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Aus dem Vorwort zur zweiten Auflage.

Seit dem Erscheinen der ersten deutschen Auflage dieses Buches hat die
Enzymchemie nicht nur eine intensive Bearbeitung erfahren, sondern auch
eine wesentliche Entwicklung durchgemacht.

Man kann sagen, dass die Enzymchemie gerade jetzt in eine neue Periode
eintritt. Wihrend man sich vor 10 Jahren darauf beschrinken musste, das
in jeder Hinsicht sehr unvollkommene Beobachtungsmaterial zu sammeln und
moglichst zu sichten, ist jetzt die Zeit gekommen, in welcher eine theoretische
Behandlung méglich zu werden beginnt, Erst auf Grund einer neugewonnenen,
verfeinerten und zuverldssigen Methodik ist das dazu erforderliche Material
geschaffen worden.

Die Frage, in welchem Umfang die Ergebnisse der allgemeinen Chemie
in einer Monographie wie der vorliegenden mitgeteilt werden sollen, wird
natiirlich von verschiedenen Seiten in ungleichem Sinn beantwortet werden.
Die Grundlagen der fiir die ganze Biologie so wichtigen physikalischen Chemie
habe ich vorausgesetzt. Von den speziellen physikalisch-chemischen Tatsachen
und Gesetzen durfte in Riicksicht auf den Umfang des Buches nur das
erwihnt werden, was schon jetzt zu enzymatischen Tatsachen direkt in Be-
ziehung gebracht werden kann.

Bei der Beschreibung der allgemeinen Eigenschaften der Enzyme liess
sich die Besprechung des isoelektrischen Punktes nicht tibergehen, welche
wiederum eine kurze Darstellung der Dissoziationskurve und der Dissoziations-
restkurve erforderte. Bei der Mitteilung der hieraus gezogenen Folgerungen
war ich bestrebt, den hypothetischen Charakter mancher neueren Theorien
stark zu betonen. Wenn trotzdem die Theorie der Enzymaktivitit und
der enzymatischen Reaktionsgeschwindigkeit von L. Michaelis sehr aus-
fihrlich wiedergegeben worden ist, so geschah dies teils wegen des Interesses,
welches gerade die diesbeziiglichen Probleme gegenwiirtig fiir den Enzymforscher
besitzen, teils auch, um den der physikalisch-chemischen Forschung fernerstehen-
den Lesern deutlich zu zeigen, wie wertvoll im Vergleich zu rein qualitativen Vor-
stellungen die zahlenmissige Durchfithrung einer Hypothese ist, wenn auch die
kiinftige Forschung, wie vorauszusehen ist, Umbildungen derselben veranlasst.

Schon in diesem Band ist mehrfach betont worden, dass die Voraus-
setzung fir die endgiiltige Losung enzymatischer Probleme die Kenntnis der
chemischen Zusammensetzung und der Struktur der Enzyme sein muss, und
dass ohne diese Kenntnis unseren Ergebnissen immer ein betrichtlicher Grad
von Unsicherheit anhaftet.

Stockholm, im Juni 1920.
Hans v. Euler.



Vorwort zur dritten Auflage.

Das Ziel des Buches ist das gleiche geblieben; die Anlage hat insofern
eine Erweiterung erfahren, als nach dem II., Speziellen Teil in einem III., ab-
schliessenden Band versucht werden sell, eine zusammenfassende Darstellung
der Vorginge in Organen und Zellen vom enzymchemischen Standpunkt aus
zu geben. Die Enzymwirkungen im Organismus sind durch neuere Forschungen
schon so mannigfach mit den entsprechenden Vorgingen in vitro verkniipft
worden, dass sie in dem vorliegenden Werk, das ein einheitliches Ganzes
bilden soll, nicht unberiicksichtigt bleiben diirfen. '

In der vorhergehenden Auflage wurde die Michaelissche Berechnung
der Affinititskonstanten als ein noch neuer und wenig gepriifter theoretischer
Versuch in den Mittelpunkt der Enzymkinetik gestellt. Die Erwartung, dass
sich dieser Versuch als besonders entwicklungsfihig und fruchtbar erweisen
wiirde, hat sich voll bestiatigt. Die Affinititen eines Enzyms zu Substrat
und Reaktionsprodukten sind fiir jedes Enzym durch charakteristische Kon-
stanten ausdriickbar und die Erforschung der fiir diese Affinititen mass-
gebenden chemischen Strukturen ist eine der wichtigsten Aufgaben.

Die Enzymforschung, die sich in den letsten 4 Jahren rascher entwickelt
hat, als friher in Dezennien, verdankt ihre rasche Erweiterung und Vertiefung
besonders dem Eindringen der chemischen Methodik; nach den Erfolgen der
Willstatterschen Schule wird dies niemand bestreiten wollen. Unsere Einsicht
steigt in dem Mass, als wir die Eigenschaften der von zufilligen Begleitern
befreiten Enzyme kennen und nach allgemeinen Gesetzen berechnen lernen.

Die chemischen Gesichtspunkte sind also auch in dieser Auflage die
leitenden. In einzelnen Fragen habe ich mir von Fachgenossen, unter denen
ich besonders die Herren Donnan, Fahreus, Hammarsten, Hedin,
Neuberg, Svedberg, Thunberg und Willstitter dankbar erwihne, Rat
erholen diirfen, und wie frither richte ich an alle Leser die Bitte, mich auf
Mingel und Liicken in der Darstellung aufmerksam zu machen. Fiir die
wertvolle und wirksame Hilfe bei der Niederschrift wie bei vorausgegangenen
Untersuchungen habe ich auch hier meinen Mitarbeitern Karl Josephson
und Karl Myrbédck herzlich zu danken.

Stockholm, im November 1924,
Hans v. Euler.
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Einleitung.

Als Enzyme oder ungeformte Fermente bezeichnet man dem Tier- oder
Pflanzenreich angehorende Stoffe von unbekannter Zusammensetzung und
Konstitution, welche zunichst im Organismus, sodann aber auch unabhéngig
von dem Organ bzw. der Zelle, welcher sie entstammen, chemische Reak-
tionen beschleunigen. Der Begriff Enzym fillt hiernach unter den viel um-
fassenderen Begriff Katalysator.

Unter Katalysator verstehen wir einen Stoff, der, ohne durch die be-
schleunigte Reaktion selbst verbraucht zu werden, bzw. ohne in den End-
produkten der Reaktion zu erscheinen, die Geschwindigkeit #ndert, mit welcher
ein chemisches System seinem Endzustand zustrebt. Enzyme sind aber —
wenigstens bei dem bis jetzt erreichten Grad der Reinheit — selten ideale
Katalysatoren. Eine Grenze zwischen diesen Stoffen und idealen Katalysatoren
wiirde sich schwer ziehen lassen; sie wiirde stark von den gewihlten Ver-
suchungsbedingungen abhingen.

Indessen zeigt die Literatur gerade der letzten Jahre, dass eine gewisse
Abgrenzung des Begriffes Enzym wiinschenswert ist; und so wird man die-
jenigen Stoffe prinzipiell nicht zu den Enzymen rechnen, welche gerade durch
die Reaktion, an welcher sie mitwirken, nach stochiometrischen Verhiltnissen
verbraucht werden.

Bei nicht enzymatischen Katalysen ist die Menge der reaktionsbeschleu-
nigenden Substanz meist klein im Verhiltnis zu derjenigen des umgesetzten
Stoffes — ein idealer Katalysator sollte ja die Umsetzung unbegrenzter
Mengen von ,Substrat“ beschleunigen kénnen. Viele Enzyme iiben tatsiichlich
schon in geringen Quantitéiten sehr grosse Wirkungen aus; oft ist aber ihre
Tatigkeit zeitlich begrenzt und geht nicht iiber einen gewissen stofflichen
Umsatz hinaus; es beruht dies, wie wir spéter sehen werden, auf mehreren
Ursachen: Einerseits verlaufen zahlreiche Reaktionen an sich nicht vollstindig
in einer Richtung, sondern streben einer Gleichgewichtslage zu; andererseits
werden alle diesbeziiglich untersuchten Enzyme von Substrat und von Reak-
tionsprodukten gebunden, und schliesslich werden die Enzyme oft wihrend
der Reaktion mehr oder weniger vollstindig zerstort. Als charakteristisch
fir Enzyme wird meist der Umstand angesehen, dass sie durch lingeres
oder kiirzeres Erhitzen ihrer Loésungen auf hohere Temperatur, etwa 809,

v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil, 3. Aufl. 1



2 Hans v. Euler,

unwirksam werden. Bindend ist dieses Kriterinm nicht, wie denn tiberhaupt
zwischen anorganischen Katalysatoren und Enzymen prinzipielle Unterschiede
nicht bestehen. Ob man fiir einen reaktionsbeschleunigenden Bestandteil
eines Organes, der chemisch aufgeklidrt oder mit einem bekannten Stoff iden-
tifiziert ist, den Namen ,Enzym“ noch beibehalten will, oder ob man es vor-
zieht, auf den wissenschaftlich fester stehenden Begriff Katalysator zuriick-
zugehen, ist lediglich Sache der Ubereinkunft. Wie aber die Definition gewihlt
wird, ist von untergeordneter Bedeutung; sind wir doch vom Ziel, der che-
mischen Aufklirung der Enzyme, in vielen Fillen noch so weit entfernt?),
dass der Begriff Enzym noch lange bestehen bleiben wird.

Die Grenze, welche die Enzyme von den Toxinen trennt, ist ebenfalls
einigermassen willkiirlich. Die Herkunft aus dem lebenden Organismus, die
Féhigkeit Antikérper zu bilden und andere Eigenschaften, sowie auch wohl
ihre Wirkungsweise, sind beiden Stoffgruppen gemeinsam. Andererseits sind
die Toxine durch ihre Giftwirkung ziemlich scharf charakterisiert; vermutlich
gehoren verschiedene Toxine ganz verschiedenen Korperklassen an. Wir
miissen von der Behandlung dieses umfangreichen Gebietes um so eher ab-
sehen, als sich die Chemie der Toxine in neuerer Zeit zu einem besonderen
Wissenszweig entwickelt hat.

Ungleich wichtiger als die Beantwortung der Frage, wie die Enzyme
abzugrenzen sind, ist die Aufgabe, die physikalischen und chemischen Eigen-
schaften der typischen Reprisentanten dieser merkwiirdigen Stoffe festzustellen.

~ Als Ziel schwebt uns natiirlich die exakte Beschreibung der ein-
zelnen Enzyme durch chemische Formeln und durch die an den
reinen Substanzen gewonnenen charakteristischen Konstanten
vor. Man darf sich nicht verhehlen, dass die Enzymologie auf unsicherem
Boden steht, solange die Konstitution der Enzyme nicht aufgekldrt ist, wie
denn iiberhaupt Messungen, auch physikalisch-chemischer Art, mit chemisch
ungeniigend definiertem Material nur mit grosster Vorsicht zu weitergehenden
Schlussfolgerungen verwandt werden diirfen. Zunéchst ist es fiir den Forscher
von grosster Bedeutung, sich iber den Reinheitsgrad der Enzympriparate
klar zu sein, und in erster Linie sind hierzu chemische Arbeiten erforderlich.

Aber auch die physikalisch-chemischen Untersuchungen haben schon
wichtige Anhaltspunkte fir das Verstindnis der Enzyme geliefert.

Von vornherein war zu erwarten, dass die elektrolytische Disso-
ziationstheorie sich auch in der Physiologie, welche sich ja vorwiegend
mit verdiinnten Losungen von Elektrolyten beschaftigt, als besonders frucht-
bar erweisen wiirde. Wéhrend anfangs die richtige Anwendung dieser Lehre
auf biologische Fragen Schwierigkeiten gemacht hat, sind gerade in den

1) Sehr bemerkenswerte, vorliufige Angaben iiber die Zusammensetzung einer Peroxy-
dase verdankt man Willstitter, Stoll und Pollinger. Lieb. Ann. 416, 21; 1918. —
422, 47; 1921. — 430, 269; 1923.
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letzten 15 Jahren in der Enzymologie wieder bemerkenswerte Erfolge durch
elektrochemische Messmethoden und durch die theoretische Behandlung der
Enzyme als Elektrolyte erzielt worden. Den einschligigen, sehr wertvollen
Arbeiten wurde deswegen ein besonderes Kapitel ,Die Enzyme als Elektro-
Iyte“ gewidmet.

Der Verlauf enzymatischer Reaktionen wird in hohem Grad durch die
Aciditdt des Mediums beeinflusst. Dass man nunmehr begonnen hat,
diesen Umstand gebiihrend zu beachten und die Aciditit durch einwandfreie
und einfache Methoden zu messen ist das Verdienst von Sérensen und von
Michaelis; in Amerika hat Mansfield Clark durch eigene Arbeiten und
durch eine ausgezeichnete Monographie!) zur Verbreitung sachgemésser
Acidititsbestimmungen viel beigetragen. Die Dynamik der Enzymreaktionen
ist durch die Berticksichtigung der Aciditidt wesentlich geklirt worden, und
zahlreiche éltere, irrtimliche und unzureichend definierte Angaben konnen
jetzt ausgeschieden werden.

Man hat frither nicht selten erwogen, ob die Enzyme sich im Zustand
der echten Losung befinden, oder ob sie zu den Kolloiden gehéren; in dieser
Hinsicht konnen sich Enzyme sowohl dem einen als dem anderen Grenzfall
nihern, und es tritt uns die Aufgabe entgegen, ihren Dispersititsgrad und
die Molekulargrosse zu bestimmen. Kriterien bilden hierbei die ultramikro-
skopischen Beobachtungen, die Adsorptionserscheinungen, die Diffusion, auch
wohl das Verhalten im elektrischen Feld. Im allgemeinen werden wir wohl
die Enzyme zu den hochmolekularen Kérpern bzw. zu den Kolloiden zu
rechnen haben, und die Besonderheiten dieser Stoffe verdienen also gewiss
die Aufmerksamkeit des Enzymforschers.

Hier tritt uns allerdings die Frage entgegen, welche Bestandteile der
mit den. gegenwirtigen Methoden moglichst gereinigten Enzympraparate dem
Enzym eigentlich angehoren und welche Gruppen fiir die enzymatische
Wirkung zufillig oder unwesentlich sind. Gerade auf dieses Problem wird
die Enzymforschung in néchster Zeit ihre besondere Aufmerksamkeit zu richten
haben. Dass eine Reaktion durch Enzymhomologe von quantitativ ver-
schiedener Wirksamkeit katalysiert werden kann, wird durch die Ergebnisse
der letzten Jahre nahegelegt.

Willstatter nimmt an, dass das Molekiil eines Enzyms aus einem
kolloiden Triger und einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe be-
steht. Bei mehreren Enzymen spricht eine Reihe von Tatsachen fiir eine
solche Scheidung des chemisch wirkenden und des kolloiden Teiles; ob die-
selbe allgemein zutrifft, muss erst die weitere Entwicklung der Enzymchemie
zeigen 2).

) Mansfield Clark, The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore. 2. Aufl. 1923.

%) Siehe hierzu Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749 u. zw. 1752; 1923. —

H. 133, 1923.
1*
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Haben wir nun im Kapitel 2 und 3 die Enzyme als Elektrolyte und als
Kolloide betrachtet, so wenden wir uns im Kapitel 4 der Frage zu: In welcher
Weise wird eine Reaktion durch ein Enzym ausgelost bzw. beschleunigt, und
wie verlaufen die enzymatischen Reaktionen?

Wir werden uns in erster Linie die Gesetze der allgemeinen chemi-
schen Dynamik vergegenwirtigen, welche fiir die enzymatischen Reaktionen
in Betracht kommen, insbesondere aber die Resultate, welche sich aus dem
Studium der Katalysatoren ergeben haben. Der Vergleich der nicht enzy-
matischen Katalysen mit den Fermentreaktionen wird uns dann zeigen, dass
wir es in beiden Fillen mit denselben Vorgingen zu tun haben, und dass
die Abweichungen, welche viele Enzymreaktionen von den bekannten Schul-
fillen der chemischen Dynamik aufweisen, sich ungezwungen durch die Be-
sonderheiten der enzymatischen Katalysatoren erkldren lassen. An der An-
nahme, dass Enzym und Substrat zu mehr oder weniger festen Komplexen
zusammentreten, welche als die ,aktiven“ Molekiile zu betrachten sind, also
die Reaktionen vermitteln, halten wir um so mehr fest, als dieselbe unserer
allgemeinen Auffassung von der Rolle der Katalysatoren entspricht.

Uberblickt man die Entwicklung, welche die Enzymologie in diesem
Jahrhundert, besonders in dessen ersten Dezennium durchgemacht hat, so
will es scheinen, dass die vielen reaktionskinetischen, speziellen Untersuchungen,
in denen festgestellt werden sollte, welche Reaktionsformel fiir den einen
oder anderen Vorgang passt, keine eigentliche Vermehrung unserer Einsicht
in die betreffenden Enzymwirkungen gebracht hatten. Der Grund liegt in
der Vernachldssigung der chemischen Seite des Reaktionsverlaufes. Der Ein-
fluss der Aciditit und die Mitwirkung spezieller Hilfsstoffe war iibersehen
worden, der Gang der Umsetzung iiber Zwischenprodukte war unbeachtet
geblieben, und so stand die mathematische Behandlung vielfach ohne experi-
mentell zureichende Grundlagen.

Seitdem durch die Arbeiten von Harden und Young das Co-Enzym
der ,Zymase“ entdeckt war, ist die Rolle der spezifischen Aktivatoren
mehrfach Gegenstand der Forschung gewesen; allgemein ldsst sich tiber die
zweifellos sehr wichtige Rolle derselben, wie auch der Kinasen, noch wenig
sagen; sie diirften meist nach stochiometrischen Beziehungen aktivieren; wir
werden diese Stoffe hauptséchlich im speziellen Teil des Buches zu besprechen
haben.

Unter den allgemeineren Aktivatoren und Hemmungskorpern
sind die als Elektrolyte fungierenden Sduren und Basen die wichtigsten; ihre
Wirkungsweise wird im Kapitel 2 behandelt werden. Bemerkenswerte Regel-
miéssigkeiten haben sich ferner hinsichtlich des Einflusses der Konfiguration
auf die Hemmung der Enzymwirkungen ergeben. Uber die Einwirkung
der Gifte sind wir jetzt einerseits so weit orientiert, dass wir fiir enzyma-
tische Untersuchungen verschiedener Art gegen Bakterieninfektion wirksame,
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dem Ferment gegeniiber aber unschédliche Stoffe angeben konnen, und
dadurch vor Tauschungen, welche ungentigende Desinfektion bei enzymologi-
schen Arbeiten so oft veranlasst hat, sicherer sind. Andererseits hat sich
das quantitative Studium der Giftwirkungen, besonders der reversibeln Metall-
Inaktivierungen durch Schwermetallsalze als ein wertvolles Hilfsmittel zum
Eindringen in die Chemie fier Enzyme erwiesen. Dagegen bedarf die Wirkung
der Anisthetika (Toluol, Ather, Chloroform) auf die Garungs- und Atmungs-
enzyme in chemischer Hinsicht noch dringend der Aufkldrung.

Der Einfluss der Temperatur lasst sich fiir jedes Enzym und fiir
jede enzymatische Reaktion exakter festlegen, als man nach der dlteren Lite-
ratur annehmen durfte, und man wird nun die fritheren Angaben iiber eine
,Totungstemperatur und ,Optimaltemperatur®, welche je nach der Zeit der
Einwirkung ganz verschieden ausfallen mussten, durch physikalisch-chemisch
gut definierte Konstanten zu erginzen suchen.

Das Sonnenlicht, besonders dessen ultravioletter Teil, greift zweifel-
los in die Bildung und Wirkung der Enzyme des Pflanzen- und Tierkorpers
wesentlich ein, aber die experimentelle und theoretische Forschung — eine
Priifung des Einsteinschen Gesetzes wire hier von hohem Interesse —
steht hier noch in den ersten Anféngen, ebenso wie hinsichtlich der Rolle
der Rontgenstrahlen und der Strahlung radioaktiver Elemente bei biochemi-
schen Vorgingen.

Von grosster biologischer Bedeutung sind ohne Zweifel die enzyma-
tischen Synthesen. Seitdem vor etwa 20 Jahren durch Croft Hill die
ersten Erfolge erzielt waren, sind weitere wesentliche Fortschritte gemacht
worden, unter welchen nur die enzymatische Bildung von Fruktosediphosphor-
siure (Harden und Young, L. Iwanoff) und die Synthesen von Biosen
und Glukosiden durch Bourquelot und seine Mitarbeiter erwahnt seien.

Fiir die allgemeine Chemie sind diese Vorgéinge um so wichtiger, als
die Enzyme bekanntlich gegeniiber der sterischen Konfiguration der Substrate
dusserst empfindlich sind und asymmetrische Produkte entstehen lassen. Die
Enzyme setzen uns somit in den Stand, asymmetrische Synthesen aus-
zufiithren. Andererseits scheint eine Sichtung der Literatur hier besonders
geboten, denn mehr als eine Angabe iiber gelungene enzymatische Eiweiss-
synthesen hat der eingehenderen Kritik nicht standhalten konnen.

Den Abschluss des allgemeinen Teiles bildet eine Ubersicht iiber die
wichtigsten Tatsachen, welche hinsichtlich der Spezifitit der Enzym-
wirkungen gefunden worden sind, und welche mit Recht die grosste Auf-
merksamkeit sowohl der Mediziner wie der Biochemiker erregt haben.



1. Kapitel.

Allgemeines iiber die Darstellung, Reinigung?) und
Aufbewahrung von Enzympriparaten und iiber ihre
' Charakterisierung?).

Die Kenntnis der Enzymreaktionen leidet in hohem Grade an dem
Ubelstand, dass wir iiber die Zusammensetzung der Enzyme noch nichts
wissen, und uns deswegen tiiber die chemischen Einzelvorginge, welche bei
ihrer Wirkung in Betracht kommen, keine Vorstellung bilden kdnnen. Um
so mehr wird es notwendig, alle die Einfliisse experimentell aufzusuchen und
kennen zu lernen, welche sich bei enzymatischen Reaktionen geltend machen,
wenn wir nicht Gefahr laufen wollen, den sicheren Boden fiir die theoretische
Behandlung des Gebietes zu verlieren.

Inshesondere mochte der Verf. auch jetzt, wie schon in der vorher-
gehenden Auflage dieses Buches, betonen, dass der Reinigung und
chemischen Charakterisierung der Enzympriparate, welche zu
physikalisch-chemis¢hen Messungen verwendet werden sollen,
gar nicht genug Aufmerksamkeit gewidmet werden kann.

Dieses Kapitel soll nur einen Uberblick tber die wichtigsten, allge-
meinen Methoden zur Gewinnung und Reinigung von Enzymen bieten.
Beziiglich der Anwendungsformen dieser Methoden verweisen wir — um
Wiederholungen zu vermeiden — auf den II. Teil dieses Werkes, wo bei
der Beschreibung der einzelnen Enzyme die speziellen priparativen Arbeits-
weisen angegeben werden.

A. Abscheidung enzymhaltiger Sifte aus tierischem und
pflanzlichem Material.

In den Fliissigkeiten, Siften und Sekreten des tierischen und pflanz.
lichen Organismus konnen die Enzyme direkt in vitro nachgewiesen und
studiert werden, und lassen sich daraus ohne weiteres, allerdings stark ver-
unreinigt, in fester Form gewinnen; so kann beispielsweise die Amylase aus

1) Siehe hierzu den zusammenfassenden Vortrag von Willstatter, Chem. Ber. 55,

3601; 1922.
?) Buler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749; 1923. — Willstitter und Kuhn,

Chem. Ber. 56, 509; 1923.
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dem Speichel und das Pepsin aus dem Magensaft direkt mit Alkohol aus-
gofillt werden.

Aus Organen, Geweben und Zellen werden Enzyme etwas umstéindlicher
gewonnen, und zwar:

1. durch Auspressen,

2. durch Extrahieren mit Losungsmitteln, bzw. Losungsmittelgemischen.

Gebt man von tierischen Organen aus, so miissen dieselben vorher von Blut befreit
werden, und zwar geschieht dies am besten in der Weise, dass man das betreffende Tier vor
Entnahme des Organs aus einer Arterie entblutet, und durch die Jugularvene gleichzeitig die
entsprechende Menge physiologischer Kochsalzlésung einfiihrt, bis die der Arterie entstromende
Flissigkeit nur wenig rote Blutkérperchen mehr enthilt?).

Das Auspressen der Gewebe geschieht in der Regel nach eingehender
mechanischer Zerkleinerung des Materials mittels Hackmaschinen, Quetsch-
maschinen, Pulvermiihlen u. dgl. Die so zerkleinerte Masse wird weiter
zerrieben, oft mit Sand, wobei die Zellen mehr oder weniger vollstindig zer-
triimmert werden, so dass ihr flissiger Inhalt frei wird, und durch Absaugen
oder Abpressen, zuweilen unter hohen Drucken, gewonnen werden kann.

Bei Organen von Tieren und hoheren Pflanzen ist dieses Verfahren
meist leicht auszufiihren, bei Hefen und anderen Mikroorganismen bot hin-
gegen die Zertriimmerung der Zellen frither Schwierigkeiten, welche bekannt-
lich die Entdeckung der Garungsenzyme lange Zeit aufgehalten haben, bis
E. u. H. Buchner und M. Hahn? fanden, dass man durch Anwendung
von Kieselgur. beim Zerreiben und durch Auspressen der Masse mit einer
hydraulischen Presse einen girkriftigen Saft erhalten kann.

Eine weitere Methode zur Zertrimmerung der Zellen stammt von Rowland?).

Gegebenenfalls wird das Material durch Erstarrenlassen bei tiefer Temperatur gehirtet;
fir Bakterien haben Macfadyen und Rowland*) diese Methode eingefiihit, fiir tierische
Organe ist von Kossel?®) ein sehr brauchbares Verfahren angegeben worden.

Nicht selten wird die Gewinnung des Zellinhaltes erleichtert, wenn man
die Zellen vorher abtitet. Diese Abtotung kann durch solche Protoplasma-
gifte geschehen, welche die Enzyme nicht angreifen, am besten aber dadurch,
dass man das Material zuerst entwissert, und erst dann nach Zusatz von
Wasser oder Salzlosung die Auspressung oder Extraktion vornimmt
(E. Fischer, v. Lebedew, Jacoby u. a.).

Dieses Verfahren ist besonders zur Gewinnung von Enzymen aus Hefen
und Bakterien vielfach angewandt worden, sei es, dass man das Zellmaterial
direkt an der Luft oder im Vakuum trocknet — hierzu eignet sich manch-

) Vgl hierzu Franz Miiller, Die kiinstliche Durchblutung resp. Durchspiilung von
Organen. Abderhaldens Handbuach, 3, 321, 1910.

) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegiirung. Miinchen 1903.
Aufdie Buchner-Hahnsche Methode kommen wir im zweiten Band dieses Werkes noch zuriick.

3) Rowland, J1 Physiol., 27, 53; 1901.

%) Macfadyen und Rowland, Zentralbl. f. Bakteriol. 34, 765; 1903.

% Kossel, H. 33, 5; 1901.
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mal eine Apparatur!), wie sie bei der Krause-Trocknung der Milch zur
Anwendung kommt?) — sei es, dass man ihm durch Alkohol das Wasser
entzieht, und die Zellen dadurch titet, wie dies z. B. Osborne bei seiner
Methode zur Gewinnung der Saccharase getan hat.

Sehr wesentlich zur Gewinnung qualitativ und quantitativ guter Aus-
beuten ist das Entfetten des getrockneten Organbreies (sieche z. B. die
Darstellung von Pankreaslipase nach Willstatter, H. 125, 133).

Zur Darstellung von Enzympriiparaten aus tierischen Organen haben Wiechowski?)
und Wiener?) ein Verfahren ausgearbeitet. Es besteht darin, dass man die gut zerkleinerte
Organmasse durch ein feines Sieb treibt und dann in diinner Schicht auf Glasplatten in warmem
und trockenem Luftstrom moglichst schnell trocknet. Die getrocknete Haut wird abgeschabt
und mit Toluol in einer Pulvermiihle gut gemahlen. Die feine Suspension wird durch Absaugen
weiter gereinigt, bis die in Toluol 16slichen Lipoide usw. entfernt sind. Das vom Toluol befreite
feine Pulver soll alle Enzyme unveréndert enthalten, und ist jedenfalls in trockenem Zustand
sehr bestiindig. Die Enzyme werden durch Extraktion mit Wasser wieder in Losung gebracht.

Was das Extrahieren der Enzyme aus tierischen und pflanzlichen
Organen betrifft, so kommen natiirlich nur solche Fliissigkeiten in Betracht,
welche das betreffende Enzym zu losen vermdgen; meistens handelt es sich
um Wasser bzw. sehr verdiinnte wissrige Losungen von Salzen, Siuren oder
Basen, oder um Glycerin.

Wihrend wissrige Losungen ausser dem Enzym grosse Mengen von
anderen Stoffen, besonders Eiweisskorper und ihre Spaltprodukte sowie Kohle-
hydrate, aufnehmen, 16st Glycerin diese Stoffe in viel geringerem Grade, so
dass gleichzeitig eine verhiltnismissig reine Losung erhalten wird.

Als dritte Methode, Enzyme aus einzelligen Organismen zu gewinnen,
ist die Plasmolyse derselben vorgeschlagen worden, und diirfte manchmal
Dienste leisten, wenn die direkte Extraktion sich schwer ausfiihren ldsst oder
Autolyse die zu studierenden Zellenzyme zerstort. So hat Verf.%) mit Dernby
von dieser Methode zum Studium der Hefenproteinasen Gebrauch gemacht.

Auch das Ausspritzen einer Bakterienemulsion ans Hochdruckgefissen ist vorgeschlagen
worden ; dabei sollen die Zellen durch die plstzliche Druckinderung gesprengt werden.

Nicht alle Enzyme sind in Wasser oder wissrigen Medien loslich, und
auch diejenigen, welche klare wissrige Losungen bilden, zeigen bei n#herer
Untersuchung sebr verschiedene Dispersititsgrade. Auch ein und dasselbe
Enzym wird sowohl innerhalb als ausserhalb der lebenden Zelle, ebenso wie
andere Emulsionskolloide, mit verschiedenen Dispersititsgraden auftreten und
aktiv sein konnen; darauf deuten die Wirksamkeitserhdhungen, welche man
zuweilen durch kurzdauernde Erwidrmung an Enzymlosungen beobachtet.

1) Salomonson und Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 24; 1922.

2 G. A. Krause, D. R. P. KI. 12a, Nr. 297388; 1918.

3) Wiechowski, Hofm. Beitr. 9, 233; 1907. — Siehe die Zusammenstellung dieses
Autors in Abderhaldens Handbuch, 1. Aufl. Bd. 3, 282; 1910.

‘) Wiechowski und Wiener, Hofm. Beitr. 9, 247; 1907.

5 Kuler und Dernby, H. 83, 408; 1914,
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Vielfach ist der Grund, weshalb die Enzyme tiberhaupt nicht oder nicht
direkt extrahiert werden konnen, darin zu suchen, dass dieselben an andere
Zellbestandteile mehr oder weniger fest gebunden sind, eventuell Bestandteile
grosserer Molekularkomplexe ausmachen. Oft konnen solche Enzymgruppen
durch Trocknen oder durch andere Massnahmen von diesen Zellbestandteilen
getrennt werden, zuweilen gelingt es, Eiweissstoffe, welche einem Enzym fest
anhaften, durch zugesetzte Enzyme!) oder durch rasche Autolyse? unter
Zusatz von Toluol usw. zu entfernen; ein gutes Beispiel bietet die Saccharase
(vgl. 1I. Teil, 2. Aufl,, S. 172).

Wie Verf. bemerkt hat, scheint die Extraktionsfahigkeit von intra-
zelluliren Enzymen in einem nahen Zusammenhang zu stelten mit ihrer
Empfindlichkeit gegen Protoplasmagifte, was dahin gedeutet wurde, dass
diese Enzyme in dem Grade von Protoplasmagiften gehemmt (vergifiet)
werden, als sie noch einen Bestandteil des Protoplasmas ausmachen®). Indessen
sind diese Verhiltnisse noch bei weitem nicht endgiiltig aufgeklart.

Die friiher iibliche Unterscheidung der Enzyme in Endo-Enzyme und
Ekto-Enzyme ist nie auf exakte Kriterien gegriindet gewesen und wird am
besten aufgegeben.

