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Yorwort.

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

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

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

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

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

Es handelt sich um eine innerlich zusammenhéngende Gruppe
von Methoden, von der es leicht ist zu prophezeien, dal} sie in
kurzer Zeit eine grofle nicht nur theoretische, sondern auch
praktische Bedeutung in der klinischen Medizin, Bakteriologie,
Serologie, Biologie, Nahrungsmittelchemie, Pharmakologie, Agri-
kulturchemie und vielen Zweigen chemischer Technik erlangen
werden. Die Stellung der berufenen Gelehrten und Praktiker zu
diesen Dingen schwankt in Deutschland noch zwischen ab-
lehnendem Mif3trauen selbst gegen die bestbewihrten Methoden
und Theorien, und kritikloser Aufsaugung jedes neuen Begriffes,
um nicht zu sagen: Wortes. Nur darin sind sie sich bisher
alle einig gewesen, dal} es nicht erforderlich sei, fiir praktischen
Unterricht auf diesem Gebiet an den Universititen zu sorgen.
Die jiingere Generation und der Nachwuchs teilt nach meinen
Erfahrungen diese Meinung der Berufenen nicht; ihr Lern-
bediirfnis ist erfreulich groB. Ihr sei dieses Biichlein als Ersatz
fir den lebendigen praktischen Unterricht gewidmet.

Berlin, Weihnachten 1920.
L. M.
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I. Das Prinzip des Reihenversuchs.

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

Nr. 1 2 3 e 8 9 10

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

Nehmen wir an, das zweite Rohrchen sei villig gelost, aber das
erste noch nicht, so konnen wir sagen: die hamolytische Dosis
ist 0,0002, mit der MaBgabe, dall 0,0001 sicher zu wenig ist.
Also erst ein Wert, der um 50% geringer als der gefundene ist,
kann mit Sicherheit als unzutreffend bezeichnet werden. Neh-
men wir den Fall, wir hiatten das 8. Réhrchen als das soeben
losende gefunden, so ist die himolytische Dosis 0,0008 mit der
MaBgabe, daB 0,0007, also ein um /s oder 12,5% niedrigerer
Wert falsch ist. Der Genauigkeitsgrad, mit dem wir unsere
Angaben machen konnen, hingt also von dem Zufall ab, wo in
der Reihe die Grenzdosis gefunden wird. Das ist ein falsches
Prinzip, ein systemloses Arbeiten. Fangen wir die Reihe an:
0,0001; 0,0002, so mull sie weiter gehen: 0,0004; -0,0008;
Michaelis, Physikalische Chemic. 1



2 Das Prinzip des Reihenversuchs.

0,0016. Das ist eine geometrische Reihe mit dem Quo-
tienten 2. Wollen wir feiner abstufen, so nehmen wir eine
geometrische Reihe mit dem Quotienten 1,5 oder noch feiner,
z. B. 1,2, je nach der iiberhaupt bei dem Material erreichbaren
(Genauigkeit. Also z. B., indem wir immer auf 2 Stellen ab-

runden:
0,0010 0,0015 0,0022

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

oder

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

l 0,0060 - 0,0090 0,0015 0,0022
HZW.
0.0060 0,0072 0,0086 0,0103 0,0123

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

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

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

uotient Zahl der R . .
d?r Reihe: Glieder: Die Reihe lautet:
2

V10 3 0,10 0,32 1,00

3

V10 0,10 0,22 0.46 1,00

4 .

V10 0,10 0,18 0,32 0,56 1,00

6

V10 0,10 0,15 0,21 0,32 0,46 0,68 1,00

7.

V10 0,10 0,14 0,19 0,27 0,37 0,52 0,72 1,00
8

V10 0,10 0,13 0,18 0,24 0,32 0,42 0,56 0,75 1,00
9 .
Y10 10 0,10 0.13 0,17 0,21 0,28 0,36 0,46 0,60 0,77 1,00

4
5

V10 6 0,10 0,16 0,25 0,40 0,63 1.00
7
8
9

1) K: Fuld, Klin.-therapeut. Wochenschrift 1907. Nr. 11.
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Haufiger wird es vorkommen, daf} wir eine grobere Reihe
mit dem Quotienten 2 durch Zwischenschalten von Gliedern ver-
feinern wollen. Solche Reihen miissen in folgenden Verhiltnissen
abgestuft sein:

Quotient Zahl der

der Reihe: Glieder: Die Reihe lautet:
2 2 1,00 2,00
V2 3 1,00 1,41 2,00
Y2 4 1,00 1,26 1,59 2,00
Ve 5 100 1,19 1,42 1,69 200
f}z 6 1,00 1,12 1,26 141 159 1,78 2,00

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

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

1. Ubung.

Quantitative Bestimmung des Labferments im
Magensaft?).

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

5 g Pepsin ,,Gritbler werden mit 50 cem 10proz. Kochsalz-
losung versetzt, 8 Tage unter gelegentlichem Aufschiitteln auf-
bewahrt, filtriert, das Filtrat mit der gleichen Menge Glyzerin
versetzt und verschlossen, dunkel und mdglichst kiihl aufbewahrt.
Die Haltbarkeit der Losung diirfte unbegrenzt sein. Der Titer
fallt natiirlich ungleichmiflig aus. Eine sicher reproduzierbare
allgemein zugéngliche Labeinheit existiert noch nicht. Bis da-
hin definiere sich jeder seine eigene Labeinheit.

Das Prifungsobjekt ist am besten gekochte Milch, mit /50
Volumen einer 10proz. Losung von CaCls versetzt (auf kristalli-
siertes, wasserhaltiges CaCl, berechnet; auf grofle Genauigkeit
der Losung kommt es nicht an).

Es empfiehlt sich, eine solche Labverdiinnung als Einheits-
losung zu wihlen, welche, mit der gleichen Menge dieser CaCle-

1) L. Michaelis und T. Rothstein, Biochem. Zeitschr. 105, 60. 1920.
1*



4 Das Prinzip des Reihenversuchs.

Milch versetzt, bei Zimmertemperatur nicht schneller als in
8 —10 Minuten Gerinnung hervorruft. KEs pflegt dies eine etwa
10000fache Verdiinnung der Urlésung des ,,Pepsin Griibler zu
sein. Wir nennen somit dann die 10 000 fache Verdinnung un-
serer Ur-Lablosung die ,,Einheitslablosung®; 1 cecm derselben
enthalte 1 ,,Fermenteinheit* (FE).

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

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

e Ye Yao Ys Yie lsz L 1//123 Lase !

Nun nehme man noch ein Reagenzglas, welches man, mit
einer Markierung versehen, etwa in die Mitte dieser ganzen, auf
einem Reagenzglasgestell stehenden Reihe fiigt, und versetze es
mit 1 ccmm der 10000 fach verdiinnten Ur-Lablésung. Dann fiigt
man aus einer graduierten 10 ccm-Pipette rasch hintereinander
je 1 cem der CaCle-Milch ein. Hierzu ist kaum 1 Minute ins-
gesamt erforderlich. In Anbetracht der Grobheit dieses Vorver-
suchs kann diese Einfiilllungszeit als ein ,,Zeitpunkt“ betrachtet
werden. Man notiert diesen Zeitpunkt und beobachtet nun die
Reagenzglaser. Man nimmt das ganze Gestell in die Hand,
neigt es Ofters abwechselnd nach hinten und richtet es wieder
auf, beobachtet, wie die Milch von den Reagenzglaswanden ab-
liuft. In den ersten Rohrchen wird man bald bemerken, daf
die ablaufende Milch kornig ist. Es kommt nun darauf an fest-
zustellen, welches der Rohrchen gleichzeitig mit der ,Kontrolle*
kérnig wird. Man finde z. B, daB3 die Kontrolle zwischen Rohr-
chen 7 und 8 gerinnt, naher an 7 als an 8. Dann wird eine
feinere Versuchsreihe angestellt, und zwar mit einer neu her-
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Quantitative Bestimmung des Labferments im Magensaft. 5)

gestellten Magensaftverdiinnung. Da der wahre Wert etwa zwi-
schen /44 und Yi2s liegen muB, und zwar néher an /. als
an /125, stelle man eine frische Magensaftverdiinnung /50 her
und von dieser ausgehend eine in geometrischer Reihe ab-
gestufte Verdiinnungsfolge bis /100, z. B. folgendermafien, indem
jedes folgende Rohrchen etwa 0,8 mal so viel Magensaft enthielt,
als das vorangehende:

D

Nr. 1 2 3 4
50fach verdiinnter Magensaft 2,0 1,6 1,3 1,0 ccm
Wasser . . . . . . . . 0 04 07 1.0

Als letztes Rohrchen nehme man 2 cem der 10000fach ver-
diinnten Ur-Lablosung als ,,Kontrolle” und stelle sie in die Mitte
der Reihe. Nun fiille man aus einer graduierten 10 ccm-Pipette
je 2 ccm der CaCle-Milch sehr genau, aber schnell hintereinander
ein, notiere die Zeit und verfahre wie oben. Angenommen, die
Gerinnung der Kontrolle erfolge zwischen Réhrchen Nr. 1 und 2,
ndher an 1, so findet man durch schétzungsweise Interpolation,
dafl 1,9 ccm die richtige Menge gewesen wire (fiir sehr genaue
Versuche koénnte man dies durch eine dritte, noch feinere Reihe
in den Grenzen zwischen 2,0 und 1,6 bestitigen).

Die Berechnung gestaltet sich folgendermafBien: 1,9 ccm 50fach
verdiinnter Magensaft hat die gleiche Wirksamkeit wie 2 cem
der ,Kontrolle“. TFolglich enthilt die 50fache Magensaftver-

2
dinnung mehr Ferment, als die Kontrolle, und zwar das fache,

k)

0-2
und der urspriingliche Magensaft das al 9 fache. Da wir defi-

niert hatten: 1 ccm der Kontrolle enthilt 1 FE, so enthilt der
50 -2
Magensaft 16 = 52,6 FE in 1 ccm.

Genauigkeit der Bestinmung etwa == 10% des Gesamt-
wertes; bei Ansetzung der oben erwihnten noch feineren Reihe
£ 5% des Gesamtwertes.

Man beachte, dal3 die Temperatur in allen Rohrchen genau
gleich bleiben mufl. Alle Lésungen miissen vorher gut auf
Zimmertemperatur durch lingeres Stehen eingestellt sein; man
vermeide, die Reagenzgliser lingere Zeit in der Hand zu halten.
Dann kann man ein Wasserbad entbehren.

Neutralisieren des Magensaftes vor der Bestimmung ist nicht
erlaubt. Es ist erstens unnétig, weil die Milch ein sehr guter
Puffer (s. spéter) ist, und zweitens unter Umstinden fehlerhaft,
weil beim Neutralisieren ein Teil des Labs zerstért werden kann.
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2. Ubung.
Quantitative Bestimmung des Pepsins im Magensaft?).

12fach mit destilliertem Wasser verdiinntes menschliches Blut-
serum oder l5fach verdiinntes Hammelserum mit so viel einer
10 proz. Sulfosalizylssureldsung versetzt, bis eine milchige Trii-
bung entstanden ist und (rotes) Kongopapier soeben violett, nicht
eigentlich blau wird. Wenn das richtig getroffen ist, so bildet
sich eine homogene, milchige, nicht sedimentierende Triibung
von Eiweil}.

