauge in den
Anbang. (Hat das GefiB3 keinen Anhang, so 1Bt man die eine
Loésung in einem passenden uhrglasférmigen Schélchen auf der
anderen schwimmen.) Fiir Gefile von etwa 10 ccm Inhalt ist
0,2 ccm m/,-Ferrizyankalium eine geeignete Menge, fiir andere
Volumina dementsprechend. Das Volumen der Hydrazinlosung
ist beliebig, da es auf alle Fille im UberschuB ist; etwa 0,3 oder
0,4 cem fiir ein Gefa3 von 10 cem Inhalt. Man 148t ein dhnliches
Gefal3 als Thermobarometer mitlaufen, welches dasselbe Volumen
Fliissigkeit (in Form von Wasser) enthilt wie das Versuchsgefa(.
Nach Einstellung des Temperaturgleichgewichts setzt man den
rechten (mit dem Gefil kommunizierenden) Schenkel des kapil-
laren Manometers mit der Bropimschen Fliissigkeit auf einen
beliebigen Anfangspunkt (z. B. 120 mm) und schliet die Hahne.
Man bringt den rechten Schenkel der beiden Manometer immer
wieder auf 120 mm, wartet unter sanftem Schiitteln, bis der linke
Schenkel einen konstanten Stand angenommen hat und nimmt
den konstanten Stand je des linken Manometers als Ausgangspunkt.
Dann mischt man die Losungen durch Kippen und beobachtet
die Druckénderung, bis sie konstant geworden ist, unter Be-
riicksichtigung der Thermobarometerkorrektur. In der Regel ist
der Versuch in hocbstens 1/, Stunde beendet. Die Druckanderung,
nach Anbringung der etwaigen Thermobarometerkorrektur, sei
= h, ausgedriickt in Millimeter Brodielésung. Hieraus kann das
Volumen folgendermafien berechnet werden:
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a Millimole eines Gases erfiillen bei t°C und p Atmosphiren

Druck das Volumen v
o (273 +1) - 22

p-273

a wird nach der obigen Reaktionsgleichung aus der Menge des
Ferrizyanides berechnet. Jedes Kubikzentimeter m/,,- Ferri-
zyanidlosung entspricht 1/,, Millimol N,.

Fir p ist einzusetzen

p= 17)%66 bei 760 mm Hg Barometerstand,
oder allgemein
__h-B
P = 16000 - 760

wenn B der Barometerstand in mm Hg ist. Zu v ist das von der
Fliissigkeit eingenommene Volumen zu addieren. Eine Korrektur
wegen der Laslichkeit von N, in Wasser ist unndétig, weil sie weit
unterhalb der Fehlergrenze der Methode liegt.

Beispiel: Temperatur 17° C.

Im Hauptgefa 0,300 ccm m/,4-Ferrizyankalium + 0,3 cem
Lauge. Im Anhang 0,7 ccm Hydrazin-Lauge. Ablesungen, in Ab-
stdnden von 5 Minuten:

Thermobarometer in mm Versuchsgefall in mm

120 119
121,5 120

123 1215
® 124 122

gemischt
124 182
126 193
128 198
128 197
RE 126 196
Druckunterschied
von @® und ®: 2 74
Korrigierte Druckénderung: h = 72 mm.

Barometerstand: angendhert 760 mm.
Theoretisch entwickelte N,-Menge a = 0,0075 Millimole
_0,0075 - (273 + 17) - 22,4

V= 5. 973 = 24,8 ccm
Volumen der Fliissigkeit = 1,3 ccm
Gefallvolumen = 26,1 ccm.

16*
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XVII. Oxydation.

97. Ubung.
Zysteinoxydation?t).

Zystein in neutraler oder alkalischer Losung oxydiert sich
unter der katalytischen Wirkung geringster Schwermetallmengen
(vor allem Cu, Fe, Mn) mit dem Sauerstoff der Luft zu Zystin;
in sauerer Losung ist das Zystein bestindig. Da das ohne be-
sondere Kautelen gewonnene Rohzystein und die iiblichen Re-
agenzien stets zur Katalyse ausreichende Metallverunreinigungen
enthalten, hielt man frither das Zystein fiir ,,autoxydabel‘; WAR-
BURG und SAKUMA haben jedoch gezeigt, daBl bei sorgfiltigster
Reinigung des Substrates und aller Reagenzien die Oxydation
fast vollstandig verhindert werden kann.