Gewinnung von Verdauungssiaften.

Allgemeine, ausserordentlich wertvolle Methoden zur Gewinnung von
Sekretionsenzymen aus den Verdauungsdriisen verdankt man Pawlow?),
London und ihren Schiilern. Durch diese Méthoden gelingt es nicht nur
grossere Mengen der Sekrete des Magens, des Darms und anderer Organe
ginzlich frei von Verdauungssubstrat zu erbalten, sondern auch die Be-
dingungen der Enzymsekretion eingehend zu studieren.

Die Grundlagen der hier in Betracht kommenden Methodik stammen von Thiry (1864)
und von Heidenhain (1879), welche die sezernierende Oberfliche operativ igolierten. Im
Jahre 1889 fiihrte Pawlow mit Frau Schumow-Simanowski an einem Hunde, der eine
gewohnliche Magenfistel besass, die Operation der Osophagotomie aus, d. h. sie durchschnitten
die Speisershre am Halse und heilten ihre beiden Stiimpfe gesondert in die Winkel der Haut-
wunde ein. Hierdurch wurde eine vollstirdige anatomische Trennung der Mund- und Magen-
hohle erhalten. ,An solchen Tieren kann man folgendes interessante Experiment anstellen:
Wenn man dem Hunde Fleisch zu fressen gibt, so fiillt es natiirlich durch den oberen Abschnitt
der Speisershre wieder heraus; aus dem giinzlich leeren, vorher mit Wasser rein ausgespiilten
Magen beginnt aber eine ergiebige Sekretion von vollkommen reinem Magensaft, die so lange
andauert, als das Tier Fleisch frisst, und sogar noch einige Zeit linger.*

Auf diese Weise kann man mit Leichtigkeit Hunderte von Kubikzenti-
metern Magensaft erhalten.

1) Siehe Euler und Myrback, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Eemi 8, Nr. 17; 1922.

?) Hudson und Paine, Amer. Chem. Soc. 82, 774; 1910. — 36, 1566; 1914. — Will-
statter und Racke, Lieb. Ann, 425, 1; 1921,

3) Euler und B. af Ugglas, H. 70, 279; 1910.

%) Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Deutsch von Walther. Minchen.
Bergmann, 1898.
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London hat die Pawlo wsche Methodik der Sekretgewinnung besonders
in operativer Hinsicht erweitert und verbessert und zum Studium der Sekretion
der Verdauungsenzyme ein neues Prinzip angegeben. Da die nihere Beschrei-
bung dieser Methodik nicht im Rahmen dieses Buches liegt, sei auf die
zusammenfassende Darstellung dieses Forschers in Abderhaldens Handbuch
verwiesen?).

B. Dauerpriiparate.

Zuweilen bieten die Versuche, gewisse Enzyme aus Mikroorganismen
zu isolieren, uniiberwindliche Schwierigkeiten, so ist es z. B. Buchner selbst
mit dem Presssaftverfahren weder gelungen, die Enzyme der Milchsédure-
girung aus Milchséurebakterien 2), noch die Alkoholoxydase aus Essigsdure-
bakterien?3) von der Zellsubstanz zu trennen.

In solchen Fillen kann man die betreffenden Enzymwirkungen als
solche wenigstens von den iibrigen vitalen Vorgingen der lebenden Zelle
scheiden, indem man die Zelle totet, ohne das Enzym zu zerstoren. Dies
geschieht nach Albert, Buchner und Rapp?*) durch Herstellung soge-
nannter Dauerpriparate.

Das Prinzip, nach welchem sich lebende Mikroorganismen in Dauer-
priparate verwandeln lassen, besteht darin, das Protoplasma durch einen so
kurzdauernden und chemisch verhiltnismissig neutralen Eingriff abzutéten,
dass eine Zerstorung an den Enzymen nicht (oder wenigstens nicht voll-
kommen) zustande kommt. Hierzu eignet sich eine kurze Behandlung der
Zellen mit Aceton oder mit absolutem Alkohol®).

Indessen muss hierzu schon an dieser Stelle bemerkt werden — wir
werden spiter ausfiihrlicher auf diesen Punkt zurtickkommen —, dass schwer
von der Zelle abtrennbare Enzyme, wie diejenigen der alkoholischen Gérung,
durch die T6tung der Zellen zum allergrossten Teil, vermutlich soweit sie an
das Plasma gebunden sind, dauernd inaktiviert werden. Hierauf hat zuerst
Verf. mit B. v. Euler-af Ugglas?® aufmerksam gemacht, und bald darauf
sind auch Rubner® und Giaja zum gleichen Ergebnis gekommen. Dauer-
priparate enthalten iibrigens die Zellen in sehr verschiedenem Zustand.

C. Ausfillung und Reinigung.

In den meisten Fillen wird die erste Reinigung der Enzyme durch
fraktionierte Fillung der enzymatischen Fliissigkeiten vorgenommen.

) London, Operative Technik zum Studium der Verdauung und der Resorption.
Abderhaldens Handbuch 3, 75; 1910.

?) E. Buchner und Meisenheimer, Chem. Ber. 36, 634; 1903. — R. O. Herzog,
H. 37, 381; 1903., ’

3) E. Buchner und Gaunt, Lieb. Ann. 349, 140; 1906.

4) Siche E. Buchner, H, Buchner und M. Hahn, Zymasegérung. S. 247 u. ff.

5 Euler und af Ugglas, H. 70, 279; 1910. — Euler und Kullberg, H. 78, 85; 1911.

%) Rubner, Arch. f. Anat. u. Phys. Suppl. Bd. 1912.
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Aussalzen. Aus Enzymlosungen, welche genuine Eiweissstoffe ent-
halten, kann man letztere oft mit Erfolg fraktioniert ,aussalzen“, sei es durch
Ammoniumsulfat, Magnesiumsulfat, Natriumchlorid, sei es durch einen anderen
Elektrolyten, der die ,aussalzende Wirkung“ zeigt, die im 3. Kapitel néher
behandelt ist. Die dazu erforderliche, grosse Menge des zugesetzten Salzes
muss dann durch Dialyse entfernt werden; wihrend derselben wird aber oft
ein erheblicher Teil des Enzyms unwirksam.

Herstellung des Aciditdtsoptimums der Fallung. Es ist des-
wegen von entschiedenem Vorteil, wenn es manchmal gelingt, einen grosseren
Teil der Eiweissstoffe in der Weise auszufillen, dass man durch geeignete
Zusitze von Siauren (oder Alkalien) in der Losung die Aciditdt der maximalen
Fallung herstellt, welche meist beim isoelektrischen Punkt liegt. So lésst
sich z. B. nach Angabe von Meisenheimer Hefepresssaft durch Zusatz
von Salzsidure weitgehend reinigen?).

Organische Fidllungsmittel. Das am héufigsten angewandte Ab-
scheidungsmittel fiir Enzyme ist der Athylalkohol. Derselbe fillt zwar
einerseits erst in sehr hoher Konzentration Enzyme vollstindig, und schligt
andererseits auch viele gleichzeitig geloste Stoffe, besonders Eiweisskorper,
nieder. Da die Proteine aber durch die Alkoholfallung zum Teil ihre
Wasserloslichkeit verlieren, so liegt in der wiederholten Alkoholfillung eine
Reinigung.

Der Alkohol bietet aber auch den Vorteil, dass er leicht aus dem
Enzympriparat wieder entfernbar ist, und keine tiefergreifenden chemischen
Verdinderungen in den Enzymlosungen hervorruft, wenn unter geeigneten
Bedingungen gearbeitet wird. Viele Enzyme vertragen recht erhebliche Mengen
von Alkohol auch wihrend léingerer Zeit, und manche kdénnen sogar in einem
Losungsmittel, das etwa 35°o Alkohol enthélt, noch eine starke enzymatische
Wirksamkeit entfalten, wie im Kapitel 5 naher belegt werden wird. Immerhin
ist bei prdparativen Arbeiten zu beobachten, dass diese Toleranz nicht allge-
mein ist, dass vielmehr einige Enzyme, wie z. B. Saccharase, besonders gegen
wissrigen Alkohol recht empfindlich sind?). Man kiirzt deswegen die Be-
rithrung des Enzyms mit dem wissrigen Alkohol nach Méglichkeit ab, indem
man denselben durch absoluten Alkohol oder Alkohol-Ather ersetzt, welcher
dann leicht entfernt werden kann. Nicht selten bietet es Vorteile, den Alkohol
durch Aceton zu ersetzen.

Adsorptionsreinigung. Oft gelingt es, Enzyme von ihren Ver-
unreinigungen durch geeignete Adsorptionsmittel zu trennen, und zwar indem
man entweder die Enzyme oder die Verunreinigungen adsorbiert.

1) Meisenheimer, Gambarjan und Semper, Biochem. Zs 54, 108; 1913.
) Hudson und Paine, Jl Amer. Chem. Soc, 32, 1850; 1910. — Euler, Josephson
und Myrbick, H. 180 (Kossel-Festschrift) 87, 1923.
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Am héufigsten trifft man bei Reinigungsarbeiten auf Adsorptionsver-
bindungen zwischen Enzym und Eiweiss. Man kann in diesen Fillen das
Eiweiss durch Autolyse zerstoren, falls das Enzym bei der Autolyse erhalten
bleibt, oder die Adsorptionsverbindung durch Zusitze von Siduren oder Basen
zerlegen, indem man die Eiweisskomponente in Eiweisssalze tiberfiihrt?).

Enzyme lassen sich zuweilen an andere kolloidal geloste oder suspen-
dierte Stoffe binden, z. B. an unlosliche Hydroxyde oder schwerlosliche Salze,
besonders von Aluminium, Eisen, Blei und Uranyl. Es ist kaum zweifel-
haft, dass es sich hier meist um chemische Bindungen handelt. Da die
Adsorptionswirkung der Grosse der Oberfliche proportional ist, sind frisch
gefillte Niederschlidge, weil sie kurz nach der Entstehung einen hohen Disper-
sititsgrad haben, besonders wirksam 2).

Mit Calciumphosphatniederschligen hat E. Briicke?) schon 1861 Pepsin
gereinigt. Auch Cholesterin ist von Briicke zur Fillung von Pepsin ver-
wendet worden, und eine dhnliche Wirkung wurde mit Lecithin erzielt.

Trennungen von Enzymen durch Adsorption sind friither nur in wenigen
Fillen systematisch versucht worden, zuerst von Danilewsky und J. Cohn-
heim sowie 1872 von O. Hammarsten (sieche Kap. 3).

,Die Entwicklung der Adsorptionsmethoden gewann einen bedeutenden
Antrieb durch die Untersuchungen von L. Michaelis und M. Ehrenreich?)
,Uber die Adsorptionsanalyse der Fermente“, neben denen die etwa gleich-
zeitigen Studien von H.Iscovesco?®) hervorzuheben sind. Michaelis und
Ehrenreich untersuchten die unspezifische Adsorption der Enzyme, und
zwar die elektrochemische. Durch Anwendung derjenigen Adsorbentien, die
unter allen Bedingungen entschiedene und einsinnige Ladungen tragen,
wihlten Michaelis und Ehrenreich solche Fille der Adsorption aus,
in denen die entgegengesetzte elektrische Ladung von Adsorbens und Adsor-
bendum massgebend ist. Dabei wurde festgestellt, ,dass alle Substanzen, die
durch Kaolin adsorbiert werden kionnen, Basen sein miissen, alle Substanzen,
die durch Tonerde adsorbiert werden konnen, Sduren sein miissen“. Auf
Grund dieses Leitsatzes liess sich die elektrochemische Natur der untersuchten
Fermente mit Leichtigkeit feststellen, was ohne quantitative Bestimmung, nur
auf Grund von Schétzungen geschah.“

Dieser Leitsatz wurde auch nicht selten beniitzt, bis Willstétter, der
in einer Reihe ausgezeichneter Arbeiten die Adsorptionsreinigung zu einer
der fruchtbarsten Methoden der Enzymchemie gemacht hat, mit Racke am
Beispiel des Invertins zeigen konnte, dass die Befunde von Michaelis nicht

1y Vgl. hierzu Willstiétter und Stell, Lieb. Ann. 416, 21; 1918.

?) Euler und Nilsson, H. 131, 107; 1923 u. 134, 22; 1924.

3 v. Briicke, Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. Wien (pathol.-physiol. KI.), 43, 601; 1861.

%) Michaelis und Ehrenreich, Biochem. Zs 10, 283; 1908. — Michaelis, Biochem.

Zs 7, 488f. und 12, 26; 1908.
% Iscovesco, Soc. biol. JI, 770 und 861; 1907. — Biochem. Zs 24, 53; 1910.
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fir die Enzyme selbst gelten, sondern fir ihre Aggregate mit begleiten-
den Stoffen. Demgemiss &ndert sich, wie Willstédtter fand, allgemein
das Verhalten der Enzyme zu den Sorptionsmitteln mit ihrem
Reinheitsgrad.

Die Einzelheiten der Willstdtterschen Sorptionsmethoden werden im
3. Kapitel eingehend zu besprechen sein. Hier sei nur noch nach Will-
stidtter auf die Bedeutung der Adsorptionsmethoden hingewiesen: ,Es gibt
daher nur eine einzige allgemeine Methode fiir die Isolierung
der Enzyme, die Anwendung der auf kleinen Affinitdtsbetrigen,
auf Affinitdtsresten beruhenden Adsorptionsvorginge.“

Dialyse. Will man die Enzyme in Presssiften oder Extrakten ohne
vorhergehende Ausfillung direkt verwenden, so kann man letztere durch
Dialyse von einem betridchtlichen Anteil der Verunreinigungen befreien.
Héufiger wird die Dialyse in einem spiteren Stadium des Reinigungsver-
fahrens vorgenommen.

Willstdtter und Stoll?!) haben bei ihren erfolgreichen Versuchen zur
Darstellung hochwertiger Peroxydasepréparate aus Meerrettichwurzeln mit der
Dialyse begonnen, um das Material, bevor ihm das Enzym entzogen wird,
von Salzen, Zucker usw. zu befreien.

Bemerkenswert fiir priparative Arbeiten ist iibrigens der Zusatz von
Sauren beim erwihnten Dialysierverfahren, durch welche hochmolekulare
Substanzen in leichter diffundierende umgewandelt werden 2).

Wie im Abschnitt E des 3. Kapitels gezeigt wird, vermdgen die Enzyme,
schon wegen ihrer bedeutenden Molekulargrosse, im allgemeinen nicht oder
nur in geringem Grad Membranen, Kollodiumhiutchen und dergleichen zu
durchdringen,”wihrend gleichzeitig geloste Begleitstoffe von geringerer Mole-
kulargrosse, wie Salze, Zucker, Aminosduren, in das den Dialysator um-
gebende Wasser austreten konnen.

Dialysatoren, welche sich zur Reinigung von Enzymlosungen eignen, sind in grosserer
Anzahl beschrieben worden. Das #lteste Modell, ein beiderseits offenes, zylindrisches Gefiiss,
unten mit einer Membran verschlossen und in ein grosseres Wasserbad eingesenkt, stammt
von Graham. — Bei der Konstruktion wirksamer Dialysatoren wird man immer die Be-
spilung der Membran mit dem reinen Wasser moglichst intensiv machen; dies wird z. B.
in dem von Zsigmondy angegebenen Sterndialysator®) angestrebt.

Andererseits wihlt man die durchlédssige Oberfliche moglichst gross im
Verhiltnis zum Volumen der dialysierenden Losung, um einen schnellen
Austritt aller diffusiblen Substanzen in das umgebende Wasser zu ermdoglichen;
dieses Prinzip fiihrt zur Anwendung von Dialysierschlauchen und Réhren.
Man héngt diese Schlduche in hohe Glaszylinder und umspiilt sie darin mit
einem kontinuierlichen Wasserstrom eventuell bei 0°.

!) Willstdtter und Stoll, Lieb. Ann. 416, 21; 1918.

%) Beztigl. des Einflusses der Aciditit auf die Dialyse, siehe 3. Kap., Abschn. E.

3) Zsigmondy und Heyer, Zs anorg. Chem. 68, 169; 1910. — Zsigmondy und
Bachmann, ebenda, 103, 119; 1918.
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Als Material fiir Dialysatoren hat man zuerst tierische Blasen und besonders Pergament
angewandt, auch Amnionhiute sind vorgeschlagen worden (v. Calcar). — Diinne Gelatine-
schichten eignen sich zuweilen gut zu Fraktionierungen durch Filtration, wenn sie in ein
festeres Material eingelegt werden. So haben Harden und Young!) Chamberlandkerzen
nach dem Vorgang von Martin? mit einer Gelatineschicht versehen und zur Trennung von
Zymase und Co-Enzym benutzt.

Praktische Anwendung bei neueren Reinigungsarbeiten an Enzymen
haben die von Willstétter?® empfohlenen sog. Fischblasen gefunden.

Dialysierschlduche, die zur Reinigung salzhaltiger Enzymldsungen sehr
brauchbar sind, lassen sich leicht aus Kollodium herstellen4). Sie sind von
Moore und Roaf, Lillie und dann von S¢rensen sowie vom Verf. und
Mitarbeitern mit Erfolg angewandt worden.

Auch mittels - einfacher Filtration durch Kollodlummembranen lassen
sich die Kolloide und Krystalloide oft gut voneinander trennen. Dazu sind
mehrere recht brauchbare Verfahren und Apparate angegeben worden, von
denen das Ultrafilter von Wo. Ostwald?’), das man sich jederzeit im
Laboratorium herstellen kann, und das Membranfilter von Zsigmondy und
Jander®) besonders erwihnt seien.

Auch zur Druckfiltration nach Sérensen?) eignen sich Kollodium-

schliuche am besten. Reinigung durch Elektro-Dialyse: Siehe Fricke und
Kaja, Chem. Ber. 57.

Zahlreiche der vorgeschlagenen Filtersubstanzen sind Adsorptionsmittel fir Enzyme und
demgemiiss bei enzymatischen Arbeiten mit Beriicksichtigung dieses Umstandes anzuwenden.
Dies gilt z. B. fiir Pascuccis Cholesterin- und Lecithin-Filter (diese Stoffe imprigniert in
feinen Seidenstoff).

Siehe ferner den Abschnitt ,Filtration von Enzymen“ im 3. Kapitel.

Endlich muss noch darauf hingewiesen werden, dass wir durch die
hier angefiihrten Reinigungsmethoden die Enzyme von Beimengungen um
so leichter befreien konnen, je stirker dieselben sich chemisch oder physikalisch
von den Enzymen unterscheiden. Am schwierigsten wird die Aufgabe sein,
das aktive Enzym von seiner inaktiven Form, wie sie etwa bei der Erhitzung
entsteht, zu trennen, sofern das Enzym hierbei nur wenig verindert, isomeri-
siert oder entlaktonisiert wird. In diesem Fall wiirde die schliessliche Reinigung
nur durch Herstellung einer fiir die aktive Form charakteristischen schwer-
loslichen Verbindung erfolgen kénnen.

'y Harden und Young, Proc. Roy. Soc. B. 78, 369; 1906.

) Martin, J1 Physiol. 20, 364; 1896.

%) Willstdtter und Racke, Lieb. Aun. 425, 1; 1920/21. — 437, 111; 1921/22,

*) Die erste Verwendung von Kollodiumschliuchen stammt von Malfitano, C.r. 139,
1221; 1904.

) Wo. Ostwald, Kolloid:Zs 22, 72; 1918, — Vgl. Paul, Vortr. auf der 24. Haupt-
versammlung d. Bunsengesellsch., Berlin 1918. _ ‘

®) Zsigmondy und Jander, Die chemische Analyse mit Membranfiltern. Hannover
1919. Die Filter sind von der Chem. Fabrik de Haen, Seelze b. Hannover, zu beziehen.

") 8. P. L. Sérensen, H. 106, 1; 1919.
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D. Aufbewahrung von Enzymlosungen. lhre Haltbarkeit.

Als vollkommen trockene, fettfreie Pulver sind die meisten Enzym-
préparate bei Zimmertemperatur im Dunkeln so gut wie unbegrenzt haltbar,
d. h. sie verdndern ihre Wirksamkeit in Monaten, sogar Jahren nicht merk-
lich. Auch zeigen Trockenpriparate, die stundenlang bis auf 100° erhitzt
worden waren, bei nachfolgender Auflssung und Verwendung keine oder ge-
ringe Veriinderung ihrer normalen katalytischen Kraft?).

Geloste Enzyme besitzen hingegen eine viel geringere Bestdndigkeit,
welche i{ibrigens bei den verschiedenen Enzymen recht ungleich ist.

Stets nimmt die Haltbarkeit sehr stark mit steigender Temperatur ab;
innerhalb 50°—80° setzt in den rein wissrigen Losungen eine rapide Inakti-
vierung ein, welche in Zeiten von 1—5 Stunden die Enzymwirkung voll-
stindig zerstort®). Die Stabilitit der gelosten Enzyme ldsst sich zahlenmissig
genau bestimmen; wir werden die Messungen der Inaktivierungskoeffizienten
im 6. Kapitel dieses Buches eingehend behandeln.

Von grosstem Einfluss auf die Haltbarkeit der Enzymlosungen ist ihre
Konzentration an freien H- resp. HO-Ionen. So ist beispielsweise Saccharase
bei 15° und bei py=2>5, also in einer 0,00001-normalen Losung freier H-Tonen,
wenigstens in unreinem Zustand, so gut wie unbegrenzt haltbar, wihrend in
einer gleich verdiinnten Losung freier HO-Ionen die Inaktivierung in kurzer
Zeit erfolgt. Bei hochgereinigten Losungen ist die Stabilitit oft herabgesetzt.
Bei der Saccharase fillt die Aciditit der maximalen Haltbarkeit mit der
Aciditat des Wirkungsoptimums zusammen. Inwieweit eine solche Beziehung
allgemeiner gilt, ist bis jetzt noch nicht bekannt.

In enzymreichen Presssiften und Organextrakten koénnen die ver-
schiedenen Enzyme einander angreifen, wodurch sich die geringe Haltbarkeit
solcher Sifte oder Extrakte erklart. Fir den Hefepresssaft ist das Spiel der
Enzyme von Buchner und seinen Mitarbeitern %) ndher untersucht worden,
nachdem Harden und Young?) in einer grundlegenden Arbeit gezeigt hatten,
dass die Abnahme der Girkraft des Hefepresssaftes in erster Linie auf der
Zerstorung des von diesen Forschern entdeckten Co-Enzymes beruht, eines
Stoffes, der sich andererseits wieder von Enzymen durch seine gréssere Wirme-
bestandigkeit unterscheidet.

Presssifte und konzentrierte Extrakte verlieren ferner oft dadurch ihre
wirksamen Enzyme, dass diese von allméhlich ausfallendem Eiweiss mitgerissen
werden. Eine moglichst weitgehende Enteiweissung des zu untersuchenden
Saftes unter geeigneten Bedingungen ist auch aus diesem Grund zu empfehlen.

1) Siehe z. B. Euler, Josephson und Myrbick, H.130 (Kossel-Festschr.) 87; 1923.

?) Zu den sehr seltenen Ausnahmen gehort vielleicht die Lecithinase; ich verweise auf
den 1. Abschnitt des 1I. Teiles.

3) Buchner und Haehn, Biochem. Zs 19, 191; 1909 und 26, 171; 1910.

%) Harden und Young, Proc. Roy. Soc. B. 77, 405; 1906 und 78, 369; 1906.
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Schliesslich ist es notwendig zu betonen, dass Enzymlsungen vor der
Einwirkung von Bakterien und Schimmelpilzen geschiitzt werden miissen,
was in der Regel durch Sattigung der Lgsungen mit Toluol oder Chloro-
form leicht und vollstaindig geschehen kann, wihrend Sublimat und andere
Schwermetallsalze vermieden werden miissen, da sie die Enzyme selbst schon
in kleinsten Mengen stark inaktivieren.

Sehr haltbar sind viele Enzyme in Glycerinlgsung. Besonders fiir
proteolytische Enzyme eignet sich das genannte Losungsmittel ganz vorziiglich,
um so mehr als diese Enzyme, wie schon erwihnt, aus tierischen Sekretions-
organen sehr gut mit Glycerin extrahiert werden koénnen. Auch zur Plasmo-
lyse von Zellen zwecks Gewinnung intracellulirer Enzyme ist Glycerin ‘vor-

geschlagen worden.
Glykol hat sich als Ersatz von Glycerin in den von Willstitter und vom Verf.
antersuchten Fillen nicht als geeignet erwiesen.

E. Die zahlenmiissige Charakterisierung von Enzympriparaten.

Da wir bis jetzt ein Enzym nur aus seinen katalytischen Wirkungen
beurteilen konnen, so ist die wesentlichste Eigenschaft eines Enzympriparates
seine Aktivitit, also seine unter bestimmten Bedingungen gemessene Wirk-
samkeit per Gewichtseinheit. Diese Bedingungen miissen so exakt als moglich
ausgedriickt werden, so dass es jedem Experimentator moglich gemacht wird,
die Aktivititsmessungen zu wiederholen und seine Priparate mit dlteren,
bereits definierten zu vergleichen.

Erst wenn wir von einem Enzympréparat wissen, welche
Aktivitat (Wirkung per g) es unter genau bestimmten susseren
Umstanden zeigt, haben wir zum Vergleich mit anderen Pri-
paraten einen Ausgangspunkt, und koénnen iiber ein so definiertes
Priparat Angaben hinsichtlich anderer Eigenschaften, wie Elementarzusammen-
setzung, Farbenreaktionen usw. machen, aus welchen tatsichlich Schliisse
gezogen werden konnen. Analytische Angaben iiber Enzympriparate ohne
Feststellung ihrer Aktivitat und der Konzentration der untersuchten Losungen
sind — wie schon frither betont wurde!) — fiir die wissenschaftliche For-
schung ohne Wert.

Zur Ermittlung und Beschreibung von Reinigungsverfahren wird man
nach jeder entscheidenden Operation die Ausbeute an Enzympriparat und
die Aktivitat desselben angeben, wie dies zuerst in den Arbeiten von Will-
stitter?), von Euler und ihren Mitarbeitern?) geschehen ist.

In einzelnen Fillen gelingt es, das eine oder andere Enzym in den
lebenden Zellen selbst nach aussen vollstindig zur Wirkung zu bringen und

) Euler und Svanberg, H. 107, 269; 1919.

%) Vgl. die Angabe der Menge-Wert-Produkte, 1. ¢. S. 28.

%) Euler und Cramér, H. 88, 430 u.zw. 437; 1914. — Euler und Svanberg, H. 106,
201; 1919. :
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so Aufschluss wenigstens iiber den relativen Enzymgehalt der Zellen zu
erhalten. Dies ist z. B. bei der Saccharase der Kulturhefen, keineswegs aber
allgemein der Fall, wie die Untersuchung der Maltase') gezeigt hat.

Man ermittelt in solchen Zellen, welche ein Enzym quantitativ zur
Wirkung kommen lassen, die Reaktionskonstante, welche sich in einer Zell-
aufschlemmung ergibt, und bestimmt in der Thoma-Zeissschen Rechen-
kammer die Zellenzahl, woraus sich die Wirksamkeit per Zelle ergibt?).

In welcher Weise die Aktivitiat bei den verschiedenen Enzymen gemessen
und ausgedriickt werden muss, dariiber lassen sich noch keine endgiiltigen
Regeln aufstellen, da die Enzyme hinsichtlich ihrer Wirkungsgesetze vielfach
voneinander abweichen. Im Anschluss an die Besprechung der Kinetik der
Enzyme werden wir im 4. Kapitel auf die Bezeichnung der Aktivitidt von
Enzympriparaten und auf ihre sonstige Charakterisierung noch zuriickkommen
miissen. Ferner wird im II. Band dieses Werkes bei jedem Enzym erwihnt,
welches zur Zeit der einfachste und genaueste zahlenmissige Ausdruck seiner
Wirksamkeit ist; wenn moglich, ist ein theoretisch begriindeter, auf seine
Konstanz experimentell gepriifter Reaktionskoeffizient zu verwenden.

Die katalytische Wirkung einer Enzymlosung (unabhingig von
ihrem Reinheitsgrad) misst man am besten durch die mit ihr unter fest-
gelegten Bedingungen ermittelten Reaktionskonstante k und in Enzym-
Einheiten?). Ferner scheint es am zweckmissigsten, die Aktivitit von
Enzympriparaten in der Art zu bezeichnen*), wie wir sie fiir Saccharase
und fiir das Stirke-verzuckernde Enzym vorgeschlagen haben, also, wenn
k-g Substrat konstant ist, durch den Ausdruck:

k-g Substrat
Xf=—= . .
g Enzympriparat

Gilt hingegen die theoretisch einfachste Beziehung, dass k von der Sub-
strat-Konzentration unabhingig ist, so sei:

k
Xf= g Enzympriparat

In den speziellen Fillen sind natiirlich die Grenzen und Bedingungen
der Giiltigkeit der Beziehungen anzugeben. Die Reaktionskonstante wird
immer bei optimaler Aciditit®) und in der Regel bei optimaler Aktivator-
Konzentration anzugeben sein und zwar zweckmissig bei 18° bzw. 20° oder
bei 379, so dass Xf dann fir diese Temperaturen gilt.

) Willstiatter vnd Steibelt, H. 111, 157; 1920

%) Euler und Cramér, H. 88, 430 u. zw. 437; 1914, — Euler und Svanberg,
H. 106, 201; 1919.

%) Euler und Svanberg, H. 107, 269; 1919. — Willstitter und Steibelt, H. 111,
157; 1920, — Willstitter und Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132; 1923.

4 Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1749; 1923,

5) Uber die Sicherheit der Grundlagen siehe Kap. 2.

v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil, 3. Aufl, 2
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Die Bezeichnung Xf wurde so gewihlt, dass f die enzymatische Fihig-
keit des betr. enzymatischen Bestandteils ausdriicken soll (f ist der Anfangs-
buchstabe dieses Begriffes in den meisten Kultursprachen: Fahigkeit, faculty,
schwed. formsga usw.); fiir die speziellen Enzyme — abgesehen von den
Bezeichnungen If und Sf — ist soweit moglich der Anfangsbuchstabe des
Enzyms zu wihlen, also etwa Uf fiir Urease, Lf fiir Lipase oder, um Ver-
wechslungen zu vermeiden, die Anfangssilbe, also Kat. f fiir Katalase statt K £.

In analoger Weise ist die Wirksamkeit spezifischer Co-Enzyme zu
bezeichnen, wie dies neuerdings von Euler und Myrbéck?) geschehen ist.

Hat man nun die enzymatische Katalyse einer Synthese zu messen,
wie etwa bei der durch Nordefeldt nunmehr weitgehend gereinigten
Oxynitrilese, so wird man die synthetische Wirkung geeignet durch die Be-
zeichnung synf kennzeichnen und dieselbe ebenfalls durch die Reaktions-
konstante k (der Synthese) messen, so dass demgeradss fiir die Oxynitrilese

(Nitrilese) gelten wiirde: .

g Enﬁympraparat

Nisynf =

Uber Glelchgewmhte siehe 7. Kapitel.

Der erwihnte allgemeine Vorschlag zur Bezeichnung der enzymatischén
Wirksamkeit eines Préparates ldsst sich ohne weiteres nur auf diejenigen
Fille anwenden, in welchen die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Re-
aktionskonstante dargestellt werden kann — die wichtigste Reaktion, bei
welcher dies nicht zutrifft, ist wohl die alkoholische G#rung. Fiir diesen
Vorgang hat Willstatter und Steibelt?) die Bestimmung der ,Halbgirzeit*
vorgeschlagen, also der Zeit, welche erforderlich ist, um unter gewissen Bedin-
gungen die Halfte des theoretisch moglichen Menge CO, zu entwickeln. In
manchen Fillen wird es vielleicht von Vorteil sein, einen kleineren Bruch-
teil der theoretischen Menge als die Halfte, etwa /10 oder /20 in Betracht zu
ziehen und so ein exaktes, durch Nebenreaktionen nicht gestortes Mass fiir
die Anfangsgeschwindigkeit zu gewinnen oder diese durch das Verhiltnis
cem CO, : Zeit anzugeben.

Zur Charakteristik eines Enzyms ist die Angabe von Xf durch die-
jenige der Affinitatskonstante zu erginzen. Die frither vorgeschlagene Be-
zeichnung Ky (Michaelis-Konstante) wird von nun an am besten als
Affinititskonstante [nicht wie z. B. von Euler und Myrbéck friher als
Dissoziationskonstante )] verwendet, also

Ky [Enzymsubstrat)

~ [Enzym] X [Substrat|
Vgl. hierzu Kap. 4.