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

1/1 1/2 1y 1/8 1/1(; 1/32

Ferner kommt in ein Reagenzglas 1 ccm ,Einheitspepsin-
lsung”, d. h. 1 cem der oben beschriebenen, diesmal aber nur
100fach verdiinnten , Ur-Lablésung®. (Allgemein ausgedriickt:
Die ,Einheitspepsinlésung® soll 100 mal so viel von dem Pep-
sinpriparat enthalten, als die ,Einheitslablosung®. Das gleiche
,»Pepsin“-Priiparat wird einmal als Lab, einmal als Pepsin benutzt.)
Zu jedem Réhrchen fiigt man jetzt 5 cem der Eiweillsulfosalizyl-
sauremischung und stellt das Ganze in einem passenden Reagenz-
glasgestell aus Metall in ein Wasserbad von 38 —40°. Durch die
Pepsinwirkung hellt sich die Eiweilltriibung allméhlich auf. ks
kommt nun darauf an festzustellen, welches der ROhrchen den-
selben zeitlichen Gang der Aufhellung zeigt wie die Kontrolle.
Man becbachte so lange, bis die Kontrolle einen mittleren Grad
von Aufhellung zeigt, der sich schon sehr deutlich vom Anfangs-
zustand unterscheidet; aber keinesfalls darf man bis zu volliger
Klirung der Kontrolle warten. In der Regel sind 5 bis 25 Minuten
dazu erforderlich, bzw. mufl man die Verdiinnung der- Kontroll-
16sung so einstellen. Hat man durch diesen groben Vorversuch
ein anniherndes Resultat erreicht, so wiederhole man den Ver-
such mit feinerer Abstufung, etwa folgendermaBen. Man geht
von derjenigen Magensaftverdiinnung aus, welche gerade etwas
schneller als die Kontrolle aufhellte; von dieser stellt man folgende
Verdiinnungen her:

3 1)'L. Michaelis und T. Rothstein L c.
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Magensaftverdinnung ccm 1,0 0,8 0,64 0,5
Wasser . . . . . , O 02 036 0.5

In ein sechstes Rohrchen Kontrollferment 1,0; zu jedem Roéhrchen
5 ccm der Sulfosalizylsiure-EiweiBBmischung, dann fortfahren wie
bei der groben Reihe. Rechnung wie beim Labversuch. Nimmt
man 1 ccm der 100fach verdiinnten Ur-Lablésung = 1 Pepsin-
einheit an, so mufl ein Magensaft stets 100mal soviel Labein-
heiten enthalten als Pepsineinheiten, wenn man voraussetzt,
dall das Verhiltnis von Lab zu Pepsin in jedem Magensaft das
gleiche ist wie in dem Kontrollferment.

Genauigkeit der Pepsinbestimmung mindestens etwa = 20 %
des Gesamtwertes.

Der Grund, warum man ein verhaltnismiBig kleines Volumen
(1 ccm) des Magensaftes mit einem so groBen UberschuBl an der
sauren Eiweifllosung (5 ccm) vermischt, ist folgender: Die Me-
thode muBl die Bedingung erfiillen, daB} innerhalb einer Ver-
suchsreihe jedes Rdohrchen, einschliellich der ,Kontrolle®, die
gleiche Aziditat hat. Das kann nur dadurch erreicht werden.
daB die Aziditit durch die im UberschuB zugegebene saure
EiweiBlosung bestimmt wird, so dall demgegeniiber die Azidi-
titsunterschiede zwischen den einzelnen Magensaftverdiinnungen
und der Kontrolle nicht zur Geltung kommen.

II. Flockungsschwellenwerte bei kolloiden
Lisungen.

Nach der historisch begriindeten Definition verstehen wir
unter einer kolloiden Losung eine solche Losung, bei der der
geloste Stoff, wenn er gegen das reine Lésungsmittel durch eine
Membran aus Schweinsblase oder Pergament getrennt ist, nicht
durch die Membran diffundiert. A priori kann das unter zwei
Bedingungen der Fall sein, erstens, wenn das Molekiil des ge-
l6sten Stoffes zu groB ist, um durch die Poren der Membran
hindurchzukommen, zweitens, wenn das einzelne Molekiil zwar
nicht zu groB ist, wenn aber dafiir die Lésung nicht die ein-
zelnen Molekiile in totaler Dispersion enthilt, sondern wenn die
kleinsten Teilchen des gelosten Stoffes aus Aggregaten von
vielen Molekiilen bestehen, aus ,,Micellen®, welche zu grofB fiir
die Poren sind. Die Erfahrung zeigt nun, daB sehr groBe Mole-
kiille hdufig gleichzeitig zu unvollkommener Dispersion neigen,
besonders wenn sie keine elektrische Ladung haben (keine Ionen
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bilden). Man kann kolloide Losungen als heterogene (mikrohete-
rogene) Systeme auffassen, in denen man nach Wo. Ostwald
das Dispersionsmittel und die disperse Phase unterscheidet.

Man kann dieKolloide nach verschiedenen Eintejlungsprinzipien
einteilen, z. B.:

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

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

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

in Suspensions- und Emulsionskolloide, je nachdem man
der dispergierten Phase feste oder fliissige Beschaffenheit zuschreibt;

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

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

Wir wollen zunéchst einige elektrolytempfindliche und irrever-
sible Kolloide kennen lernen und ihre Flockungsschwellenwerte
gegeniiber einigen- Elektrolyten bestimmen.

Uberwiegend maBgebend fiir die fallende Wirkung eines Salzes
ist die Natur desjenigen Ions, welches die entgegengesetzte elek-
trische Ladung als die disperse Phase des Kolloids hat, wobei
zu beriicksichtigen ist, daB Kolloide durch das Salz manchmal
selbst umgeladen werden konnen. Mehrwertige Ionen sind wirk-
samer als einwertige; unter den einwertigen Ionen zeichnet sich
das H- und das OH'-Ion durch besondere Wirksamkeit aus.

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

Die Wertigkeit der Ionen ist keineswegs das alleinige, be-
stimmende Moment fiir ihre fillende Wirkung; auch spezifische
Einfliisse sind maBgebend, insbesondere der Hydratationsgrad;
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die Entladungsspannung; je kleiner diese, desto groBer ihre Wir-
kung. So gehort das edle Ag® zu den wirksamsten Ionen, ob-
wohl es einwertig ist. Bei einatomigen Ionen ist die Stellung
im periodischen. System der Elemente bedeutungsvoll.

3. Ubung.

Die Fillung von kolloidem (elektropositivem) Eisen-
hydroxyd durch Elektrolyte.

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

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

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

Nimmt man statt mol KCl jetzt m/2 CaCl: oder m/3 AlCls,
so bleibt die Schwelle der flockenden-Konzentration die gleiche;
eher flockt sogar AICl; ein wenig schwicher als KCl (bezogen
auf gleichen Cl-Gehalt). Nimmt man aber m/2 Na,SOs, so tritt
bis zum 4. Réhrchen sofortige Flockung ein. ‘

Ferner iiberzeuge man sich, dal Eisenhydroxyd durch Salz-
sdure und Essigsdure nicht, wohl aber durch Spuren von NH,
oder NaOH gefillt wird.

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

10 g Mastix werden in 100 ccm 96 proz. Alkohol geldst und
filtriert. 10 ccm hiervon werden in ein groBes Becherglas gegossen
und 200 cem destilliertes Wasser méglichst auf einmal und schnell
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dazu gegeben. Es entsteht eine milchartige Fliissigkeit. Sie wird
zunichst filtriert. Mit dieser Fliissigkeit werden dieselben Ver-
suche und in der gleichen Anordnung wie mit dem Eisenhydroxyd
angestellt. Nach einstiindiger Beobachtung sind die Schwellen-
werte fiir die Flockung folgende:

KCl 0,1 normal
1 CaCl, 0,01 normal .
2 AlCI, 0,0001 bis 0,00001 normal
1 Na.S0: 0,1 normal

Die verschiedenen Chloride sind also nicht wie beim Kisen-
hydroxyd gleichwertig, sondern mit steigender Wertigkeit des
Kations stark zunehmend in der Fillungswirkung. Andererseits
wirkt Na=SOs nicht stiarker als NaCl, weil die Verschiedenheit
dieser Salze im Anion liegt. Zusatz von Essigsiure oder Salz-
siure flockt, dagegen NH; nicht; umgekehrt, wie beim Eisen-
hydroxyd.

Bei stark wirksamen Salzen kommen die sogenannten unregel-
miBigen Reihen vor; kleine Konzentrationen des Salzes flocken,
mittlere nicht, und noch héhere flocken wieder. Man stelle eine
geometrische Reihe von AlCl-Losungen nach dem Verdiinnungs-
verfahren wie in Ubung 1 her, mit dem Quotienten 2, anfangend
mit 0,5 molar, mindestens eine 20 gliedrige Reihe, je 5 ccm. Zu
jedem Roéhrchen gibt man 5 cem des Mastixsol. Man findet, je
nach der Beschaffenheit des Mastixsol, etwas verschieden, in den
hochsten Konzentrationen Flockung, dann einige Rohrchen ohne
Flockung, dann wieder Flockung, zum Schlu bei allerniedersten
Konzentrationen keine Flockung (z. B. Flockung von den stirksten
Konzentrationen bis 0,002 molar; flockenfrei bis etwa 0,0001 molar;
wieder Flockung bis 0,00003 molar; dann wieder keine Flockung).
Die Ursache liegt in der umladenden Wirkung des AICl; selbst;
die nicht flockende Zwischenzone besteht aus positiv geladenem
Mastix; hier fillt das Al'"- nicht, weil es als gleichsinniges Ion
belanglos ist, und das Cl' flockt, da es ein schwach wirksames
Ion ist, erst in hoherer Konzentration.

5. Ubung.
Der Farbenumschlag des Kongorubin?).

Bei manchen gefiirbten kolloiden Ldsungen ist die Disper-
sititsvergroberung mit einer Anderung der Farbe verbunden.

! Wolfgang Ostwald, Kolloidchem. Beihefte 10, 179. 1919.
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Der Farbenumschlag tritt dann schon bei Dispersititsvergrobe-
rungen ein, welche noch nicht zu einer grob sichtbaren Flockung
filhren, und demonstriert uns hier deutlicher als sonst, daB die
sichtbare Flockung nur der Endeffekt einer allmihlich zuneh-
menden Dispersititsvergroberung ist. So wird die rote kolloide
Goldiosung durch Elektrolyte blau gefirbt, als Vorstufe der
Ausflockung. Das einfachste Objekt zum Studium dieser Er-
scheinung ist das Kongorubin: Man stelle eine diinne waBrige
Losung in ausgekochtem destillierten Wasser her, von solcher
Farbenintensitit, daB sie in der Schicht eines Reagenzglases
noch gut durchsichtig ist, und fiille nach voélliger Abkiihlung in
eine Reihe von Reagenzglisern je 10 ccm ein.