Im folgenden soll die Oxydation des Rohzysteins manometrisch
im WarBURGschen Apparat verfolgt werden.

Am geeignetsten sind GefdBle nach Nicorar (s. Abb. 60) von
ungefihr 5,7 ccom Rauminhalt. In den Anhang werden 0,3 ccm
einer 2proz. Losung von Zystein in 0,2n-HCl (Losung unter
gelindem Erwirmen), in das Hauptgefall 1,7 ccm eines Borat-
puffers (12,404 g Borsiure + 100 ccm n-NaOH auf 1 Liter auf-
gefiillt, s. S. 35) getan. Der Gasraum ist mit Luft angefiillt.
Die GefaBle werden bis zur Erreichung der Temperaturkonstanz
im Wasserbade bei beliebiger Temperatur geschiittelt, ohne daf}
eine Oxydation des Zysteins, das sich in saurer Losung befindet,
eintreten kann. Sobald Temperaturausgleich erreicht ist, laBt
man die Zysteinlésung in den Puffer flieBen. Der pm des Ge-
misches betragt ungefihr 8,7, und die Oxydation beginnt. Mit
der Ablesung warte man 5 Minuten, da durch die Ansiduerung
des alkalischen Puffers anfinglich ein geringer Druckanstieg be-
merkbar ist. Dann erfolgt die Druckabnahme entsprechend dem
Verschwinden des Sauerstoffes aus dem Gasraum.

98. Ubung.
Atmung roter Blutkérperchen.

Kernlose Saugetiererythrozyten atmen nicht in nennenswerter
Weise. MicHAELIS und SALoMON?) konnten nun zeigen, dafl nicht

!) Vgl. O. WARBURG und S. Sakuma: Pfliigers Arch. 200, 203. 1923;
S. Saxuma: Bioch. Z. 142. 68. 1923. -
2) MicuagLis, L. u., K. Saromox: J. gen. Physiol. 13, 683. 1930.



Atmung roter Blutkoérperchen. 245

nur Methylenblau anregend auf die Atmung der roten Blutkérper-
chen wirkt!), sondern auch verschiedene wisserige Organausziige,
wie z. B. aus Leber, Niere, Milz von Ratten, wahrend Gehirn,
Muskel, Blutserum kaum wirksam waren. Die Atmungsanregung
war bei 37° etwa dreimal so grof3 wie bei 23°. Im allgemeinen sind
die Organextrakte bei 23° weniger wirksam als Methylenblau
bei seiner optimalen Konzentration (0,0006 molar); bei 37° sind
sie jedoch bedeutend wirksamer. Gegen CO ist die auf diese
Weise angeregte Atmung cmm
vollig indifferent. "

Die Messung der Atmung ?
(der Sauerstoffaufnahme) er- N
folgt im Warburg-Apparat. §
Das Volumen der Gefifle be- t§
tragt etwa 25 ccm; zur Ab- Z
- |

sorption der XKohlensdure
dient 7proz. KOH. Die Ver-

suche werden bei 23 oder

Y T
37° (+0,1°) ausgefithrt. Ka- 0 W & ;73/77 %0 200 240
ninchen- (oder Menschen-)  spb. 62. a Organextrakt mit Zucker ohne rote

Blutkorperchen, die aus Zi-  Difiirern. b biukomerchen mi sucer
tratblut gewonnen wurden,

werden wiederholt mit der angewandten Ringerlésung gewaschen
und werden dann mit der Ringerlosung auf das urspriingliche
Blutvolumen aufgefiillt. Man soll moglichst frische, intakte
Blutkérperchen benutzen. — Zur Bereitung der Organextrakte
werden die frischen Organe in einem Morser unter allméhlicher
Zugabe von Ringerlésung (der 10fachen Gewichtsmenge des
Organs) verrieben; die Emulsion wird durch gewdhnliches
Papierfilter filtriert und die triibe, von groben Partikelchen freie
Flissigkeit im frischen Zustande verwendet. Die Ablesung be-
ginnt 20—30 Minuten nach SchluB8 der Manometerhihne.