) Euler und Myrbick, H. 136, 107; 1924,

%) Willstatter und Steibelt, H. 115, 211; 1921,

%) Die Dissoziationskonstante des Enzymsubstrats wird zweckmissig mit K be-
zeichnet. Es gilt also K, = 1/Ku.




2. Kapitel.

Die Enzyme als Elektrolyte.

A. Elektrolytische Dissoziations-Gleichgewichte.

Nachdem van’t Hoff die Gasgesetze auf Losungen ausgedehnt hatte,
gelang es Arrhenius der &lteren Annahme von der Existenz freier Ionen
einen so gefestigten und vertieften Inhalt zu geben, dass durch die Darstellung
der elektrolytischen Dissoziationshypothese im Jahr 1887 zwei grosse Tat-
sachengebiete miteinander verbunden wurden, nidmlich die Abweichungen
der Elektrolyte von den osmotischen Losungsgesetzen (den van’'t Hoffschen
Koeffizienten i) und die elekirische Leitfahigkeit dieser Stoffe in Losung
bzw. ihr Dissoziationsgrad y. Arrhenius stellte die beiden Grossen i und y
in die einfache Beziehung: '

i=14y . . . . . . . . . . (la)

Den Dissoziationsgrad y eines Elektrolyten bei gegebener Verdiinnung v
setzte Arrhenius gleich dem Verhéltnis zwischen der Leitfahigkeit bei dieser
Verdiinnung 4, und derjenigen bei unendlicher Verdiinnung, 4. Die
Grundlage der Arrheniusschen Theorie bildet demgemiss der Satz:
AV
A

Das Gleichgewicht zwischen der Konzentration der Ionen in einer Losung
und des nicht dissoziierten Anteils eines Elektrolyten wurde nach dem Massen-
wirkungsgesetz berechnet, somit wurde die Giiltigkeit der Gleichung ange-
nommen:

y= (1b)

I "

2

Dissoziationskonstante = [0] M—M-d=pv' " " . - (2)

Hier bedeutet
[1] die Konzentration eines Ions eines bindren Elektrolyten,
(U] die Konzentration des undissoziierten Anteiles,
[T] die Totalkonzentration des Elektrolyten,
7, wie immer, den Dissoziationsgrad und
v das Volumen, in welchem 1 g-Molekiil des Elektrolyten gelost ist.
Dass bei starken Elektrolyten der nach (2) berechnete Dissoziations-
koeffizient K keine konstante, von der Verdiinnung unabhéngige Grosse darstellt,
2%



20 Hans v. Euler,

war schon lange bekannt, und diese Tatsache ist mehrfach zum Ausgangs-
punkt theoretischer Entwicklungen gemacht worden!). Aber erst in neuester
Zeit konnte unter Beriicksichtigung der zwischen Ionen wirksamen elektro-
statischen Krifte eine Losungstheorie fiir Elektrolyte aufgestellt werden,
welche bei weiterer Entwicklung vielleicht berufen ist, an Stelle der klassischen
Dissoziationstheorie zu treten [Bjerrum?), Debye?3)).

Da diese neue Theorie aber erst im Entwurf vorliegt und weder aus-
gedehntere Anwendungen noch eingehendere experimentelle Priifungen er-
fahren hat, muss sich die folgende Darstellung noch an die klassische Theorie
anschliessen. Statt des Dissoziationsgrades fithrt Bjerrum drei Abweichungs-
faktoren ein: Den osmotischen Faktor, den Leitfihigkeitsfaktor und den
Aktivitatsfaktor.

1. Salze (starke Elektrolyte).

Fiir die Werte, welche man bei der Berechnung des Dissdziationsgrades
von Salzen, starken S#uren und Basen bei wechselnden Verdiinnungen nach
Arrhenius (1b) erhilt, gibt folgende Tabelle Beispiele:

Konzentration Dissoziationsgrad in /o

g Mol./Liter HCl | NaOH | KNO, KAc
1,00 79 77 64 63
0,10 92 88 84 83
0,01 99 99 98 97

Versucht man mit diesen Zahlen im Sinne der Arrheniusschen
Theorie nach (2) das Gleichgewicht zwischen Ionen und nicht dissoziierten
Molekiilen zu berechnen, so erhélt man, wie bereits erwihnt, ganz unbe—
friedigende Resultate.

Von Rudolphi, van’t Hoff, Kohlrausch und Nernst sind andere Formeln ange-
geben bzw. abgeleitet worden, auf die einzugehen hier zu weit filhren wiirde.

Bjerrum hat zuerst klar ausgesprochen und begriindet, dass bei den
starken Elektrolyten von einem Gleichgewicht zwischen dissoziierten und
nicht dissoziierten Molekiilen iiberhaupt nichts bemerkbar ist, dass vielmehr
gute Griinde bestehen, solche Elektrolyte bis zu grossen Konzentrationen als
vollstindig in Ionen zerfallen anzusehen.

,1n neuerer Zeit — schreiben Debye und Hiickel (l. ¢.) — hat sich unter dem Einflugse
von Bjerrum der Eindruck befestigt, dass die Berticksichtigung der elektrostatischen Krifte,
welche die Ionen aufeinander ausiiben und welche infolge der relativ enormen Grésse des
elektrischen Elementarquantums stark ins Gewicht fallen sollen, die gesuchte Erklirung liefern
muss. Von solchen Kriften ist in der klassischen Theorie nicht die Rede, sie behandelt
vielmehr die Ionen als voneinander ganz unabhiingige Bestandteile.®

1) Sutherland, Phil. Mag. 14, 1; 1907. — Milner, Phil. Mag. 23, 551; 1912 und
25, 743; 1913. — Gosh, J1 Chem. Soc. 113, 449—790; 1918. — Zs physik. Chem. 98, 211; 1921.

) Bjerrum, Proc. Int. Congr. appl. Chem. X. 1909.

%) Debye und Htickel, Physik. Zs 24, 185 und 800; 1923. — Debye, 25, 97; 1924.
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Debye und Hiickel stellen in ihrer ersten Mitteilung als Gesamt-
resultat fest, ,dass die Ansicht, wonach die starken Elektrolyte vollstindig
dissoziiert sind, sich vollstindig bew#hrt“?).

2. Schwache Siuren und Basen.

Wihrend starke bindre Elektrolyte in wissrigen Losungen vollstindig
dissoziiert sind, betrégt der dissoziierte Anteil y von schwachen Sduren und
Basen bei Verdiinnung von beispielsweise 1 g Mol per Liter weniger als 19%o.

Als Beispiel dafiir, wie der Dissoziationsgrad eines schwachen Elektro-
lyten mit der Verdiinnung wichst, geben wir in folgender Tabelle fiir Essig-
siure die Werte von y an. Die Tabelle enthilt ausserdem noch die Werte
fiir das molekulare Leitvermégen 4, aus welchem y nach der Formel (1b)
y = Ay/ A» berechnet ist. Die Werte von y fiir v = 10000 bis 500000 sind aus
der Dissoziationskonstante der Essigsiure K = 0,0000177 zuriickberechnet?).

Verdiinnung v - Temperatur 18°
Liter Normalitit A, gef. ” [H] x 10°

10 0,100 46 0,0132 1320

20 0,050 6,48 0,0186 930

100 0,0100 14,3 0,0412 412

500 0,0020 30,2 0,0868 174

1000 0,0010 41,0 0,1180 118

10 000 0,0001 — 0,3414 34
100 000 0,00001 - 0,7120 71
500 000 0,000002 — 0,9070 1,8

In der Figur 1b sehen wir die Beziehung zwischen Verdiinnung (Volumen)
und Dissoziationsgrad graphisch dargestellt.
7000

E&s‘ig&d‘u}é
= 7575705

o900

Volumen in Litern

500 7000  7200. 70-¢
Fig. 1a. Konzentration der H'-Ionen.

) 8. a. Bjerrum, Zs f. Elektroch. 24, 231; 1918 u. Zs f. anorg. Chem. 109, 275; 1920.

?) Der angegebene Mittelwert K = 1,77 - 10-5 = 10-47? stimmt sehr gut mit dem Ergebnis
der von Schreiner (Zs f. anorg. Chem. 115, 181 u. zw. 186; 1921) auf Veranlassung von
Bjerrum vorgenommenen Neuberechnung.
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Wir setzen voraus, dass das Massenwirkungsgesetz auf schwache binire
Elektrolyte angewandt werden kann'!).

Betrachten wir als Elektrolyten z. B. Essigsdure, und bedeutet [A’] die
Konzentration der Anionen der Essigsdure, und [H'] die Konzentration der
Wasserstoffionen, so ist, da [H']=[A’],

_[H]-[A
N =

In der folgenden Tabelle geben wir die Dissoziationskonstanten einiger

biochemisch interessanter, schwacher und sehr schwacher Sduren an:

(22)

Milchséure2) K=147-10—

Essigsiure 1,77-10—5

Kohlens#ure?3) 44 <107

Phenol*) 5,8 10—

Essihscure Fructose?) 88 -10—1

Glucose %) 6,6 103

600000 A=00000777 MaltoseS) 9,0 -10—13

Lactose®) 6,0 10—

| Rohrzucker®) 2,4 (10—

i I Formaldehyd?) (0°) C 14 10w

; 7y » Acetaldehyd®) (0°) 0,7 1074

g 400000 a-Methylglucosid 1,97.10—

% Glycerin ®) 7 10—
> Im Anschluss hieran seien auch

2 Basen erwihnt:
Ammoniak K=1,77.10—%
00000 / Harnstoff =12 -104
\ Die Zahlen gelten (abgesehen vom
Formaldehyd und Acetaldehyd) fiir die
Temperatur von 18°. Die Anderung der
0 [ e

Dissoziationskonstante mit der Tempera-
tur ist bei verschiedenen Stoffen sehr
verschieden; Essigsdure d#ndert sich
zwischen 0° und 40° hochstens mit 2°o, sehr schwache Elektrolyte haben
dagegen oft starke Temperaturkoeffizienten.

Uber Dissoziationskonstanten von Indicatoren siehe S. 58.

Enthalten die Losungen schwacher Siuren und Basen gleichzeitig
Neutralsalze, wie NaCl oder K,S0,, so ergeben sich die Dissoziations-

0 025 050 0% 100
Fig. 1b. » bzw. 1+.

1) Eine starke Beeinflussung durch die verhiltnismissig kleine Ionenkonzentration ist
nicht wahrscheinlich. :

?) van Dam, Biochem. Zs 87, 107; 1918.

3) Michaelis und Rona, Biochem. Zs 67, 182; 1914.

4) Michaelis und Rona, Biochem. Zs 49, 232; 1912.

%) Michaelis, Biochem. Zs 65, 360; 1914.

%) Michaelis und Rona, Biochem. Zs 49, 232; 1912.

?) Euler, Chem. Ber. 38, 2733; 1905 und 39, 36; 1906.

8) Euler, Chem. Ber. 39, 344; 1906. Daselbst auch die Dissoziationskonstante der
Fructose und Glucose fiir 09,
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konstanten derselben grgsser [nach Bjerrums Terminologie wird die
»Aktivitit“ der S#ure-Ionen erhoht!)]. Damit hingt der ,Salzfehler der
Indicatoren zusammen (S6érensen und Palitzsch 1910, — Kolthoff,
1. c. S. 88)

Ternére und hohere Elektrolyte. Bei mehrbasischen Sduren
findet eine Dissoziation in mehreren Stufen statt. So treten bei der
Orthophosphorséure folgende Gleichgewichte auf:

() H,PO, 2 H' + H,PO,’
(I) H,P0,’2H' - HPO,"
(L) HPO,” 2 H' - PO,™

Die Dissoziation gemiss der ersten Gleichung ist so gross, dass K, sich,
wie bei starken Sduren tiberhaupt, nicht berechnen lisst.

Fir die Stufe (II) der Dissoziation ist nach Walker und Abbot bei
189 K, =2,0-10"7; H,PO,' ist also schwiicher als Essigsiure.

Die Dissoziation nach Gleickung (III) ist sebr schwach, noch schwicher
als bei Phenol, K;=-ca. 102, Wir werden auf die etwas komplizierten
Dissoziationsverhéltnisse der Phosphorsdure noch (S. 31) zuriickkommen.

Dissoziation der Kohlensidure. Scheinbare und wahre Dis-
soziationskonstante. Als zweibasische Siure besitzt die Kohlensdure
2 Dissoziationskonstanten, welche den Gleichungen entsprechen:

(I) H,CO3 2 H" + HCO,'
(II) HCO4' 2 H" 4 CO,"”

Nun ist die freie Saure H,CO; in wissriger Losung weitgehend gespalten
in CO, und H;O, und steht mit diesen Molekiilen bzw, — da [H,0] als
konstant anzusehen ist — mit CO, im Gleichgewicht:

[H,COq]

[CO, ]
Fir die Dissoziation (I) gilt die Gleichung:
[H']-[HCOy']

[HpCO,]

Gemiiss obiger Gleichung kionnen wir statt [H,CO;] setzen: Ky' [CO,),
und erhalten:

= Kh.

=K,.

[H']-[HCO,]
[CO,]
K bezeichnet also hier die scheinbare Dissoziationskonstante: ihr Wert
wurde von Michaelis und Rona zu 4,40-10—7 ermittelt?).

:KlKh=K.

1) Vgl. Schreiner, Zs anorg. Chem. 115/181; 1921.

) Die wahre Dissoziationskonstante K, (siehe oben) der Kohlensiure ist nach Thiel
(Chem. Ber. 47, 945; 1914) viel grosser, ndmlich wenigstens §-10—* also — wie auch zu
erwarten, da Kohlensiure — Oxyameisensiiure ist — weit grosser als die der Ameisensiure.
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Auch die fir Ammoniak in der Tabelle S. 22 angegebene Dissoziationskonstante ist die
scheinbare; die Beziehung derselben zur wahren Konstanten ist die gleiche, wie bei der Kohlensgure.

Uber die Dissoziationsverhiltnisse bei . zweibasischen Sauren siehe
Bjerrum, Zs physik. Chem. 106; 1923.

3. Das Wasser.

Wir setzen als bekannt voraus, dass das Wasser elektrolytisch in H- und
HO-Ionen dissoziiert ist. Beziiglich der Messung dieser wichtigen Dissoziation
sei auf die Lehrbticher der physikalischen Chemie und auf die Monographie
von Lundén?) verwiesen.

Man pflegt fiir das Wasser nicht die Dissoziationskonstante anzugeben,
also nicht

[H'][HO']
[H,0] ~
wo mit [] die Konzentrationen bezeichnet werden, und [H,0] = 55,43 die An-
zahl Molekiile im Liter Wasser bedeutet; vielmehr gibt man fast stets das
sog. ,,Jonenprodukt* [H']-[HO’] des Wassers an und bezeichnet dieses mit K.
Nach dem Gesetz der Massenwirkung muss ndmlich in jeder verdiinnten

[H][HO']

wassrigen Losung bei bestimmter Temperatur — [H,0] konstant sein und,
2

da [H,0] konstant ist, folglich auch gelten:
Ky =[H][HO]=konst. . . . . . . . . (3)
Das Produkt K ist schon in der ersten Zeit der Dissoziationstheorie
sowohl durch Bestimmungen des Hydrolysegrades (Arrhenius, Bredig,
Noyes; Lundén u. a) als durch elektrische Messungen (Kohlrausch-
Heydweiller, Ostwald, Nernst) ermittelt worden, wobei sich eine sehr
bemerkenswerte Ubereinstimmung in den Ergebnissen der verschiedenen Mess-
methoden gezeigt hat. Mit der Methode der Konzentrationsketten sind spater
sehr genaue Messungen von Sérensen?) und von Michaelis® angestellt
worden. Die folgende Tabelle gibt eine Zusammenstellung der Resultate
von Kohlrausch, Lundén und Michaelis fiir mehrere Temperaturen.

Ionenprodukt des Wassers.
Die Zahlen sind mit 10—'* multipliziert.

T g
Autor Methode emperatur
0° | 10° | 18¢ | 25¢ ] 400
Kohlrausch |Leitfahigk. d. Wassers 0,12 0,31 0,64 111 3,26
Lundén Hydrolyse 0,12 0,31 0,62 1,05 2,94
Michaelis Konzentrations-Ketten —_ —_ 0,74 1,27 3,80

) Lundén, Affinititsmessungen an schwachon Siuren und Basen. Dissertation, Stock-
holm 1908. — Samml. chem. und chem.-techn. Vortrige. Stuttgart 1908.

%) Sérensen, Biochem. Zs 21, 131; 1909.

%) Michaelis, Die Wasserstoffionen-Konzentration. 2. Aufl. Berlin, 1922.
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Sorensen hatte mit der Methode der Konzentrationsketten fiir 18°
gefunden : Ky =0,73-104
Driickt man die wahrscheinlichsten Werte des Ionenproduktes des Wassers
in Dissoziationsexponenten aus, so erbilt man:
Temperatur 0° 18° 25° 40°
Dissoziationsexponent 14,93 14,18 13,90 13,42

Neutralitdat. Eine Losung, welche ebenso viele H- wie HO-Ionen
enthilt, nennen wir neutral. Die Konzentrationen der H- und HO-Ionen
sind aus der obigen Tabelle zu entnehmen; es sind die Wurzeln der dort
fur das Ionenprodukt angegebenen Werte.

Bei 18° ist also in einer neutralen Ldsung nach Sérensen

[HO'1=[H]=0,85-10"7; log[H'] = — 7,07 oder pu = 7,07.
Durch diese Bedingungist die Neutralitdt einer verdiinnten
Losung eindeutig und zureichend definiert.

Aus den fir Ky gewonnenen Zahlenwerten ist es also moglich, die
Hydroxylionen-Konzentration [HO’] einer Losung zu berechnen, wenn die
Konzentration der Wasserstoffionen, [H'], bekannt ist.

Von erheblichem Interesse ist auch die Dissoziationskonstante des Athyl-
alkohols in H® und C,H;0’. Im Laboratorium von Lewis haben neuer-
dings Danner und Hildebrand?) diese Dissoziation zu bestimmen versucht
und kommen durch elektrometrische Messungen zu einem Dissoziationsgrad,
welcher etwa /100 desjenigen des Wassers betriigt.

Bezeichnungsweise fir die Aciditdt einer Ldsung.

Aus Griinden der Zweckmissigkeit wird man, soweit als moglich, immer
die Wasserstoffionen-Konzentration einer Losung angeben, auch dann,
wenn die Losung alkalisch reagiert.

Nach einem Vorschlag von Sérensen bezeichnet man die Konzen-
tration der Wasserstoffionen dadurch, dass man den dekadischen Logarithmus
(also die Potenz von 10) ihres Normalitatsfaktors angibt, und zwar unter
Fortlassung des negativen Vorzeichens, da ja, im Gebiet der Biochemie
wenigstens, ein positives Vorzeichen nie in Betracht kommt. Diese Zahl
nennt Sérensen ,Wasserstoffionenexponent“ oder kurzweg ,Wasser-
stoffexponent, und bezeichnet sie mit px.

Nach der erwihnten, nunmehr allgemein gebriuchlichen Bezeichnungs-
weise wird also bei

[H] =001 oder 1.10-2 pr= 2,00
[H'] = 0,005 ,  5.10-3 py = 2,30
[H'] = 0,000000085 , 0,85-10~7 pa = 7,07,

) Danner und Hildebrand, Jl Am. Chem. Soc. 44, 2882; 1922.
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Da ferner
[H}HO’] fir 18°=0,73-10—,
so wird,
wenn [HO'] =10-3, also [H] =0,73-10-1 pu = 11,14,

In diesem Zusammenhang wollen wir die Acidititen einiger biologisch
und enzymologisch wichtigen Flissigkeiten angeben:

Fliissigkeit [B] Py Autor

Vendses Blut (Mensch) (379 4,5-10—8 7,35 Hasselbalch?)
Arter. Blat (Mensch) (379 . 3,6-10-8 7,45 »
Harm. . . . . . . .. 10—5—10—-7 5-17 Michaelis, Monogr.
Kubmileh . . . . . . .| 1,4—-82-10-" 6,9—6,5 van Dam?

» e e e 2,69-10—7 6,57 Davidsohn?)

» e 3,2-10-7 6,51 Svanberg?)
Frauenmileh . . . . . . 1-10-7 7,0 Davidsohn3)

» P 6,4-10—8 7.2 A. Szili?®)

» e e 2,2-10-8 7,66 Foa®)
Muskelsaft. . . . . . . 1-10—7 7,0
Magensaft . . . . . . . 1,7-10- 1,77 Michaelis u. Davidsohn?)
Speichel (18 . . . . . . 1,2-10-7 6,9 Michaelis u. Pechstein?®

4. Amphotere Elektrolyte.

Unter amphoteren Elektrolyten oder Ampholyten versteht man bekannt-
lich solche Stoffe, welche vermoge verschiedener Gruppen ihres Molekiils als
Sduren und als Basen fungieren?). = Sie spalten (in dissoziierenden Losungs-
mitteln) sowobl H- als HO-Ionen ab. Die hier in Betracht kommende
Klasse der Ampholyte kann durch das Schema HO-R-H dargestellt werden;
das einfachste Beispiel ist Glykokoll

HO-H,N-CH,- CO,H.

S. 99 u. ff. Die ersten brauchbaren Resultate verdankt man Hober, Pfliig. Arch. 81, 522;
1900 und 99, 572; 1903.

?) van Dam, H. 58, 295; 1908.

%) Davidsohn, Zs f. Kinderheilk. 9, 11; 1913.

%) Svanberg, Dissertation, Stockholm 1918,

%) Szili, Biochem. Zs 84, 194; 1917.

% Foa, Arch. di fisiol. 3, 369; 1906.

") Michaelis und Davidsohn, Zs f. exp. Path. u. Ther. 8, 2; 1910.

8 Michaelis und Pechstein, Biochem. Zs 59, 77; 1914,

%) Literatur: Bredig, Zs f. Elektrotech. 6, 33; 1899 u. Chem. Ber. 37, 4140; 1904. —
Walker, Zs f. physik. Chem. 49, 82; 1904. — 51, 708; 1905. — 57, 600; 1906, — Lundén,
Affinititsmessungen, Dissertation, Stockholm 1908 u. Samml. Ahrens, 1908. Daselbst eine
Zusammenstellung der Dissoziationskonstanten. Wir folgen zunichst der Darstellung dieses
Verfassers bzw. Walkers.
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Fiir die folgenden Rechnungen fiihren wir nachstehende Bezeichnungen ein:
Molekiile und Ionen ... HORH 'R’ HR" 'ROH W HO’
Konzentrations-Bezeichnung e f d c a b

edtft=u

Das Molekiil R konnte als ein inneres Salz aufgefasst werden, ent-
standen durch innere Neutralisation: HO-R-H =R + H,0, oder (vgl. S. 33)
als ein durch die Dissoziationen: 'ROHZ'R"4+ HO’ und HR'2H 4 'R’
gebildetes Molekiil angesehen werden. Welche von diesen Auffassungen man
annehmen will, ist fiir die folgenden Rechnungen ganz gleichgiiltig.

Nach dem Gesetz der Massenwirkung haben wir:

Gleichgewichte Gleichungen
H + HO'z2H,0 a‘b=Ky . (Am 1)
HO' + HR 2HROH b-d=Ky-e. . . . . (Am 2
H' +'ROH ZHROH arc=K),e. . . . . (Am 3)
HR' 4 'ROH 22'R’ + H,0 c-d=Q-f2 . (Am 4)
b-d=Kyu. . . . . (Am H)
arc=Kgru . . . . . (Am 6
Die totale Konzentration A=e-+f+4d+c=u+d+c. (Am 7)

Die Bedingung fiir elektrische Neutralitét ist
a+d=b4c . . . . . . . . (Am 8

K. und K, sind die experimentell bestimmbaren Dissoziationskonstanten
(als Saure und Base). Die ,wahren“ Dissoziationskonstanten K, und Ky’
konnen nicht aus Leitfahigkeitsmessungen oder Hydrolysenmessungen be-
rechnet werden (vgl. was oben iiber Kohlensaure gesagt wurde). Aus den
Gleichungen (Am 1—4) folgt
_KJ-Ky'-e?
w Q- f? :
~ Das Verhiltnis e/f und folglich auch e/u ist also von der Verdiinnung
unabhiingig; hieraus folgt, dass die experimentell bestimmbaren Dissoziations-
konstanten K, und K, auch von der Verdiinnung unabhingig sind, und also
wirkliche Konstanten darstellen. Aus den Gleichungen (Am 1, 5, 6) folgt

J— Kb . .
d_K; ura . . . . . . . . (Am 9)
c= Ié:v.u-b .. . . . . . . (Am 10

und aus (Am 8, 9, 10)

1+ &_.u

a— /Kw+Ka'“ ... (Am 11)
vk
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Aus den Konstanten K, und Kj, kann man durch sukzessive Annéhe-
rung die Ionenkonzentrationen a, b, ¢, d berechnen oder umgekehrt aus diesen
Ionenkonzentrationen (die mittels Messungen der Leitfihigkeit oder der Kata-
lyse bestimmbar sind) die Konstanten. In erster Anniherung setzt man
néamlich u (Konzentration der undissoziierten Substanz) gleich A (die totale
Konzentration). Bei der Berechnung der folgenden Tabelle durch Walker?)
geniigte gewohnlich der zweite Naherungswert, bei welchem fiir u der bei
der ersten Berechnung erhaltene Wert angenommen wurde.

K. =107

Die Zahlen fir a und d sind mit 10° multipliziert.

Ié: 0 1 10 100 1000

v a d a d a d a d a d
1 316 0 224 228 |953 93¢ |31,5 2960 | 999 8330
10 100 0| 9 8,5 | 70.5 69,0 | 30,1 283 | 994 830
100 31,2 0 31,0 0,3 | 29,7 29 | 22,0 20,6 | 9,44 79

1000 9,5 0 95 00| 94 0,1 | 9,08 0,8 | 6,73 55

Aus diesen Zahlen konnen folgende Schliisse gezogen werden:

1. Die H'-Konzentration sinkt bei gegebener Verdlinnung mit steigender
Basenkonstante ().

2. Die HR-Konzentration nimmt viel schneller als die H'-Konzentration
mit der Verdiinnung ab.

3. Fiir grossere Werte von Ky, ist die H-Konzentration beinahe unab-
héngig von der Verdiinnung.

4. Bei amphoteren Elektrolyten ist die Aciditdit (bzw. die
Basizitidt) stark vermindert. Fir K,=10-% und K, =101 ist bei
v =10 die H-Konzentration nur ein Zehntel von der einer einfachen Saure
mit derselben Dissoziationkonstanten, obwohl der Wert von K, noch 1000000-
mal grosser ist als K.

Wir geben hier die Dissoziationskonstanten einiger Ampholyte fiir 25°
an, sowie die isoelektrischen Punkte nach Michaelis (siehe Abschnitt 5, S. 35).

Siure- Basendissoziations- Iso-
Alg}pll{l:telre: dissoziations- konstante K, Autor elektrischer
extroly konstante K, Erste Zweite Punkt

Glykokoll . 1,8x10-1 2,7x10-12 . — 2,6:10-7
Alanin . 1,9%x10-% 5,1x10-12 — & Winkelblech?) 1,9-10-7
Leucin . 1.8x10-1 2,3x10-12 — ) 2,9-10-7
Lysin 1 x10-1 | >1 x10-7 | L1x10-2f,

Arginin. < x10-% [ >1 x10-7 |22X10-* |\ Kanitz?)

Histidin 2,2x10-9 5,Tx10-Y |5 x10-1 6,2-10-°

') Walker, Zs f. physik. Chem. 49, 82; 1904.

?) Winkelblech, Zs f. physik. Chem. 36, 546; 1901.

3 Kanitz, H. 47, 476; 1906.
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Siare- Basendissoziations- Iso-
A;l]i];:;retr dissoziations- konstante K, Autor elektrischer
y konstante K, Ersto | Zweite Punkt
Phenylalanin. . 25x10-° 1,3x10-12 " — . 4,4-10-°
Thyrosin . . -| 4 x10-* | 26x10-%  — } Kanitz?) 3,910~
Glyeylglyein. . [ 18x10-® | 2 x10-1| — Euler?)
» .. — 1,6 x10-1 — Dernby?)

Leueylglycin. . 1,5%x10-8 3 x10- — } Euler?) 2,2-10-¢
Alanylglycin. . 1,8x10-8 2 x10-1 — 3,0-10-¢

Neuere wertvolle Messungen an Aminoséiuren und Polypeptiden verdankt
man L. J. Harris (Proc. Roy. Soc. B. 95; 1923).

5. Die Dissoziationsrestkurve.

Bei seinen Arbeiten iiber die elektrolytische Dissoziation der Enzyme
hat Michaelis den Dissoziationsrest vielfach mit Erfolg zu Berechnungen
verwendet, und wir wollen nun diese Griosse in engem Anschluss an
Michaelis?) niher besprechen.

Die S. 19 angegebene Formel gibt uns den Dissoziationsgrad als Funk-
tion der Gesamtkonzeniration des Elektrolyten an.

Nun kann man den Dissoziationsgrad y einer Sdure auch als Funktion

von [H'| ausdriicken: dann ist
K 1

Diese Funktion ist fiir Essigsdure in Figur 2 dargestellt; zum Vergleich
ist diese Beziehung auch fir eine stirkere und eine schwichere Siure
(K=1-10"* und 1-10~7) angegeben ®).

K bezeichnen wir als den Parameter dieser Funktion.

In manchen Fillen ist es einfacher, mit dem undissoziierten Teil des
Elektrolyten, 1 —y =g, dem ,Dissoziationsrest“ zu rechnen.

Es ist dann fiir eine Séure

K .
9=1_K+[H']=K[f[%~1'l=l+l£ SRR )
[H]
Ebenso ist fiir eine Base 9=——iK— R 10!
1+[_ﬁ-(_)—']

) Kanitz, Pflig. Arch. 118, 539; 1907.

?2) Euler, H. 51, 219; 1907.

3) Dernby, Medd. Carlsb. Lab. 11, 239; 1916. Die Sauredissoziationskonstante fiir 18°
gibt Dernby zu 3,3-10-° an.

4 Michaelis, Bioch. Zs 33, 182; 1911.

5) Man ersieht aus den Kurven der Figur 2 die Bedeutung der Dissoziationskonstante:
Sie ist bei halber Dissoziation (y = 0,5) gleich der Konzentration [H'].
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Fiir den speziellen Fall [H']=K wird ¢ =0,5. Umgekehrt, fiir

' 0=00 wird stets [H]=K . . . . . . . (bc)

Statt wie in (4) bzw. in Fig. 2 den Dissoziationsgrad in seiner Abhingig-
keit von [H'] darzustellen, wollen wir nun den Logarithmus von [H'] in
die Betrachtung einfiihren.

Bezeichnen wir nach Michaelis [H'] mit h, so erbalten wir aus (4)

K K
PZK+h T K+ 10

wo p den Modul der dekadischen Logarithmen, 2,303, bezeichnet.

(6)

7
~ \
3 ~
2 95 B P
g ] T
.E \ _\’\-«
2 v
o \
@ - -5
5 \N V¢ 7,77"79
N 2

20 40 60 80 100 720 740706
Fig. 2. Konzentration der H-Ionen.

In analoger Weise erhalten wir fiir
h 1 10-pH
Q=1_7=K+11=K _K—]-IO_pH . . . . . (7)
ntl

Graphisch erhalten wir in Figur 3 die folgenden Kurven.

A '/ /
of I/
= nﬁ/ Af\\y &’/
% Y Vil
g 0/5 / // 05
/ /
2 / / /
/ Vi
) /|
-0 -9 -8 &y -6 -5 -4 -2 -2 -7
log [H']

Fig. 8. Ordinate ist im Verhiltnis zu Abszisse 5mal vergrossert.

Wir sehen aus der Figur 3, dass Anfang und Ende eine Asymptote zur
Abszisse bzw. zu einer zur Abszisse parallelen Linie ist. Der mittlere Teil der
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Kurve ist eine annihernd gerade Linie, welche die Ordinate unter einem
charakteristischen Winkel schneidet. Die Mitte dieser geraden Strecke ent-
hilt den Wendepunkt der Kurve.