Je 4 Rohrchen werden zu einer Reihe vereinigt und mit ab-
steigenden Mengen einer Salzlosung versetzt; mit 1,0; 0,5; 0,25;
0,12 cem, und destilliertes Wasser zur Auffilllung auf gleiches
Volumen. Als Salzlosung wihlt man in verschiedenen Versuchs-
reihen: nKCl, nNaCl, nNH.Cl, nKSCN, nKOH, verdiinnte
Barytlauge; m/2 K2SOs, m/2 (NH4)2SO4; m/100 (= n/50) CaCle;
m/1000 (= n/333) AlCl;; n/250 HCl. In allen R6hrchen bildet
sich beim Stehen bald eine Farbenanderung aus, welche je nach
dem Salzgehalt alle Stufen von Rot bis Blau durchlauft. Wenn
man nach /> bis 1 Stunde priift, welche Mengen der verschiedenen
Salze die gleiche Wirkung haben wie z. B. 0,25 cem nKCl,
so findet man bei NaCl, NH4Cl etwa die gleiche Wirksamkeit
wie bei KCI; von CaCl; haben 0,25 ccm der in bezug auf Nor-
malitdt 50fach verdiinnten Losung die gleiche Wirkung, von
AlCl; 0,25 ccm der an Normalitit 333fach schwicheren Losung,
von HCL 0,25 ccm der 250fach verdiinnten Lésung. Die Chlo-
ride sind also je nach der Art des Kations verschieden wirksam;
am schwiichsten und untereinander fast gleich K, Na, NH,.
80 mal stirker (auf Aquivalentkonzentration berechnet) das zwei-
wertige Ca, 333 mal stirker das dreiwertige Al. Das H-Ion ist
trotz seiner Einwertigkeit fast ebenso stark wirksam, wie Al
(250fache Verdiinnung). Die Wertigkeit ist hier, wie iiberhaupt,
nicht das allein mafigebende Moment fiir die Wirksamkeit
eines Ions. Das elektronegative Kongorubin verhilt sich dem-
‘nach ganz #hnlich wie das ebenfalls negative Mastixsol.

Die Dispersitit des Kongorubins hingt stark von der Tem-
peratur ab. Wenn man eine durch Salzzusatz blau gefirbte
Losung erwirmt, wird sie rot und beim Abkihlen allm#hlich
wieder blau. Kongorubin geht spontan und reversibel in Losung,
Mastix dispersiert sich in Wasser nicht spontan, die Zustands-
anderungen seines Sols sind irreversibel.
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6. Ubung.

Wechselseitige Schutzwirkung und Fillung von
Kolloiden.

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

1) Je 10 ccm Mastixsol (auf dieselbe Weise hergestellt wie
S. 9) werden einerseits mit 1 cem destilliertem Wasser, andrer-
seits mit 1 ccm 1lproz. Gelatinelosung versetzt. Je 3 ccm dieser
Losungen werden mit 10 ccem nKCl-Losung versetzt. In dem
Rohrchen ohne Gelatine tritt schnell grobe Flockung ein, in
dem mit Gelatine tritt keine Flockung ein.

2) 4 ccm Kongorubinlgsung werden einerseits mit 1 cem
destilliertem Wasser, andrerseits mit 1 ccm 1proz. Gelatinelésung
versetzt und dazu je 5 ccm n/1 NaCl-Losung getan. Ohne Ge-
latine tritt Farbumschlag von Rot in Blau ein, mit Gelatine zu-
nichst fast keine Farbdnderung; sehr allmihlich folgt sie nach.

. Die schiitzende Wirkung verschiedener relativ unempfindlicher
Kolloide auf ein gegebenes empfindliches Kolloid ist sehr ver-
schieden. Diejenige Menge des unempfindlichen Kolloids, welche
rotes Goldsol vor dem Farbenumschlag nach Blau durch eine
bestimmte Menge NaCl schiitzt, nennt man nach R. Zsigmondy
die ,,Goldzahl“ desselben. An ihrer Stelle kann man nach Wo. Ost-
wald die ,,Rubinzahl“ benutzen. Man gibt in eine Reihe von
Reagenzglasern je 1 cem einer 0,1proz. Losung von Kongorubin
und variierte Menge des Schutzkolloids, fiillt auf 5 cem auf und
gibt schlieBlich iiberall 5 cem 0,5 nKCl-Losung hinzu. Man
bestimmt die Konzentration des Schutzkolloids, bei der nach
10 Minuten ein erkennbarer Unterschied gegen die Kontrolle
ohne KCl bei gleicher Verdiinnung festzustellen ist. Man findet
nach Wo. Ostwald:

Na-Caseinat . . . . . . . 0,004%
Himoglobin . . . . . . . 0,008%
Albumin . . . . . . . . 0,020%
Gelatine . . . . . . . . 0025%
Losliche Stiicke etwa. . . . 0,1%

Stirke etwa . . . . . . . 02%
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In diesen Fillen hat wohl stets das Schutzkolloid (z. B.
Gelatine in neutraler Losung) dieselbe Ladung wie das Suspen-
sionskolloid (negativ). Hat aber das eine Kollotd entgegengesetzte
Ladung wie das andere, so tritt im Gegenteil bei passenden
Mengenverhiltnissen sensibilierende Wirkung fiir Elektrolytfillung,
unter Umstinden sogar Spontanfillung ein. Filtriert man von
der Fillung ab, so zeigt sich, dal nicht nur das elektrolyt-
empfindliche Kolloid ausgefallen ist, sondern von dem elektrolyt-
unempfindlichen Kolloid mehr oder weniger mitgerissen hat. Hier-
auf beruht folgende Methode zur Enteiweiflung von Blutserum ):

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

Etwas schwieriger ist die Enteiweilung von Blut, zum Teil
wohl weil das Himoglobin, dessen isoelektrischer Punkt ungefdahr
bei neutraler Reaktion liegt, in dem annihernd neutralen Re-
aktionsgemisch nicht entschieden negativ geladen ist. Es ent-
steht beim Zusatz des Eisenhydroxydsols keine spontane voll-
kommene Flockung, sondern Elektrolytzusatz ist notwendig.
Die fiir die Flockung erforderliche Elektrolytmenge ist wegen
der Schutzwirkung des Hdémoglobins gréBer als in der reinen
Eisenlosung.

Die Methode der Enteiweiung von Blut gestaltet sich
folgendermafBlen: 5 ccm defibriniertes Blut werden mit 45 ccm
Wasser verdiinnt und ganz allméhlich unter stindigem Umriihren
mit 100 cem 4fach verdiinnter Losung von kolloidalem Eisen-
hydroxyd versetzt. Es tritt nur eine unvollkommene Flockung
ein. Nach 10 Minuten setzt man aber 0,1 g fein gepulvertes
K:804 hinzu und riihrt gut um. Jetzt tritt energische Flockung
ein. Nach 5 Minuten filtriert man. Das Filtrat soll schnell
und klar filtrieren. Es ist frei von Eiweil und Hamoglobin.
Sollte beim Enteiweillen groBerer Blutmengen noch eine Spur
Himoglobin im Filtrat sein, so kann man dies durch Zusatz
einer kleinen Menge der Eisenlosung nachtriiglich entfernen.

1) P. Rona und L. Michaelis, Biochem. Zeitschr. 7, 329 (1908} und
16, 60 (1909).
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Sehr sicher ist diese Enteiweifung, wenn sie mit der Hitzekoagulation
kombiniert wird. Die Methode soll in der Form beschrieben werden, wie
sie fiir eine Mikroanalyse des Zuckers im Blut geeignet isti).

1 ccm Blut (durch NaF ungerinnbar gemacht, oder wenn es sich nur
um Einiibung der EnteiweiBung handelt, defibriniertes Blut) wird in einem
100 ccm fassenden Kolben mit 11 ccm destilliertem Wasser, (von denen
man einen Teil zum Nachwaschen des Blutes aus der Pipette benutzen
kann) versetzt, erhitzt und 2 Sekunden im Sieden erhalten und vom Feuer
genommen. Dann werden 7,5 ccm einer aufs dfache verdiinnten Ldsung
von kolloidalem Eisenhydroxyd Tropfen fiir Tropfen unter dauerndem
Umschiitteln zugefiigt, schlieBlich 0,6 cem einer 0,5proz. Losung von
MgS0Q4 zugesetzt. Es kann sofort filtriert werden. Die Lisung fltriert
klar, farblos und nicht langsamer als blankes Wasser; sie ist eiwei3frei.
Man kann die groBere Hilfte der gesamten Losung als Filtrat gewinnen
und sie z. B. zur Zuckerbestimmung benutzen; da man nur einen Bruch-
teil der Losung als Filtrat erhilt, mufZ man von dem aliquoten Teil auf
die Gesamtmenge umrechnen.

7. Ubung.
Hofmeistersche Ionenreihen bei der EiweiSfillung.

Auch hydrophile Kolloide, wie EiweiBlosungen, werden durch
die verschiedenartigsten Salze aus ihren Losungen ausgesalzen,
wenn auch erst bei hoheren Salzkonzentrationen. Die aussalzende
Wirkung eines Salzes hingt sowohl von der Natur seines Anions,
wie von der seines Kations ab. Sie hingt aber auch von der
jeweiligen Ladung des leicht umladbaren Eiweilles ab. Um einen
klaren Einblick zu bekommen, wollen wir daher dem Eiweif3
zunichst eine entschieden saure Reaktion erteilen, um es ent-
schieden positiv aufzuladen.

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

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

2) KBr, nach 0,75 cem starke Triibung.

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

4) KSCN, nach 0,2 ccm starke Trilbung.

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

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

. 1) L. Michaelis, Biochem. Zeitschr. 59, 166; 1914.
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in der Kolloidchemie, wiederkehrt. So: ist der EinfluB dieser
Salze auf die Loslichkeit der Aminobenzoesiure in jeder Be-
zichung dieser Erscheinung analog?).

8. Ubung.
Die Hofmeisterschen lonenreihen mit Himoglobin ?).

Ein gutes Objekt, an dem man die Ionenreihen studieren
kann, ist das kiufliche sogenannte ,Hiamoglobin“, weil es einer-
seits bei neutraler, saurer und alkalischer Reaktion loslich ist
(wie Albumin, im Gegensatz zu Kasein, Globulin) und andrer-
seits auch bei Anwendung schwer flockender Salze schon in
miBigen Salzkonzentrationen gefillt wird (im Gegensatz zu Al-
bumin oder Gelatine) Man stellt eine 2proz. Losung von
Hamoglobin ,klar 16slich, pulverisiert (Merck) her, indem man
das Pulver erst mit sehr wenig Wasser in der Reibschale gut
anrithrt und allmihlich mehr Wasser zufiigt, schlieflich filtriert.

Man stellt folgende Reihen von Salzlosungen an, deren Vo-
lumen je 8 cem betrigt, und fiigt zu jeder Losung je 2 ccm Hémo-
globinléspng :

1. 20K; Zitrat cem 2 4* 1mol. (NHy»S80, 0,5 1* - 2
‘Wasser 6 4 ‘Wasser 751 6
2. 0.5 mol. K-S0, 4 8 1 mol. Na,SO, 056 1* 2
‘Wasser 4 0 ‘Wasser 5 7 6
3. K-Azetat, 2m 2 4% LisSO,, g 4
- Wasser 6 4 Gesittigte Losung
+ KCl 2ttt (= 2,3 mol.) Wasser 0 4
. gesitti _—
=35mol. 4 6* 8| CaCl, oder MgCl,
Wasser 4 2 0 W 0,01l mol. 8 4% 2
—_ asser 0 4 6
5. KNO; gesittigt - -
= 24 mol. 8* AlCl; * 25 125
‘Wasser 0 Ges'a'mttigtg Losung
o . (= etwa 9 mol.) o 5
6. KONS gesittigt 8“:‘?{%3‘?2 _ Wasser 3 0D 6B
== . lockung
‘Wasser 0

1) Lundén, Svensk. Vet. Akad. Arkiv f Kemi 2, 11. 1905; s. auch
H. Euler, Chemie der Enzyme, 2. Auflage. 1920. S.61. Hier wird die-
_selbe Ionenreihe bei der Beeinfussung der Loslichkeit der o-Aminobenzoe-
saure durch Neutralsalze beschrieben.