Die Versuchsfliissigkeit ist wie folgt zusammengesetzt : a) 2 ccm
einer Blutkérperchensuspension in Ringerlosung (enthaltend die
Blutkérperchen von 2 cem reinem Blut). Im Kontrollversuch
dieselbe Menge Ringerlésung ohne Blut; b) 2 cem Organextrakt
oder dasselbe Volumen Ringerlésung. c¢) In den Versuchen mit
Methylenblaulésung anstatt b) diese Lésung von etwa 0,0006 molar
Konzentration. d) In allen Versuchen 0,18% Traubenzucker, be-
rechnet auf die Endkonzentration. e) 7 proz. KOH zur Absorption
von CO,. Die Abbildung 62 zeigt den Verlauf eines Versuches.

1) HarroP, G. A., u. E. S. G. Barrox: J. of exper. Med. 48, 207. 1928
und J. of biol. Chem. %9, 65. 1928.
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99. Ubung.

Demonstration von Wasserstoffsuperoxyd als Zwischenstufe
der Reduktion von Sauerstoff.

Wenn molekularer Sauerstoff als Oxydationsmittel wirkt —
wie es bei der Atmung der Fall ist —, so kénnte man sich den
chemischen Vorgang auf zwei Weisen vorstellen. Entweder wird
Sauerstoff von dem organischen Material gebunden, und es ent-
stehen Kohlenstoffverbindungen von héherem O-Gehalt, schlief3-
lich CO,. Durch die Auffindung der Karboxylase von NEUBERG
ist es recht zweifelhaft geworden, ob CO, iiberhaupt durch An-
lagerung von O, an C-Atome organischer Molekiile entsteht. Es
ist wahrscheinlich, daB CO, fast ausschlieBlich dadurch entsteht,
daB eine endstindige COOH-Gruppe unter der Wirkung der Karb-
oxylase CO, abspaltet. Unter diesen Umsténden ist es viel wahr-
scheinlicher, daBl Sauerstoff im allgemeinen Wasserstoff aus den
organischen Molekiilen herausnimmt. Er ist ein Akzeptor fiir
Wasserstoff. Nun ist es sehr unwahrscheinlich, daB 1 Molekel
O, auf einmal 4 H-Atome an sich reifit und 2 Mol. H,O bildet.
Es ist wahrscheinlicher, daB er in erster Stufe 2 H-Atome auf-
nimmt, zu H,0, reduziert wird, und H,0, in zweiter Stufe zwei
weitere H-Atome aufnimmt und 2 H,O liefert. Diese Hypothese
wiirde an Boden gewinnen, wenn es gelange, H,0, als intermedidres
Produkt der Atmung nachzuweisen. Das ist bisher nicht gelungen.

Es kann nun gezeigt werden, dafl in allen Fallen, in denen
eine Ferroverbindung durch O, dehydriert, d. h. zu einer Ferri-
verbindung oxydiert wird, keine Moglichkeit gegeben ist, H,0,
als intermedidres Produkt abzufangen, selbst wenn es gebildet
wird. WIELAND hat nidmlich gezeigt, da8 die Geschwindigkeit,
mit der eine Ferroverbindung durch H,0, oxydiert wird, viel
groBer ist, als die Geschwindigkeit, mit der sie durch O, oxydiert
wird. Wenn also selbst H,0, entsteht, wird es sofort weiter re-
duziert zu 2 H,0, bevor eine neue Molekel O, verbraucht wird.

Es gibt aber Fille bei den den Eisenkomplexen in vieler Be-
ziechung analogen Kobaltkomplexen, wo die Verhdltnisse giin-
stiger liegen, um H,0, als Zwischenprodukt abzufangen. Es ist
seit langer Zeit bekannt, da Kobaltohexazyanid in Beriihrung
mit der Luft sich spontan mit grofler Aviditat zu Kobaltihexa-
zyanid oxydiert, und daB dabei der verbrauchte Sauerstoff nur
bis H,0, reduziert wird. Benutzt man die Formeln fiir die freien
komplexen Sauren, so kann man schreiben:

2[Col(CN)GH,] + O, = 2[Co(CN)H,] + H,0, .

Kobaltocyanwasserstoffsiure Kobalticyanwasserstoffsiure
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In Tonenform geschrieben:

a) 2[Col(CN),FF -+ O, = 2[Col(CN), | + 0,7,
b) 0~ + 2H* = H,0,.

0, ist das zweiwertige Ion der als zweibasische Séure gedachten
H,0,.