Anwendung der Formeln (4) und (5) auf mehrbasische Sduren.
Fur die Aufgabe, den Dissoziationsgrad einer mehrbasischen Siaure bei
einem gegebenen Wert von [H'] zu bestimmen, hat Michaelis folgende
Losung angegeben: Angenommen, es soll fir Phosphorsiure bei [H'] = 10-7
der Quotient
[HPO,"]
(H;PO,] + [H,PO,'l + [HPO,”] + [PO,”]

ermittelt werden.

Das Molekiil H;PO, kann niemals in erheblicher Menge existieren, da
es als starke Siure unter allen Umstéinden im Sinne der Gleichung H,PO,
= H" 4 H,PO," weitgehend dissoziiert ist. Andererseits konnen wir die Menge
des PO,” aus den Gleichungen (II) und (III) S. 23 abschitzen. Unter An-
wendung der Bedingung (5c¢) finden wir, dass der dritte Dissoziationsgrad

V3= : [11?104”’] 1"

[HPO,”| + [PO,”]
den Wert 0,5 annimmi, wenn [H]=K, also wenn [H']=10-12 Bei 10-1°
muss dann y, schon recht klein sein, und bei 10~7 ist es vollkommen zu
vernachlassigen. Die gesamte geloste Phosphorsiure besteht also bei [H')
=10-7 nur aus HPO,”- und H,PO,-Ionen. Wir konnen also in obiger
Gleichung die beiden Molekiilarten H,PO, und PO, vernachlissigen, und
der obige Quotient ldsst sich daher mit Hilfe der zweiten Dissoziationskon-

stante K, berechnen: Es ist fiir 18° (ann#hernd)

[HPO,"] _ K 2107 2
[HyPO,] + [H,PO,T + [HPO,”] + [PO,”] ~ K, + [A] ~ 2-107 + 107 _ 3

In manchen Fillen ist es zweckmissig, den Dissoziationsgrad mehrbasischer Siuren
folgendermassen zu definieren: der primire Dissoziationsgrad y, einer zweiwertigen Saure ist
das Verhiiltnis der einfach geladenen Ionen zur Gesamtmenge der Siure; der sekundire
Dissoziationsgrad y, ist das Verhiltnis der doppelt geladenen Ionen zur Gesamtmenge Saure.

Zur Berechnung dreibasischer Siuren siehe auch D.D. van Slyke (JL Biol. Chem. 53,
269; 1922).

Anwendung der Formeln (4) und (5) auf amphotere Elektrolyte.

Wegen der Bedeutung der Formeln (4) und (5) fiir die Enzymchemie
muss ihre Anwendung auf die theoretische Behandlung der Ampholyte hier
ausfiihrlich referiert werden?).

Wir beginnen mit der Betrachtung des ‘Dissoziationsrestes, der
als das Verhdltnis des undissoziierten Anteiles u zur Gesamt-
menge A des Ampholyten definiert wird.

) Michaelis, Biochem. Zs 33, 182; 1911.
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Der Ampholyt tritt
1. als Anion auf; wir wollen dessen Konzentration, wie S. 27, mit ROH]
und die Dissoziationskonstante mit K, bezeichnen;
2. als Kation; die Konzentration sei wieder [HR'] und die Konstante K.
Dann wird
_ [v] _[A] —['ROH] — (HR?] e
a] = [A] G .o

Der Dissoziationsgrad muss 1. in bezug auf die Anionen, 2. in bezug
auf die Kationen angegeben werden.
Es soll hier damii wieder das Verh#dltnis der Ionen (Anionen
bzw. Kationen) zur Gesamtmenge des Ampholyten verstanden werden.
Es gelten also nach dem Massenwirkungsgesetz die Gleichungen:
(H]ROH] =K,-u
[HR'|[HO'] = K- u.
Also ist

[ROH] = K,- -

,._
fa—

und
u

(HOT

[HR'] = Ky-

somit
Ka[u]  Ks[u]

(u] = [A] — [HR] — ROH] = [A] —

[H] — [HOT
Hieraus folgt:

(A]

b=—% &
a b

| ] mo]
und der gesuchte Wert

_ 1

g__[J_1+£+Kb........(9)
(H] * [HO]

Durch Einsetzen von [IIEI] statt [HO'] erhalten wir schliesslich:

0= L C 10

1+[ e

Diese Gleichung stellt den Dissoziationsrest eindeutig als
Funktion der Wasserstoffionenkonzentration dar.

Wihlen wir nun wieder fir die graphische Darstellung nicht [H'],
sondern log [H'], so gelangen wir zu den folgenden Dissoziationsrestkurven
fiir Ampholyte.
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»Je nach der Grosse der beiden Dissoziationskonstanten eines Ampho-
lyten werden nun die Einzelheiten dieser Kurve in charakteristischer Weise
verdndert, und zwar ist das massgebende Moment das Produkt K,- Ky (Fig. 4).
Ist dieses im Vergleich zu Ky sehr klein, also etwa 1039, so erstreckt sich
die Maximumerhebung der Kurve iiber ein sehr weites Gebiet. Wird K,- K,
grosser, etwa 10—18 so wird die Erhebungszone der Kurve immer Kkleiner,
so dass man einen Maximumpunkt deutlich erkennen kann. Bei noch
weiterer Vergrosserung von K,-Kp, wenn dieser Wert etwa = Ky = 101
wird, erhebt sich dieser Maximumpunkt immer weniger; solche Ampholyte,
und auch solche mit noch grosserem K,-Ky, scheinen aber in der Natur
nicht vorzukommen.“

70 1 \ 10
¥ P\
3 ] jf, FNRREA
g AN N AA A
T AN
H EEATATTANR \
e T AN U
AR L XNV EANE
-76 -8 =77 -9 -7 -5 -3 0+7

Fig. 4. log [H'].

Bjerrum?) hat neuerdings versucht, die Annahme einzufiihren, dass die undissoziierten
Molekiile einer typischen Gruppe der Ampholyte, nimlich der Aminosiuren, gleichzeitig positiv
und negativ geladen sind und hat auf dieser Grundlage die Dissoziationskonstanten der Amino-
siduren zahlenmiissig berechnet.

‘wNach der élteren Anschauung existiert eine Aminosdure H,N- R . COOH in drei Formen:

als Kation TH,N-R . COOH,
als ungeladenes Molekiil H,N-R-COOH
und als Anion H,N-R-COO-.

Das Verhiltnis zwischen diesen drei Formen variiert mit der H-Ionen-Konzentration
h der Losung. Ks seien TA, A und A~ die Konzentrationen dieser Formen und H*, bzw. OH™
die Konzentrationen der Wasserstoffionen und Hydroxylionen. Unter diesen Umstinden wird
die Siuredissoziationskonstante k. definiert durch

A™.Ht
A - kil
und die Basendissoziationskonstante ki, durch
+A.OH™
—'—A‘_"‘ - kh.

Nach der neuen Anschauung existiert eine Aminosiure in Lésung, wie oben, teils
als Kation TNH;- R-COOH, bzw. Aunion NH,-R.COO™, ausserdem aber als Zwitterion

1) Bjerrum, Zs physik. Chem. 104, 147; 1923.
v. Euler, Chemie der Enzyme. I Teil, 3. Aufl. 3
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+NH;-R-C00~. Wir wollen die Konzentration der letzten Form mit TA™ bezeichnen').
Die Dissoziation der Carboxylgruppe erfolgt dann nach der Gleichung:
TNH;-R-COOH = TNH;-R-C00~ + Ht
und fiir die entsprechende S#uredissoziationskonstante K, gilt
TATCHT g
TA
Die Dissoziation der Aminogruppe erfolgt nach
H,0 + NH,-R-CO00~ = OH™ + *NH;-R.C00~
und fiir die entsprechende Basendissoziationskonstante Ky gilt
tAT.OH™
A
Kennt man die alten k,- und k,-Werte, so ist es leicht, die neuen Dissoziationskonstanten
Ksund Kg zu berechnen, denn A der alten Vorstellung ist gleich YA~ der neuen; aus den
4 angegebenen Gleichungen erhilt man daher:
=~ B ®
Hier bedeutet K die Dissoziationskonstante des Wassers.
Wenn eine Séure oder Base die Dissoziationskonstante K besitzt, so ist bekanntlich

= Ks.

Ks

die Hydrolysenkonstante ihrer Salze gleich K—g Aus den letzten Gleichungen geht also

hervor, dass Ks, die neue fiir die Carboxylgruppe charakteristische Dissoziations-
konstante, identisch ist mit der Hydrolysenkonstante, die der alten Basendissoziationskonstante
ky entspricht, und ferner, dass Kg, die neue fiir die Aminogruppe charakteristische
Dissoziationskonstante identisch ist mit der Hydrolysenkonstante, die der alten Siuredissozia-
tionskonstante k. entspricht. Durch die geéinderte Auffassung der Konstitution des Amino-
sduremolekiils wird die Konstante, die frither die Funktion der Aminogruppe
darstellte, zu einer fiir die Carboxylgruppe charakteristischen Konstante
und umgekehrt.

Betrachtet man nun die Zahlenwerte der alten und der neuen Siurekonstanten, so
besitzen die meisten aliphatischen Aminosiuren Siurekonstanten von etwa 10-% bis 10-1°.
»Diese Werte sind aber sehr unwahrscheinlich; denn diese Siduren sind alle (mit Ausnahme
von Taurin) Carbonsduren, und die meisten der bekannten Carbonsiuren haben Sdurekonstanten
von der Grissenordnung 10-2 bis 10-3..:. Nach der neueren Anschauungsweise erhalten die
Siurekonstanten Werte von etwa 10-15 bis 10-%5, Diese Werte liegen zwar etwas hoher als
diejenigen, welche man gewdhnlich bei Carbonsiuren begegnet; eine gewisse Verstirkung der
Sdurefunktion der Carboxylgruppe ist aber bei diesen Aminoséuren auch zu erwarten. Wenn
man das Dissoziationsschema der Essigsiure mit dem der Carboxylgruppe des Glycins ver-
gleicht, so wird sogleich ersichtlich, dass die positiv geladene Ammoniumgruppe des Glycins
durch die elektrische Abstossung die Abspaltung des Wasserstoffions erleichtern und so die
Aciditit der Carboxylgruppe erhéhen muss.“

Die weitere Priifung und Entwicklung der erwihnten Auffassung ist vielleicht fiir die
physikalische Chemie der Eiweisskorper und Enzyme, welche wohl zum "'eil als Ampholyte
anzusehen sind, nicht ohne Bedeutung.

1) In Ubereinstimmung mit der Hypothese, nach welcher Neutralsalze, wie NaCl, NH,NO,,
vollstiindig ionisiert sind, beriicksichtigen wir nicht die Form
R-NH,

|

co-0 _
und in Einklang mit den herrschenden Anschauungen nehmen wir an, dass die Hydratation
von — NH, zu — NH;- OH gering ist.
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6. Der isoelektrische Punkt.

Fir amphotere Elektrolyte kann eine Aciditit ermittelt werden, bei
welcher diese Stoffe gleichmissig zum negativen und zum positiven Pol
wandern; sie bilden dann also ebenso viele positiv wie negativ geladene
Molekiile, sie sind bei dieser Aciditit ,isoelektrischl). Mit anderen Worten:
Beim isoelektrischen Punkt bildet ein Ampholyt ebensoviel Anionen als Kationen.
Die Lage des isoelektrischen Punktes ist nun folgendermassen definiert:

Kau=[H]-[ROH] . . . . . . . . (L1
Kyu=[HO|-HR] . . . . . . . . (L2

Durch Division:

K, _ [H] [ROH]
K, = [HO] [HR] -

Da nun im isoelektrischen Punkt 'ROH] = [HR’] ist, so erhalten wir

als Bedingung fir diesen Punkt?):

(I 3)

H] K,
HO]— K, (11)
Aus (I. 1) und (I. 2) folgt ferner3):
'ROH] 4 [RH'] K, n Ky K, n Ky[H]
u T [H] O HO] T [H) K«
Setzen wir
[ROH]+ HR] 1
u Tz’
so ergibt sich durch Differentiation nach [H'}:
1
a(z) __ K K
dH] [H]? ' Ky
Als Minimumbedingung erhalten wir:
a b
~EF TR, Y
oder _
K, H Ka
Kb=[K3, baw. ]/ Ke . . . . . (12
1H] 1 K. [H] -
Da [HO’] , 80 ist —— ' [H 0] die Minimumbedingung?). Dies ist

aber glelchzeltlg die Gleichung (11) des isoelektrischen Punktes. Folglich
ist die Summe der Ionen eines Ampholyten ein Minimum, wenn

') Die Bezeichnung ,isoelektrischer Punkt stammt von Hardy, die exakte Definition
und das nithere Studium des isoelektrischen Punktes verdankt man Michaelis.
*) Michaelis, Biochem. Zs 19, 181; 1909.
%) Michaslis und Mostynski, Biochem. Zs 24, 79; 1910.
4) Da der 2. Differentialquotient einen positiven Wert hat, so liegt hier wirklich ein
Minimum und kein Maximum vor. Vgl. hierzu Michaelis, Monogr. 2. Aufl. 8. 121 ff.
3*
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die Aciditat der Losung den isoelektrischen Punkt darstellt.
Dabei sind hier Zwitterionen und Salzbildung nicht beriicksichtigt.

Fir einige Aminosiduren und Dipeptide haben wir schon S. 28 und 29
die isoelektrischen Punkte angegeben. Die von Michaelis fiir einige Eiweiss-
korper nach einer anderen Methode erhaltenen Werte findet man S. 37 mit-
geteilt. Eine Ableitung der Formel fir den isolektrischen Punkt von Ampho-
lyten mit mehreren sauren und basischen Gruppen haben Levene und
Simms?) gegeben.

B. Eigenschaften der Ionen in wissriger Losung.
1. Die Ladung und Beweglichkeit der Ionen und elektrisch geladenen Teilchen.

Die Ladung der Ionen ist bekanntlich durch die Elektronen bedingt,
und zwar sind es die Elektronen der #“ussersten Schale, welche fiir die
elektro-chemischen Eigenschaften zunschst in Betracht kommen., Positive
Elemente geben leicht ein negatives Elektron ab und besitzen dann die der
abgegebenen Zahl negativer Elektronen entsprechenden positiven Elektrizitits-
mengen, 96450 Coulomb per g Aquivalent. Negative Elemente, z. B. Halogene
haben die Tendenz, ihre #ussere Elektronenhiille mit Elektronen zu erginzen
und die entsprechenden negativen Ladungen aufzunehmen.

Unter dem Einfluss des elektrischen Potentialgefilles wandern die positiv
geladenen Ionen (Kationen) bekanntlich zum negativen Pol, die negativ ge-
ladenen Ionen zum positiven Pol. Diese Ionenwanderung lésst sich bei gefirbten
Tonen, wie z. B. dem Anion des Kaliumpermanganats, sehr einfach in einem
von Nernst?) angegebenen Apparat zeigen und messen.

Betrigt das Potentialgefille 1 Volt per c¢m, so nehmen die nachstehenden
Ionen bei 18° und unendlicher Verdiinnung folgende Geschwindigkeiten an:

H 0,00826 cm/sek. HO 0,00180 cm/sek.
K 0,00067 » Cl 0,00068 ”
Na 0,00045 12 SO,  0,00071 ”
Ag 0,00056 ,, CH,;COO 0,00042

Amphotere Elektrolyte, beispielsweise Glykokoll, wandern, je nachdem
sie an eine Siure oder Base gebunden sind und demgemiss eine positive
oder negative Ladung tragen, zum negativen oder positiven Pol. Das gleiche
gilt fiir Eiweiss, welches sich also durch wechselweise Zusitze von Sduren
und Basen umladen lisst?3).

Michaelis, welcher 1909 eine Reihe von Versuchen mit dialysiertem
Serumalbumin angestellt hat4), fand bei gut erhaltener neutraler Reaktion
in allen Teilen der Losung stets eine eindeutige anodische Wanderung.

!) Levene und Simms, Biol. Chem. 55, 801; 1923.

?) Nernst, Zs f. Elektroch. 3, 308; 1909.

%) Hardy, Jl of Physiol. 24, 288; 1899. — Pauli, Hofm. Beitr. 7, 531; 1905.
%) Michaelis, Biochem. Zs 19, 181; 1909.
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»o0bald die Flissigkeit nur mit 0,0001 Vol. Essigsdure versetzt wurde, wanderte
es einsinnig rein kathodisch. Wir konnen also zwischen der neutralen
Reaktion des Wassers (pu="T) und der Reaktion dieser Essigsiurelosung
(pa etwa 5) einen Acidititsgrad von etwa pg = 6 interpolieren, bei dem das
Eiweiss isoelektrisch ist.“

Es zeigte sich im isoelektrischen Punkt nicht etwa ein Stillstand
des Eiweisses, sondern eine beiderseitige Wanderung. Bei der iso-
elektrischen Reaktion fehlt also nicht die Ladung des Eiweisses, sondern es
sind gleich viel positive wie negative Teilchen vorhanden.

Aus den 8. 35 angegebenen Beziehungen (I. 1 u. 2) ergab sich

[H]
K—b=m..........(11)

Diesen Bruch hat Michaelis ,relative Aciditit« genannt.

In der folgenden Reihe von Arbeiten hat Michaelis mit seinen Mit-
arbeitern den isoelektrischen Punkt bzw. den Punkt gleicher anodischer und
kathodischer Wanderung [Umkehrpunkt]!) fir Eiweissstoffe?) bestimmt.

Autoren Literatur Eiweisskorper Elektr. Ulrglgehrpunkt
. Serumglobulin 0,36 - 10—
Rona u. M. 2?0;3?'19% {Gliadin 59 1010
! ! Edestin 1,3 .10
. . ( Stromasubst. d. Blutes 1 .10
M. u. Takahashi 29, 439; 1910 { Oxyhamoglobin 18 107
. ) Denat. Serumalbumin 0,4 -10-°
M. u. Davidsohn 33, 456; 1911 {Natives Serumalbamin 2 .10~
M. u. Grineff 41, 373; 1912 Gelatine 2,5 -10—3
M. u. Pechstein 47, 260; 1912 Casein 2,6 .10—5

Andererseits ldsst sich aus der Wanderungsrichtung eines chemisch un-
bekannten reinen Stoffes ersehen, ob derselbe als Siure oder Base funglert
oder als Ampholyt auftreten kann.

Die Versuche wurden mit einem Apparat von folgender Form?®) ange:
stellt, bei welchem die Reaktionsinderung an den Polen durch Verwendung
unpolarisierbarer Elektroden vermieden wird.

Verbesserte Formen fiir Apparate zur Bestimmung der Wanderungs-
richtung von Kolloiden haben Northrop?) und Pauli®) angegeben. Manche

1) Es empfiehlt sich, den experimentell bestimmten Umkehrpunkt der Uberfihrung von
dem isoelektrischen Punkt, der durch die Gleichung (11) definiert ist, streng zu unterscheiden.

?) Der amphotere Charakier der Eiweisskorper war schon friiher bekannt. Vgl.Sjoqvist,
Skand. Arch. f. Physiol. 5, 317; 1895. — Bredig, Zs f. Klektroch. 6, 33; 1899.

3) Landsteiner u. W. Pauli, 25. Kongr. f. inn. Med. Wien 1908, S. 57.

%) Northrop, JI Gen. Physiol. 4, 629; 1921. — Kunitz, 6, 413; 1924.

5 Pauli, Kolloidchemie der Eiweisskorper. Steinkopff 1920.
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Apparate sind auch zur Reinigung von Enzymen durch Elektrodialyse und
Elektro-Osmose sehr brauchbar?).
Die Anordnung von Michaelis? zur Untersuchung der Saccharase

war folgende:
(110 Volt, 0,0005 Amp. — Temp. 18%:
2 % 3

4 5
Wasser | Enzym | Wasser

Zn SO,-Losung

1
Kathode aus Zn |Zn SO, -Losung

Nach Beendigang des Stromdurchgangs (24 St.) wird der Inhalt von 2 und 4 auf
Baccharase untersucht?).

Anode aus Zn

Auch in ausgesprochen saurer Losung wanderte die (ungereinigte) Sac-
charase noch anodisch (vgl. S. 39).

Beim Pepsin fanden Michaelis und Davidsohn*) ziemlich verwickelte
Verhiiltnisse; nach ihren Angaben besteht im Aciditdtsbereich 9,9.10—3 bis
1,2.10—3 doppelsinnige Wanderung des Pepsins. Den isoelektrischen Punkt
nahmen sie in der Mitte dieses Bereichs, bei
pr=25,5-10—2 an.

Indessen zeigten Pekelharing und Ringer?),
dass mit reinerem Pepsin nur anodische Wan-
derung erhalten wird, dass aber Zusétze von Casein
und Serumalbumin zu Pepsinlosungen diese Erschei-
nung dadurch beeinflussen, dass diese Eiweissstoffe
das Enzym bei ihrer Wanderung zur Kathode mit-
filhren. Auch Albumosen und Peptone wirken in
dhnlicher Weise: bei steigenden Zusitzen dieser
Stoffe hat das Pepsin immer mehr die Neigung

Fig. 5. zur Kathode zu wandern, ohne rein kathodisch zu
Maassstab 1:4.
werden.

Bereits in der vorhergehenden Auflage dieses Buches hat der Verf. be-
tont, ,dass Molekiile von nicht besonders ausgesprochenem elektrochemischem
Charakter, welche mit Elektrolyten irgendwie verbunden sind, die Wanderungs-

1) Willstétter und Schneider, H. 133, 193, und zwar 208; 1924. — Dreizellen-
und Fiinfzellen-Apparate, bezogen von den Deutschen Ton- und Steinzeugwerken, Berlin-
Charlottenburg, haben neuerdings Fricke und Kaja (Chem. Ber. 57, 310; 1924) zur Reinigung
von Amylase verwendet.

?) Michaelis, Biochem. Zs 16, 81; 1909 und 19, 181; 1909. Die in ersterer Arbeit
vorgeschlagene Anordnung mit Zn:Elektroden diirfte vor der Elektrode Cu-CuCl, vorzuziehen
sein, um Verunreinigungen des Enzyms durch die giftigen Cu''-Ionen sicher zu vermeiden.

3) Die Wirksamkeit der Fliissigkeit 3 ist nicht mitgeteilt, so dass die relative Menge
des iiberfihrten Enzyms nicht entnommen werden kann. Offenbar ist die Wanderung der
Saccharase unter diesen Umsténden recht gering. Eine Modifikation, welche die Kataphorese
grosserer Stoffmengen ermoglicht, und seine Priifung an definierten Proteinen wire, wie schon
in der 2. Aufl. betont wurde, sehr erwiinscht.

4) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zs 28, 1; 1910. — H. 76, 385; 1912.

5) Pekelharing und Ringer, H. 75, 282; 1911.
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richtung der letzteren annehmen konuen, wodurch leicht Fehlschliisse ent-
stehen“. Ganz besonders gilt dieses Bedenken, wenn es sich um kolloide
Ampholyte als Losungskomponenten handelt. Nach Michaelis und Davidsohn
kann man zwar den Satz ableiten, ,dass e¢in Kolloid den isoelektrischen Punkt
eines zweiten gleichzeitig in Losung befindlichen Kolloids nicht #ndert, wofern
nicht eine nachweisliche chemische Affinitit der beiden Kolloide zueinander
besteht“1). Solche Affinititen sind sehr oft wirksam.

Neuerdings haben nun auch Versuche von Willstédtter, Graser und
Kuhn?) gezeigt, dass die Wanderungsrichtung eines Enzyms, und zwar der
Saccharase, sich nach einer gewissen Reinigung umkehrt; die nach Reinigung
mit Tonerde durch Kaolin adsorbierbare Saccharase zeigt bei der Kataphorese
kathodische Wanderung.

Die von Willstatter (l. c. S. 76) angegebene Tabelle (Auszug unten)
lasst erkennen, ,wie mit zunehmender Reinheit des Invertins der iibergefiihrte
Anteil zunimmt. Bei annihernd gleicher Aktivitat der Mittelflissigkeit sind
in einem Hefeautolysat (Beisp. 1) in 70 Stunden nur 0,8% des Enzyms zur
Anode gewandert, wihrend vom Préparat mit dem Zeitwert 1 (Beisp. 10)
schon nach 19 Stunden 1,44°0 im Anoden- und 2,30°%0 im Kathodengefiss
nachgewiesen werden konnten.

Spannung 220 Volt. — Volumen des Mittelgefisses 4 Hahnbobrungen = 30,6 cm.

Zusammensetzung der Mittel- | -~ Strom- Nulldrehnngszeiten Wanderung in °/o
und Seitenfliissigkeiten; durc?ngang r
Angabe der pu Stunden Anode Mitte | Kathode | Apode | Kathode

1. Autolysat(1Hefe 4 2Was-
ger + Toluol) . . . . . 70 | 775 6,18 o0 0,80 0,00
2. Priparat aus pankreas-
entl. Hefe. Zeitwert 1,0

in destilliertes Wasser; )
pu=6 . . . . . . . 19 347 5,0 217 1,44 2,20

Aus den erwihnten Erfahrungen an Pepsin und Saccharase geht her-
vor, dass Versuche, die an Enzymen von unbekanntem und geringem Rein-
heitsgrad angestellt sind, nur mit grosster Vorsicht zur Beurteilung des
elektrochemischen Charakters dieser Stoffe verwendet werden diirfen?). Die
Angaben der folgenden Tabelle S. 40 konnen deswegen nur zu einer gewissen
Orientierung und als Unterlagen fiir weitere Versuche dienen.

Wie schon in der vorhergehenden Auflage betont, stellt sich die Uber-
fithrung der Enzyme und der Eiweisskorper im elektrischen Potentialgefille

1) Vergl. auch Michaelis und Rothstein, Biochem. Zs 110, 217 und zwar 221; 1920.
?) Willstiatter, Graser und Kuhn, H. 123, 1, und zwar 73: 1922.
3) Vergl. Euler und Josephson, H. 133, 279; 1924,
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durchaus als die Wanderung elektrolytischer Ionen — meist von amphoterem
Charakter — dar. Wir haben, mit anderen Worten, eine kontinuierliche Reihe
von den einatomigen Ionen bis zu den hochmolekularen Kolloiden, welch
letztere oft den durch schwache Affinititsbetrige gebundenen H- oder OH-
Ionen — seltener Metall- oder Metalloid-lonen — ihre Ladung verdanken.
Diese stetige Reihe fiihrt iiber die Kolloide hinaus zu den suspendierten
Teilchen, bei welchen die Bindung der aufladenden Ionen oft der Sorption
zugeschrieben wird. Indessen wird sich die Anlagerung dieser Ionen stets
auf eine chemische Bindung zuriickfilhren lassen, so dass ,Adsorptions-
bindungen“ von Ionen an feste oder kolloide Teile nicht als besondere Fille
behandelt zu werden brauchen. Es handelt sich durchweg um Salzbildung
und dementsprechende Ionisierung, sei es am gelosten Molekiil, sei es an
einer Oberfliche (Phasengrenze).

Enzym pH Wfat?glf:;lzs& Verfasser und Schriftsteller
Hefen-Maltase. . . . . 6,1—6,8 anodisch Michaelis und Rona,
Bio. Zs §7, 70; 1913.
Malz-Amylase . . . . .|Losung schwach| kathodisch
(Préparat Griibler) sauer Michaelis,
Losung schwach anodisch Bio. Zs 17, 231; 1909.
alkalisch
Trypsin . . . . . . . 5,4—4,1 anodisch Michaelis und Davidsohn,
(Pancreat. puriss. Rhen.) ab 3,71 kathodisch Bio. Zs 30, 481; 1911.
Leber-Katalase . . . . 5,8—5,6 rein anodis?h Michaelis und Pechstein,
5,4—5,2 anod.- kathodisch Bio. Zs 53. 320: 1913
51--3,9 rein kathodisch : ! ! :
Michaelis und Bien,
Serum-Butyrase . . . . } ab 6 anodisch } Bio. Zs 59, 100; 1914.
Pankreas-Butyrase . . . | 64, 13; 1914,
Kataphorese.

Anhangsweise wollen wir nun noch die Wanderung fester Stoffe im
elektrischen Feld kurz besprechen. Man bezeichnet diese Uberfiihrung be-
kanntlich als Kataphorese.

Fein verteilte, in einem flissigen Medium unlgsliche Materie zeigt all-
gemein gegen die Fliissigkeit eine bestimmte Ladung und wird deshalb
im elektrischen Potentialgefille bewegt. Die Theorie dieser Bewegung ist
in Anlehnung an v. Helmholtz durch v. Smoluchowski gegeben worden.
Die Geschwindigkeit u suspendierter Teilchen ist von ihrer Grosse un-
abhiingig. Dies geht aus einer von Perrin?) aufgestellten Formel hervor:

0= eeH-D
4n-q

) Perrin, C. r, 136, 1388 und 137, 513; 1908. — JI chim. phys. 2, 601; 1904 und
3, 50; 1905.
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Hier ist: &= die Potentialdifferenz an der Grenze zwischen fester Sub-
stanz und Flussigkeit,
H = das Potentialgefille, in welchem sich die Teilchen bewegen,
D = die Dielektrizitiatskonstante der Fliissigkeit,
7 = die innere Reibung.

Die Potentialdifferenz & ergibt sich aus einer elektrischen Doppelschicht
im Sinne der Nernstschen Theorie der elektromotorischen Krifte, und zwar
entsteht diese Doppelschicht entweder aus der verschiedenen Lisungstension
der Jonen des reinen Stoffes, etwa eines schwer loslichen Hydroxyds, oder
aber durch Umsetzung zwischen gelosten Stoffen und festen Korpern bzw.
durch Bindung einer Ionenart (meist H- oder OH-Ionen)?).

Durch die Art der Doppelschicht (die positive Ladung aussen oder innen)
ist der Ladungssinn der Teilchen im Medium bestimmt.

Der Ladungssinn der iiberwiegenden Mehrzahl der daraufhin unter-
suchten festen Stoffe ist in Wasser negativ, denn sie werden durch den
Strom zum positiven Pol getrieben, wandern mit anderen Worten anodisch.

Den Vorgang, welcher dem eben besprochenen entgegengesetzt ist, also
die Bewegung einer Fliissigkeit im elektrischen Feld durch ein Kapillarrohr
oder ein System von Kapillarrohren (pordse Masse) nennt man Endosmose.
Dieselbe ist von G. Wiedemann und spéter von Coehn?) eingehend
studiert worden, welcher zuerst den Einfluss der Dielektrizititskonstante auf
die Endosmose gefunden hat.

Fiir die Enzymchemie kommt dieses Erscheinungsgebiet direkt nicht
in Betracht, wohl aber fiir die Physiologie; man findet eine iibersichtliche
Darstellung in den Werken von Hober, Physikalische Chemie der Zelle und
der Gewebe, 5. Aufl, 1924, von Freundlich, 3. Aufl, 1923 und von
Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl,, L. T., S. 249.

2. Hydratation der Ionen.

In der Ionentheorie ist der Grundgedanke, welcher der alten Hydrat-
theorie zugrunde lag, in einer neuen Form wieder aufgetaucht. Zahlreiche
voneinander unabhingige Tatsachen weisen darauf hin, dass die elektro-
lytischen Ionen, die zundchst als elektrisch geladene Metallatome aufgefasst
wurden, in Verbindung mit Molekiilen des Losungsmittels stehen. Kine
Tatsachengruppe, welche hierfiir spricht, werden wir im néchsten Abschnitt
kennen lernen, nimlich die Abhiingigkeit der Koeffizienten der inneren
Reibung der Ionen von ihrer Wanderungsgeschwindigkeit. Als eine starke
Stiitze fiir die Annahme von Ionenhydraten wurde ferner die von Kohl-

1) Siehe auch eine Untersuchung von J. Loeb (J1 Gen. Phys. 5, 109; 1922) tiber das

Verhalten von Kollodiumteilchen bei der Kataphorese.
%) Coehn, Ann. d. Phys. 64, 217; 1898 und 30, 777; 1909.
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rausch?) gefundene Beziehung angesehen, dass der Temperaturkoeffizient
der Leitfihigkeit bei unendlicher Verdinnung fiir verschiedene Elektrolyte
anndhernd gleich ist und mit dem Temperaturkoeffizienten der inneren
Reibung des Wassers quantitativ iibereinstimmt. Auch der Umstand, dass
z. B. die Silberionen gleiche Wanderungsgeschwindigkeit zeigen wie die
{onen (NH;),Ag’, spricht fiir die genannte Annahme.

In manchen Féllen mag tiberhaupt das Losungsmittel Komplexe be-
stimmter Zusammensetzung mit den Ionen bilden.