2) Entnommen aus Wo. Ostwald, Kleines Praktikum der Kolloid-
chemie. Dresden und Leipzig, Theod. Steinkopf, 1920.
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Diejenige Konzentration, welche sofort eine Triibung
erzeugt, ist mit * bezeichnet.

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

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

Vergleicht man die verschiedenen Sulfate oder die verschie-
denen Chloride, so ist die Reihenfolge der Kationen nach stei-
genden Fillungsvermogen '

Li, Na, K, NH,.

Dies gilt fiir die neutrale HimoglobinlGsung.

In alkalischer Losung findet sich folgendes:

2 cem gesattigte (4, mol) Losung von (NH4)eS80: + 6 cem
Wasser + 6 Tropfen 1nNaOH, mit 2 cem Himoglobin: sofort
Flockung.

8 com gesattigte (8 mol) Losung von NH.CNS +- 6 Tropfen
InNaOH + 2 ccm Hamoglobin: flockt nicht.

Die Reihenfolge Rhodanid — Sulfat ist also dieselbe geblieben.

In saurer Losung:

2 cem 1fach mol. (NHg):SO4 + 6 ccm Wasser 4 6 Tropfen
nHCl + 2 cem Hamoglobin: flockt sofort. v

2 cem 0,2 mol. NH.ONS —+ 6 ccm Wasser 4 6 Tropfen nHCI
~+ 2 cem Hiamoglobin: flockt sofort.

Die Reihenfolge der Anionen hat sich umgekehrt: Rhodanid
flockt stirker als Sulfat.

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

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

II1. Einige Versuche iiber optische Inhomogenitiit.

9. Ubung.

Gute Versuche iiber die optische AuflGsbarkeit einer Lésung
sind nur mit dem Ultramikroskop von Siedentopf und Zsig-
mondy mit Kiivetteneinrichtung anzustellen; die ,Ultrakon-
densoren sind fiir das Studium kolloidaler Losungen nur ein
schwacher Ersatz. Andrerseits kann ein Siedentopfsches Ultra-
mikroskop heute in einem Laboratorium kaum vorausgesetzt
werden. Die Erscheinung der Eiweilkornchen mit Brownscher
Molekularbewegung im Ultrakondensor (Parbaloidkondensor und
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dhnliche) bei Beobachtung von verdiinntem Serum oder: Reiz-
serum kann vom bakteriologischen Kurs her als bekannt an-
gesehen werden, wo man beim Aufsuchen der Spirochiten Ge-
legenheit hat sie zu sehen.

Einige Grunderscheinungen iiber optische Inhomogenitit kann
man mit Hilfe einer starken Lichtquelle ohne mikroskopische
Vorrichtung studieren. Am besten eignet sich dazu die Bogen-
lampe, die in jedem Laboratorium zu dem Ultrakondensor be-
nutzt wird.

Man fiille in ein Reagenzglas ein sehr stark verdiinntes
Mastixsol (wie S. 9) und lasse den Lichtkegel, den man durch eine
vorgehaltene Sammellinse (Lupe) von der Lichtquelle erhilt, in
die Losung fallen.. Man' siecht den Lichtkegel hell aufleuchten:
Tyndallsches Phéinomen. Betrachtet man diesen Lichtkegel
durch ein Nicolsches Prisma, so erscheint er bei Drehung des
Nicol um seine Achse bald hell, bald ist er kaum sichtbar; die
Drehung des Nicol von der Stellung: hell bis zu der Stellung:
dunkel betrigt 90°. Das von den Teilchen abgebeugte Licht
ist also stark (wenn auch nicht vollkommen) linear polarisiert.

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

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

Pseudofluoreszenz kann man z. B. folgendermafien beobachten:
Man lése einige Kornchen Indophenol in Alkohol und verdiinne
sehr stark mit destilliertem Wasser. Die blaue alkoholische Losung
behilt ihre blaue Farbe im durchfallenden Licht; aber Indo-
phenol ist in Wasser nicht eigentlich 16slich, sondern bildet ein Sol
wie Mastix. Bei seitlicher Beleuchtung mit der Bogenlampe sieht
man einen rotbraunen Lichtkegel, der sich als polarisiert erweist.

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

Michaelis, Physikalische Chemie. 2
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Eine aufs dulerste verdiinnte wiBrige Lésung von Nilblau
zeigt eine KErscheinung von &uBlerlich ganz gleicher Beschaffen-
heit wie die vorige; aber es ist echte Fluoreszenz, das Licht
ist nicht polarisiert. Versetzt man diese Nilblaulésung mit NaOH,
so firbt sie sich- fiir gewdhnliche Betrachtung rétlich, genau in
dem Ton der soeben beschriebenen Fluoreszenz. Der Licht-
kegel hat in diesem Falle die gleiche Farbe, aber er ist polari-
siert, d. h.: die freie Nilblaubase ist in Wasser nicht 16slich,
sondern bildet (als Vorstadium ihrer Ausflockung) eine kolloide
Lésung.

Mit der Dispersitdtsinderung ist h#ufig eine Farbinderung
verbunden; der Sinn der Farbeninderung ist nicht einheitlich.
Z. B. dindert sich die Farbe bei Goldsol oder bei Kongorubin
von Rot nach Blau bei zunehmender Teilchengréfe, bei Nilblau
(Toluidinblau u. a.) von Blau nach Rot bei zunehmender Teilchen-
grofle.

IV. Die Bestimmung der Wasserstoft-Ionen
durch Indikatoren.

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

Es ist nicht méglich, einen klaren Einblick in die Wirkungern
irgendwelcher Ionen zu erhalten, ohne jedesmal auch die H'- und
OH'-Ionen mit zu beriicksichtigen. Denn niemals beobachten wir
in wiBriger Losung die reine Wirkung eines Elektrolyten, d. h.
eines Ionenpaares, sondern stets in Konkurrenz mit dem Ionenpaar
H - OH’, welches in keiner wilirigen Losung fehlt. Da nun diese
beiden Tonen zu den wirksamsten gehdren, so mufl man sie sogar
in etwa ,neutralen“ Losungen, in denen ihre Menge minimal ist,
aufs genaueste beriicksichtigen. Alles was wir im vorigen Ab-
schnitt an Flockungsschwellenwerten kennen lernten, kann nur
als vorldufig betrachtet werden und wird durch das, was uns
z. B. die Ubungen 18 bis 20 zeigen werden, ein ganz anderes Ge-
sicht bekommen. Ein kleines Beispiel fiir die Wichtigkeit dieser
Betrachtungen: Wir bestimmten die Flockungsschwelle eines
Mastixsol fiir NaCl in ,neutraler Losung“. Wenn wir "diesen
Wert messen, beantworten wir in Wirklichkeit nur die Frage:
»Welche Konzentration an Cl-Ionen hebt die dispergierende
Wirkung der OH'-Ionen der neutralen Losung auf und sum-
miert sich mit der flockenden Wirkung der H*-Ionen in neutraler
Losung so, dall sichtbare Flockung entsteht? Es gibt gar
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keine absolute Schwelle fiir die Cl'-Wirkung, sondern nur eine
relative Schwelle, welche auf eine ganz bestimmte OH'-Konzen-
tration der Losung bezogen werden muBl und bei geringfiigigsten
Anderungen der OH’-Konzentration sich ebenfalls andert. Unsere
sheutrale“ Mastixl6sung ist aber meist in Wirklichkeit gar nicht
genau neutral, und so hat der Schwellenwert des Cl' gar keine
wertvolle innere Bedeutung, wenn wir nicht angeben, fiir welche
OH’-Konzentration er gilt.

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

Die Dosierung und Messung der H'-Ionen erfordert aber be-
sondere Methoden. Wollen wir einer Lodsung eine bestimmte
Konzentration an Cl-Ionen erteilen, so fiiged wir einfach die
gewiinschte Menge NaCl hinzu; da dieses weitgehend dissoziiert
ist, ist die Cl'-Konzentration fast gleich der NaCl-Konzentration.
Fiigen wir aber einer Losung etwas Essigsiure hinzu, so dis-
sozilert diese nur zu einem winzigen Bruchteil, und wir kénnen
nicht ohne weiteres voraussagen, welche H'-Ionen-Menge wir der
Lésung hinzufiigen. Die Dosierung und Bestimmung der H-
und OH'-Ionen erfordert also besondere Methoden: zur Dosie-
rung brauchen wir die Regulatoren oder Puffer, zur Be-
stimmung gibt es hauptsichlich zwei Methoden, die elektro-
motorische und die Indikatorenmethode. Wir lernen
zunidchst die letztere kennen.

Die Sonderstellung der H- und OH’-Ionen zeigt sich schon darin,
daB in wiBriger Losung beinahe alle Elektrolyte sebr stark dissoziiert
sind, mit Auspahmen der Siuren und Basen, von denen es zahllose, sehr
schwach dissoziierende gibt. Dies gilt aber nur fir wiBrige Losungs-
mittel oder, aligemeiner gesagt, fiir Losungsmittel mit hoher Dielektrizitits-
konstante. 1n organischen Losungsmitteln von sehr niederer Dielektri-
zititskonstante (,.Olen%) scheint die Dissoziation von Salzen, S#uren und
Basen erstens iiberhaupt sehr gering zu sein, und zweitens scheint der
fir wifrige Losungen so bedeutsame Unterschied zwischen schwachen

Q%
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und starken Sauren zu verschwinden. Die Erforschung dieser Verhilt-
nisse ist einer kiinftigen Periode vorbehalten; wichtige Anfinge dazu findet
man in R. Beutner, ,,Die Entstehung elektrischer Strome in lebenden
Geweben®, Stuttgart 1920. Da Phasen aus ,0lartigen“ Stoffen im leben-
den Gewebe eine wichtige Rolle spielen, darf man sich ihrer Bedeutung
nicht verschliefen und muB sich bewuflt bleiben. daB alle Erscheinungen
und Methoden, die in den folgenden Ubungen gezeigt werden, nur fiir
wifrige Losungen gelten.

b) MagBeinheit und Schreibweise.

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

+
ist Cg+, oder [H], oder [H]. Wir werden im folgenden einfach
h schreiben und ,Wasserstoffzahl* sprechen.
Das Symbol ppn;, der ,Wasserstoffexponent“?), hat folgende
Bedeutung:

10 1 1
ph== —logh = ogh—

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

10 1
p.,;,:—logoh=log~—h
definieren. o
Das Produkt h - oh = k,, ist die Dissoziationskonstante des
Wassers. KEs ist in jeder wilirigen Losung, ob sauer, neutral
oder alkalisch
h - oh =k, oder
Ph “+ Poh == Piw

10
Pkw bedeutet;, entsprechend dem obigen, — log k.
ky betragt bei 18° 0,72 10— bei 37° 32.10—1%
Pkw , 18° 14,14 ,» 37° 13,50

Neutrale Reaktion ist charakterisiert durch folgenden Zustand:

bei 18° h.=oh =085 10"; py = pen = 7,07

» 387° h=oh=177-10"%; py = por = 6,76.