Diese Formulierung erweckt den Anschein, da auf Kobalto-
zyanid nur O,, aber nicht H,0, als Oxydationsmittel wirkte, denn
sonst wiirde man H,0, nicht quantitativ wiederfinden.

WIieLAND hat nun gezeigt, daB dies unter passend gewdhlten
Bedingungen auch gar nicht der Fall ist. Nur wenn sehr reichlich
freier O, zur Verfilgung steht, ist die Geschwindigkeit, mit der
0, den Komplex oxydiert, viel groler als die Geschwindigkeit,
mit der H,0, ihn oxydiert. Geschieht die Oxydation bei vermin-
dertem O,-Druck, so ist die Geschwindigkeit des O,-Effektes
kleiner, und dann wird auch das entstandene H,0, weiter als
Oxydationsmittel verbraucht, und zwar in steigendem Mafle mit
der Verminderung des O,-Druckes.

In dieser Ubung soll nur die Entstehung von H,0, bei dieser
Reaktion qualitativ gezeigt werden.

1 cem einer etwa 1 mol. Losung von CoSO,(+ 7 H,0) werden
mit 10 ccm einer etwa 5proz. Losung von KCN versetzt und, um
der Luft gut Zutritt zu geben, einige Male zwischen zwei Reagenz-
glisern hin- und zuriickgegossen, bis eine leicht gelblichgriine,
sich nicht mehr dndernde Féarbung erreicht ist. Jetzt versetzt man
die Mischung mit einigen ccm 5proz. Losung von Kaliumdichro-
mat, schichtet Ather oder Athylazetat dariiber und gibt tropfen-
weise 10proz. H,SO, hinzu, indem man nach jedem Tropfen um-
schiittelt. Sobald geniigend Séure zugesetzt ist, um die Losung
gerade sauer zu machen, firbt sich der Ather nach dem Um-
schiitteln tiefblau, als Zeichen fir H,0,.

Molekulargewichte.
AgNO, . . . . ... .. 169,9 | HCl . ... ... ... 36,47
AlCl, L. L L P 13335 | HON . . . . . .. . .. 27,02
AlCL,-6H,0 . . .. .. 24145 | HF . . . . . . . . . .. 20,01
BaCl,-2H,0 . . .. .. 2444 | HI . .. ... ... .. 127,9
Ba(OH),-8H,0 . . . . . 3155 | HNO,. . . . . ... .. 63,02
CaCO; . . . . . . ... 1001 | H,0p, . . . . . ... .. 34,02
CaCl,-6 H,0 . . . . .. 2191 | H,PO, . ... .. ... 82,06
CdsO, -8, H,0 . . . .. 256,56 | Hy[PtCly]- 6 H,0. . . . . 518,1
CH,COO0H. . . . .. .. 60,03 | H,S0, . .. ... ... 82,00
(COOH),-2H,0 . . . . . 126,0 | H,80, . . . . .. ... 98,09
FeCly- 6 H,0 . . . . . . 270,2 | HgCl,. . . . . . . . .. 271,5
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HgNO,

KBr .« oovono

NaBr .

(NH,),80,

Logarithmentafel. — Molekulargewichte.

Logarithmentafel.

(Vgl. dazu S. 26.)
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Adsorption 133ff.

— der Elektrolyte und

Farbstoffe 136.

von Filtrierpapier

141.

von Farbstoffen an

Grenzflichen 141.

hydrolytische, von

benzoesaurem Na-

trium 138.

von Natriumchlorid

139.

Trennung und Reini-

gung der Fermente

durch 145.

Adsorptionsisotherme
von Freundlich 143.

Adsorptionsverdran-
gung 135.

Agar-Heber,Herstellung
126, 188.

Akkumulator, Messung
der elektromotori-
schen Kraft des 170.

Aktivitatstheorie 30.

Albumin (denat.), Kata-
phorese 125.

Albuminkollodiummem-
bran 94.

Alizaringelb R, Indika-
tor 37.

Aluminiumhydroxyd als
Adsorbens 147.

Amalgamierung von Pla-
tinelektroden 184.

Aminobenzoesédure (m)
Loslichkeitsmini-
mum 58.

Ammonphosphatlésung
als Elutionsfliissig-
keit 146.

Amylase, Bestimmung
nach Willstitter-
Schudel 148.