® ©
)

®

)
@@6)@
©
G

®
®
©
®
®

Fig. 6. Fig. 6a.

Im allgemeinen diirften aber die absoluten Zahlen der mit Ionen ver-
bundenen Wassermolekiile, welche einige Autoren gefunden haben, nicht die
von jhnen angenommene Bedeutung besitzen.

Zu folgenden relativen Werten ist Nernst nach einer von ihm ange-
gebenen Methode gelangt:

(Die an 1 Wasserstoffion gebundene Anzahl Wassermolekiile ist willkiirlich gleich 1
gesetzt.) :

B K Na’ Lit cr
1 5 8 14 4
Bjerrum gibt folgende Werte an:
H C1 K
8 2 0

Abgesehen von besonderen Ionenhydraten wird man nach den Anschau-
ungen der modernen Losungstheorien die Hydratation der Ionen im wesent-
lichen als eine Folge des von den Ionen ausgehenden elektrischen Kraftfeldes

!) Kohlrausch, Sitzungsber. Preuss. Akad. d. Wiss. 1902, 572.
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ansehen. Die Wassermolekiile haben nach Debye!), Born?), Fajans? u. a.
den Charakter von Dipolen.

Unter dem Einfluss der elektrischen Ladung ihres Ions werden nun die
Wassermolekiile, welche sich nach der grundlegenden Arbeit von Drude und
Nernst im Zustand der Elektrostriktion befinden, polarisiert, indem
ihr entgegengesetzter Pol vom Ion angezogen, ihr gleichmaissiger Pol abgestossen
wird. Demgemiss lassen sich die Verhiltnisse in der unmittelbaren Um-
gebung eines in sehr verdiinnter Losung befindlichen Tons durch nebenstehendes
Schema (Fig. 6) darstellen. .

Starke Hydratation macht sich offenbar bei den Eiweisskorpern geltend
[Pauli4)), worauf schon die bekannten Quellungserscheinungen bei Gelatine
usw. (ibrigens auch bei anderen Emulsionskolloiden) hindeuten.

Aus den von Miss Chick gefundenen Zahlen fiir innere Reibung hat Arrhenius
berechnet, dass von 1 g verschiedener Proteine bei 25° 0,7 bis 2,2 g Wasser gebunden werden,
worauf wir im nichsten Abschuitt zurickkommen.

Offenbar verdient die Frage, in welchem besonderen Zustand sich das
an amphotere Kolloide gebundene Wasser befindet, besonders auch, wie gross
das Ionenprodukt dieses Wassers ist, eine eingehende Bearbeitung.

3. Innere Reibung.

Fir die innere Reibung? verdinnter Losungen eines Stoffes hat
Arrhenius®) 1887 die Formel aufgestellt?):

nX)=7 . . . . . . . . .. R
bzw. fir Losungen von 2 Stoffen:
nxy)=ng . . . . . . ... (R2

oder in anderer Form
logn(x,y) =xlogn + y log 7.,
wo 7(x) und %(x,y) die spez. innere Reibung einer Losung von 1 bzw. 2

) Debye, Physikal. Zs 13, 97; 1912.

%) Born, Zs f. Physik 1, 247; 1920.

3) Fajans, Verh. d. deutschen physik. Ges. 21, 539, 549 u. 709; 1919.

%) Pauli und Handovsky, Bioch. Zs 18, 340; 1909 und 24, 239; 1910.

%) Da wir es bei der Behandlung enzymchemischer Probleme nur mit der inneren Reibung
wissriger Liosungen oder Systeme zu tun habef, so konnen wir uns auf die Betrachtung der
relativen oder spezifischen inneren Reibung beschréinken, welche das Verhéltnis zwischen der
Viskositit einer Losung und derjenigen des reinen Wassers ausdriickt. (Wahrend die Viskositit
die Dimension e¢m'gsec? hat, ist die spez. innere Reibung eine unbenannte Zahl.)

¢ Arrhenius, Zs f. physik. Chem. 1, 285; 1887.

") Eine theoretische Begriindung der logarithmischen Formel hat Lees, Phil. Mag. (6)
128; 1901 geliefert. Siehe auch Arrhenius, Biochem. Jl1 11, 112; 1917.

Einstein hat 1906 (1911) eine Formel abgeleitet von der Form:

n=mno(1+25¢)
wo ¢ das Gesamtvolumen der in der Volumeinheit suspendierten Substanz ist. Siehe Ann.
Phys. 19, 289; 1906 und Berichtigung 34, 591; 1911.
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Stoffen, x und y Konzentrationen, 7, und 7, spez. Reibungskonstanten der
einzeln gelosten Stoffe bezeichnen.

Schon die alten Daten von Arrhenius, Reyher, Wagner, Kanitz
u. a. liessen eine gewisse Additivitit der Ionen bindrer Salze hervortreten.

Verf.l) konnte 1897 zeigen,

1. dass die Konstante der inneren Reibung eines Salzes sich darstellen

lasst durch die Formel:
nN=mprgk, - . . . . . . . . (R3

wenn man mit 7s die Reibungskonstante des nicht dissoziierten Anteils, mit
x dessen Konzentration, mit 74 und y bzw. 7x und y die gleichen Grossen
fiir Anion und Kation bezeichnet;

2. dass die Reibungskoeffizienten 7, und zx der elementaren Ionen sich
quantitativ aus den Wanderungsgeschwindigkeiten U bzw. V des Anions A
und Kations K berechnen lassen nach der Formel:

(na — 0,68)+ U = Konst. bzw. (g —0,68)-V = Konst. . . (R 4)
Sal Reibungskonstanten Zur Berechnung Berechnet fiir
az 1 g-Mol. im Liter 7 angewandt 1 g-Ion im Liter
K =10,962
72 ,75 - !

KCl 0,98 0 Ol — 0,962
NaCl 1,0973 0,67 Cl=10,962 Na =1,091
LiCl 1,1423 0,60 Cl = 0,962 Li=1,150
KNO, 0,9753 0,65 K = 0,962 NO; =0,919
AgNO, 1,0576 0,58 NO; = 0,927 Ag = 1,059
HCl 1,0671 0,80 Cl = 0,962 H=1,085

Die Regel besitzt zwei vollstindige Ausnahmen, die H' und die HO'-
Ionen, und diesen Umstand habe ich darauf zuriickgefiihrt, dass die Ionen,
mit Ausnahme? von H' und HO’ hydratisiert sind (vgl. S. 42); ferner diirfte
die jetzt angenommene Wanderungsgeschwindigkeit fir H'- und HO’-Ionen
nur die scheinbare Wanderungsgeschwindigkeit darstellen, welche sich
durch den Austausch mit den Molekiilen des Wassers zu gross ergibt; aus
obiger Formel (R 3) erhilt man die Werte 52 bzw. 43,

Aus den Reibungskonstanten der iibrigen Ionen hat dann Verf. folgende
Schliisse gezogen:

Die Ionen vergrossern primar (wie jede Molekiilart) die innere Reibung
des Wassers um so mehr, je kleiner ihre Wanderungsgeschwindigkeit ist.

Die elekirische Ladung der Ionen bewirkt eine Kompression (Elektro-
striktion) des Wassers, wodurch dessen Reibung vermindert wird.

) Euler, Zs f. physik. Chem. 25, 536; 1898.

*) Der von mir 1898 gezogene Schluss, dass die Tonen H* und OH™ nicht hydratisiert
sind, hat seither mehrere Bestitigungen erfahren; siehe z. B. Born, Zs f. Physik 1, 247;
1920. — Remy, Zs f. physik. Chem. 89, 467; 1915.
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Je nachdem der erste oder zweite Einfluss tiberwiegt, wird
der Reibungskoeffizient grosser oder kleiner als 1. Unter dem
zweiten Einfluss allein wiirde eine 1-n-Ionenlésung den Koeffizienten 0,68
besitzen.

Die Beziehung zwischen Reibungskonstanten und Wanderungsgeschwin-
digkeiten geht aus untenstehender Figur 7 hervor.

Nachdem zufolge Bjerrums, Goshs und Debyes iibereinstimmenden
Annahmen bzw. Ergebnissen die Salze in 1-n-Losungen praktisch vollstandig
dissoziiert sind, muss sowohl die Berechnung der Werte 7, und 7x als auch
die Deutung der Ergebnisse, be-

sonders des Ionenkoeffizienten 0,63, \ 776
modifiziert werden. L>\\ ,
Uber die Viskosititamphoterer \ “*
molekulardisperser Elektrolyte, nim- N 177
lich aliphatischer Aminoséuren, hat N § 170
in neuerer Zeit G. Hedestrand?) MZ\ 3
eine eingehende Untersuchung ver- 5|
offentlicht, aus welcher hervorgeht, - :i 106
dass diese Stoffe im isoelektri- | My g 108
schen Punkt ein Minimum der :
inneren Reibung besitzen. ' 72
Was dann die hochmole- \\ 700
kularen Ampholyte betrifft, so %8
liegt bezliglich der verschiedenen 97
Klassen der Proteine bereits ein cf’r’o 96
umfangreiches Material vor. Whanderyngsggsctwindigheiton o o
Die wichtigste Tatsache 30 35 40 45 50 55 60 65 W
ist — wie gleich vorausgenommen Fig. 7.

sei— die starke Erhohung der
inneren Reibung verdiinnter Eiweisslosungen bei Zusatz von
Sduren oder Basen, also bei der Bildung von Eiweisssalzen.

Die ersten Angaben haben Laqueur und Sackur? {iiber Casein ge-
macht; ausgedehntere Untersuchungen beziiglich Serumalbumin stammen von
W. Pauli und seinen Mitarbeitern, besonders Handovsky?3).

Es ergab sich bald, dass hier die Aciditdt der Losung von ganz wesent-
lichem Einfluss ist, und besonders konnten Michaelis und Mostynski?)

'Y Hedestrand, Zs anorg. Chem. 124, 153; 1922. — Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi
8, 1; 1921.

?) Laqueur und Sackur, Hofm. Beitr. 3, 193: 1903.

3) Pauli und Handovsky, Biochem. Zs 18, 340; 1909 u. 24, 239; 1916. — Pauli
u. Falck, Biochem. Zs 47, 269 1912.

4) Michaelis und Mostynski, Biochem. Zs 25, 401 1910. — Siehe auch W. Pauli,
Kolloid-Zs 12, 222; 1913.
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zeigen, dass die innere Reibung des gelosten Serumalbumins beim
Umkehrpunkt der Wanderung (vgl. S. 37) ein Minimum besitzt.
Aminosgiuren zeigen, wie erwidhnt, ein solches Minimum bei dem nach
Formel (12) Seite 35 definierten isoelektrischen Punkt. Dieser Regel diirfte
eine allgemeine Giiltigkeit zukommen und wir kénnen die Sachlage so zu-
sammenfassen, dass ein Ampholyt beim Minimum der Ionisierung, wo er auch am
wenigsten hydratisiert ist, sich mehr den Suspensionskolloiden nihert, wihrend
die ausgesprochen hydrophil-kolloiden Eiweissionen mit ihrer weitgehenden
Hydratation die Reibung der Losungen besonders stark vergrossern.
Schon Laqueur und Sackur, sowie Hardy?!) haben die grosse innere
Reibung von Eiweissionen auf die Hydratation dieser Ionen zuriickgefiihrt.

Ubrigens steigt mit der Ionisation der Dispersititsgrad, ein Umstand,
der an sich die Vergrosserung der inneren Reibung zur Folge hat.

Zu dem Einfluss der Aciditit addiert sich dann noch die Einwirkung
der Neutralsalze auf die innere Reibung der Proteine und macht die Ver-
hiltnisse recht kompliziert.

Neuere Versuche tiber die innere Reibung vou Eiweissstoffen hat Miss
H. Chick? mit Mitarbeitern® und allein%) angestellt und hat das Ziffer-
material nach einer Formel von Hatschek berechnet?).

Ein Anschluss an die Formel (R 1) wird nur erreicht, wenn man
annimmt, dass die gelosten Eiweissmolekiile zu einem bestimmten Grad
hydratisiert sind, und zwar wurde durch Ausprobieren die beste Uberein-
stimmung gefunden unter der Annahme, dass 1 g Eiweiss (je nach der Natur des
Proteins) zwischen 0,7 und 2,2 g Wasser bindet. Um eine Vorstellung von
der Grosse der spez. inneren Reibung von Eiweisslosungen zu geben, fithren
wir hier einen Auszug aus einer Versuchsreihe von Chick und die Berech-
nung nach Arrhenius an:

Viscositdt von Eieralbumin bei 259
1 g Eieralbumin bindet 0,7 g Wasser.

Proz. " Mol. 2 ber. Differenz
Konz. in Proz.
28,15 9,99 54,09 10,05 + 0,6
24,33 5,81 41,55 5,86 +0,8
14,53 2,21 19,30 2,27 +29
8,68 1,57 10,45 1,56 —0,6
3,02 1,22 3,18 115 —6,6

') Hardy, Jl of Physiol. 33, 251; 1905.

*) Hariette Chick und Ch. J. Martin, Kolloid-Zs 11, 102; 1912.

%) Hariette Chick und E. Lubrzynska, Bioch. JI 8 59; 1914.

‘) Hariette Chick, Bioch. JI 8, 261; 1914.

5) Siehe auch Arrhenius, Medd. Nobel-Inst. 3, Nr. 13; 1916 und 3, Nr. 2[, 1917,
Bioch. JI 11, 112; 1917. .
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Die Zablen der vorletzten Spalte sind folgendermassen berechnet: Miss Chick gibt die
Zusammensetzung der Losungen in Gewichtsprozenten an. Danach befinden sich in 100 g
Losung p g Eiweiss und (100—p) g Wasser. Wenn nun jedes g Eiweiss n g Wasser bindet,
so betrigt das Gewicht des freien Wassers 100 — (1 4 n) p. Da die Eiweissmolekiile im Ver-
gleich zu den Wassermolekiilen gross sind, kann man mit geniigender Anniherung die mole-
kulare Konzentration der Zahl p : (100 — (1 4 n) p] proportional setzen. Fiir Eieralbumin ergibt
sich nun der beste Anschluss unter der Annahme n = 0,7.

Inwieweit sich aus Reibungsmessungen an genau isoelektrischen Losungen einfachere
Beziehungen ergeben hiitten, ldsst sich noch nicht sagen.

Schliesslich sind hier noch die umfangreichen Arbeiten von Jacques
Loeb an Gelatine, Casein und Albumin besonders zu erwihnen. Auf Grund
einer eingehenden theoretischen Bearbeitung der Eiweisskorper als Kolloide,
auf welche hier verwiesen seil), kommt Loeb zu folgendem Resultat (i. c.
S. 291): ,Wo die Konzentration der Wasserstoffionen, die Wertigkeit der
Tonen und die Konzentration der Salze die Viscositit der Eiweisslosungen in #hn-
licher Weise beeinflussen wie den osmotischen Druck, ist diese Beeinflussung
der Viscositat in Wirklichkeit ein Einfluss der Elektrolyte auf die Quellung
der in der Losung vorhandenen festen, submikroskopischen Eiweissteilchen.

Enzyme waren bisher nicht so weitgehend gereinigt, dass eine Unter-
suchung der inneren Reibung ihrer Losungen angezeigt gewesen wire. In
letzter Zeit wurden von Euler und Josephson an hochgereinigter Saccha-
rase (If=245) Viscosititsmessungen angestellt.

In der folgenden Tabelle finden wir die Zeiten angegeben, welche ver-
liefen, wihrend die Fliissigkeit von der einen Marke bis zur anderen ausfloss.
Mit jeder Losung wurden 5 Bestimmungen angestellt. Zum Vergleich fiihrten
wir entsprechende Messungen mit destilliertem Wasser aus. In der letaten
Spalte finden wir die relativen Werte der Viscositit, wobei die Viscositit des
Wassers =1 gesetzt ist.

Py Zeit in Sekunden Mittel | Rel. Viscositiit
Dest. Wasser 849 | 84,9 84,6 84,9 84,7 84,8 1
2,71 110,4 110,8 111,6 110,9 111,3 111,0 1,310
4,05 110,6 110,8 110,7 110,8 110,6 110,7 1,306
4,50 109,8 110,0 110,2 110,8 110,2 110,2 1,300
5,37 120,8 120,0 119,0 119,7 120,0 119,9 1,414
5,78 147,3 146,2 147,2 146,9 146,0 146,7 1,730
6,50 125,4 126,3 126,2 127,3 127,6 126.,6 1,493
7,0 1186 117,5 117,0 1185 17,7 117,9 1,300

Fig. 8 S. 48 zeigt deutlich, dass die Viscositdt von hoheren Acidititen
bis pg = ca. 4,b etwas abfillt, von ps =5 an steigt, bei py =6 ein Maximum
erreicht und dann wieder sinkt. Der isoelektrische Punkt der Saccharase
diirfte also bei der Aciditdt des Viscosititsminimums (py = 4,5—5) liegen.

) Loeb, Proteins and the Theory of Colloidal Behavior. New York, 1922. — Siehe
auch die zahlreichen Mitteilungen Loebs in J1 of Gen. Physiology 1—5; 191822,
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Mit steigender Temperatur nimmt die spez. innere Reibung in den
meisten Fillen stark ab. In Ubereinstimmung hiermit ergibt sich der aus
Miss Chicks Zahlen berechnete Wert fiir n (g gebundenes Wasser per g Eiweiss),
welcher bei 25° laut obiger Tabelle zu 0,7 gefunden wurde, bei 0° zu 1,33.
Auch Chick und Martin haben die starke Abnahme der spez. inneren
Reibung bei Natriumcaseinat auf eine Wasserabspaltung zuriickgefiihrt.

C. Gleichgewicht zwischen mehreren Elektrolyten.
1. Zwei biniire Elektrolyte mit einem gemeinsamen Ion.

Wird in der verdiinnten Losung eines Elektrolyten, beispielsweise der
Essigsiiure, ein Salz derselben, z. B. Natriumacetat, aufgeldst, so wird dadurch
die Konzentration des gemeinsamen Ions, hier des Acetat-Jons, dem Massen-

wirkungsgesetz zufolge, gedndert.
78 Unter allen Umstinden — auch
AN in Gegenwart von Acetat — muss
/ \ fir die Losung der Essigsiure
( die Gleichung (2a) gelten:
[H [Ac]
[CH;COOH]
_,/ wo mit [ ] die Konzentration der
betreffenden Molekiilart bezeich-
3 4 5 oH 6 7 net wird. Das zugesetzte Acetat
Fig. 8. : konnen wir in erster Annidherung
als vollig dissoziiert in Rechnung
setzen, und somit wird seine Gesamtkonzentration gleich derjenigen des
Acetations.

Die Dissoziation der an sich schon schwachen Hssigsiure (vgl. S. 21)
wird durch den Zusatz des Acetats noch weiter verringert, so dass der disso-
ziierte Anteil nur einen unbedeutenden Bruchteil der Gesamtmenge ausmacht.

N
>

K=

~N
™

Relative innere Reibung.

~
N

Wir nehmen ein Zifferbeispiel: Die Konzentration der Essigsdure sei in
reiner wissriger Losung 0,10 norm. Der Dissoziationsgrad in dieser Ver-
diinnung ist (vgl. S. 21) 0,0132, und es ist somit

[H'] =[Ac] = 0,10 x 1,32-10-2 = 1,32 10~3 oder py= 2,88.

Nach 8. 21 finden wir die Dissoziationskonstante K = 0,0000177.

Wir setzen nun, ohne die Konzentration der Essigsiure zu &ndern, so
viel Natriumacetat zu, dass die Losung in bezug auf dieses Salz ebenfalls
0,10 norm. wird. In erster Annéherung ist dann auch die Konzentration
der Acetationen 0,10 n.

Fir das neue Gleichgewicht gilt dann die Beziehung:

[H] X 0,10 =0,0000177 (0,10 —[H)) . . . . . (G. 1)
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Hieraus?) ergibt sich: [H'] = 1,77-10~% oder py = 4,75.

Aus der obigen Gleichung (2a, Essigsiure) erhalten wir also

B = K.[CH;COOH] _ ¢, Gesamt-Essigsiure
[Ac'] Gesamt-Natriumacetat

G. 2)

woraus hervorgeht, wie die Konzentration der Wasserstoffionen im Essigsiure-
Acetatgemisch durch die Dissoziationskonstante der Essigsdure und durch
das Verhiltnis der Essigsiurekonzentration zur Acetatkonzentration bestimmt ist.

Standard-Gemische und Puffer fiir ps-Bestimmungen.

Wir haben es also in der Hand, durch Zusétze von Acetat zu Essigsiure-
losungen eine grosse Reihe von Losungen mit genau definierten H'-Kon-
zentrationen herzustellen. Diese und dhnliche Mischungen werden als Standard-
losungen zur Messung von H'-Konzentrationen benutzt.

Michaelis? gibt folgende Tabelle, die nach der Formel (G. 2) aus-
gerechnet ist und also angeniherte Werte enthalt.

[CH,COOH] ) [CH,CO0H] .
[NaAc] (E] P [NaAc] (H] Pu
52/, 5,76+ 104 3,24 1 0,90 - 10-° 5,05
19y 2,88+ 104 3,54 oy 0,45+ 10-3 5,35
8, 1,44-10- 3,84 s 0,22 10~ 5,66
n 0,72 10-+ 4,14 se 0,11-10-3 5,96
N 0,36 - 10-+ 444 Vsa 0,56 - 10~ 6,25
1’ 1,80 105 474 | Vs 0,28 +10-¢ 6,55

Fiir reine Essigsiurelgsungen sind die entsprechenden Zahlen:

Normalitit [H] Px
1,0 0,42-10-2 2,38
0,1 0,13-10-2 2,89
0,01 0,42-10-3 3,38
0,001 0,13-10-3 3,89

Man sieht, dass man durch den Zusatz des Acetats die pg-Werte in
weiteren Grenzen veridndern kann, als es durch Verdinnung der freien Siure
praktisch moglich ist.

Abgesehen hiervon hat die Herstellung einer bestimmten H'-Konzen-
tration durch Gemische vom Typus Essigsidure-Natriumacetat auch noch einen
weiteren Vorteil.

Bringen wir eine — nicht allzu grosse — Menge einer Base in das
System Essigséiure-Acetat, so wird allerdings, wie beim Zusatz zu reiner

1) Beriicksichtigt man bei einer genaueren Ausrechnung (nach Arrhenius) den Disso-
ziationsgrad des Acetats, welcher 0,83 betriigt, so ergibt obige Rechnung
‘ |H'] X 0,088 = 0,0000177 (0,10 — [H'])
[H'] = 0,0000218 = 2,13 - 10-° oder pn = 4,67.
?y Michaelis, Abderhaldens Handb. 3, 1337; 1910.

v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil, 3. Aufl, 4
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Essigsdurelosung eine gewisse Menge der Essigsiure durch Neutralisation
verbraucht, aber die H'-Ionen nehmen keineswegs proportional mit der zu-
gesetzten Menge freier Base ab, sondern viel weniger; dies ist aus der Tabelle
leicht zu ersehen, wenn wir etwa den Fall ins Auge fassen, dass im Essig-
sdure-Acetatgemisch !/1 durch Zusatz von Salzsdure oder Natronlauge etwa
das Verhiltnis 2/1 bzw. !/2 eintritt. Dann #ndert sich pg nur von 4,74 auf
4,44 bzw. 5,05. Die undissoziierten Anteile der Siure bilden in solchen Ge-
mischen gewissermassen eine Reserve fiir die Nachlieferung von H'-Ionen.

Diese Saure-Salzgemische stellen also ,Puffer“ oder ,Regulatoren®
gegen Acidititsstorungen dar.

Fiir den obigen Sonderfall ersieht man die Variationsgrenzen aus der
Tabelle; sie erstrecken sich von pg = 3,2—6,5.

Ein ganz entsprechendes Puffersystem ldsst sich durch Mischung von
Ammoniak und Ammoniumchlorid herstellen; die Grenzen sind (fiir 189)

Das am h#ufigsten anwendbare und angewandte Puffersystem ist die
Mischung von primérem und sekundirem Phosphat. Diese Losungen sind
von Sorensen sehr genau geeicht worden.

Michaelis berechnet die Wasserstoffionen-Konzentrationen von Phosphat-
gemischen folgendermassen :

Fiir priméires Phosphat gilt:

NaH,PO, = Na’ + H,PO,".

Fir sekunddres Phosphat:

Na,HPO, = 2 Na' 4+ HPO,".

Wir haben also in einem Gemisch von primdrem und sekundirem
Phosphat fast genau so viel einwertige Phosphorsidure-Ionen H,PO,’, als wir
priméares Phosphat darin gelost haben, und so viel zweiwertige Phosphorsiure-
Tonen HPO,”, als wir sekundéres Phosphat gelost haben. Nun besteht

folgende Beziehung zwischen H' und den beiden genannten Phosphationen:
[H'][HPO,"] = K, [H,PO,’] oder

- H,PO/
(8] = K, (1o
Fiir 189 ist angendhert K, = 2,0 x 10—7
, 31° , » K; =24 x10-7
Es ist also fiir 189:
[H] =20 x 10_7'prim. Phosphat

sek. Phosphat

In praktischer Hinsicht muss hierzu allerdings bemerkt werden, dass die kiunflichen
primiiren und sekunddren Phosphate selten ganz rein sind. Zur Herstellung von Standard-
lésungen geeignete Priparate werden von der Firma Kahlbaum, Adlershof (,nach Sérensen¢)
geliefert. .
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Die folgende Figur 9 ist der grundlegenden Arbeit von Sérensen (1909)
entnommen. Die entsprechende Tabelle findet man S. 56.
Die drei erwihnten Puffergemische haben also folgende Wirkungsbereiche:

Pu
E851gsaure + Acetat . . . . . . 32— 65
Prim. Phosphat + sek. Phosphat .. . 4p— 92
Ammoniak + Ammoniumchlorid . . . 8 —11
Pu
Na,HPO, 0 5 5 6 y 8 9

A QW o ©

/

KH,PO,= 2 7 ra— v 8 9
Fig. 9. Die Kurve bezieht snch auf PO,-Konzentrationen 0,3 molar.

N e o o

Mischungszahl (Zehntel sek. Phosphat).

Soérensen hat noch andere Puffermischungen angegeben und aus-
gewertet, ndmlich:

jY:
Glykokoll 4 Salzsdure . . . . . . 1,1— 37
Natriumecitrat 4 Salzsdure . . . . . 1,1— 49
Natriumcitrat 4 Natronlauge . . . . 49— 6,8
Borat + Salzsdure . . . . . . . . 16— 92
Borat + Natronlauge . . . . . . . 92—-115
Glykokoll + Natronlauge . . . . 8,2—13

Beziiglich aller Einzelheiten tiber Darstellung und Gebrauch von Puffer-
losungen sei auf die Monographien von Sorensen (1912), Michaelis
(2. Aufi.,, 1922) und Clark (2. ed., 1923), sowie eine Arbeit von D. D. van
Slyke?) verwiesen.

2, Zwei biniire Elektrolyte mit lauter verschiedenen Tonen.

Mischt man missig verdiinnte Losungen zweier Salze, B,S; und B,S,,
welche kein Ion gemeinsam haben, so entstehen dabei auch die beiden anderen
moglichen Salze B,S, und B,S,; also setzt sich z. B. NaCl mit KNO; teilweise
zu NaNO, und KCl um. Zwischen zwei derartigen Salzen ist der Umsatz

~ gering, da sie sich ja zum grossten Teil als freie Jonen in Losung befinden.

1 D. D. van Slyke, JI Biol. Chem. 52, 525; 1922,
4%
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Da bei chemischen Umsetzungen jedes Salz proportional mit der Kon-
zentration seines dissoziierten Anteiles wirkt, also proportional mit dem Produkt
aus Gesamtkonzentration und Dissoziationsgrad, so ldsst sich leicht zeigen,
dass fiir das Gleichgewicht folgendes Gesetz gilt, wo [E,], [E,], [E;] und [E,]
die Konzentrationen der erwihnten vier Salze bezeichnen und y;, y,, 7, und
7. die entsprechenden Dissoziationsgrade:

NEd 7 [Bl=pnElrnEl . . . . . . . (13

Das Problem, wie sich zwei Salzpaare umsetzen, wird hierdurch berechen-
bar. Fir sehr verdiinnte Losungen erledigt sich die Frage, welche Salzpaare
sich in der Losung befinden, damit, dass (so gut wie) ausschliesslich die ent-
sprechenden freien Ionen vorhanden sind.

Verteilung einer Base zwischen zwei Sduren. Setzen wir zu
einer verdiinnten Lisung von Natriumacetat eine gewisse Menge Cyanwasser-
stoffsiure, so entstehen in geringer Menge Natriumcyanid und freie Essig-
sdure. Um zu ermitteln, wie sich das Natrium zwischen die Blausiure und
die Essigsiure verteilt, konnen wir die obige Formel anwenden und erhalten:

71 [NaAc]+ 7, [HON] = y, [NaCN]. 55 [HAc].

Nun sind die beiden Neutralsalze Natriumeyanid und Natriumacetat
ungefiahr gleich stark dissoziiert, dagegen ist die Essigsiure viel stirker als
die Blausiure; hieraus folgt, dass die Konzentration der freien Blausidure im
Gleichgewicht diejenige der freien Essigsiure bedeutend iibertreffen muss.
Mit anderen Worten: Die Cyanwasserstoffsiure ist nicht imstande in erheb-
lichem Grade die Essigsiure aus ihren Salzen zu verdringen.

Allgemein gilt also: Eine schwache Sdure zur dquivalenten Menge Salz
einer bedeutend stirkeren Sdure zugesetzt, ruft nur einen geringen Umsatz
hervor. Bringt man dagegen zum Salz einer schwicheren Siure eine stérkere,
also etwa Salzsiure zu Natriumacetat, so wird die Essigsiure zum grossten

Teil aus ihren Salzen vertrieben.

3. Hydrolyse.
a) Bindre Salze.

Wir konnen die Hydrolyse als einen speziellen, fiir unsere kiinftigen
Betrachtungen im Bereich der Enzymologie tibrigens sehr wichtigen Fall eines
Ionengleichgewichtes auffassen, in welchem das Wasser die Rolle einer Séure
bzw. Base spielt, welche mit einer anderen um eine Base bzw. Séure kon-
kurriert.

In einer Losung von Cyankalium z. B. hat das Wasser, dessen Ionen-
produkt nach S. 25 bei 189 0,73-10-1* betréigt, mit der Blausiure zu kon-
kurrieren, deren Dissoziationskonstante etwa 4,7.10-1° ist, und das Wasser
wird nach Formel (13), somit in nachweisbarem Grad, die Blausiure aus ihren

Salzen vertreiben, gemiss der Reaktionsgleichung:
KON + H;0 = KOH + HCN.
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Die Losung muss somit ausser der aufgeldsten Menge Cyankalium noch
dquivalente Mengen der starken Base Kaliumhydroxyd und der schwachen
Cyanwasserstoffsiure enthalten; dadurch entsteht ein erheblicher Uberschuss
an Hydroxylionen, so dass die Losung alkalisch reagiert. Aus analogem
Grunde reagieren alle stéchiometrisch neutralen Salze schwacher Basen mit
starken Sduren sauer, wie z. B. Eisenchlorid, FeCl;, und Anilinchlorhydrat.

Es ist leicht ersichtlich, dass die als Hydrolyse bezeichnete, umkehrbare
Spaltung eines Salzes in Sdure und Base um so vollstindiger sein muss, je
schwicher die beiden Komponenten des Salzes sind. So ist z. B. Cyankalium
bedeutend mehr hydrolysiert als Kaliumacetat, dessen Hydrolyse bei gewshn-
licher Temperatur eben noch messbar ist.

Wie sich leicht aus den Gleichungen 2a und 3 herleiten lisst und auch
von Walker experimentell bewiesen wurde, gilt fiir die Hydrolyse von Salzen,
welche aus einem starken und einem schwachen Elektrolyten bestehen:

[Sdure] [Base]
T [Sal] =K, . . . . . . . . (l4a)
wenn [ | wie immer die Konzentrationen der betr. Stoffe bezeichnen. Da-

gegen folgt die Hydrolyse eines Salzes, welches aus zwei schwachen Elektro-
lyten besteht, also etwa Ammoniumacetat, der Gleichung:
[Séure] [Base] Ky ... (14b)

[diss. Salz]2 K. Ky’

wenn K, bzw. K, die Dissoziationskonstante von Sdure und Base ist.