Bei saurer Reaktion ist h ~>bei neutraler Reaktion
pn < » »
oh < ,, " .
Poh> » 2

% 8. P. L. Sérensen, Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.



MaBeinheit und Schreibweise. 21

Von den gebriuchlichen Indikatoren hat seinen Farbenumschlag:

Methylorange etwa bei pn = 4,5
Methylrot " w Ph=2~6
Lackmus " v ph=1
Phenolphtalein ,, ,, ph=28,5
pn des strémenden Blutes ist = 7,35 bis 7,40
des Harnes. . . . . . 5 bis 17,
des gewdéhnlichen, nicht von
CO: befreiten destillierten

Wassers . . . . . . gegen 6, sogar bis 5
des frischen Wasserleitungs-
wassers . . . . . . 7,4.

Beispiel fiir die Umrechnung von h und py:

1) Es sei h=2.10"7,

dann ist
h =1log2 + log 1075,

=030 — 5 = — 4,70

pr = + 4,70.

2) Es sei pr = 6,70,

dann ist log h= — 6,70 = + 0,30 — 7

h=20-10"".

Einer geometrischen h-Reihe mit dem Quotienten 2, also z. B.
1-10-3 2-107° 4-10-5 8.10—°
entspricht die arithmetrische p,-Reihe mit der Differenz 0,3, also
5,0 4,7 4,4 4,1

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

Zum bequemeren Umrechnen von h in p, und umgekehrt
wird am SchluB8 des Buches eine dreistellige Logarithmentafel
gegeben. Die erste Stelle des Numerus ist in der ganz linken
Vertikalreihe, die zweite (bzw. zweite und dritte) in der obersten
Horizontalreihe abzulesen. Neben jeder Mantisse steht der sich
zu ‘1000 erginzende Wert derselben, den man fiir die Rech-
nung von py braucht. )

Diese Tafel enthilt noch eine Mantissenstelle mehr, als zur
Angabe von pp in Anbetracht der erreichbaren Genauigkeit der
Messung erforderlich wire. Man runde pn immer auf 2 Dezi-
malen ab.
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Die Stellenzahl dieser Tafel reicht iibrigens fiir die meisten
im Laboratorium vorkommenden Aufgaben aus. .Sie kann all-
gemein als Logarithmentafel benutzt werden. Sowohl Multipli-
kation wie Division der Numeri kann in Addition von Man-
tissen verwandelt werden. Fiir die Multiplikation benutzt man
die obere, fiir die Division die untere, kursiv gedruckte Man-
tisse zum Addieren.

10. Ubung.
Die Regulatoren oder Puffer.

a) In einem Gemisch einer schwachen Saure mit einem
ibhrer Salze ist h fast ausschlieBlich von dem Verh&ltnis von
Siure zu Salz abhingig, kaum aber von der absoluten Menge
derselben. Verdiinnen mit Wasser &ndert also h nicht oder
kaum. Diese -dem Anfinger paradox klingende Tatsache kann
man sich in elementarer Weise folgendermaflen zurechtlegen.
Eine schwache S#ure ist immer nur wenig dissoziiert, und diese
Dissoziation wird durch ihre Salze noch herabgedriickt. Ver-
diinnt man nun das Siure-Salzgemisch, so wird die Siurekon-
zentration zwar geringer, aber in demselben Grade wird auch
das dissoziationsvermindernde Vermdgen des Salzes geringer.

Man bereite eine normale Losung von kristallisiertem Na-
triumazetat (CHsCOONa +- 3H:0), indem man 13,61 g auf
100 cem  destilliertes Wasser 16st, ferner eine normale Losung
von Essigsdure (titriert gegen n-NaOH mit Phenolphtalein als
Indikator). Aus diesen LoOsungen bereite man '/ normale
Losungen durch Verdiinnung. Man stelle folgende 4 Mischungen
zur Demonstration der Pufferwirkung an:

Nr. 1 2 3 4

0,1 normales Natriumazetat ccm 5 7 85 9
0,1 normale Essigsiure ccm 5 3 1,56 1

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

In eine zweite Reihe von 4 Réhrchen bringe man zunidchst
8 ccm Wasser und gieBle aus jedem Rohrchen der ersten Reihe
ungeféhr 1 ccm in das entsprechende Rohrchen der zweiten
Reihe. Nun gebe man in alle 8 Réhrchen einen bis zwei
Tropfen Methylrot (0,1 g in 300 ccm 90 proz. Alkohol und 200 ccm
Wasser), jedenfalls in alle Réhrchen die gleiche Menge. In den
ersten 4 Rohrchen durchliduft die Farbe alle Nuancen von rein
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rot -bis rein gelb. Jedes Rohrchen der zweiten Reihe entspricht
in seiner Farbe dem entsprechenden Rohrchen der ersten Reihe
fast vollig, trotzdem die Losung aufs 10 fache verdiinnt ist. h
hingt also nur von dem (molaren) Verh#ltnis von freier Essig-
siure zu Natriumazetat ab, und zwar ist angenihert

(freie Sdure)

h—=k- (Na-Salz der Siure) ()

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

Weinsgure . . . . . .1 -103
Milchsdure . . . . . . 1,5-10-*%
Essigsdure . . . . 2 -10-5

priméres Natriumphosphat 2 - 10—

Das primire Natriumphosphat wird hier als eine Siure be-
trachtet; ihr zugehoriges Natriumsalz ist das sekundire Natrium-
phosphat. Fiir starke Siuren wie HCl gilt die obige Regel
nicht.

Die obige Formel (1) fiir h ist nur eine angendherte. Meist
ist h ein wenig grofer, -als dieser Formel entspricht. BEs ist
also genauer
h— K (freie Saure)

~ 7 (Na-Salz der Saure)
wo k' ein wenig groBer ist als die aus Leitfihigkeitsmessungen
bestimmte Dissoziationskonstante k der Siure. Die GréBe von k’
hingt vom Gesamtelektrolytgehalt der Lésung ab; sie nihert
sich bei sehr geringem Elektrolytgehalt dem wahren k, ist bei
einem Salzgehalt von etwa 0,1 normal meist um 10 bis 15 %,
bei 1 normal um etwa 25% groBer. Es ist also nur eine kleine
Differenz, die aber bisweilen wohl beriicksichtigt werden mu8.

Die Deutung dieser Tatsache war bis vor kurzem folgende:
Da das MaBgebliche fiir die unter dem Bruchstrich. stehende
GroBe nur die durch Dissoziation aus dem Na-Salz ‘gebildeten
Saure-Ionen sind, das Salz aber nicht total dissoziiert ist, so
muB die Konzentration des Na-Salzes unter dem Bruchstrich
noch mit dem Dissoziationsgrad J desselben multipliziert werden,
welcher je nach der Konzentration wechselt und stets < 1 ist.
Neuerdings hat sich die Auffassung?) geltend gemacht, daB die
Na-Salze immer praktisch total dissoziiert sind, daB aber die

1) N. Bjerrum, Z. f. Elektrochemie 24, 3821. 1918,
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aktive Magse der Ionen (im Sinne des Massenwirkungsgesetzes) in
ionenreichen Losungen infolge elektrostatischer Wechselwirkung
dieser Ionen aufeinander verringert ist.

. b) Man mische 10 ccm n-Essigsédure -4 1 ccm n-Natriumazetat
(pn etwa = 3,7) und gebe einen Tropfen Methylorange zu
{ebenso geldst, wie oben das Methylrot). Die Losung firbt sich
orange. In ein zweites Reagenzglas gebe man 10 ccm physiolo-
gische CINa-Losung, einen Tropfen Methylorange und tropfen-
weise so viel 0,01 nHCl, da die Farbnuance ungefihr ebenso
wird, wie in der Azetatmischung. In beide RGhrchen gebe man
jetzt 0,5—0,6 ccm einer 1proz. Gelatinelosung. Wihrend die
Farbe in dem Azetatr6hrchen ungeéindert bleibt, wird sie in
dem HCl-Rghrchen rein gelb. Die Azetatmischung wird also
durch Zusatz eines siurebindenden Stoffes (Gelatine) in ihrer h
nur wenig gedndert, eine HCl-Losung von gleicher Anfangs-h
wird stark gedndert.

Die beiden Siurelésungen haben, wie man sich ausdriicken
kann, die gleiche Siure-Intensitit, aber eine verschiedene
Siure-Kapazitit. Haben wir also die Aufgabe, irgendeiner
Losung eine bestimmte h zu erteilen, so versetzen wir sie mit
einem Puffer, welcher diese h hat, und die Aufgabe ist wenig-
stens angenihert gelost. Dies ist die Methode, nach der wir
die h dosieren. Wir miissen aber durch eine Messung der
h nachtriglich kontrollieren, inwieweit diese Dosierung gelungen
ist. Die Dosierung ist nur eine angeniherte, da ja die Saure-
kapazitit eines Puffers nicht unendlich groB ist; die wirklich
durch den Puffer erzeugte h mufl durch eine Messung genauer
festgestellt werden.

11. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren
nach Sorensen!) (mit Puffern).

Das Prinzip der Methode ist folgendes: Es wird eine Reihe
geeigneter Stammlosungen vorritig gehalten, durch deren ver-
schiedenartige Mischung man jederzeit ,Puffer“-Losungen von
ganz bestimmter h' herstellen kann. Soll nun in irgendeiner
Fliissigkeit h bestimmt werden, so gibt man einen geeigneten
Indikator hinzu und probiert durch Mischen obiger Stamm-
l6sungen miteinander dasjenige Puffergemisch aus, welches diesem
Indikator die gleiche Nuance erteilt wie der unbekannten L6-

1) 8. P. L. S6rensen, Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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sung. Die h der verschiedenen Pufferlosungen sind durch die
elektrometrische Methode (s. Kap. XII) ein fiir allemal geeicht.
Die h der unbekannten Losung ist dann gleich der der farb-
gleichen Pufferlésung.

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

1. Eine !/15 molare Losung von primirem Kaliumphosphat
(-nach S6rensen®, von Kahlbaum).

9,078 g dieses Salzes
werden in destilliertem
Wasser gelost und auf
einen Liter aufgefiillt. Das
Wasser wird fiir diesen
Zweck zur Austreibung
der Kohlensiure kurz vor-
her in einem verzinnten
KupfergefaB oder in einem L]
Kolben aus -Jenaer Glas
zum Sieden erhitzt, 5 Mi-
nuten im Sieden erhalten
und unter kohlensiure-
sicherem Verschluf§ abge-
kihlt. Dieser Verschluf
wird hergestellt durch
einen durchbohrten Gum-
mistopfen, dessen Boh-
rung mit einem Natron-
kalkrohr verschlossen ist.
Das Salz wird zunichst in
einem MafBkolben in dem
noch ziemlich warmen .
Wasser geldst, nach dem Fig. 1. Vorratsgefa mit Biirette fiir die
volligen Erkalten auf einen Stammldsungen.