— Trennung von Tryp-
sin und Lipase 146.

Sachverzeichnis.

Apfelschale, Membran-
potential der 196.
Atmung roter Blutkor-

perchen 245.
Aussalzung 16.
Azetat, Standard- 185.
Aziditiat, aktuelle —,
Titrations- 53.

Bact. coli, Wirkung der
Alkohole auf 75.
Bakterien, Kataphorese

130.

Beckmannscher
rat 103.

Blut, Messung der h 193.

Blutkérperchen, At-
mung von 245.

— rote, Kataphorese
128.

Blutserum, Nachweisder
fettspaltenden Fer-
mente (stalagmo-
metrisch) 79.

Borat-Salzsiure, Puffer
35.

Brodiesche Flissigkeit
233.

Bromkresolgriin,
kator 37.

Bromkresolpurpur, Indi-
kator 37.

Bromphenolblau, Indi-
kator 37.

Bromthymolblau, Indi-
kator 37.

Buttersiaure-Isoamyl-
ester, Synthese durch
Pankreas-Esterase
241.

Appa-

Indi-

Carbo animalis 133ff.

Chinhydron-Elektrode
215, 217.

Chinon, oxydative Ti-
tration mit' 221.

Chlor, Bestimmung im
Harn (kondukto-
metrisch) 161.

— -Ionen, elektro-
metrische Bestim-
mung 182.

— -Konzentrations-
kette 178.

Chlorsilbersuspension,
Stabilitat 10.

Citrat-Natronlauge, Puf-
fer 35.

— -Salzsidure, Puffer
Cystein, scheinbares Re-
duktionspotential

223.

Dialyse, Kompensa-
tions- 95.

Diastase , Speichel-,
Einfluf§ der h auf
149.

Diffusion 86ff.

Diffusionshiilsen  von
Schleicher-Schiill 88.

Diffusionspotential 184,
194.

— an ausgetrockneten
Kollodiummembra-
nen 195.

Dimethylaminobenzol,
Indikator 56.

Dinitrophenol, «-, §-, y-
Indikator 43.

Dispersionsmethoden
zur Herstellung von
Kolloiden 4.

Dissoziationskonstante
von Weinsiure,
Milchséiure, Essig-
sdure, prim. Na-
triumphosphat, Koh-
lensaure 27.

Donnans Ionengleichge-
wicht 203.
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Edestin, Wirkung des
Pepsins auf 151.

Eisenhydroxydsol als
Adsorbens 134.

— kolloid., Enteiwei-
Bung mit 15.

— Fallung durch Elek-
trolyte 7.

— Herstellung 6.

EiweiB-Lecithinverbin-
dung 70. )

Elektrische Leitfahig-
keit 153, 156.

Elektrode, Chinhydron-
215.

— Glocken- 197.

—— Kalomel- 178, 179.

— Wasserstoff-, mit
stehender Gasblase
192.

Elektroden, Herstellung
zur Messung der
Oxydations-Reduk-
‘tions-Potentiale 209.

— Platin-, Amalgamie-
rung 184.

— Platin-, Platinierung
186.

— Platin-, vergoldete
209.

Elektrodengefa, bir-
nenférmig 186.

—- U-formig 192.

— fiir Messung
Redox-Potentials
211.

Elektrodialyse des Se-
rums (Ettisch) 90.

Elektroendosmose 120.

Elektrolyte, fallende
Wirkung auf Kol-
loide 61f.

Elektrolytfallung, sensi-
bilisierende Wirkung
auf 15.

Elektrometer 167.

Elektromotorische Kraft
155.

— Messung der 163.

Elektrophorese 120.

Elution der Fermente
145.

Endosmose, elektrische
131, 132.

des

Sachverzeichnis.

Enteiweiung von Se-
rum und Blut mit
kolloidalem Eisen-
hydroxyd 15, 16.

Erstarrungsoptimumder
Gelatine 118.

Essigséiure, Dissozia-

~ tionskonstante 27.

Esterase, gasanalytische
Bestimmung der
232.

— Taka- 238.

Esterifizierung, fermen-
tative 241.

Eukupinbihydrochlor.
als bedingt ober-
flachenaktiver Stoff
81.

Eukupingallerte 120.

Fallungsoptimum (bei
variierter h) 57, 60.

— von m-Aminobenzoe-
sdure 58.