Im Gegensatz zum ersterwihnten Fall tritt also hier die Salzkonzentration
im Quadrat auf, und demgemiss ist die Hydrolyse eines solchen Salzes wie
Ammoniumacetat von der Verdiinnung unabhingig, wihrend die
Hydrolyse eines Salzes wie Natriumacetat oder Anilinchlorhydrat mit steigen-
der Verdinnung wichst.

Folgende Zahlen geben eine konkrete Vorstellung von der Grosse der
Hydrolyse der Alkalisalze einiger schwachen Siauren in 0,1-norm. Losung bei 25°.

Salz Hydrolysegrad Dissoziationskonstante der Séure
Natrium-Saccharat 60,0%/0 1,85-10—18
Kalium-Phenolat 3,059/ 1,3 -10-10
Kalium-Cyanid 1,12 7,2 .10
Natrium-Acetat 0,008°/0 1,8 -10—3

Mit der Verdiinnung #ndert sich Kaliumphenolat folgendermassen:
Verdiinnung Hydrolysegrad
0,10 norm. 3,059%0
0,010 9,3
0,001 27

Eine ausgezeichnete Darstellung der hydrolytischen Gleichgewichte hat
Bjerrum in seiner Monographie: ,Die acidimetrische und alkalimetrische



54 Hans v. Euler,

Titration“ (Stuttgart 1914) gegeben. Er berechnet (unter der Voraussetzung,
dass alle Salze vollstindig elektrolytisch dissoziiert sind) die Hydrolysegrade
von Salzen, die aus einem starken und einem schwachen Elektrolyten be-
stehen. Eine sehr zweckmissige Umrechnung dieser Tabelle hat Michaelis
(Wasserstoffionen-Konzentration, 2. Aufl. 1922, S. 77) vorgenommen, indem
er fiir die Losung eines Salzes aus einer schwachen Base und einer starken
Sdure die pg-Werte angibt.

K der Konzentration des Salzes
schwachen. Base ™7, 01 | 0,000 | 0,001n
10— 5 5,6 6 7,0
10—° 4 4,5 5 6,0
10— 3 3,5 4 4,5
10— 2 2,5 3 3,6
10— 1,02 1,6 2,2 3,0

Umgekehrt haben Euler und E. Rudberg?!) die Konzentrationen der
Salze tabelliert, welches bei verschiedenen Konzentrationen einer #usserst
schwachen Base und einer starken Sidure (HCI) entstehen. Ich lasse sie,
etwas erweitert, folgen.

Dissoziationskonstante Konzentration der Base
der Base 005 | 010 | 02n
HCl = 0,05 n.
1017 2,5-10—¢ 5-10—° 10—
1010 2,56-10—8 51073 107
10—20 2,5-10—? 5-10 ° 10—8
HC1=0,10 n.
107 5-10—°¢ 10-3 2103
10— 5-10—8 10— 2:.10—7
1020 5-10° 10 2:10° 8
HCIl = 0,20 n.
10 77 10— 2.10—3 4.10—°
10— 107 2:10 7 4-10—7
1030 10—8 2.10-3 4-10—8

Ternére und quaternire Salze. Die Verhiltnisse liegen hier nicht
so einfach wie bei den bindren Salzen. Hier interessieren uns in erster Linie
die Carbonate und Phosphate. Die Dissoziationskonstanten der beiden
entsprechenden Sduren haben wir bereits S. 23 u. 31 kennengelernt.

Es betrug die Dissoziationskonstante der Kohlensiure nach Michaelis
und Rona 4,4-10~7, demgemiss ist Natriumearbonat in mittlerer Verdiinnung
missig hydrolysiert (in 0,10-norm. Losung bei 25° zu 3,29%o).

!) Euler und Rudberg, Zs f. anorg. Chem. 127, 244; 1923.
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Entsprechend der sehr geringen Konstanten (K; = 10-'?) des Dissozia-

tionsgleichgewichtes III
HPO,/"2H" +PO,"”,

ist tertidires Natriumphosphat Na;PO, in verdiinnter Losung fast vollstindig
in NaOH und Na,HPO, hydrolysiert.

Eine eingehendere Behandlung der physiologisch interessanten Gemische
von Kohlensiaure und Carbonat sowie von Phosphorsiure und Phosphat ver-
dankt man L. J. Henderson?).

Henderson geht hierbei vom Prinzip der isohydrischen Lo-
sungen? aus; nach demselben tritt beim Mischen zweier Lo-
sungen, welche ein gemeinsamesIon in derselben Konzentration
enthalten, keine Anderung in der Konzentration dieses gemein-
samen lons ein.

Nach Walker und Abbot gelten die Gleichungen?):

[H') [HCO,'] - [H][HPO,”]
w00, 210w o,

»Es ist nun offenbar, dass in einer Losung, welche z. B, Kohlensiure
und Natriumearbonat enthilt, die Konzentration der nicht dissoziierten Kohlen-
saure H,CO,; fast genau gleich der absoluten Menge der freien Kohlensdure
der Losung ist, wihrend andererseits, wenn die vorhandene Bicarbonatmenge
nicht unendlich klein ist, alle HCO,-Ionen aus der Dissoziation der letsteren
(stark dissoziierten) Substanz hervorgehen werden, und demgemdiss wird ihre
Konzentration fast proportional der Konzentration des dissoziierten Bicarbonats
sein, die in einer 0,1-norm. Losung etwa 80°0o der gesamten Bicarbonat-
konzentration betragt.“

Die obige linke Gleichung kann man folgendermassen umformen:

(H] = [HQCos]-3;10“7 _ [HyCO4)-3- 1‘0‘7
(HCOy') 0,80 [NaHCO;)

Mit Hilfe dieser Gleichung kann das Gleichgewicht in Carbonatlosungen
(bei Zimmertemperatur) leicht fiir jede Wasserstoffionen-Konzentration be-
rechnet werden. Wollen wir z. B. dieses Gleichgewicht bei der H'-Konzen-
tration 1-10—7 kennen lernen — was etwa der Neutralitdt bei 24° entspricht —
so setzen wir:

=2-10",

[H,00,]- 8- 10

0,80 (NaHCO, — 110

woraus sich ergibt:
[H,COs) 08 1
[NaHCO,] ~ 3 ~ 3,70

) L.J.Henderson, Ergebn. d. Physiol. 8, 254; 1909.

?) Arrhenius, Theorie der isohydrischen Losungen. Zs f. physik. Chem. 2, 284; 1888.

3) Uber den Zahlenwert der zweiten Dissoziationskonstanten K, der Phosphorsiure siehe
Prideaux and Ward, Jl Chem. Soc. 125, 423; 1924.
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Bei pu =7 enthilt also die besprochene Carbonatlgsung etwa 3,8 mal
so viel Natriumcarbonat als Kohlensiure. Offenbar koénnen die Konzen-
trationen der beiden Substanzen stark variiert werden, wenn nur das Ver-
héltnis gleich bleibt, ohne dass px sich wesentlich #@ndert.

Die hauptsiichliche Ungenauigkeit der Rechnung riihrt davon her, dass der Dissoziations-
grad des Natriumcarbonats sich etwas mit der Konzentration #ndert.

Eine ganz analoge Uberlegung kann man fiir Phosphatmischungen
hinsichtlich des Quotienten

NaH, PO,
Na,HPO,

anstellen.

Wie schon 8. 50 bemerkt wurde, haben sich Mischungen aus sekun-
ddrem und primdrem Phosphat als besonders geeignete ,Puffer¢ erwiesen.
Wir fiigen hier noch einen Auszug aus der Standard-Tabelle von Sérensen
fiir 18° bei und verweisen auf die S. 51 mitgeteilte Fig. 9.

Zusammensetzung der Mischung pH

—_ 10 cem prim. Phosphat 4,49,

1 cem sek. Phosphat 49 » » 5,90,
2, » » +38 » » 6,23,
3 ” ” b + 7 ” n n 6r469
4 ” ” ” + 6 " ” ” 6,643
5 ” » » + 5 » ” ” 61818
6 , » " +4 R » 6,97,
T, . » +3 . . 7,165
8 . » +2 ., . . 7,38,
9 » » + 1 ” ” ” 7’731
10 » ” " - - 9,182

Unter den vonClark und Lubs angegebenen Standard-Puffer-Mischungen
ist die Borsdure-KCl-NaOH-Kombination besonders empfehlenswert.
Aut 200 cem verdiinnte Mischung aus
50 ¢ccm m/5 H;BOz, m/5 KCl und x cem m/5 NaOH

pH .ccm m/5 NaOH

7,8 2,61

8,0 3,97

8,2 5,90 Fig. 10 (8. 57) pnach Clark

8,4 8,50 und Lubs gilt fir 50 ccm
20° 8,6 12,00 0,2 m. H;BO; + 0,2 m. KCl

8,8 16,30 +x cem 0,2 m - NaOH ver-

9,0 21,30 dtnnt auf 200 ccm.

9,2 26,70

9,4 32,00

9,6 36,85

9,8 40,80

10,0 43,90
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Um den Einfluss der Temperatur auf den Hydrolysegrad klarzustellen,
gehen wir auf die S. 53 gegebene Formel (14b) fiir die Hydrolysekonstante
K zurtick:

Kw
Ka Kb )

Die Anderung der Hydrolysekonstante K ist also offenbar bestimmt
durch die Temperaturkoeffizienten der drei beteiligten Dissoziationskonstanten.
Nun ist bekannt (vgl. S. 24), dass Ky stark mit der Temperatur steigt. Die
Dissoziationskonstanten der starken und missig starken Elektrolyte besitzen
im allgemeinen einen geringen Temperaturkoeffizienten, demgemiss steigt die
Hydrolyse von Salzen wie Natriumacetat erheblich mit der Temperatur.

Nur bei sehr schwachen Sduren und Basen, wie z. B. Harnstoff (K = 10—1),
ist der Temperatureinfluss auf die Dissoziation von etwa gleicher Grossen-

ordnung wie beim Wasser. Da sich in diesem Fall der Quotient Ku/Kp
wenig mit der Temperatur éndert,

so ist die Hydrolyse eines Salzes N
wie Harnstoffchlorid von der \\\
Temperatur fast unabhiingig. N

K:

8

-]

pH \\
4. Indicatoren. 0 ~
Aus den fiir hydrolytische - \
Gleichgewichte gefundenen Be- 5 cem 02n NaOH %
ziehungen ldsst sich auch das Fig. 10.

Verhalten derjenigen Indicatoren

ableiten, mit welchen der Neutralisationsvorgang verfolgt, bzw. der Grad der
Aciditit (oder Alkalinitit) einer Losung gemessen werden kann. Diese Indi-
catoren sind némlich durchgehends schwache oder sehr schwache Elektrolyte,
teils Basen, teils Ampholyte, teils Sturen; zu den letzteren gehéren u. a.
Rosolsaure, die Nitrophenole und Phenolphthalein.

Setzt man eine geringe Menge von Phenolphthalein zu einer Salzséure-
16sung, so wird durch die stark dissoziierte Salzsiure, selbst wenn diese ver-
diinnt ist, die Dissoziation der sehr schwachen (zweibasischen) Siure Phenol-
phthalein so vollstindig zuriickgedringt, dass praktisch keine Phenolphthalein-
ionen in der Losung bleiben, sondern nur undissoziiertes, farbloses Phenol.
phthalein. Setzt man pun Natronlauge zu, so wird dieselbe nach dem auf
S. 52 besprochenen Gesetz von der starken Salzsiure vollstindig in Anspruch,
genommen, und die sehr viel schwéchere Indicatorsiure gelangt erst dann
zur Salzbildung, wenn die Salzsiure vollstdndig neutralisiert ist; erst
dann bindet Phenolphthalein das Alkali, und zwar zwei Aquivalente. Das
Anion des Dinatriumphenolphthaleins ist intensiv rot, und da Alkalisalze stets
stark dissoziiert sind, tritt eine annihernd so grosse Menge von roten Ionen
auf, als der Menge von Dinatriumphenolphthalein entspricht. (Mit dieser
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Bildung von roten Anionen ist tatsichlich eine Konstitutions- bzw. Bindungs-
Verschiebung im Molekiil verkniipft, welche als die nichste Ursache der
Farbinderung anzusprechen ist; dhnliches diirfte bei den meisten Indicatoren
der Fall sein, wodurch aber die obige Auffassung der Indicatoren als schwache
Sduren und Basen im wesentlichen nicht geéndert wird.) Durch den scharfen
Anstieg der Konzentration der Indicatorionen wird im besprochenen Fall der
Ubergang sauer-neutral-alkalisch sehr deutlich bemerkbar, und eine solche
scharfe Anderung ist bei jeder Titration anzustreben.

Aus obiger Darstellung wird auch die Tatsache verstindlich, dass der
Farbeniibergang unscharf wird, wenn wir eine schwache Base, etwa Ammoniak,
in Gegenwart von Phenolphthalein titrieren: Ist ndmlich die Losung neutral
geworden und setzen wir weitere Mengen Ammoniak zu, so bildet sich nun
allerdings Ammonium- und Diammonium-Phenolphthalein; indessen sind diese
Salze, da sie sowohl aus einer schwachen Base als aus einer sehr schwachen
Sdure bestehen, so weitgehend in freies Phenolphthalein und freies Ammoniak
hydrolysiert, dass es eines erheblichen Uberschusses von Ammoniak be-
darf, um die Konzentration der Phenolphthaleinionen auf einen merklichen
Betrag zu bringen. Wihrend dieses Zusatzes vertieft sich erst allmahlich
die rote Farbe der Losung von schwach Rosa bis Rot; der Ubergang ist
unscharf. Man wird also bei der massanalytischen Bestimmung von Ammoniak
Phenolphthalein nicht benutzen, und allgemein lésst sich sagen, dass man zur
Titration schwacher Basen sehr schwache Indicatorsiduren
nicht verwenden darf, sondern vielmehr moglichst starke, sofern die-
selben nur viel schwicher sind als die bei der Titration beteiligte Saure;
eine derartige Indicatorsdure ist z. B. p-Nitrophenol (Dissoziationskonstante
K=17-10-% bei 259. Diese Sdure ist vielmal stirker als Phenolphthalein
(K etwa 2:1071% und somit sind ihre Salze erheblich weniger hydrolysiert;
selbst eine schwache Base ruft also sofort die Bildung wahrnehmbarer Mengen
der gelben Nitrophenol-Ionen hervor.

Andererseits ist die Anwendung eines so schwach sauren In-
dicators, wie Phenolphthalein, notwendig, wenn es sich um die
Titration schwacher, also organischer S#iuren handelt. Anderenfalls
wiirde néimlich der Indicator mit der zu titrierenden Siure schon vor deren
vollstaindiger Neutralisation konkurrieren und somit Indicatorionen bilden
konnen.

Uber die Aci_ditét, bei welcher die Farbenumschlige der Indicatoren
eintreten, geben die ,Indicatorreihen Auskunft, deren erste von Salessky
und Fels!) auf Veranlassung von Nernst aufgestellt wurde.

Wir geben einen Auszug aus der von Sorensen sehr exakt ausge-
arbeiteten Indicatorreihe wieder:

') Salessky, Zs f. Elektrotech. 10, 204; 1904, — Fels, ebenda, S. 208.
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Auszug aus der Tabelle VI von Sorensen, Ergebn. d. Physiologie,

59
12, 1912,
Bei Tr. ist die Tropfenzahl angegeben.
Der Umschlagbereich
Indicatoren Herstellung der Indicatorlosung
PH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Scehw,
Starke |t ° " .
. Losung Starke Losung: 0,5 g in 1 1 Wasser
Methylviolett lé‘ss;{,‘f 10—4 Schwache Lisung: 0,1 g in 1 1 Wasser
- ‘| Tr.
Sﬁarke i%bw Starke Lo 05gin11 W
s SR, S Starke Losung: 0,5 g in asser
Mauvein 8—-3 |10 —g4 Schwache Losung: 0,1 g in 1 1 Wasser
Tr. Tr.
p-Benzolsulfon- 5-3 3mal aus Wasser umkrystallisiert
aiqre-azo-dlphenyl' Tr. 0, gin 1 1 Wasser
amin
m-Benzolsulfon- 5-8 3mal aus Wasser umkrystallisiert
siure-azo-diphenyl- Tr. 0,1 g in 1 1 Wasser
amin
. 5 3mal aus absolutem Alkohol umkrystalli-
Benzol-azo-dime- o,i,—, siert. 0,1 gin 1 cem 0,1 n HCL 4 800 cem
thyl-anilin T Alkohol + 199 cem Wasser
p-Benzolsulfon- 5—3 Handelsware; 3mal aus Wasser umkry-
sdure-azo-dime- Tr. stallisiert; 0,1 g in 1 1 Wasser
thyl-anilin
p-Benzolsulfon- . 0,1 g in 600 cem Alkobol - 400 cem
siure-azo-a-naph- 12-8 Tr. g Wasser +
thylamin
o-Benzolcarbon- :
siure. azo-dime- 42 Tr. 0,1 g in 300 ccrvn";\slalghol + 200 cem
thylanilin
p-Nitrophenol 20-3 Tr. 0,4 g in 60 cc%vﬁll;gll‘ml + 940 cem
Neutralrot 291‘_1'10 0,1 g in 500 cem ﬁ;l;glnol + 500 cem
— i Alkohol 4 600 cem
Rosolsiure lgr.e 0,4 g in 400 cem ssse‘; ol +
p-Benzolsulfon- 10 - 0,1 g in 1 1 Wasser
siure-azo-a-naph- Tr. !
thol
0,1 g in 150 cem Alkohol 4 100 cem
124 ’ ‘Wasser
«-Naphtholphthalein Tr.
20—3 Tr 0,5 g in 500 ccm Alkohol + 500 cem
Phenolphthalein 0—3 Tr. Wasser
10-38 0,4 g in 500 ccm Alkohol + 500 cem
Thymolphthalein Tr. Wasser
p-Nitrobenzol-azo- 10--5 Tr. 0,1l g in 11 Wasser
salicylsdure
p-Benzolsulfon- 10-5 Tr. 0,1 g in 11 Wasser
siiure-azo-resorzin
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Ferner haben Clark und Lubs eine Anzahl sehr brauchbarer Indi-
catoren der Phthaleinreihe angegeben.
Auch die Tabelle dieser Autoren sei hier vollstindig mitgeteilt:

Tabelle nach Clark und Lubs, Journ. of Bact. 2, 1; 1917.

Rationeller Name Gewohnliche | Konzentr. Farben- pu-
Bezeichnung 9 Umschlag Gebiet
Thymol-sulfo-phthalein
(saures Gebiet) Thymolblau 0,04 rot-gelb 1,2—2.8
Tetra-bromo-phenol-sulfo-phthalein Bromphenolblau 0,04 gelb-blau 3,0—4,6
o-Carboxy-benzol-azo-dimethyl-anilin Methylrot 0,02 rot-gelb 4,4—6,0
o-Carboxy-benzol-azo-dipropyl-anilin Propylrot 0,02 rot-gelb 4,8—6,4
Di-bromo-o-kresol-sulfo-phthalein Bromkresol- 0,04 gelb-purpur | 5,2—6,8
purpur

Dibromo-thymol sulfo-phthalein Bromthymolblau | 0,04 gelb-blan 6,0—7,6
Phenol-sulfo-phthalein Phenolrot 0,02 gelb-rot 6,8—8,4
o-Kresol-sulfo-phthalein Kresolrot 0,02 gelb-rot 7,2—8,8

Thymol-sulfo-phthalein (alkalisches ’
Gebiet) Thymolblau 0,04 gelb-blau 8,0—9,6
o-Kresol-phthalein Kresolphthalein 0,02 farblos rot 8,2—9,8

Nicht alle Farbstoffe mit Farbenumschlag bei der Salzbildung eignen
sich zur Bestimmung der pu-Werte. Besonders die Gegenwart von Eiweiss-
stoffen kann den Umschlagepunkt recht erheblich verédndern, und &#hnliche
Verschiebungen kénnen, wie Michaelis und Rona fanden, bei manchen
Indicatoren durch Neutralsalze veranlasst werden (Salzfehler).

Auf die Beobachtung der Farbenumschlige von [ndicatoren hat S6rensen
eine Methode zur Bestimmung der Aciditit von Losungen gegriindet. Diese
von ihm besonders genau ausgearbeitete Methode ist nicht nur in der Original-
mitteilung beschrieben, sondern auch von diesem Forscher 1912 zusammen-
fassend hergestellt worden. Es erscheint also iiberfliissig, die methodischen
Einzelheiten hier wiederzugeben.

Eine zweite Methode, Indicatoren zu Acidititsmessungen anzuwenden,
ist von Michaelis?') ausgearbeitet worden. Sie beruht auf der colorimetri-
schen Feststellung des Farbgrades einfarbiger Indicatoren, indem man aus-
probiert, welche relativen Indicatormengen man braucht, um einer Laugen.
losung und der unbekannten Losung die gleiche Farbtiefe zu erteilen.

Durch colorimetrische Vergleichung der erhaltenen Farbtiefe mit der
bei extrem alkalischer Reaktion erreichbaren maximalen Farbtiefe bei gleicher
Farbstoffmenge erfihrt man den ,Farbgrad“ F, d. h. den Dissoziationsgrad y
der Indicatorséure in der zu untersuchenden Lésung. Aus diesem kann
man [H']=h berechnen mit der Formel

!) Michaelis und Gyemant, Biochem. Zs 109, 166; 1920. — Michaelis und

Kriiger, Biochem. Zs 119, 307; 1921. Nach einer prinzipiell &#hnlichen Methode hat auch
Gillespie gearbeitet (Soil Science, 9, 115; 1920 und J1 Amer. Chem. Soc. 42, 742; 1920).
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1—y 4

h=K.

oder pu = px + log

wo pk den negativen Logarithmus der Dissoziationskonstanten des Indicators
bedeutet.

Von Michaelis!) ist besonders die Serie ausgearbeitet worden, welche
aus den Indicatoren p-Nitrophenol, a-Dinitrophenol (1, 2, 4), g-Dinitrophenol
(1,2,6), und y-Dinitrophenol besteht und in dem weiten Acidititsbereich
pr==38—9 sehr genaue Messungen gestattet. In dieser Mitteilung sind auch
Messungen tritber Flussigkeiten, Salzfehler usw. besprochen.

Indicator Farbe Anwendulr)xfsbereich
(8-Dinitrophenol gelb 17— 44)
a-Dinitrophenol " 2,0— 4,7
p-Nitrophenol . 47— 79
m Nitrophenol " 6,3 — 9,0
Phenolphthalein rot 8,5 —105
m-Nitrobenzolazosalizylsidure gelb 10 —12
Die Werte fiir px ergeben sich aus folgender Tabelle nach Michaelis.
g-Dinitrophenol a-Dinitrophenol p-Nitrophenol m-Nitrophenol
0° 3,79 4,16 7,39 8,55
10° 3,74 4,11 7,27 8,43
18° 3,69 4,06 7,18 8,35
20° 3,68 4,05 7,16 8,32
30° 3,62 3,99 7.04 8,21
40° 8,56 3,93 6,93 8,09

Im {brigen sei auf die schon zitierte Monographie Wasserstoffionen-
Konzentration, T1. I, 2. Aufl. 1922 verwiesen, sowie auf das ebenfalls sehr
empfehlenswerte Werk von W. M. Clark, The Determination of Hydrogen
Tons (Baltimore 1921), in welchem der Verfasser auch bemerkenswerte eigene
Beitriige zur Methodik der Aciditdtsmessungen beschreibt.

In beiden Biichern findet man auch alle erforderlichen theoretischen und
experimentellen Hinweise zum praktischen Arbeiten mit der elektrometrischen
Methode zur Bestimmung der Wasserstoff-Ionen-Konzentration, welche sich
auf die Nernstsche Theorie der Gasketten griindet.

Diese elektrometrische Messung der Aciditit ist jedenfalls als die Standard-
Methode zu betrachten, welche in allen Fillen2), wo es auf grosste Genauig-
keit ankommt, Anwendung finden muss.

1) Michaelis und Gyemant, Biochem. Zs 109, 165; 1920. — Michaelis und Kriiger,
Biochem. Zs 119, 307; 1921.

%) Gegenwart von CO, macht gewisse Vorsichtsmassregeln notig; Gegenwart von ver-
diinntem NH, in noch hoherem Grade, weil es die Elektroden vergiftet; NH; in grosseren Konzen-
trationen und SH, schliessen die Verwendung von Gasketten mit Platinelektroden iiberhaupt aus.
Uber die Verwendnng der Chinhydron-Elektrode siehe u. a. S. P. L. und Marg. Sorensen,
Ann. Chim. 1921. — Harris, JI Chem. Soc. 123; 1928. — Biilmann, Trans, Faraday
Soc. 19; 1924
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Speziell der Gebrauch der Farbenindicatoren ist von J. M. Kolthoff
sehr iibersichtlich dargestellt worden (Berlin 1921).

Pufferung.

Aus Abschnitt C S. 49—b51 geht hervor, dass das Wesen und der
Wert eines Puffers darin besteht, dass er Losungen bei Zusatz von S#uren
oder Basen vor starken Acidititsinderungen schiitzt. Setzen wir zu einer
Losung, welche Natriumacetat und Kssigsiure enthilt, eine (relativ zum
Natriumacetat kleine) Menge Salzsédure, so wird der grosste Teil der Wasser-
stoffionen der Salzsiure zu ihrem Umsatz mit Natriumacetat verbraucht und
kommt also nicht zur Geltung. Der Grad, in welchem eine Losung bei Zu-
fihrung von H- oder OH-Ionen durch ihre Puffer gegen Acidititsinderungen
geschiitzt ist, spielt offenbar in Sidften und Organfliissigkeiten, in welchen
schon kleine Aciditdtsinderungen wesentliche Wirkungen im Gefolge haben,
eine grosse Rolle. Auf die Notwendigkeit eines Masses fiir den Grad des
Aciditéitsschutzes oder der ,Pufferung® haben Koppel und Spiro?) aufmerk-
sam gemacht. Sie haben auch die Pufferwirkung (Einwirkung von ,Modera-
toren“) eingehend theoretisch behandelt. Als Mass der Pufferung wird man
mit Koppel und Spiro fiir kleine Sdurezusitze geeignet den Quotienten

ds
dpr
einfithren, wo dS die zugesetzte Siuremenge bedeutet und d pg die durch sie
veranlasste Aciditidtsinderung in der Sorensenschen Einheit. .
Wie leicht abgeleitet werden kann, ist die Pufferwirkung eines Siure-
Salzgemisches von der Natur (Dissoziationskonstanten) der Sdure unab-
hangig. In jedem solchen Gemisch liegt das Maximum der Puffer-
wirkung bei einer Mischung von gleichen Teilen Sdure und Salg;
demgemiss liegt das Maximum der Pufferwirkung in einem fiir jedes Puffer-
system verschiedenen pg.
Michaelis hat (Monogr. S. 91) fiir den reziproken Wert der Pufferung
die Bezeichnung ,Nachgiebigkeit“ einer Losung vorgeschlagen.

D. Abhiingigkeit der Enzymwirkungen von der Aciditiit des
Reaktionssystemes.

Wihrend man bei einzelnen enzymatischen Reaktionen, wie z. B. bei
der Pepsin-Wirkung, schon lange erkannt hat, dass die Aciditdt von grosster
Bedeutung fiir den Verlauf des Vorgangs ist, wurde im allgemeinen dem
Aciditiits- bzw. Alkalinititsgrad der Enzymlosungen bis vor etwa 10 Jahren
viel zu wenig Beachtung geschenkt. Nehmen wir als Beispiel ein verhiltnis-
missig so hdufig bearbeitetes .Enzym wie die Saccharase, so haben allerdings

) M. Koppel und Spiro, Bioch. Zs 65, 409; 1914.
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Kjeldahl (1881), O’Sullivan und Tompson, sowie Fernbach (1890) bei
ihren grundlegenden Versuchen eine optimale Aciditdt ermittelt und einge-
halten. Bei spiteren experimentellen und theoretischen Arbeiten ist indessen
dieser Umstand vernachléssigt worden, und erst Hudson?!) hat dann wieder
auf die wichtige Rolle der H-Ionen bei der Saccharase-Wirkung aufmerksam
gemacht, welche dann kurz darauf fiir eine grossere Zahl von Enzymreaktionen'
eingehend von Sdrensen 1909 bearbeitet wurde.
Sorensen und Michaelis verdankt man besonders noch die Aus-
arbeitung der gegenwirtigen Methodik der
Aciditidtsmessungen bei Enzymreaktionen.
Nachdem in friiheren Arheiten meist ST TEIN
die ,Titrationsaciditit® gemessen worden [ 1 "‘%\
I at
| N
i —
/
/
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8

3

war, hob Sorensen die Konzentration
der Wasserstoff- bzw. Hydroxyl-Tonen als
den massgebenden Faktor hervor?2).
Sorensen hat 1909 zunéchst die
Wirkung der Hefensaccharase bei wechseln-
der Konzentration der Wasserstoffionen
experimentell untersucht, und zwar bei 52°.
Wir geben die graphische Darstellung seiner 25 90 35 4w 45 30 45 60 65 2
vier ersten Versuchsreihen wieder (Bioch. pu
Zs 21, S. 268). Fig. 11.

Man ersieht ohne weiteres die starke 50¢em ca. 10°/oiger Rohrzuckerldsung
Abhingigkeit der invertierenden Wirkung & (wechselnd von 0 bis 35) com
© Yepa . . 0,02 - nH,S0, mit Puffer

von der Aciditit. Ferner zeigt sich, dass + (85—a) cem Wasser

die Saccharasespaltung des Rohrzuckers 410 cem Saccharaselssung.
innerhalb der recht weitgehend variierten

Versuchsbedingungen, auf welche wir noch zurtickkommen, in solchen Losungen
am grossten ist, deren Wasserstoffionen-Konzentration bei 18° dem Wert
pa = 4,4 — 4,6 entspricht. Die optimaie Zone ist iibrigens ziemlich breit, sie
erstreckt sich von etwa py=3,0—5,5.
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Bei der von S6rensen gewidhlten Versuchstemperatur kommt schon
bei H-Konzentrationen, die vom Optimum nicht weit entfernt liegen, die
irreversible Zerstorung des IEnzyms in Betracht. Es ist deswegen, wie dieser

') Hudson, J| Amer. Chem. Soc. 30, 1160, 1564; 1908.

?) Ansiitze in dieser Richtung hat bereits A. Kanitz gemacht (H. 37, 75; 1903). —
Verf. hat 1907 (Euler, H. 51, 219) bei einer Untersuchung iiber Erepsin-Verdauung von
Dipeptiden das vom Substrat und vom Enzympriparat gebundene Alkali ermittelt und die
Konzentration des freien Alkalis berechnet; sie wurde zu 0,000012 angegeben, entsprechend
pu=2806 (wenn fiir 37° K,=3,1-10-"* gesetzt wird). Rona und Arnheim (H. 57, 84;
1918) kommen durch ihre viel eingehenderen Versuche fiir 38° zum Wert p;;=28,3. Beriick-
sichtigt man meine unzureichende Versuchsmethodik, so ist die Ubereinstimmung recht be-
friedigend. Dernby (Inaug.-Dissert, Stockholm 1917) gibt den etwas kleineren Wert pyy="17,9 an.
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Forscher in Ubereinstimmung mit Michaelis bemerkt, vorzuziehen, bei
Bestimmungen der optimalen H'-Konzentration eine niedrigere Versuchs-
temperatur zu wihlen.

Dies haben Michaelis und seine Mitarbeiter getan, denen wir eine
Reihe von Untersuchungen iiber den Einfluss der H'- und HO'-Ionen auf
die wichtigsten Enzyme verdanken.

Spiter wurde die Aciditétskurve auch mit gereinigter Saccharase fest-
gelegt, und zwar von Euler und Myrbédck?!) und fast gleichzeitig von
Willstatter, Graser und Kuhn?. In der Fig. 12 ist die von Michaelis
und Davidsohn erhaltene Kurve ausgezogen, wihrend die Ergebnisse zweier
Versuchsreihen von Myrbéck durch Punkte bzw. durch Vierecke bezeichnet
sind; die gleiche gute Ubereinstimmung mit den #lteren Werten zeigen die
von Willstdtter gewonnenen. Vergleicht man die Wasserstoffzahl, bei der
das Enzym 50°o der maximalen Wirkung aufweist, so findet Willstdtter
1,7-10-7 in ziemlich guter Ubereinstimmung mit Michaelis (3.10~% und
den Stockholmer Messungen (2-10-7).