Liter aufgefiillt und sofort

in eine Wulffsche Flasche eingegossen (Fig. 1); die eine Offnung
der Flasche wird mit einem Vorlagegefil mit Natronkalk ver-
bunden, die andere mit einer Biirette mit automatischer Null-
punktseinstellung. Die obere Offnung der Biirette ist mit einem
Natronkalkaufsatz verschlossen. Das obere Ende dieses Auf-
satzes wird in der Regel mit einem Stopfen verschlossen, der
nur withrend des Gebrauchs abgenommen wird. Auch die duBere
Offnung der Natronkalkvorlage ist im Ruhezustand mit einem
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Stopfen verschlossen, der wiahrend des Gebrauchs durch einen
Ventilgummiball ersetzt wird.

2. Eine '/1s molare Losung von ,sekundirem Natriumphos-
phat nach Sérensen” (Kahlbaum). 11,876 g von diesem Salz
werden genau in derselben Weise zu 1 Liter gelost und in der-
selben Weise aufbewahrt.

3. Einige Indikatoren: Methylrot (nach Palitzsch) 0,1 g ge-
16st in 300 cem etwa 93proz. Alkohol 4+ 200 ccm destilliertem
Wasser.

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

Neutralrot 0,01proz. Losung in 1 Liter 50proz. Alkohol..

«-Naphtholphtalein (nach Sé6rensen und Palitzsch), 0,1 g in
150 cem Alkohol -+ 100 ccm Wasser.

Phenolphtalein 0,5 g gelost in 1 Liter 50proz. Alkohol.

Auswahl des passenden Indikators.

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

Die eigentliche Bestimmung der h.

10 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit werden mit einer
fir die Farbabschitzung angenehmen Menge des auserwihlten
Indikators versetzt, in unserem Fall 2 Tropfen Neutralrot. Die
Zahl der Tropfen mufl’ ganz genau festgestellt werden. Sie
miissen aus einer gleichmifiig tropfenden Pipette ganz langsam
abgetropft werden. Nunmehr fiillt man in ein Reagenzglas
5 cem der obigen sekundiren Phosphatlésung und 5 cem der
primdren Phosphatlosung, und in dieses Gemisch genau die
gleiche Menge desselben Indikators. Man priift nun durch Far-
benvergleichung, ob das Phosphatgemisch saurer ist als die un-
bekannte Losung oder alkalischer. Je nach dem Befund stellt
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man nun ein neues Phosphatgemisch her, von dem man an-
nehmen kann, daB es bei der Priifung mit demselben Indikator
der unbekannten Lésung dhnlicher wird; z B. 6 ccm sekundares
Phosphat - 4 com primires Phosphat, so dafl das Gesamtvolumen
der Phosphatmischung immer 10 ccm ist. Diese Mischung -nennt
man ,Phosphatgemisch 6“. Und so stellt man immer neue
Phosphatmischungen her, bis man das Zutreffende gefunden hat.
Das kann dann als erreicht betrachtet werden, wenn man ein
Gemisch hat, welches eben ein wenig zu sauer ist, und eines,
welches ein wenig zu alkalisch ist. Dazwischen wird schlief3lich
dasjenige Phosphatgemisch ausprobiert, welches nicht mehr zu
unterscheiden ist. Dies wird fiir frisches Leitungswasser in der
Regel das Phosphatgemisch ,,8,4“ sein. Die Farbvergleichung mufl
gegen einen etwa 10 cm entfernten Untergrund von rein weilem
Schreibpapier erfolgen. Die Betrachtung geschieht am besten,
indem man von oben her durch die ganze Linge des Reagenz-
glases blickt. Die Gliser miissen genau gleiches Lumen haben.
Sie werden vor dem Versuch daraufhin genau gepriift. pn der
unbekannten Fliissigkeit ist nunmehr gleich dem des farbgleichen
Phosphatréhrehens. Das py der Phosphatgemische kann aus einem
Diagramm entnommen werden, welches von Sérensen durch
elektromotorische Bestimmung geeicht ist. Dieses Diagramm ist
gleichzeitig fiir andere Puffergemische gezeichnet. Man liest es
z. B. folgendermafen.

Um py eines Phosphatgemisches aus 8,4 com sekundirem
+ 1,6 cem primdrem Phosphat zu finden, sucht man auf der
Ordinate 8,4. Die Horizontale, welche von diesem Punkt aus-
geht, schneidet die ,,Phosphatkurve® an einem bestimmten Punkt.
Dieser, auf die Abszisse projiziert, zeigt pn = 7,48. Dies ist un-
gefihr der Wert, den man im Leitungswasser zu finden pflegt.

Abgestandenes Wasser aus der Wasserleitung ist infolge von
CO:-Verlust alkalischer, d. h. Neutralrot wird mehr gelb, das
farbgleiche Phosphorgemisch ist nicht mehr ,,8,4% sondern etwa
»3“ und dariiber. Man koche ferner eine Probe Leitungswasser
kurz auf und iiberzeuge sich von der sehr bedeutenden Ande-
rung von pp im Sinne zunehmender Alkalitit.

Das Diagramm enthilt auch die Werte fir die anderen
Pufferlésungen, zu deren Herstellung man folgende Stamm-
1sungen braucht:

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

Salzsdure” ist 0,1 n-Salzsiiure.

»Natron® ist ein 0,1 n-Natronlauge, frei von CO.. Sie wird
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hergestellt, indem man in einem hohen, mit gefettetem Glas-
stopsel verschlossenen Zylinder Atznatron zur Sittigung in
Wasser 16st, so daB noch reichlich Bodenkorper bleibt, oft
durchschiittelt, mehrere Tage, besser Wochen, bis zur Klarung
sedimentieren 148t und dann von einer abgehobenen Probe
unter den schon oben beschriebenen Vorsichtsmafiregeln gegen
das Eindringen von CO. eine Losung des gewiinschten Titers
herstellt. Die so hergestellte Lauge ist CO.-frei. da Na,CO; in
der konzentrierten Lauge unloslich ist.

whitrate ist eine Losung von 21,008 g Zitronensiure - 200 ccm
n-Natronlauge, auf 1 Liter aufgefiillt.

,Borat“ ist eine Lésung von 12,404 g Borsiure und 100 ccm
n-Natronlauge, auf 1 Liter Wasser aufgefiillt.

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

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

Die oben genannten Indikatoren umspannen nur eine be-
schrinkte Reihe von py. Kine Auswahl geeigneter Indikatoren
fir ein gréBeres Bereich ist folgende:

) Farben- Anwend-
Indikator umschlag barkeit Herstellung der Losung
alkal.—sauer fiir ph =
Tropholin 00 gelb—rot 1,4—2,6 0,10/y wiBr. Lésung
Rotkohlauszug blau—rot 2,0—4,5 500g zerschnittener Rotkohl,
2 Tage in 500 g 96 % Alko-
hol, dann filtriert.
Methylorange gelb—rot 3,1—4,4  019/y wibr. Losung
Methylrot gelb—rot 42—63 01 gin300Alk. 4-200 Wass.
p-Nitrophenol gelb—farblos 4,0—64 Olgin 156 ,, +235
Neutralrot gelb—rot 6,6—80 . 01gin500 ,, 4500 .
2-Naphtholphtalein blaugriin—l; 73—8,7 01ginls0 .. <100 .
augel
Phenophtalein rotgifa%blos ,3—10,0 01gin100 ,, + 100

8
Thymolphtalein  blau—farblos 8,3——

0
1056 01ginl2 , +125
Alizaringelb R rot—gelb 10,1—12,1

0,10/ wilr. Losung

Schoéne Indikatoren fiir die S&rensensche Methode mit
prachtvollen Farbeniibergingen sind folgende, von Lubs wund
Clark?') angegebenen:

1) Herbert A. Lubs und William Clark, Journal of Washington
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Konzentration

Gewdhnliche  Pg-Ge-  Farben- a‘iﬁﬁé‘:z;ii':ﬂ;-

Bezeichnung biet umschlag o0 o Losung

Thymolsulfophtalein Thymolblau  1,2—28 rot—gelb 004 %
Tetrabromphenol- Bromphenol- 3,0—4,6 gelb—blau 0,04 %

Chem. Bezeichnung

sulfophtalein . blau

0-Carboxy-benzol- Methylrot 44—6,0 rot—gelb 0,02 4%
azo-dimethylanilin

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

Dibrom-thymol- Bromthymol- 6,0—7,6 gelb—blau 0,04 2
sulfophtalein blau

Phenol-sulfophtalein Phenolrot 6,8—84 gelb—rot 0,02 %

o-Kresol-sulfophtalein Kresolrot 7,2—88 gelb—rot 0,02 9%
Thymolsulfophtalein Thymolblau  8,0—9,6 gelb—blau 0,04 %
o-Kresolphtalein Kresolphtalein 8,2—9,8 farblos—rot 0,02 %

12. Ubung.
Der Salzfehler der Indikatoren.

Neben den H-Ionen haben auch andere Ionen einen Ein-
fluB auf die Nuance eines Indikators; die meisten allerdings
erst in sehr hohen Konzentrationen. In salzreichen Ldsungen
sind daher die pn-Messungen mit Indikatoren mit einem kleinen
Fehler behaftet, der je nach Art und Konzentration des Salzes
sowie nach dem angewandten Indikator verschieden ist. Physio-
logische - Salzlosungen machen bei den hier ausgewdhlten
Indikatoren nur sehr kleine Fehler, die meist nicht.beriicksich-
tigt zu werden brauchen. Da der ,Salzfehler der Indikatoren
aber eine sehr instruktive theoretische Vorbereitung fiir andere
biologisch wichtige Salzwirkungen darstellt, soll er an einem
Beispiel gezeigt werden: )

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

in Rohrchen Nr. 1 2 3

gesittigte (etwa 3,5 molare) KCl-Losung 0 1 0 1
destilliertes Wasser 1 0 1 o0

Acad. of Sciences §, 609, 1915 und Clark und Lubs, Journal of Bac-
teriol. 2, 1, 1917 und besonders das empfehlenswerte Buch: The Deter-
mination of Hydrogen Ions, von W. Mansfield Clark, Baltimore,
1920.
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Dann bringt man in Losung 1 und 2 einige Tropfen Lackmus-
16sung (nach Kubel-Thiemann), in 3 und 4 einige Tropfen Neu-
tralrot. Vergleicht man nun die beiden Lackmusréhrchen, so ist
ihre Farbe nahezu gleich, allenfalls ist das mit Salz ein Spiirchen
blauer. Wir wiirden daraus schlieBen, daB h durch den Salz-
zusatz gleich geblieben oder allenfalls ein Spiirchen kleiner, d. h.
pn ein Spiirchen groBer geworden ist. Vergleichen wir aber die
beiden Neutralrotrohrchen, so finden wir, da das mit Salz
deutlich réter ist, d. h. daB h durch den Salzzusatz entschieden
groBer (pn kleiner) geworden ist. Infolge der Unstimmigkeit
beider Indikatoren bei Gegenwart reichlicher Salzmengen haben
‘wir Grund, die' Richtigkeit beider Resultate zu bezweifeln.

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

Das farbgleiche Gemisch ist das Phosphatgemisch ,,5 also
pr = 6,81. '

In den Rohrchen mit Salz finden wir

fiir Lackmus: py ziemlich genau ebenfalls 6,81
fiir Neutralrot: Das farbgleiche Gemisch ist das Phos-
phatgemisch ,,3,4% also pn = 6,35.