— von Casein 60.

— von Serumalbumin
63.

Farbgrad 41.

Fermente, Einflufl der h
auf 149.

.| — Trennung und Reini-

gung durch Adsorp-
tion 145.

Filtration 86ff.
Filtrierpapier, Adsorp-
tion durch 141.
Flockungsschwellenwert

kolloider Losungen 3.
Fluorescenz 17.
Funkentoter 157.

Gallertbildung 111.

Galvanometer 169.

Gefrierpunktserniedri-
gung 103.

Gelatine, Alkoholemp-
findlichkeit 66.

— TIsoelektrischerPunkt
66.

— Erstarrungsoptimum
118.

— Triibungsoptimum
118.

Gelatine,  Quellungs-
maximum und -mini-
mum 113.

— und Tannin, Flok-
kungsoptimum 68.

— Viskositiat 116.

Gelatinekollodiummem -
bran 94.

Geometrische Reihe 1ff.

Glockenelektrode 197.

Glykokoll-Natron, Puf-
fer 35.

~— -Salzsaure,
35.

Goldsol, Herstellung
nach Zsigmondy 5.

— Herstellung nachOst-
wald 6.

Goldzahl 14.

Puffer

h (Wasserstoffzahl) 24.
Vgl. auch Wasser-
stoffionen.

h, Bestimmung 33.

H-Tonen 23ff.

h-Reihe mit Salzkon-
stanz 57.

Hémoglobin, Katapho-
rese 122.

Harn, Chlorbestimmung
(konduktometrisch)
161.

Hofmeistersche
reihe 16.

Tonen-

Indikator, Farbenum-
schlag (Theorie) 50.

— Salzfehler 46.

— -Dauerreihen 51.

Indikatoren, einfarbige
43.

— H--Bestimmung
durch 23.

— Salzfehler der 38.

— EiweiBfehler der 40.

— Alkaloidfehlerder40.

Indikatorexponent py
42

Indigokarmin, oxyda-
tive Titration von
221.

TIndophenole, reduktive
Titration von 219.



Invertase 229.

— Herstellung 229.

— Adsorption an Eisen-
hydroxyd 136.

Tonen, Synergismus 11.

— Antagonismus 12.

Kadmiumamalgam 166.

Kadmiumnormalele-
ment 165.

Kaliumphosphat, prim.
31.

Kalomelelektrode 178.

— Herstellung, Eichung
190.

KaolinalsAdsorbens135.

Kapillaraktive Stoffe
751f.

Kapillarelektrometer
167.

Kapillarisation 141.

Kasein, Fallungsopti-
mum 60.

Katalase, Darstellung
152,

— Wirkung von h auf
152.

Kataphorese von Bak-
terien 130.

— Beobachtung im Mi-
kroskop 128.

— quantitative Be-
stimmung 125.

— der roten Blutkér-
perchen 128.

— des Hamoglobins122,

— des Albumins 125.

Kohle 133ff.

— aschefreie
lung) 134.

— Priifung auf Rein-
heit 140.

— Priifung
bierende
140.

— Zucker- 136.
Kohlensiure, Dissozia-
tionskonstante 27.

Kollodiummembran,
ausgetrocknete 195.

— elektrische End-
osmose durch 132.

— Herstellung 89, 94,
97, 107.

(Darstel-

auf adsor-
Fihigkeit

Sachverzeichnis.

Kolloidale Lésungen 3.
Kolloide Loésungen, os-
motischer Druck 105.
— Schutzwirkung 14.
Komparator nach Wal-
pole 48.
Kompensationsdialyse
95.
Kompensationsschal-
tung 169.
Kondensationsmetho-
den zur Herstellung
von Kolloiden 4.
Konduktometrische Ti-
tration 161.
Kongorubin, Farbenum-

schlag 9.
Konzentrationskette,
Wasserstoff-, Mes-
sung 185.
Kresolphthalein, Indi-
kator 37.

Kresolrot, Indikator 37.

Kiristallisationsoptimum
vonm-Aminobenzoe-
saure 58.

Lackmuslésung (Kubel-
Thiemann) 38.
Lauge, COy-freie 34.

Leitfahigkeit, elektri-
sche 156.

— spezifische 158.

— molare 159.