In shnlicher Weise sind in den letzten 12 Jahren die Aciditits-Optima
fast aller eingehender bekannten Enzyme festgelegt worden. Ihre Kenntnis
ist fiir die quantitative Beurteilung enzymatischer Wirkungen unumginglich
notwendig. Indessen darf andererseits nicht ausser acht gelassen werden, dass
diese Aciditits-Optima von der Gegenwart und Konzentration anderer Losungs-
bestandteile, besonders anwesender Salze und sonstiger Aktivatoren abhiingig
sind?), ferner auch vom Substrat, wenn verschiedene Substrate in Betracht
kommen kénnen, so dass man richtiger vom Aciditits- Optimum einer enzy-
matischen Reaktion, als von demjenigen eines Enzyms spricht.

Was zunichst das am eingehendsten untersuchte Enzym, die Saccharase,
betrifft, so haben Michaelis und Davidsohn ihre Versuche bei 22,3° in
4°oiger Rohrzuckerlosung ausgefiihrt, welche durch verschiedene Sauren und
Puffer (vgl. S. 50) auf wechselnden H'-Konzentrationen gehalten wurde.

Die genannten Forscher stellten sich die Aufgabe, fiir jede beliebige
H'-Konzentration denjenigen Bruchteil des gesamten Enzyms zu bestimmen,
der wirklich wirksam ist.

Fihren wir nach Michaelis folgende Bezeichnungen ein:

Opax = Gesamtmenge Enzym, die bei optimalem pg zur Wirkung kommt,
@ =FEnzymmenge, die bei einem beliebigen Wert von py wirksam ist, so
s0ll @: @,y als Funktion von py dargestellt werden.

Um die wirksame Enzymmenge zahlenmissig darzustellen, werden die
Zeiten verglichen, die zur Erreichung eines bestimmten Umsatzes. erforderlich
sind; diesen ist die wirksame Enzymmenge umgekehrt proportional. (Die

) Kuler und Myrbick, H. 120, 61; 1922.
¥) Willstétter, Graser und Kuhn, H. 123, 1; 1922,
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Tatsache, dass die Form der Umsatzkurve von der H-Konzentration allgemein
abhéngig ist, wird im 4. Kapitel naher besprochen.)

Michaelis und Davidsohn?) haben also fiir eine beliebige H'-Konzen-
tration den Umsatz als Funktion der Zeit experimentell festgestellt, und
betrachten die erhaltene Kurve als Standardkurve. Dann stellen sie bei
gegebener Aciditiat fir die Zeiten t;, t, usw. den zugehoérigen Umsatz x, x,
usw. fest, und suchen auf der Standardkurve diejenigen Zeiten T,, T,, die
den Umsitzen x,, X, ebenfalls entsprechen. Die Quotienten %‘:‘-, T—: usw.,
welche die relativen Umsatzgeschwindigkeiten angeben, sind dann ein Mass
fiir die wirksame Enzymmenge @, bezogen auf die des Standardversuches.
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Fig. 12.

In vorstehender Figur, ist die Irelative Umsatzgeschwindigkeit als
Ordinate, pg als Abszisse aufgetragen.

Ein Vergleich mit der Fig. 11 zeigt, dass auch hier die ,optimale Zone“
zwischen pg=23,5 und 5,5 liegt.

Sehen wir zundchst von dem punktierten (rechten) Teil der Kurve ab,
so erinnert ihre Form an die Dissoziationskurve einer schwachen Base.
Michaelis hat denn auch gleich den Schluss gezogen, dass die obige
Figur 12 eine dieser Kurven darstellt, und dass demgemsss die Saccharase
eine Sdure oder eine Base oder ein Ampholyt ist.

Nun hatten Uberfiihrungsversuche von Michaelis gezeigt, dass die
von ihm benutzten Saccharasepriparate, welche ja, dem damaligen Stand der

) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zs 35, 386; 1911.
v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil, 3. Aufl. b}



66 Hans v. Euler,

Forschung entsprechend, noch sebr verunreinigt waren, in schwach saurer
Loésung zur Anode wandern, also selbst wie eine Siure, negativ geladen
sind, und dass sie von elektropositiven Adsorptionsmitteln gut, von elektro-
negativen fast gar nicht adsorbiert wird. Demgemiss wurde die Entscheidung
getroffen, dass die obige Figur die Dissoziationsrestkurve der als
Siure fungierenden Saccharase enthalt. Der wirksame Anteil des Enzyms
wurde also als ihr elektrolytischer Dissoziationsrest angesehen; mit anderen
Worten:

Der elektrolytisch nichtdissoziierte Anteil der Saccharase
war somit der enzymatisch wirksame.

Diese erste von Michaelis gegebene Theorie der Abhingigkeit der
Inversion von der Aciditit wurde spéter auf Grund neuer Versuche von
Michaelis und Menten sowie von Michaelis und Rothstein vom
genannten Autor selbst modifiziert, indem er die Theorie folgendermassen
formulierte: ,Invertase vereint sich mit Rohrzucker zu einer Verbindung,
welche eine Sdure ist. Die undissoziierten Molekiile dieser Siure zerfallen
spontan in monomolekularen Reaktionen. Der Parameter der Geschwindig-
keits-pu-Kurve ist die Séuredissoziationskonstante dieser Saccharose-Invertase-
verbindung. Nach Michaelis ist also der alkalische Zweig der py-Kurve
die Dissoziationsrestkurve der als Sdure fungierenden Saccharose Invertase-
verbindung. Die (Sdure-) Dissoziationskonstante dieser Verbindung wiirde
K. =38-10-7 betragen.

Diese Theorie von Michaelis kann so gekennzeichnet werden, dass
die Wasserstoffionen das elektrolytische Dissoziationsgleichgewicht der Enzyme
bestimmen und damit die Konzentrationen der reaktionsfihigen Molekiilarten
andern.

Willstdatter und Kuhn!) haben die Michaelissche Theorie kritisiert
und kommen zum Ergebnis, dass ,das Wesen der h-Wirkung nicht in einer
Anderung des Gleichgewichts zwischen Enzym und Zucker gesucht werden
kann¢. Das Wesen der h-Wirkung liegt dagegen nach Willstdtter und
Kuhn darin, dass ,die Wasserstoffionen die Zerfallsgeschwindigkeit des
Saccharase-Saccharosekomplexes bestimmen“. Die Autoren haben aber ihre
Auffassung, wie diese Geschwindigkeitsinderung eintritt, nicht néher
prézisiert.

Allerdings kann der Verlauf des alkalischen Teiles der Acidititskurve
vollkommen auf den Umstand zurtickgefiihrt werden, dass die H-Ionen das
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen in einer Ldsung von Rohrzucker
und Saccharase vorkommenden Molekiilarten beeinflussen [Euler, Josephson
und Myrbick?).

Im folgenden werden diese Berechnungen wiedergegeben :

Y) Kuhn, H. 125, 28 u. zw. 49; 1928.
?) Euler, Josephson u. Myrbick, H. 134, 39; 1924.
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Die saure Dissoziation der Saccharase und der Saccharase-Rohrzucker-
Verbindung.
Bei der Betrachtung der enzymatischen Rohrzuckerinversion kommen
folgende Molekiilarten in Betracht:
HES = undissoziierte Enzym-Substrat-Verbindung,
ES = Anionen der obigen Verbindung,
HE = freie Saccharase,
E = Anionen der freien Saccharase,
H = Wasserstoffionen,
S = Rohrzucker. FEine Dissoziation desselben braucht hier nicht
beriicksichtigt zu werden.
Wir kénnen dann folgende Gleichgewichtsbeziehungen aufstellen:

ﬁ_ m - . . . . . . . . . (1)
[Il'].[/ ]__ k
ﬁ_ a . . . . . . . . . . (2)
[ .].[ ,J ._.B[
_ﬁ_ a . . . . . . . . . . (3)

Wegen des amphoteren Charakters der Saccharase und somit auch der
Verbindung Saccharase-Rohrzucker wire letatere Molekiilart eigentlich zu
schreiben: H-HO-E-S, und die entsprechenden Dissoziationen der Ver-
bindung und des Enzyms als Base wiren einzufiihren. Da wir aber hier
nur das pg-Gebiet 4,5—9 behandeln, so kommt die basische Dissoziation
hier nicht in Betracht, und die Bezeichnungen der Molekiilarten sind dem-
entsprechend vereinfacht worden.

Eine analoge Gleichung wie fir die freie Saccharase muss auch fiir
ihre Anionen gelten:

[E]-[S]

FES] =KL. . .. ... @
Aus den Gleichungen (1), (2), (3) finden wir
[El-8] _ K&
—m]——-—Km"K—; . . . . . . . . . (5)

und es muss also gelten KL:K, =XK[:K,. Da im hier behandelten ps-
Gebiet nach experimentellemn Befund Kp (resp. Ku) wenigstens nahezu un-
abhiingig von py ist, so haben wir in diesem Gebiet fiir die Ionen 'E die
gleiche Affinitdt anzunehmen wie fiir die freie Saccharase HE und wir
konnen also setzen:

KL =K, und Kl =K,.

Somit sollten die freie Saccharase und die Saccharose-Saccharasever-
bindung Séuren von derselben Stirke sein. Die Anlagerung des Rohrzuckers
(K, =rund 10-13) an die Saccharase bedingt somit eine unmerkliche Anderung
in den sauren REigenschaften der Saccharase, deren saure Dissoziations-

5%
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konstanten den Wert K, =rund 10-7 (also von iibereinstimmender Grossen-
ordnung wie der von Michaelis frither angenommene Wert) betragen diirfte.
(Siehe weiter unten iiber die amphoteren Eigenschaften der Saccharase.)

Wenn man eine Salzbildung der Molekiilart HES auch an der Rohr-
zuckerkomponente in Betracht zieht, konnte auch ein zweites Anion ES’
auftreten. Im folgenden wird aber nur mit einer Ionenart ES gerechnet.
Es wird also ES’='ES angenommen. Ferner wird einstweilen {iber die
relativen Werte von Kn, K., K, und K! keine Annahme gemacht.

Mit = bezeichnen wir die gesamte Konzentration des Enzyms in
Losung; oder

X =|HES|+ HE|+ E]4[ES] . . . . . . . (7

Wir konnen nun fiir jede Substrat-Konzentration und fiir jeden Wert
von [H'], welcher Acidititen auf der alkalischen Seite des Optimums oder
richtiger des isoelektrischen Punktes betrifft, berechnen, ein wie grosser Teil
des Enzyms in Form der oben angefiihrten vier Molekiilarten vorkommt.

Wir finden
BBS] = 3 e R R 4 K TR )
HE|=[HES- . . ...
[’ES]=[HES]-[g’.’] , . (10
['E]=[HES]~%§%=[HES]-§%. N 1 £ ))

Von diesen Gleichungen verdient (8) besondere Beachtung, da sie ge-
stattet, die Konzentration der freien Molekiile Enzymsubstrat zu berechnen,
oder wie von Michaelis angenommen wird, die Molekiilart, welche dem
Zerfall unterliegt. Mit anderen Worten: Diese Gleichung (8) gibt die
Beziehung an, welche zwischen der Inversionsgeschwindigkeit
der Aciditdt und der Substratkonzentration bestehen muss.

Bei der Priifung der Theorie wurden folgende Werte fiir die in der
Formel vorkommenden Konstanten eingefiihrt K, =K!=38.10-7, K, =2-10-2,
Es zeigt sich nun, dass bei Einsetzen verschiedener Werte von [S] in allen
Fillen tatséichlich sehr genau dieselbe theoretische Aktivitits-py-Kurve erhalten
wird, die Konzentration des Substrates mag einen beliebigen Wert zwischen
2.10-! und 5-10-3% also zwischen den bei der experimentellen Priifung der
Aktivitatskurve benutzten Rohrzuckerkonzentrationen annehmen. Der Ver-
lauf der theoretisch berechneten Kurve stimmte tatsdchlich
auch sehr nahe iiberein mit dem der experimentell gefundenen.
Die Theorie ist somit imstande, die gefundenen Einfliisse der Aciditit auf
die Inversions-Geschwindigkeit vollkommen zu beschreiben.



Chemie der Enzyme. 69

Nach Ansicht des Verfassers besteht also das Wesen der h-Wirkung
in Anderungen der Gleichgewichte zwischen den verschiedenen Molekiil- und
Tonenarten, welche in der Losung der Saccharase und des Rohrzuckers vor-
handen sind. Jedenfalls kann diese Deutung des Phinomens gegenwirtig
als die beste betrachtet werden.

Die hier dargestellten Betrachtungen beziehen sich nur auf die alkali-
sche Seite der Kurve. Den sauren Zweig der Kurve suchten Michaelis
und Davidsohn durch die Annahme einer basischen Dissoziation der
Saccharase zu erkliren. Aus den Versuchen von Josephson?!) geht aber
hervor, dass die Affinitit zwischen der Saccharase und dem Rohrzucker in
diesem Gebiet von der Aciditit abhangig ist. Die Verhéltnisse liegen also
hier anders als im oben besprochenen pp-Gebiet (py =4,5—9). Wenn auch
die basische Dissoziation einen Einfluss auf die Inversionsgeschwindigkeit
ausiiben mag, scheint die verminderte Inversionsgeschwindigkeit bei den
hoheren Acidititen doch in erster Linie durch die Affinititsinderung ver-
anlasst zu sein (iiber die Affinitatsverhiltnisse der Saccharase siehe Kap. 4).

Die Messungen und Berechnungen der Dissoziationsverhiltnisse der
Saccharase sind hier als Beispiel eingehend besprochen worden.

Fiir die tibrigen bereits in analoger Weise bearbeiteten Enzyme miissen
die Einzelheiten der Untersuchungen auf den speziellen Teil dieses Werkes
verspart werden.

Vor kurzem hat Northrop?) versucht, die Dissociationsverhiltnisse des
Trypsins auf Grund des Donnan-Effektes aufzukliren (vgl. hierzu Kap. 3),
und kommt zum auffallenden Resultat, dass Trypsin in Lgsungen von
pe=10—2 ein positives monovalentes Ion bildet und somit eine starke
Base wire. In Anbetracht der in diesem Fall ziemlich verwickelten Verhilt-
nisse miissen Priifungen mit anderer Methodik und mit weitgehend gereinigtem
Trypsin erfolgen.

Pepsin diirfte eine ziemlich starke Sdure sein, wie dies besonders aus
den Versuchen von Pekelharing und Ringer hervorgeht (H. 75 u. Arch
Neerl. Physiol.) Eine exakte Berechnung der Dissoziationskonstanten K, wird
dadurch erschwert, dass auch das Substrat durch die Aciditit der Losung
beeinflusst wird.

In der folgenden Tabelle sollen die experimentell gefundenen Aciditats-
optima zusammengestellt werden.

Die aus diesen experimentellen Ergebnissen von Michaelis be-
rechneten Dissoziationskonstanten der Enzyme und seine Angaben iiber die
wirksamen Molekiilarten sind wegen des hypothetischen Charakters dieser
Berechnungen in diese Tabelle nicht aufgenommen.

) Josephson, H. 134, 50; 1924.
?) Northrop, JI Gen. Physiol. 6, 837; 1924.
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Aciditits- i
Enzym Bemerkung Ozt;g&itrk- Autor Schriftstelle IX:;?trui
Lipasen Pankreas 8 Bio Zs 45, | Takata, Bio-
284; 1912 | chem. Jl1
R 002
. 7;
menschl. Sler;llm 8 Davidsohn
Frauenmile 8 .
" Darm, Sidugling 8,5 lezsﬁ?g%g
4 | Magen, Saugling] 5—4 ’
2 Serum 8 Rona u. Bien | Bio Zs 59 | Rona, Bio Zs-
g 100; 1914 | 33,413;1911
s Rona u. Bien
(Pankreas
v.Rind) Bio
Zs 64, 13;
1914
Pankreas 6,95—8 |Ronau.Pavlovig| Bio Zs 134,
(Mensch u. Hund) 108; 1923
Schweine-Pankreas | (8—9) Willstétter, | H. 125, 93 u. | Willstitter
abhiingig | Waldschmidt- | 132; 1923 | u. Memmen
v. Aktiva-| Leitz u.Memmen H. 129, 1;
toren 1923
® Lipase aus 8--9 Willstitter u. | H. 133, 229;
3 { Pankrasu.Magen Memmen 1924
%l des Schweines
In hoheren Pflanzen aus Ricinus 4,7—5,0 | Haley u. Lyman | J1 Am, Chem.|Die aus Jalan-
Soc. 43, ders Zahlen
2664; 1921 | (Bio Zs 36)
berechnete
Aciditit 3,7
bis 2,9 ist
zu hoch
Acetatpuffer 5,0 Willstiitter u. | H. 134, 161;
(0,5—0,1 norm.) Waldschmidt 1924
Leitz
In Bakterien Streptokokken 9 Stevens JI exp, Med.
35
Amylasen Chlorid-A. 6,7 6 Michaelis u. | BioZs59,77;
Nitrat-A. 6,9 Pechstein 1914
Phosphat, Sulfat,
Acetat-A. 6,1—6,2
In hoheren Tieren Pankreas 6,8 Sherman, J1Am.Chem.
Thomas, Baldwin| Soc.41,231;
1919.
» 6,8 Willstitter, | H. 126, 143;
Waldschmidt- | 1923
Leitz, Hesse
Speichel 6,5 Habn u. Zs Biol. 78,
(PO,- Michaelis 10; 1921
Puffer)
» 6,5 Ernstrém H. 119, 190;
1921
Leber 6,9 O. Holmbergh | H. 184, 68; | Michaelis,
(0,3u.PO,- 1924 (Monogr.)
Puffer) 6,56—7
In héheren Pflanzen Malz 5,0 |Euleru.Svanberg| H. 112, 193;
1921
» 4,9 Adler Bio Zs 77
Kartoffel 6—17 (?) Falk J1 Gen. Phy
. | siol. 2
Griinalgen . 4,2 Sjoberg Fermentf. 4,
97; 1921
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Aciditats- :
Enzym Bemerkung Op:ld‘Wirk- Autor Schriftstelle V'Vel‘ere
samkeit Literatur
Bohnen 5 Sjoberg Bio Zs 133,
218; 1922
Aspergillus oryzae 438 Sherman, J1 Am.Chem.| Funke, Akad.
Thomas, Baldwin| Soc.41,231;| v. Wet.
1919 Amsterdam
31
Maltase aus Bierhefe 6,2—6,8 |Rona u.Michaelis| BioZs 57,70;
resp. a-Methyl- 1913; 58,
Glucosidase 14%; 1913
6,8 Willstitter, | H. 184, 224; | Willstéitter
Kuhn u.Sobotka| 1924 u. Steibelt,
H.2115, 199;
Saccharase 1921
In tier. Organen Darm (Mensch) 5—7 |Euleru.Svanberg| H. ;15, 43;
1921
In hoheren Pflanzen Kartoffel 4 Falk J1 Glen.Phy-
siol. 2
In Hefen 52,10 44—406 Sorensen Bio Zs 21,
131; 1909
22,3° 4,2 Michaelis u. | Bio Zs 385, | Euler u. Myr-
Davidsohn 386; 1911 | bick, H.120,
61; 1922
Euler,Joseph-
son u. Myr-
bick, H.134
u.Josephson
H.134; 1924
in frischen Hefe- | 4,2—5,2 | Euler u. Emberg | Zs f. Biol. 69,
zellen 349; 1919
In Taka-Diastase 5,0—5,5 Kuhn H. 129, 57
192
In Penicillium 5 Euler, Josephson| H. 136
glaucum u. Soderling
; Avery, Cullen, | J1 exp. Med.
Bakterien Stevens 32, P1920;
35, 1922
Lactase in Emulsin 4,246 | Willstitter u. | H. 117, 172;
Csényi 1921
in Milchzuckerhefen 7 Willstatter u. | H. 118, 168;
Oppenheimer | 1922
B-Glucosidase Substr. Salicin 44 Vulquin Soc. Biol. 70 | E. Fischer,
270, 763;| H.107,176;
1911 1919. Ver-
schiedene
g-Glucoside,
Mittel 5
4,7 Helferich H. 117, 159;
1921
Substr. g-Methyl- 4,4 Willstétter u. | H. 117, 172; | Willstitter
glucosid Csédnyi 1921 u. Oppen-
heimer,
H. 121, 183;
1922. Ver-
schiedene
g-Glucoside,
_ 44—53.
Pectase in natiirl. Frucht- 43 |Euleru.Svanberg| Bio Zs 100, .
siften der Beeren 271; 1919

v. Ribes
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Aciditéts- ftar
Enzym Bemerkung Opt.d. Wirk- Autor Schriftstelle Weltexe
samkeit Literatur
Oxynitrilese Mandeln 51—54 Nordefeldt Bio Zs 118,
131; noch
nicht ver-
offentlichter
Versuch
Desamidasen (Hefe)| 37° Asparagin | 7,6—8,0 Euler Unveroffentl.
Versuche
Urease pH-Optimum éndert| 7,2—7,5 | D. D. van Slyke | Biol. Chem. | Livgren, Bio
sich etwas mit der u. Zacharias 19, 181; | Zs 119, 215;
Harnstoff-Konz. 1914 1921 u. 137,
206; 1923
'Rona u.
| Gyobrgy,Bio
1 Zs 111, 115;
| 1920
Magen-Pepsin Verdauung von | 1,6—1,8 Sérensen Bio Zs 21, | Michaelis u.
Acidalbumin bei 37° 131; 1909 | Davidsohn,
i Zs exp.Path.
' u. Ther. 8, 2;
: 1910; Opt. 1,
82
Verdauung von 1,4 Michaelis u. | BioZs 65, 1; ! Ringer, Arch.
Edestin bei 37° Mendelsohn 1914 | Néerl.
i Physiol.
Ferner H.95
u.Koll.Zs19
Eier-Albumin 2,2—2.5 Northrop J1Gen.Phy- | Okada, Bio-
siol.2,118; | chemischeJl
1920. — 3, | 10
211; 1920
Gelatine 2—2,8
Serum- Albumin 20 Gyemant Bio Zs 105
Hydrolgt. Bestandt.| Substr. Casein 5 van Dam H. 61, 147;
des Chymosins 1909
Pankreas- verschiedene 7,4—10 Northrop J1 Gen. Phy-
Trypsin Substrate siol. 5, 263;
1922
Gelatine 8,2-8,7 | Waldschmidt- | H. 182, 181;
Leitz 1924
Pankreatin(Trypsin- | Peptonspaltung 8 Michaelis u. | Bio Zs 36,
Erepsin-Mischung) |37° Formolmethode Davidsohn 280; 1911
370 8 Kurt Meyer | Bio Zs 32, | Palitzsch u.
274; 1911 E\’alzbunl;,
Tryptase Casein 37° 9 Hedin H. 130, 45;| 79 847, 1
(aus Rindsdarm) 1923 1912;  Opt.
Erepsin Substr. Glycylglycin 48,6 Euler H. 51, 213: ’
(aus Schweinsdarm) 3%")}' ° 1907
(aus Hundsdarm) Pepton 38° 7,8 Ronau.Arnheim| Bio Zs 57,
84; 1913
(aus Hefepresssaft) | Glycylglycin 87° 7,8 Dernby Medd.Carlsb.
Lab.11,139;
1916
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Aciditats- .
Enzym Bemerkung Op:.ld.‘Wigk- Autor Schriftstelle Weltere
samkeit Literatur
Proteolyt. Enzyme | Setzt sich nach 6 Dernby Inaug.-Diss.
im Autolyse-Saft d.|[Dernby zusammen! Stockholm
Hefe(Enzymgemisch aus: ‘ 1917
nach Vines Pepsin Opt. 4.5,
Tryptase » 00
Ereptase ., 1,8 !
Proteolyt. Enzyme |Spaltung von Poly-16,7—8,5(%)| Abderhalden u. | Fermentf. 1,
im Hefe-Mazera- |peptiden. Opt. nach Fodor 533; 1916
tionssaft Abderhalden und Siehe hierzu
Fodor abhingig Dernby, l.c.
von Substrat
Proteolyt. Enzyme | Setzt sich nach | etwa 5,6 Dernby 1 J1Biol.Chem.
im Autolysesaft v. Dernby zusammen 35,181;1918
tier. Geweben und aus:
Leukozyten Pepsin Opt. 3,0—38,5
Trypsin Opt. 7,8
Erepsin s 1,8
Proteolyt. Enzyme Hedin
verschied. Organe |
Pferdenieren a) Casein 4,3-5,6 H. 122,
b) Pepton 7.8 30/;1922
Lymphdriisen a) Casein 5,5 .
b) Casein 9-10 B 125, 289;
* ¢) Pepton 8 :
Milz a) Casein etwa 54 Biol. Chem.
b) Casein 8,8 4, 177;
c) Pepton 7,5—8,5 1922
Chymosin Optimum der Lab-| 6,4—6,0 | Michaelis u. | Bio Zs 58,
fillung des Caseins| Mendelsohn 305; 1914
in Gegenwart v. Ca
5(?) van Dam H. 64, 316;
1910
Umwandl. Casein | 6,0—6,4 | Rona u. Gabbe | Bio Zs 134,
in Paracasein 39; 1922
Enzym-Komplex | in lebender Hefe | 4,5—5,5 Sv.Vet.Akad. Euler u. S.
der alkohol. ohne Stickstoff- Arkiv f. Kemi| Karlsson,
Gérung nahrung. 28° Euler u. 7, 21; 1919 | Bio Zs 130,
: mit Hefenwasser | 4,5—6,5 | { Heintze H. 108, 165; | 550; 1920
(Co-Enzym u. Stick- 1919
stoffnahrung). 28°
in Trockenhefe 6,2—6,8 Euler u. H. 131, 179;
Myrbick 1923
Hefen-Phosphatese Substr.: alle 6,2 -6,6 Euler u. H. 116, 229;
Zymohexosen Nordlund 1921
Katalase (Leber) 0° 7 Sérensen Bio Zs 21, | Hennichs,
131; 1909 | Bio Zs 145,
286; 1924
18°,  Abhiingig von| etwa 7 Michaelis u. | Bio Zs 53,
Neutralsalzen Pechstein 320; 1913
(Leber) etwa 7 Rona u. Bio Zs 134,
Damboviceanu | 20; 1922
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Anhang.
Heterogene Gleichgewichte: Lislichkeit von Elektrolyten.

Wir betrachten ein Salz, das sich in fester Form in Beriihrung mit seiner
gesiittigten Losung befindet. Man bezeichnet das feste Salz in diesem Fall
als Bodenkdorper.

Fiir die gesittigte wassrige Losung eines schwerloslichen Salzes, z. B.
Silberacetat, gilt, wie immer, die Dissoziationsgleichung:

[Ag'1[Ac']= K[AgAc].

Setzt man so viel Na-Acetat hinzu, dass die Konzentration der Acetationen
verzehnfacht wird, so tritt ein neues Gleichgewicht ein:

_ {Ag'}{Ac'} =K[AgAc]. ‘

Die (sehr geringe) Konzentration des nicht dissoziierten Silberace-
tates muss unverindert bleiben, da die Losung in beiden Fillen in bezug
auf diese Molekiilart gesittigt ist. Diese konstante Silberacetatkonzentration
muss dem Massenwirkungsgesetz zufolge immer mit demselben Ionenpro-
dukt im Gleichgewicht stehen, welche Werte auch die einzelnen Ionenkon-
zentrationen annehmen mogen. Wird somit, wie in unserem Beispiel, die
Konzentration [Ac’] verzehnfacht, so ist die Folge, dass [Ag'] auf den zehnten
Teil seines fritheren Wertes sinkt, was nur dadurch moglich ist, dass die
tibrigen /10 der Silberionen, d. h. der grosste Teil der gesamten gelosten Ag
Menge als Silberacetat ausgefillt wird.

Wir konnen somit aus dem Gesagten den allgemeinen Schluss ziehen,
dass das Loslichkeitsprodukt schwerloslicher Salze konstant ist?).

Grundsétzlich in der gleichen Weise ldsst sich natiirlich das Gleichgewicht
zwischen der Losung einer Siure (oder Base) und dem entsprechenden Boden-
korper behandeln.

Eine Fillung tritt also (wenn Ubersittigung vermieden wird) immer ein,
sobald fiir eine elektrisch neutrale Molekiilart der Wert des zugehérigen Ionen-
produktes tiberschritten wird.

Etwas abweichend von den erwihnten einfachsten Fillen stellen sich
die Losungsverhiltnisse bei amphoteren Elektrolyten. Wir greifen auf
die Gleichung (12) 8. 35 zuriick, welche die Beziehung zwischen der Kon-
zentration der Wasserstoffionen und dem isoelektrischen Punkt angibt.

Die Loslichkeit eines jeden Elektrolyten muss bestimmt sein durch die
Loslichkeit seines nicht dissoziierten Anteiles. So ist z. B. die Loslichkeit des
Silberacetates offenbar deswegen so gering, weil der nicht dissoziierte Anteil
eine sehr begrenzte Loslichkeit besitzt, wihrend wir ja, wie bekannt, sowohl
Silberionen (z. B. in Silbernitrat), als Acetationen (z. B. in Na-Acetat) in weit
hoherem Grad in Losung zu bringen vermogen.

!) Nernst, Zs f. physik. Chem. 4, 372; 1890,
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Die gesamte Loslichkeit eines Elektrolyten setzt sich also zusammen aus
der Loslichkeit des nicht dissoziierten Anteils und der Konzentration seiner
Tonen. Das gleiche gilt von einem amphoteren Elektrolyten, wo die Loslich-
keit L gegeben ist durch die Loslichkeit lunaiss. und durch die Konzentration
des Anions [A] und des Kations [K], so dass

L= lundiss. + [A] + [K]

- Nun haben wir Seite 35 gesehen, dass beim isoelektrischen Punkt die
Summe [A] 4 [K] ein Minimum ist. Da lyngiss. konstant ist, folgt hieraus, dass
die Loslichkeit der amphoteren Elektrolyte beim isoelektrischen Punkt ein
Minimum wird. Versuche von Michaelis und Davidsohn?) haben dies
experimentell bewiesen. Aus der genannten Arbeit fiihren wir folgende fiir
p-Aminobenzoeséure geltende Zahlen an:

[H°} 4,3-10-6 3,2-10-5 6,9-10-5 1,6-10-¢ | -3,0-10—4

Krystallisationist deutlich:| gar nicht | gar nicht | nach 8 Min.|nach 1 Min.| gar nicht

Aus den Dissoziationskonstanten der p-Aminobenzoesiure
Ka=1,21-10"% (eigentl. fir 25° angendhert fiir 189
Kp=2,33-10—12

berechnet sich der isoelektrische Punkt zu [H']=1,7-10*; damit stimmt
der oben gefundene Wert (nach 1 Min.) 1,6 - 10—* befriedigend iiberein.

Das Produkt Ka- Ky betrigt fiir p-Aminobenzoesiure 3-10-".

Das Minimum der Loslichkeit fillt nur dann so scharf aus, wenn das
Produkt Ka- Ky, Werte von etwa 10-17 erreicht oder tibersteigt. Bei kleinerem
Produkt wird das Minimum immer unschérfer. So zeigte z. B. Tyrosin mit
dem Produkt (vgl. S. 29)

KaKp=1-10—%
ein sehr flaches, unscharfes Minimum.

In Gegenwert von Neutralsalzen machen sich ausser der oben erwihnten
Loslichkeitserniedrigung noch weitere Loslichkeitsinderungen geltend.

Aussalzung. Nichteléktrolyte, deren osmotischer Druck nach dem
Grundsatz der unabhingigen Partialdrucke in verdiinnter Losung von der
Gegenwart anderer geloster Substanzen unabhéngig sein sollte, werden durch
missig konzentrierte Elektrolyte ausgesalzen. Es lassen sich hierbei die Ionen
binsichtlich ihrer aussalzenden Wirkung in eine bestimmte Reihenfolge ein-
ordnen, auf welche wir im folgenden Kapitel zuriickkommen.

Auch auf den nicht dissoziierten Anteil schwacher Elektrolyte, sowohl
einfacher als amphoterer, macht sich diese Ionenwirkung geltend.

) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zs 30, 143; 1910.
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Bei amphoteren Elektrolyten tritt aber ausserdem noch eine Wechsel-
wirkung mit Salzen auf, welche eine Loslichkeitserhohung bewirkt.