Zur Entscheidung dieses Dilemma versuchen wir eine andere
Methode der h-Bestimmung zu Rate zu ziechen. Wenn man
mit der an spiterer Stelle beschriebenen elektrometrischen Me-
thode in einem R&hrchen mit und ohne Salz p, bestimmt, so
finden wir:

ohne Salz: pj, == 6,80
mit Salz: pn == 6,56,

Die Messung ohne Salz stimmt also mit beiden Indikatoren-
messungen iiberein. Das ist selbstverstiéindlich; denn die Indi-
katorenmethode ist auf Grund elektrometrischer Parallelmessungen
mit salzarmen Pufferlosungen geeicht worden. Mit Salz dagegen
zeigt uns die elektrometrische Messung einen Wert, der etwa in
der Mitte steht zwischen dem Lackmus- und dem Neutralrot-
wert. Ks ist nun theoretisch begriindet, den elektrometrisch erhal-
tenen Wert als den ,richtigen anzusehen und alle Abweichungen,
welche die Indikatoren in salzreichen Lésungen hiervon zeigen,
als ,,Salzfehler” zu bezeichnen. Diese Fehler konnen bald negativ,
bald positiv sein.
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Wie Bjerrum gezeigt hat, ist auch das, was wir mit der Gaskette
messen, bei Gegenwart groflerer Mengen von Elektrolyten zicht genau die
wahre Konzentration der H', sondern eine GriBe, welche er die ,,Wasser-
stoffaktivitdt®, an, genannt hat. Diese ist je nach der Art und Menge
der anwesenden Elektrolyte um einige Prozent kleiner als die wahre Kon-
zentration der H'-Ionen und 188t sich theoretisch aus dieser ableiten.
Das Wort ,, Aktivitdt* hat denselben Sinn wie die ,aktive Masse* beim
Massenwirkungsgesetz, welche in konzentrierteren Lisungen ja auch nicht
der wahren Konzentration genau proportional ist.

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

Zum Schluf sei noch einmal darauf hingewiesen, daB bei physiologisch
in Betracht kommenden Salzkonzentrationen diese Salzfehler immer sehr
klein sind. Alle angegebenen Indikatoren sind daraufhin ausgewihlt, daB
sie moglichst kleine Salzfehler geben, d. h. daB3 ihre Angaben sich auch
bei Gegenwart maBiger Salz- oder EiweiBmengen mit den elektro-
metrischen Messungen méglichst decken.

Alle diese Umstiéinde bewirken, daB die Unsicherheit aller
Pr-Messungen mit irgendeiner Indikatorenmethode meist mehrere
Einheiten der zweiten Dezimale von pp betragt.

13. Ubung.

Die Bestimmung der Wasserstoffzahl mit Indikatoren
ohne Puffery).

Die Methode laf3t sich am einfachsten mit sogenannten ein-
farbigen Indikatoren, die von farblos in eine Farbe umschlagen
konnen, anwenden. Sie beruht auf folgendem Prinzip: Man ver-
setzt 10ccm der zu untersuchenden Losung mit einer abgemessenen
Menge eines Indikators. Ist der Indikator geeignet, so wird er
weder ganz farblos sein, noch diejenige maximale Farbtiefe zeigen,
die. er in stark alkalischer Losung haben wiirde. Die maximale
Farbtiefe haben die hier verwendeten Indikatoren in 0,01 n-NaOH ;
stirkere Lauge vertieft die Farbe nicht weiter. Man stellt nun
durch einen Reihenversuch fest, wieviel Indikator man zu 10 ccm
0,01 n-NaOH zusetzen muBl, um dieselbe Farbtiefe zu erhalten,
wie in der unbekannten Lésung. Man wird fiir die Lauge weniger
Indikator brauchen. Das Verhiltnis dieser Indikatormenge zu
jener anderen nennen wir den Farbgrad, F. Dieser muf} stets

1 L. Michaelis und A. Gyemant, Biochem. Zeitschr. 109,165. 1920.
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<1 sein. Aus ihm liBt sich h der zu untersuchenden Losung
berechnen nach der Formel

1—F
h_k._F__.

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

Wir stellen uns, wie in der vorigen Ubung, die Aufgabe, die
h des frischen Wasserleitungswassers zu bestimmen. Der hierfiir
geeignete Indikator ist m-Nitrophenol, 0,3 g unter méBigem Er-
wirmen in 100 ccm destilliertem Wasser gel6st. Man fiillt in
ein Reagenzglas 10 ccm des zu untersuchenden Wassers und dazu
0,50 com des Indikators. In 2—3 Minuten hat der Indikator
seinen definitiven Farbton angenommen. Nun fiillt man in eine
Reihe von ganz gleichmiBigen Reagenzglisern zunichst je 9 ccm
einer aus nNaOH frisch hergesteliten 0,01 nNaOH. (Es
kommt gar nicht auf genauen Titer an; man kann ebensogut
0,02 n-NaOH nehmen). Nun stellt man eine 10fache Verdiinnung
des Indikators mit destilliertem Wasser her und gibt in das
erste der mit Lauge versetzten Gliser 0,5 cem des verdiinnten
Indikators, in das zweite 1,0 ccm, in das dritte 2,0 cem; also
eine geometrische Reihe mit dem Quotienten 2. SchlieBlich fiillt
man die drei Glaser mit 0,1 nNaOH auf das Volumen der zu
untersuchenden Losung auf, welches einschlieBlich des zugesetzten
Indikators 10,5 ccm betrigt. Vergleicht man der Reihe nach
die Farben dieser Gliser, so findet man, da das erste zu hell,
das dritte zu dunkel, das mittlere ungefihr richtig ist. Fiir
den Vergleich darf man immer nur die zwei zu vergleichenden
Réhrchen nebeneinander halten, bei guter Beleuchtung gegen
einen rein weilen Hintergrund aus nicht allzu naher Entfernung
von demselben. Man blickt am besten von oben durch die
Roéhrchen, jedoch ist manchmal auch die Betrachtung durch die
Seitenwand vorteilhaft.

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

Michaelis, Physikalische Chemie. 3
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fir m-Nitrophenol kennen, Er betrigt (fir Zimmertemperatur)
4,5 - 109, Also ist

1—0,10
=220 45,100 — 40,5 - 100 = 4.05 - 108,
h oag 4810

Will man pp ausdriicken, so ist
logh = 0,61 — 8 = — 7,39,
pr= 7,39.

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

Um bei hiufigerer Benutzung der Methode aus der Farbver-
gleichung sofort pn zu finden, logarithmieren wir die Gleichung
(S. 33, oben)

1—-F

logh = log k }- log 7

und daher

: F
P = Pk +log 4,

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

F
Wert von log - -—---; abgelesen werden. Die Ordinate ist F, die
1—F %

Abszisse ¢ = log 1 E Da Werte dieses Logarithmus < 0,1

P
schwer abgelesen werden konnen, ist der Anfang der Kurve in
Kurve IT mit 10fach vergréBertem und in Kurve III mit 100 fach
vergrofertem OrdinatenmafBstab dargestellt. (Die Ordinatenwerte
muB man bei der Ablesung durch 10 (bzw. 100) dividieren, die
Abszissenwerte aber gelten unveridndert.)

3*
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Tabelle I.,
Temperatur . 10° 18° 20° 30° 40°
A-Dinitrophenol . 3,14 3,69 3,68 3,62 3,66
«-Dinitrophenol . 4,11 4,06 4,05 399 3,93
p-Nitrophenol 7,27 7,18 716 7,04 6,93
m-Nitrophenol . 8,43 8,36 8, 32 8 21 8,09
Phenolphtalein . — -
m-Nitrobenzol- Azosahzylsaure — — — —
Anwen-
50° C Herstellung der Losung dungsbe-
reich pn
3,61 gesittigte wiaBrige Losung 17— 44
3,85 ” " I ) 210_ 4a7
6,81 0,1 proz. wiBrige Losung 47— 7,9
7,99 6,3— 9,0
— 01 g ln 75 Alkohol + 175 Wasser 8,6—10,5
— O g, s 4100 , 102--120

Alle diese Indikatoren schlagen von gelb (alkalisch) nach
farblos (sauer) um, nur Phenolphtalein von rot nach farblos.
Fiir Phenolphtalein und m-Nitrobenzol-Azosalizylsiure findet

man die zugehérigen Werte fir F und py bei 18° Zimmertempe-
ratur aus folgenden Tabellen.

F
0,01
0,014
0,030
0,047
0,069
0,090
0,120

F

0,65
0,60
0,65
0,70
0,75
0,80

Ph
11,20
11,40
11,60
11,80
12,00

Phenolphtalein
Ph F Ph
8,45 0,16 9,10
8,50 021 9,20
8,60 0,27 9,30
8,70 0,34 9,40
8,80 040 9,50
8,90 045 9,60
9,00 0,50 9,70
m-Nitrobenzol-Azosalizylséure
F Ph F'
0,13 10,00 0,56
0,16 10,20 0,66
0,22 10,40 0,75
0,29 10,60 0,83
0,36 10,80 0,88
0,46 11,00

Phn

9,80

9,90
10,0
10,1
10,2
10,3
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14. Ubung.

Messung von p, nach derselben Methode im Harn als
Beispiel fiir eine gefdrbte Fliissigkeit.

Man nehme fiir die Bestimmung einen klaren sauren Harn.
Als Vergleichslosung benutzt man anstatt der im vorigen Bei-
spiel angewendeten 0,01 nNaOH folgende Losung: 100 cem des
Harns werden tropfenweise mit so viel starker NaOH versetzt,
bis ein Probchen der Fliissigkeit, mit einem Tropfen Phenol-
phtaleinlosung versetzt, kriftig rot wird. Der entstehende Phos-
phatniederschlag wird durch leichtes Erwirmen zum Zusammen-
ballen gebracht und abfiltriert. Vergleicht man nun eine Probe
des urspriinglichen Harns mit diesem Filtrat, so ist letzteres ge-
wohnlich etwas dunkler. Das ganze Filtrat wird nun durch
sorgfaltig ausprobierten Zusatz von Wasser so weit verdiinnt, bis
eine Probe bei der Vergleichung mit dem urspriinglichen Harn
die gleiche Farbe zeigt.

Nun versetzt man 10 ccm des urspriinglichen Harns mit
Indikator. Fiir normalen Harn ist p-Nitrophenol der geeignete
Indikator. (Man wird bisweilen etwas mehr Indikator brauchen,
als bei ungefirbten Fliissigkeiten.) Die Indikatorverdiinnungen
macht man, statt in 0,01 n-Natronlauge, in dem alkalisierten
Harn. So enthilt jedes Rohrchen auBer dem Indikator auch
noch den Harnfarbstoff. Die Genauigkeit der Bestimmung steht
der in der ungefirbten Flissigkeit kaum nach. Da durch den
wechselnden Zusatz des Indikators zu dem Harnfarbstoff nicht
nur die Farbtiefe, sondern auch die Nuance geindert wird (von
Briunlich-Gelb nach Griinlich-Gelb), so kommt das Aufsuchen der
Farbgleichheit zum Teil auf das Suchen der gleichen Nuance
heraus. Sonst ist die Methode und die Berechnung wie in der
vorigen Ubung. Uber das zu erwartende Resultat beim Harn
siche die nichste Ubung.