— Aquivalent-L. 159.
Leitfahigkeitsgefi von
Dutoit 161.
Leitfahigkeitstitration
161.
Leukofarbstoffe, oxyda-
tive Titration von
221.
Lezithin-Eiweilverbin-

dung 70.
— Fallungsoptimum 69.
Liesegangsche  Ringe
88.

Lipase, Bestimmung mit
Tributyrin (stalag-
mometrisch) 147.

— Bestimmung durch
Olspaltung 148.

-— Trennung von Tryp-
sin und Amylase 146.

251

Lipaseeinheit 148.
Liquor ferri oxydat. dial.
7

Léslichkeitsminimum
von m-Aminobenzoe-
séure 58.

Magensaft, Titration 55.
Mandelsauremethyl-
ester, Spaltung durch
Taka-Esterase 238.
— Darstellung 239.
Mastixsol, Darstellung 8.
— Fallung durch Elek-
trolyte 8.
— Herstellung 5.
Membran, semiperme-
able 97, 100.
Membranpotential der
Apfelschale 196.
— und Donnan-Gleich-
gewicht 203.
MefBdraht 169.
Methylorange, Indikator
317.
Methylrot, Indikator 37.
Micelle 3, 111.
Milchséure, Darstellung
der n-Losung 69.
— Dissoziationskon-
stante 27.
Moderationsbreite
Serums 202.
Monomolekulare Reak-
tion 227.
Multirotation 230.

des

Naphtholphthalein «,
Indikator 37.

Natriumazetat 27.

Natriumhydrosulfit, re-
duktive Titration
mit 219.

Natriumphosphat, prim.
Dissoziationskon-
stante 27.

— sek. nach Sorensen
32.

Nephelometrie 18.

Neutralrot, Indikator33,
37.

Nitrobenzol - Azosalizyl-
siure (m), Indikator
45,
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Nitrophenol, p-, m-, In-
dikator 33, 37, 43.

Normalelement, Kad-
mium-, Herstellung
165.

OberflichenaktiveStoffe
81.

— Titration mit 83.

— Stoffe (biologische
Wirkung) 751f.

Oberflachenspannung,
Bestimmung mit der
Steigh6henmethode
72.

— Bestimmung nach
der Tropfmethode
73 (nach J. Traube)
(nach Rona-Michae-
lis) 77, mit der Ring-

methode 84.
Odénsches Sol 12.
OH-Ionen 23.
Organextrakte, schein-

bares Reduktions-
potential 223.
Osmometer 98, 109.
Osmose 86ff., 97.
— negative 99.
Osmotischer Druck 97.
—- kolloider Lésungen
105.
—— Messung 103ff., 107.
Oxydation 205.
— des Zysteins 244.
—- -Reduktionspoten-
tial 205.

Pankreasfermente, Iso-
lierung durch Ab-
sorption 145.

Pankreastrockenpulver,
Darstellung 147.

Pepsin, Einflull derh auf
151.

Peptische Spaltung von
Serumeiweill (ne-
phelometrisch unter-
sucht) 20.

Ppr 24. Vgl. auch Wasser-
stoffionen.

Pr-Messung in gefirbter
oder getriibter Fliis-
sigkeit mit Indika-
toren 48.

Sachverzeichnis.

Pr-Messung in beliebiger
Fliissigkeit 191.

— in Serum 192.
Phenolphthalein, Indi-
kator 33, 37, 45.
Phenolrot, Indikator 33,

37.

Phosphat-Puffer 35.

— Darstellung 79.

Phosphorséure, Titra-
tion von 55.

Platinierung von Pt-
Elektroden 186.

Platinierungsfliissigkeit
157, 186.

Potential 154.

—— Diffusions- 184, 194,

— Membran- der Apfel-
schale 196.

— eines Gemisches von
Ferrizyankalium und
Ferrozyankalium
212.

Potentiale, Oxydations-
Reduktions- 205.
Potentiometer von Mi-

slowitzer 174.

Pseudofluorescenz 17.

Puffer 26.

— Bestimmung der
Wasserstoffzahl mit
31.

Pufferkaépazit:'it 29.

— des Serums 202.

Pufferungsvermogen 29.

Quecksilber, Reinigung
165.

Quellung 111.

— Maximum und Mini-
mum bei der Gela-
tine 113.

Reaktion nullter Ord-
nung 226.

— erster Ordnung 227.

Reaktionskinetik 225.