Verfasser hat bereits 1905 Lundén?!) veranlasst, die Loslichkeit von
Aminobenzoeséiure in verschiedenen Salzldsungen zu untersuchen, um eine
Analogie mit der Loslichkeit von Eiweisskoérpern in Salzlosungen zu finden.
Eine solche Analogie hat sich auch tatséichlich gezeigt. Die Ergebnisse von
Lundén gehen aus den Kurven der Figur 13 hervor, deren Form dadurch
bestimmt ist, dass sich zuniéichst die loslichkeitserhohende Wirkung, in
grosseren Salzkonzentrationen aber die Aussalzung der amphoteren Elektro-
lyte geltend macht.

In spiteren, eingehenden Arbeiten von Pfeiffer und seinen Mitarbeitern?)

ist eine grossere Anzahl von Amino-
Js | Swr . . . .. .
7/ siuren in dieser Hinsicht experi-
&
S
\Y

: mentell untersucht worden.
¢ Die bei Ampholyten beobachte-
” ten Loslichkeitserniedrigungen sind
[ offenbar nichts anderes als Spezial-
72 / fille des bei Nicht-Elektrolyten oder
/ schwachenElektrolyten eintretenden
;/ T~ die Loslichkeitserhshung bei Ampho-
Z/*ﬂ T~ lyten tiberwiegt, ist noch nicht fest-
o stand der beiden Dipole im Molekiil
0 \fé_L ’\ des Ampholyten sowie die Lgslich-
9s 08 12 16 20 2+ schenPunktund beim Neutralpunkt

Fig. 13. eine Rolle.
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Aussalzungen; in welchen Fillen
gestellt?). Vermutlich spielt der Ab-

\Y Normksit keit des letzteren beim iso-elektri-

Was das Verhalten von Eiweiss-
stoffen betrifft, so kann auf die Originalarbeiten und die Monographie von
Robertson?) verwiesen werden. Von Ryd® wurde die Loslichkeit des
Caseins in Salzlosungen bei gegebener H'-Konzentration untersucht, und auch
hier superponieren sich die beiden zuletzt genannten Salzwirkungen, wie die
Kurve Fig. 14 zeigt, die iibrigens noch einer genaueren Bearbeitung bedarf.

) Lundén, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 2, Nr. 11; 1905. — Siehe aunch Euler,
H. 97, 291; 1916.

?) Pfeiffer und Wiirgler, H. 97, 128; 1916. — Pfeiffer und Wittka, Chem.
Ber. 48, 1041 u. 1289; 1915, — Pfeiffer u. Angern, H. 133, 180; 1924.

3) Siehe hierzu Euler u. Karin Rudberg, H. 140, 113; 1924,

‘) Robertson, JI Biol. Chem. 4, 35; 1907 und Physik. Chem. d. Proteine. Deutsch.
v. Wynken, Dresden 1912.

% Ryd, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 7, Nr. 1; 1917.
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In diesemn Zusammenhang sei auch noch erwihnt, dass Neutralsalze,
soviel aus ihrer katalytischen Wirkung geschlossen werden kann, das Ionen-
produkt des Wassers erhohen. Auf die Folgerungen, die sich hieraus fiir
die Loslichkeit der amphoteren Elektrolyte ergeben, kann hier nicht niher
eingegangen werden.

Direkte Beziehungen der hier beschriebenen Loslichkeitserscheinungen
zur Enzymchemie bestehen nur insofern, als bei einer Reihe von Enzymn-

]
3
AN

¥ 4
N N
2 -/
g7 4
X

0 0.7 Honz.der Na Cl-Lds 0.2 norme.

Fig. 14.

wirkungen Auflésung oder Ausfillung von Eiweisskdrpern eintreten, und in-
sofern fiir die rationelle Reinigung von Enzympréparaten die Kenntnis der
Loslichkeitsinderungen von Wichtigkeit ist. Wir konnen uns demgemiss hier
auf das hinsichtlich elektrochemischer Einfliisse Gesagte beschrinken. Auf
Kolloidfillungen kommen wir im 3. Kapitel dieses Bandes noch zurtick.

Der Temperatureinfluss auf die Ausfillung (Koagulation) der Eiweiss-
stoffe wird im 6. Kapitel behandelt.



3. Kapitel.

Die Enzyme als Kolloide.

Wir haben im vorhergehenden Kapitel gesehen, dass die Behandlung
der Enzyme als Elektrolyte zu wichtigen Folgerungen und schliesslich zu
einer quantitativ priifbaren Theorie der Enzymwirkungen gefiihrt hat. Die
Theorie von Michaelis hat zahlreiche systematische Untersuchungen an-
gebahnt und neue wesentliche Tatsachen und Beziehungen kennen gelehrt;
ein grosser heuristischer Wert kann ihr nicht abgesprochen werden, wenn
sie auch in gewissen Teilen modifiziert werden musste und vielleicht noch
weiterer Ergiénzungen bedarf.

Einen Einfluss von #hnlicher Bedeutung hat die Kolloidchemie fiir die
Lehre von den Enzymen noch nicht gehabt. Die Behandlung von enzymati-
schen Fliissigkeiten als grobdisperse, heterogene Systeme hat bis jetzt die
Enzymforschung nicht wesentlich weiter gefiihrt?), so zahlreich auch, besonders
in einer kiirslich verflossenen Periode, die Versuche waren, die Kinetik der
Enzymreaktionen auf die Reaktionskinetik der heterogenen Systeme aufzubauen.

In Kapitel 2 und 3 ist besonderer Wert auf die Feststellung gelegt
worden, wie weit man mit der Anwendung der Losungsgesetze kommt, bzw.
wo tatsdchlich die Anwendung derselben nicht mehr weiter fiithrt, und wo
also Beziehungen zu anderen Tatsachengebieten gesucht werden miissen. So-
lange die Gesetze der Losungstheorien sich auch hier fruchtbar erweisen, wird
man mit denselben konsequent weiter arbeiten, ohne dabei die Ergebnisse
der Kolloidchiemie ausser acht zu lassen.

- Die Lage ist meiner Ansicht nach hier dhnlich wie in der Eiweisschemie,
iiber die sich S. P. L. Sorensen?) sehr treffend ausgesprochen hat. ,Was
Albuminlosungen und gewiss auch was viele andere typische emulsoide
Losungen betrifft,“ schreibt dieser Forscher, ,ist ein (solcher) Vergleich der
Eigenschaften der kolloiden Losungen und derjenigen einer echten Lésung fiir
das Verstindnis des Charakters der kolloiden Losung von grosstem Belang®.

!) Es braucht kaum erwihnt zu werden, dass makroheterogene Enzymsysteme, wie sie
z. B. bei der von Bodenstein studierten Esterspaltung durch Pankreaslipase vorlagen, nach
den fiir makroheterogene Systeme geltenden Gesetzen berechnet werden miissen, wie dies ja
von Bodenstein in sachgemiisser Weise geschehen ist. (Siehe Zs f. Elektrochem. 12,
605; 1906.)

?) Sorensen, H, 103, 7; 1918,
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Demgemiiss sind auch die amphoteren Kolloide bereits z. T. im vorher-
gehenden Kapitel im Anschluss an die molekulardispersen Ampholyte, die
einfachen Aminoséuren, besprochen worden.

Immerhin ist es nach dem gegenwirtigen Stand der Forschung wahr-
scheinlich, dass viele Enzyme entweder selbst im kolloiden Zustande auf-
treten, oder mit kolloiden Stoffen aufs engste verkniipft sind. Die Kenntnis
des Verhaltens von hochmolekularen Stoffen bzw. von Stoffen geringen Dis-
persititsgrades ist fiir die Erforschung und die Kenntnis der Enzyme von
wesentlicher Bedeutung, und es ist deswegen den hierher gehorenden Pro-
blemen eine eingehende Besprechung gewidmet worden?).

A. Allgemeines.

Beginn der Kolloidchemie. Schon um die Mitte des vorigen Jahr-
hunderts wurde die Erkenntnis gewonnen, dass der Losungszustand, in welchem
sich eine Substanz befindet, ihr ganzes physikalisches Verhalten wesentlich
beeinflusst.

Allmiéhlich konnten dann die Besonderheiten der kolloidalen Ldsungen
fester gekennzeichnet werden, besonders seit die osmotischen Eigenschaften der
»Krystalloide“ erforscht waren; aber erst in den letzten Dezennien setzte die
systematische Forschungsarbeit im Gebiet der Kolloide ein, alsbald méchtig
gefordert einerseits durch das von Zsigmondy und Siedentopf konstruierte
Ultramikroskop, andererseits durch theoretische Arbeiten, besonders durch
v. Smoluchowskys und Einsteins Berechnungen der Brownschen Mole-
kularbewegung.

Bekanntlich war es Graham?), welcher zuerst die Kolloide und Kry-
stalloide als ,zwei Welten der Materie“ scharf unterschied, sie besonders durch
ihre verschiedene Fihigkeit zur Diffusion charakterisierend. Dieser Scheidung
ist dann eine feinere Systematik gefolgt, welche den Dispersititsgrad als
wesentliches Einteilungsprinzip benutzt. Wir wissen heute, dass kontinuier-
liche Ubergiinge existieren von Systemen, welche noch makroskopisch oder
mikroskopisch als Suspensionen zu erkennen sind, zu einer Reihe von Systemen,
deren Heterogenitidt erst im Ultramikroskop erkannt wird, und schliesslich
zu den wirklich optisch leeren, echten Losungen, welche als Endglieder dieser
Reihe auch als ,molekulardisperse Systeme“ bezeichnet werden.

Die kolloid gelosten Stoffe werden erst im Ultramikroskop als Sub-
mikronen oder (indirekt) als Amikronen erkannt. Der Durchmesser der Sub-
mikronen liegt etwa zwischen 15 uy und 5 wu. Man nihert sich damit dem
Durchmesser der einfachen Molekiile (fiir Rohrzucker etwa 1 uu).

In diesem Zusammenhang sei auf die dankenswerte Kritik der noch

1) Siehe hierzu ferner Michaelis, Biochem.Zs 108, 225; 1920. — Ferner die A1beiten von
Northrop in JI Gen. Physiol. 2—6. — Hitchcock, ebenda 5, 383; 1923.
?) Graham, Phil. Trans. Roy. Soc. London, 151, 183; 1861.
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vielfach unrichtig gebrauchten Begriffe ,kolloide Losung“ und ,krystalloide
Losung® hingewiesen, welche Zsigmondy?) vor einigen Jahren gegeben hat.

,Wir dirfen — schreibt dieser Forscher — die Losungen fiicht mehr
als homogene Mischungen usw. definieren, sondern miissen, einerseits um
Missverstindnissen vorzubeugen, andererseits um das als wesentlich erkannte
Merkmal aufrecht zu erhalten, eine vorsichtigere Ausdrucksweise anwenden.“

Zsigmondy schlidgt folgende Definition vor:

,Die Losungen sind homogen erscheinende Mischungen (Gemenge, Phasen
usw.) verschiedener Stoffe;“ oder die Diskontinuitit direkt hervorhebend:
,Die Losungen sind rdumlich diskontinuierliche, aber homogen erscheinende
Mischungen.“

In der Terminologie Wolfgang Ostwalds konnte man etwa sagen:
,Die Losungen sind feinst disperse Systeme“, wobei durch das Wort ,disperse
Systeme“ die Inhomogenitit zum Ausdruck gebracht wird.

Brownsche Bewegung. Der kontinuierlichen Reihe.zwischen echten
Suspensionen und einfachen Molekiilen, welche sich hinsichtlich der Disper-
sitit der Materie bzw. der Grosse der Teilchen aufstellen lésst, entspricht
eine ebensolche Kontinuitit hinsichtlich der Bewegung der Teilchen. Bekannt-
lich ist es Einstein und v. Smoluchowsky gelungen, aus der kinetischen
Gastheorie die Gesetze der sog. ,Brownschen Bewegung“ abzuleiten,
der nunmehr viel studierten Erscheinung, welche R. Brown 1827 an in
Wasser suspendierten Pflanzenpollen zuerst beobachtet hatte; eine experi-
mentelle Bestitigung und wesentliche Erweiterung dieses wichtigen theoreti-
schen Ergebnisses verdankt man Perrin?) und Svedbergs?).

Perrin kounte ferner den strengen Nachweis fiihren, dass die Ver-
teilung der Partikeln in einer Suspension mit den Gesetzen des osmotischen
Druckes bzw. den Gasgesetzen in voller Ubereinstimmung steht.

Einteilung der Kolloide. Zahlreiche Untersuchungen an wissrigen
Losungen haben dazu gefiihrt, zwei Gruppen von Kolloiden zu unterscheiden.

Die Glieder der ersten Gruppe stehen in naher chemischer Beziehung
zu ihrem Losungs- bzw. Dispersionsmittel und sind gerade dadurch charak-
terisiert. Man bezeichnet diese Stoffe nach Perrin als hydrophile oder
allgemeiner als lyophile Kolloide oder Emulsionskolloide (Wo. Ostwald)
oder Emulsoide (v. Weimarn.)

Dieser Gruppe werden die Stoffe gegeniibergestellt, welche sich in ihrem
Verhalten den Suspensionen anschliessen und keine eigentlich chemischen
Verbindungen mit den Dispersionsmitteln eingehen, sondern im wesentlichen
nur physikalische Beziehungen zu demselben besitzen. Sie werden meist als

!y Zsigmondy, Kolloid-Zs 26, 1; 1920.

?) Perrin, C. r. 146, 967 u. 147, 530; 1908. -— 149, 549; 1909.

3) Svedberg, Zs f. physik. Chem. 57, 105; 1909. — Zs f. Elektroch. 12, 853 u. 909;
1906. — 73, 547 u. 74, 728; 1910.
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lyphobe bzw. hydrophobe Kolloide oder nach Hober als Suspensions-
kolloide bezeichnet. Gekennzeichnet sind dieselben noch dadurch, dass sie
die innere Reibung des Dispersionsmittels nur wenig dgdern, und dass sie
schon durch sehr kleine Konzentrationen von Elektrolyten gefillt werden.
Die Beziehung der lyophoben Kolloide zum Dispersionsmittel scheint eine
verhéltnismassig geringe Rolle zu spielen.

Wihrend die kolloiden Metalle, Metallsulfide und Metallhydroxyde
typische Reprisentanten der hydrophoben Kolloide sind, gehért die iiberwiegende
Mehrzahl der biochemisch interessanten Kolloide, Eiweisskérper, hochkonden-
sierte Kohlehydrate usw. zur Gruppe der hydrophilen Kolloide. Bei der
elektrolytischen Dissoziation nimmt im allgemeinen der hydrophile Charakter
zu; sehr auffallend z. B. beim Casein.

Auch die Enzyme, tiber deren chemische Zusammensetzung man bis
jetzt allerdings noch im unklaren ist, sind, soweit sie {iberhaupt kolloide Eigen-
schaften besitzen, zu den hydrophilen Kolloiden zu zihlen.

Wir konnen deshalb in der folgenden Darstellung von einer néheren
Besprechung der hydrophilen Kolloide, welche in das Gebiet der anorganischen
und rein physikalischen Chemie gehéren, absehen, und um so eingehender
die Eigenschaften der hydrophoben Kolloide und ihre Beziehungen zu den in
echter Losung befindlichen Stoffen vergleichen.

B. Osmotischer Druck.

Bekanntlich hat van't Hoff 1885 die Gasgesetze auf die in Losung
befindlichen Korper ausgedehnt.

Der osmotische Druck einer geldsten Substanz in einem
beliebigen Lésungsmittel ist genau so gross wie der Druck,
welchen diese Substanz bei gleicher molekularer Beschaffen-
heit im gleichen Volum und bei gleicher Temperatur als Gas
ausiiben wiirde.

Perrint) konnte 1908 den grundlegenden Nachweis fihren,
dass die Verteilung der Partikeln in einer Suspension mit den
Gesetzen des osmotischen Druckes in voller Ubereinstimmung
steht.

Es ist einleuchtend, dass dieses Gesetz ganz besonders fiir die physio-
logischen und biochemischen Vorgiinge, welche meist in verdiinnter Losung
verlaufen, von grundlegender Bedeutung werden musste. Auch fiir unsere
speziellen Aufgaben ist die Kenntnis der Lehre vom osmotischen Druck un-
erlasslich. Da es aber nicht unsere Aufgabe sein kann, in dieser Monographie
die Grundlage dieser Lehre auseinander zu setzen, so missen wir auf die

1) Perrin, C. r. 146, 967 u. 147, 530; 1908. — 149, 549; 1909.
v. Euler, Chemie der Enzyme. I. Teil. 3. Aufl. 6
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physikalisch-chemische Literatur verweisen, ganz besonders auf das Lehrbuch
von Nernstl)

Es mag schon hier hervorgehoben werden, dass die Gasgesetze wie die
Gesetze des osmotischen Druckes Grenzgesetze sind, welche erst bei grosser
Verdiinnung streng giiltig werden. Besonders gilt dies von der Proportionalitit
zwischen dem Druck und der Masse per Volumeneinheit, welche gewthnlich
als Konzentration bezeichnet wird.

Schon bei reinen Gasen macht sich von mittleren Drucken an das Eigen-
volumen der Gasmolekiile geltend. In noch hoherem Grade ist dies bei
gelosten Stoffen der Fall. Es hat sich gezeigt, dass schon in missigen Ver-
diinnungen der osmotische Druck rascher steigt, als die in der Volumenein-
heit der Losung geloste Substanzmenge. Deswegen haben schon zahlreiche
Forscher, z. B. Morse, Frazer und Dunbar? und neuerdings Sérensen?)
die Gewichtsmenge gelosten Stoffes nicht auf die Volumeinheit der
Loésung bezogen, sondern auf die Volumeinheit des Losungsmittels,
bzw. dasjenige Volumen, welches 100 g des Losungsmittels enthilt.

Unter den mannigfachen Abweichungen hochmolekularer Stoffe von den
theoretisch zu erwartenden osmotischen Drucken seien hier nur diejenigen
erwihnt, welche kolloide Elektrolyte betreffen. Nach Bayliss#), sowie Donnan
und Harris?®) zeigt z. B. Kongorot, das Natriumsalz der Kongosiure, einen
abnormen Druck, welcher 3—10°9/o hinter dem fiir den undissoziierten Zustand
berechneten zuriickbleibt. In neuester Zeit hat Einar Hammarsten?)
ghnliche, interessante Fille bei den Nukleinséiuren gefunden.

Die bis jetzt gegebenen Erklirungen des Phinomens, dass der osmotische Druck durch -
die Aggregation ebenso stark verringert als er durch die elektrolytische Dissoziation ver-
grossert wird, hilt Einar Hammarsten fiir wenig befriedigend. Jedenfalls sind sie weiterer
Priifung wert. — Andererseits kann man solche Systeme als heterogene auffassen; in der
Phase des kolloiden Elektrolyten hat das kleine Ion (Na, H usw.) eine gewisse Beweglichkeit
und nimmt also am Elektrizitétstransport teil; dagegen kann es sich ausserhalb der Phasengrenze
osmotisch nicht oder nur in begrenztem Umfang betitigen.

1. Direkte Messungen.

Die direkten Messungen des osmotischen Druckes gelingen unter An-
wendung von sog. semipermeablen Membranen, im allgemeinen von Schichten,
welche — durchlissig fiir das Losungsmittel — dem gelosten Stoff keinen
Durchgang gestatten. Die direkten Messungen des osmotischen Drucks hat
Pfeffer schon 1877 durchgefiihrt. Wenn auch solche Messungen nicht zu
den leichteren Aufgaben der physikalischen Chemie gehéren, so sind sie

!) Nernst, Theoretische Chemie. Stuttgart, 8—10. Aufl. 1921.

?2) Morse, Frazer und Dunbar, Amer. Chem. JI 38, 175; 1907.
%) Sérensen, H. 103, 1; 1918.

‘) Bayliss, Koll. Zs 6, 23; 1910.

) Donnan und Harris, Transact. Chem. Soc. 99, 2, 1554; 1911.
%) E. Hammarsten, Biochem. Zs 144, 383; 1924.
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gegenwirtig doch bis zu ziemlich hohen Drucken ausgedehnt und mit erheb-
licher Genauigkeit durchgefiihrt worden?).

Die experimentellen Schwierigkeiten liegen in der Herstellung von Wénden,
welche tatsdchlich fiir den gelosten Stoff undurchlissig sind.

Bei direkten Messungen des osmotischen Druckes an Stoffen von hoherem
Molekulargewicht, etwa von 300 ab, hat sich im allgemeinen Kollodium als
gutes Material fiir Membranen erwiesen (vgl. aber Abschn. F).

Andererseits wird bei hoher-molekularen Stoffen, wie leicht ersichtlich,
die Grosse des osmotischen Druckes verhiltnismissig gering,
weshalb an die Genauigkeit der Druckmessungen hohe Anforde-
rungen gestellt werden miissen. Immerhin sind durch solche
direkte Messungen sehr exakte Resultate erhalten worden, so z. B I
von H. N. Morse und seinen Mitarbeitern?) an Zuckerarten.

S. P. L. Sorensen?) hat bei seinen ausgezeichneten Unter-
suchungen an Proteinen mit J. A. Christiansen einen Osmo-
meter konstruiert, durch welchen der Gegendruck bestimmt wird,
welcher auf die Innenfliissigkeit des Osmometers ausgeiibt werden E yj):o ¢
muss, um den osmotischen Druck der Losung zu kompensieren.

G

Da bei einem Gegendruck, welcher kleiner als der osmo- |
tische Druck der Innenflissigkeit ist, Aussenfliissigkeit durch |
die Membran in die Innenfliissigkeit stetig hineinstromt, wihrend ‘
ein Gegendruck, der grosser als der osmotische Druck der Innen-
fliissigkeit ist, eine entgegengerichtete Bewegung der Fliissigkeit
hervorruft, so ist bei diesem Verfahren die Aufgabe demnach,
den Gegendruck zu bestimmen, bei welchem keine Strémung
zwischen der Innen- und der Aussenfliissigkeit stattfindet, indem 4
dieser Gegendruck dem osmotischen Druck der Innenfliissigkeit
gleich ist.

Dieses Prinzip wurde zum erstenmal von G. Tammann?)
bei einigen Bestimmungen des osmotischen Drucks von Rohr-  Fig. 15.
Zucker angewandt und spiter von Berkeley und E. G. J.

Hartley?®) in ihrem verbesserten Apparat zur Bestimmung des osmotischen
Druckes von Zuckerarten beniitzt.

Das Osmometer (Fig. 15) besteht aus einem Kollodiumsickchen A, welches ca. 15 cem
asst und an einem Glaskragen B angebracht ist, in dessen Hals ein geschliffenes Glasrohr
wasserdicht hineinpasst. Dieses verjiingt sich @ber den Schliff in ein Capillarrobr, welches
mit einer Marke auf dem Glaskragen als Null punkt in Millimeter geteilt ist. Das Capillar-

1) Eine Ubersicht tiber die Methoden zur Bestimmung des osmotischen Druckes findet
man bei Cohen und Commelin (Zs f. physik. Chem 64, 1; 1903) und A. Findley, Der
osmotische Druck. Deutsch von Szivessy. Dresden 1914.

*) H. N. Morse, The osmotic pressure of aqueous solutions, Washington 1914.

3) Sorensen, H. 106, 1; 1919.

‘) G. Tammann, Zs f. physik. Chem. 9, 97; 18 90.

) Berkeley und Hartley, Phil. Trans. (London) A. 206, 481; 1906.

6*
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rohr ist mit einem Glashahn C versehen, mittels welchem der Raum unter demselben
abgesperrt werden kann. KEinzelheiten im Original (1. ¢. S. 43 u. ff.).

Das Osmometer befindet sich nebst Riihrapparat und Beckmannthermometer in einem
unversilberten Dewar-Gefiss, welches, umgeben von einem Zylinderglas, in einen Wasser-
thermostaten eingesenkt ist. Bei G kann das Osmometer mit dem Gegendruckapparat ver-
bunden werden.

Was die absolute Grosse des osmotischen Druckes von Losungen
betrifft, so ergibt ja die Anwendung des A vogadroschen Gesetzes auf
Losungen, dass ein g-Molekil eines Stoffes, gelost bei 0° in einem Liter
Wasser, 22,412 Atm. erzeugt. Demgemiss {ibt eine 1%oige Lisung eines
Stoffes vom Mol.-Gew. 46 bei 0° einen osmotischen Druck von 4,88 Atm. aus.

Eine 1%oige Losung von Rohrzucker vom Mol. - Gew. 342 entspricht
nach den Messungen, welche Pfeffer mit Ferrocyankupfermembranen
anstellte, bei 15,5° einem Druck von 0,684 Atm., wihrend ein Polypeptid
vom Mol.-Gew. 1000 bei der gleichen Temperatur nur einen Druck von 0,23
Atm. hervorruft.

Mit seinem oben erwihnten Osmometer hat Sérensen das Mol.-Gew.
von Eieralbumin zu 34 000 gefunden.

Viel einfacher in der Ausfiihrung als die Messungen mit Osmometern
sind die indirekten Messungen des osmotischen Druckes, welche als Methoden
fir Molekulargewichtsbestimmungen zur grossten Prizision ausgearbeitet
worden sind.

2, Indirekte Methoden zur Bestimmung des osmotischen Druckes.
Molekulargewichtsbestimmungen.

Bekanntlich wird der Dampfdruck einer Flissigkeit durch Auflésung
eines Stoffes in derselben erniedrigt. Diese Dampfdruckerniedrigung ist
proportional der in der Volumeinheit geldsten Anzahl Molekiile.

Es lasst sich leicht beweisen, dass Losungen beliebiger Stoffe im gleichen

Losungsmittel isosmotisch sind, wenn sie gleichen Dampfdruck besitzen.

Messungen der Dampfdruckerniedrigungen werden zur Bestimmung von Molekular-
gewichten verhiltnismissig selten ausgefilhrt. Nur wenn es darauf ankommt, Molekaular-
gewichte bei einer bestimmten Temperatur, etwa 18° oder 37° zu ermitteln, wird man auf diese
Methode zuriickgreifen.

Statt die Drucke zu bestimmen, unter welchen das Losungsmittel und
die Losung den gleichen Siedepunkt haben, ermittelt man die Siedetempe-
raturen, welche die beiden Flissigkeiten bei gleichem Druck, némlich
Atmosphirendruck, zeigen.

Wihrend der Siedepunkt des reinen Wassers bei 760 mm Hg 100° be-
trigt, tritt in einer Losung das Sieden, d. h. das Uberschreiten des Atmo-
sphirendrucks, bei 100° noch nicht ein, sondern erst bei einer hoheren Tem-
peratlir. Der Siedepunkt wird also durch Auflgsung eines Stoffes im Losungs-
mittel erhht und zwar, wie besonders von Beckmann nachgewiesen wurde,
proportional der Anzahl in der Volumeinheit geloster Molekiile.
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Ein g-Molekiil, abgekiirzt Mol, einer beliebigen normalen Substanz in
1 Liter Wasser erhoht den Siedepunkt des Wassers um 0,52°.

Aus den Siedepunktserhohungen kann man direkt die Konzentration der
gelosten Molekiile berechnen, und, wenn das Gewicht der gelosten Substanz
bekannt ist, das Molekulargewicht derselben.

Einen Mikroapparat hat Pregl?!) angegeben.

Gefrierpunktsbestimmungen. Mit noch grosserer Genauigkeit
und verhiltnismissig einfach konnen Molekulargewichte aus den Gefrier-
punkten von Losungen ermittelt werden.

Der Gefrierpunkt einer Losung ist zu definieren als der Temperaturpunkt,
bei welchem die Losung mit dem festen Losungsmittel im Gleichgewicht ist.
In diesem Punkt miissen Losung und festes Losungsmittel gleichen Dampf-
druck besitzen.

Aus dem Satz, dass #quimolekulare Losungen beliebiger Stoffe im
gleichen Losungsmittel gleichen Dampfdruck besitzen (isotonisch sind), folgt
somit, dass isotonische Losungen gleiche Gefrierpunkte zeigen miissen. Dies
findet man in der Tat durch die Messungen von Raoult und zahlreichen
anderen Forschern bestitigt. Das Molekulargewicht M einer geldsten Substanz
ergibt sich aus der Beziehung

M=ET,..........(16)
wo

m die Anzahl g Substanz bezeichnet, die in 100 g Losungsmittel gelost sind,

t die Gefrierpunktserniedrigung in Celsiusgraden,

E die molekulare Gefrierpunktserniedrigung; dieselbe betriigt fir Was-

ser 18,49,

Die mit den Beckmannschen Apparaten leicht zu erreichende Ge-
nauigkeit betrigt etwa 0,005 —0,002°. Hausrath? gelang es, Gefrierpunkte
bis auf 0,00001° zu bestimmen. Wegen der Technik der Gefrierpunktsbe-
stimmungen sei besonders auf eine Untersuchung von Nernst und Abegg?)
verwiesen, im iibrigen auf das bekannte Hand- und Hilfsbuch zur Ausfiihrung
physiko-chemischer Messungen von Ostwald-Luther. Fir Messungen an
kleinen Fliissigkeitsmengen eignet sich ein Apparat von Dekhuyzen®).

Bei Bestimmungen des osmotischen Druckes aus dem Gefrierpunkt von
physiologischen Losungen muss beriicksichtigt werden, dass durch diese Mes-
sungen der. Zustand der Losung bei einer Temperatur ermittelt wird, welcher
von der meist zu beriicksichtigenden Korpertemperatur von 37° weit entfernt
ist. Was simtliche Methoden zur Molekulargewichtsbestimmung durch direkte
oder indirekte Messung des osmotischen Druckes betrifft, so ergeben die-

) Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse. 2. Aufl. Berlin 1923.
2) Hausrath, Ann. d. Phys. (4) 9, 522; 1902.

%) Nernst und Abegg, Zs f. physik. Chem. 15, 681; 1894,

9 Dekhuyzen, Biochem. Zs 11, 346; 1908.
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selben die Zahl der selbstindigen Molekiile per Volumeinheit. Arbeitet man
mit einer dissoziierbaren oder assoziierbaren Substanz und kennt ihr einfachstes
Molekulargewicht, so erfahrt man also durch eine Messung des osmotischen
Druckes oder des Gefrierpunktes usw. den Dissoziationsgrad der Substanz in
der betreffenden Losung, bzw. das ,scheinbare Molekulargewicht“ oder das
relative mittlere Teilchengewicht, bezogen auf O, = 32.

Will man mit den drei genannten Methoden, Dampfdruckerniedrigung,
Siedepunktserhshung und Gefrierpunktserniedrigung, Molekulargewichte hoch-
molekularer Stoffe bestimmen, so ist zu beriicksichtigen, dass schon relativ
geringe Verunreinigungen durch Stoffe von niedrigem Molekulargewicht, be-
sonders einfache Elektrolyte, die Resultate sehr stark beeinflussen, und nicht
selten eine bedeutend grossere Gefrierpunktserniedrigung hervorrufen, als der
zu messende Stoff selbst. Bei der Untersuchung von Kolloiden ist dieser
Umstand um so stérender, als viele dieser Stoffe Elektrolyte geniigend fest
binden, um eine Reinigung sehr zu erschweren. In dieser Hinsicht bietet die
Molekulargewichtsbestimmung durch Messung des Diffusionskoeffizienten
(vergl. S. 89) erhebliche Vorteile.

Zur Beurteilung der Genauigkeit, mit welcher Molekulargewichte durch
direkte Messungen-des osmotischen Druckes bestimmt werden kénnen, mag
hier an einen Hinweis von Nernst (Lehrbuch, 8. Aufl.,, S. 149) erinnert
werden. Wie sich durch eine einfache thermodynamische Ableitung zeigen
lasst, ist der osmotische Druck P einer Losung mit der Gefrierpunktsernie-
drigung t der Losung durch die Gleichung verknipft:

P=12,05 t Atm.

Hiernach entspricht eine Gefrierpunktserniedrigung von 0,001° einem
Druck von 0,012 Atm. = 9.1 mm Hg, eine Grosse, welche sich gut mit einer
Genauigkeit von etwa 1%o bestimmen lésst.

Fir die Bestimmung des osmotischen Druckes von Kolloiden stellen sich
die Methoden der direkten Druckmessung im Vergleich zu Gefrierpunkts-
messungen insofern noch giinstiger, als Membranen gewshlt werden konnen,
welche fiir die den Gefrierpunkt stark beeinflussenden niedrigmolekularen
Verunreinigungen durchléssig sind, und hauptséchlich die Kolloide zuriick-
halten, wodurch die methodischen Fehler zum Teil verm<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>