Redox-Systeme, rever-
sible 207.

Reduktion 205.

Reduktionspotential,
scheinbares,inOrgan-
extrakten, Zystein,
Zucker 223.

Regulatoren 26.

Reibung, innere (Visko-
sitdt) 115.

Reihe, geometrische 1£f.

—- unregelmafBige 8.

Reihenversuch 1.

rH 208.

Rheostatenkésten 172.

Ringerlosung 240.

Ringmethode (du Nouy)
zur Messung der
Oberflichenspan-
nung 84.

Rohrzucker, Siurespal-
tung 225.

— fermentative Spal-
tung 229.

Rotkohlauszug, Indika-
tor 37.

Rubinzahl 14.

Saccharase 229.

Salzsdure, freie, ge-
samte, gebundene,
im Magensaft 57.

Salzwirkung bei der
Flockung 65.

Schalttafel 127.

Schwefelsol nach Odén
12.

Serum, Bestimmung des
osmotischen Druckes
(Krogh) 107.

—- Esterase 240.

— Messung der h 192.

— Oberflichenspan-
nung des 84.

— Pufferkapazitat 202.

Serumalbumin, Alkohol-
empfindlichkeit 67.

— Isoelektrischer
Punkt 67.

— Fillungsoptimum 67.

— Flockungsoptimum

Speicheldiastase, Ein-
flul der h auf 149.

Stalagmometer nach J.
Traube 73.

— nach Rona-Michaelis
77.

Standardazetat 185.

Stickstoff, Priifung auf
0,-Freiheit 222.



Stickstoff,
209.
Stromstirke 155.

Reinigung

9, Werte fiir ¢ 180.

Tannin und Gelatine,
Flockungsoptimum
68

Thermobarometer 237.

Thymolblau, Indikator
317.

Thymolphthalein, Indi-
kator 37.

Titration, elektrome-
trische 197.

— konduktometrische
161.

— mit bedingt ober-
flachenaktiven Stof-
fen 83.

— oxydative, von Leu-
kofarbstoffen 221.

— reduktive, eines
Farbstoffes 219.

Titrationsaziditat 53.

Tributyrin 77,

— Spaltung durch Se-
rumesterase 240.
Tropéolin 00, Indikator

37.

Triitbungsmessung 18.

Triibungsoptimum  der
Gelatine 118.

Trypsin, Bestimmung
nach Willstéatter-
Waldschmidt-Leitz
148.

Sachverzeichnis.

Trypsin, Trennung von
Lipase und Amylase
146.

Tyndallsches Phinomen
17.

U-Elektrode 192.
Ultrafilter 101.
Ultrafiltration 871f.,101.
Umladung 121.

Veresterung, fermenta-
tive 241.
Vergoldung von Platin-
elektroden 209.
Veronalpuffer 36.
Viskosimeter 116.
Viskositat 111, 115.
Volumeichung von mi-
krogasanalytischen
Gefallen 232, 241.
Vorschaltwiderstand
172.

Walpoles Prinzip 48.
Warburg-Technik der
Gasanalyse 232.
Wasser, Oberflichen-
spannung des 85.
Wasserstoff, Reinigung
209.
Wasserstoffaktivitat 39.
Wasserstoffelektrode,
Normal-, als Bezugs-
elektrode 213.
Wasserstoffexponent 24.
| Wasserstoffgas, Herstel-
| lung fiir die Wasser-
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stoffkonzentrations-
kette 185.

Wasserstoffionen, Kon-
zentrationshestim-
mung durch Indika-
toren 23, 31 (nmach
Sorensen), 40 (ohne
Puffer).

~— Messung mit der
Chinhydron-Elek-

trode 216.
Wasserstoffionenkon-
zentration, EinfluB

auf Fermente 149.
— Messung im Serum
192.
— Messung im Blut193.
Vgl. auch h.
Wasserstoffkonzentra-
tionskette 185. Vgl
auch h, py.
Wasserstoffsuperoxyd
als Zwischenstufe bei
der O,-Reduktion
246.
‘Weinsdure, Dissozia-
tionskonstante 27.
Weston-Element 167.
Widerstand, elektrischer
155.
Widerstandsgefafl 157.
— Kapazitat des 158.

Zucker, scheinbares Re-
duktionspotential
223,

Zuckerkohle 136.

Zysteinoxydation 244.
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