Bei starker Eigenfarbe des Harns kann die Farbenvergleichung
schwieriger werden. Man kann dann von folgendem Kunstgriff
Gebrauch machen. Da der Harn die Eigenschaften eines Puffers
hat, kann man ihn verdiinnen, ohne daB die h sich merklich
indert. Als Verdiinnungsfliissigkeit benutzt man am besten
eine Neutralsalzlosung von ungefihr gleicher Konzentration. Man
kann also statt des Harns selbst eine etwa 3—4fache Verdiin-
nung desselben in 2 proz. NaCl-Lésung benutzen und mit dieser
alle die beschriebenen Manipulationen vornehmen. Dasselbe
gilt auch fiir die folgende, 15. Ubung. Zur Verdiinnung
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von Nahrbouillon benutzt man in gleicher Weise 3 —4 Volu-
mina '/;— 1 proz. NaCl-Lisung.
Magensaft dagegen diirfte nicht verdiinnt werden, weil seine h von

der Verdiinnung nicht unabhingig ist. Er eignet sich fiir diese Methode
iiberhaupt nicht.

15. Ubung.

Py-Messung nach der Indikatoren-Methode in einer
gefirbten oder getriibten Fliissigkeit mit Zuhilfenahme
des Walpoleschen?) Prinzips.

Es soll pn in einem normalen sauer reagierenden Harn nach
der Indikatoren-Methode ohne Puffer gemessen werden. Um die
Eigenfarbe des Harns auszuschalten, kann man auch einen Kunst-
griff anwenden, den man das Walpolesche Prinzip nennt.
10 com Harn (bzw. 3fach mit 2 proz. NaCl-Losung verdiinnter
Harn) werden in einem Reagenzglas mit einer genau abgemesse-
nen Menge (0,5 —1,0 cem) p-Nitrophenol versetzt, Eine zweite
Probe von 10 ccm Harn wird statt des Indikators mit der
gleichen Menge Wasser versetzt. Nun stellt man sich wie in

n
100
NaOH her, iiberall mit dem gleichen Gesamtvolumen wie das
Rohrchen mit Harn -+ Indikator. Die Farbenvergleichung ge-
schieht nun auf folgende Weise:

Man hilt den nicht mit Indikator gefirbten Harn und je
eine der Laugen-Indikatorverdinnung gegen das Licht so dicht
hintereinander, daB8 man durch beide zugleich (von der Seite,
nicht von oben) hindurchblickt. Daneben hilt man zum Ver-
gleich den mit dem Indikator gefirbten Harn. Auf diese Weise
kann man gefirbte, ja sogar etwas getriibte Fliissigkeiten mit
derselben Leichtigkeit untersuchen wie farblose.

Bei normalem Harn finde man beispielsweise, wenn 0,75 ccm
Indikator zum Harn gesetzt werden, Farbengleichheit bei dem-
jenigen Laugenrohrchen, welches 0,30 com 10fach verdiinnten
Indikators enthilt. Der Farbgrad ist dann also gleich 0,030 :
0,75 = 0,040 und somit p, = 7,16 —1,34 = 5,82. Im Harn findet
man py zwischen 5 und 7.

Dieselbe Ubung wiederhole man mit Nahrbouillon, am besten
nach Verdiinnung mit 2—3 Teilen physiologischer NaCl-Losung.
Indikator: m-Nitrophenol, pn, gewdhnlich 7,0—7,3, bei frisch

Ubung Nr. 13 stufenweise Verdiinnungen des Indikators in

1) G.S. Walpole, Biochem. Journ. §, 207. 1910.



Pu-Messung nach der Indikatoren-Methode usw. 39

ausgekochter Bouillon sogar bis 8. Die Farbenvergleichung gelingt
sowohl bei Harn wie bei Bouillon sehr scharf, obwohl die Eigen-
farbe oberflichlich betrachtet der des Indikators so dhnlich scheint.
Sehr angenehm ist es, wenn man die Farbenvergleichung in
einem Holzkastchen mit geeigneten Lochern fiir die Reagenz-
gliser vornimmt. Dadurch wird das Seitenlicht abgeblendet und
die Stellung der beiden Glischen, die sich iiberdecken sollen,
wird genau geregelt. Ein solcher Walpolescher ,Komparator®
kann folgendermafBen hergestellt werdenl). In einen massiven
Holzblock werden sechs zylindrische Locher eingebohrt (Fig. 4)
von solchem Durchmesser, dall sie ge-
wohnliche Reagenzgliser fassen konnen,
in 2 Reihen zu je 3 Lichern. Die LY | |
Bohrung soll so tief gehen, daB die A1 5 1= 7
Reagenzgliser noch etwas herausragen, .~ — = /
wenn sie ganz eingesetzt sind. Der i
Zwischenraum zwischen der ersten und i
der zweiten Reihe soll so eng sein, [
wie es noch méglich ist, ohne daB |
das Holz beim Bohren bricht. Senk- |
recht zu diesen Lochern werden drei J
etwas engere Locher durch den gan- |
zen Block hindurchgebohrt; jedes der-
selben kreuzt je ein vorderes und ein ‘/
hinteres Loch. Diese Liocher sind zum - -
Durchblicken bestimmt. Der Kasten Fig. 4. Walpolescher Kom-
und die Loécher sind geschwirzt. Je parator.
ein vorderes und ein hinteres Reagenz-
glas bildet ein Paar. Das mittlere Paar besteht aus 1. der zu
untersuchenden Losung (Harn, Bouillon) + Indikator, 2. Wasser.
Das eine seitliche Paar besteht aus 1. der zu untersuchenden
Losung ohne Indikator; statt dessen mit so viel Wasser, als im
ersten Paar Indikator zugesetzt wurde (um die Eigenfarbe auf die
gleiche Verdiinnung zu bringen); 2. der Indikatorverdiinnung,
deren Stiarke so lange ausprobiert wird, bis Farbgleichheit be-
steht. Das andere seitliche Paar kann in der gleichen Weise
dazu benutzt werden, um gleichzeitig noch eine zweite Indi-
katorverdiinnung einzusetzen.

1) Komparator von Hurwitz. Meyer und Ostenberg. Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 18, 24. 1915. Zitiert nach W. Mansfield Clark, The
Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920, 8.57. Der Kompa-
rator wird auf meine Veranlassung von E. Leitz, Berlin, LuisenstraB3e 45,
angefertigt.
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Dieser Komparator war urspruncrhch fiir die ph-Bestimmung in ge-
firbten Ldsungen nach der Sérensen’schen Methode (11. Ubung) be-
stimmt, eignet sich aber fiir die Methode ohne Puffer ebenso gut.

16. Ubung.

Der Unterschied zwischen aktueller Aziditit und
Titrationsaziditit.

Die aktuelle Aziditiat einer Losung ist identisch mit der h.
Die Titrationsaziditit ist ein Maf fiir ihr Laugenbindungsver-
mogen. Titriert man die Lésung einer starken Siure (HCI,
HNO;, HzS0,), so decken sich beide Begriffe. Es ist dann auch
praktisch fast belanglos, mit welchem Indikator man titriert. Man
titriere 10 ccm einer etwa /1o nHCl-Losung mit 0,1 nNaOH und
verwende in drei Parallelversuchen als Indikator

a) Phenolphtalein (Losung wie S.29); man titriert

bis zur eben beginnenden Rosafiarbung.

b) Lackmustinktur nach Kubel-Tiemann; titrieren

bis zum violetten Ton.

c) Methylorange (Losung wie S. 29) bis zum volligen
Verschwinden jedes roten Tons, d. h. so lange, bis der nachste
Tropfen NaOH die schwach gelbe Farbe nicht mehr verindert.
Die drei Werte werden identisch sein; nehmen wir an genau
10 ccm, dann wére also die.titrierte HC] genau 0,1 n. Die h in
dieser Losung ist ebenfalls fast genau 0,1 n, wenn wir absehen
von der nicht vollstindigen Dissoziation ?).

Wenn wir dagegen 10cem 0,1 n Essigsdure mit 0,1 nNa.OH
titrieren, so finden wir:

a) bei Phenolphtalein verbrauchen wir 10 ccm,

b) bei Lackmus nahezu ebensoviel,

c) Methylorange wird schon durch etwa 4—35 ccm
Lauge gelb, und zwar so allmiahlich, daB ein Endpunkt der
Titration nicht scharf angegeben werden kann; insbesondere
hebt sich der erwartete Endpunkt der Titration (bei 10 ccm
0,1 n. Lauge) in keiner Weise heraus.

Wenn wir viertens in der 0,1 n-Essigsiure h nach der Methode
S. 32 bestimmen, so finden wir rund 1,4 - 103 Hier deckt
sich h mit der Titrationsaziditit gar nicht; die letztere ist sogar
fiir verschiedene Indikatoren ganz verschieden.

Beim Titrieren #ndert sich die h durch den Zusatz der
Lauge schrittweise; der Endpunkt bei Phenolphtalein zeigt den

1) Oder besser von der Verminderung der H-Ionen-Aktivitdt nach
Bjerrum; s. S. 31.
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Durchgang durch py = etwa 8,5, Lackmus durch py = etwa 7,
Methylorange durch etwa pg = 5 bis 6 an.

Beim Titrieren einer starken Sdure geschieht der Durchgang
durch diese drei verschiedenen pg so dicht hintereinander, daf} es
fast belanglos ist, welchen Indikator man wihlt. Bei Essigsdure
wird der Durchgang von pg = 6 bis py = 8,5 erst durch eine
grofe Menge Lauge bewirkt, daher ist die Wahl des Indikators
von Bedeutung.

Beim Titrieren erfihrt man also, aufBler bei einer Mineral-
siure, niemals die h. Das Titrieren kann in zwei Absichten
geschehen:

a) um festzustellen, wieviel Kubikzentimeter Lauge bis zur
Erreichung der neutralen Reaktion erforderlich sind. Dann darf
man nur Lackmus anwenden. Dieser Punkt ist oft nur unscharf
zu bestimmen, weil pp sich beim Laugenzusatz nur sehr allméhlich
indert und daher eine sehr allmahliche Farbeninderung statt-
findet. Die Feststellung dieses Punktes hat auch kaum jemals
eine praktische Bedeutung.

b) um festzustellen, wieviel Aquivalente Essigsiure in der
Lésung sind. Dann muB man so viel Lauge zufligen, daB eine
reine Losung von Natriumazetat resultiert, so daB der nichste
Tropfen Lauge iiberschiissige Lauge ist. Der Indikator muf} also
diejenige h markieren, welche eine reine Natriumazetatlosung hat.
Da Natriumazetat infolge hydrolytischer Dissoziation eine Spiir-
chen alkalisch ist (pn zwischen 7 und 8, je nach der Konzen-
tration), so muB man Phenolphtalein wahlen; derjenige Tropfen,
welcher soeben Rétung hervorruft, zeigt py etwa = 8 an.

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

1. 0,0014 nHCI und 0,1 n-Essigsiure haben gleiche h, rund
=1,4-10"3. Die Titrationsaziditit mit Phenolphtalein gegen
0,1 nNaOH ist fiir HCl kaum meBbar klein (140 ccm ver-
brauchen 1 ccm Lauge); 10 cem der Essigsiure verbrauchen
dagegen 10 ccm Lauge.

2. Man stelle eine Mischung von 20 cem n-Essigsidure
-+ 10 cem nNaOH her, und von dieser Mischung zweitens eine
10fache Verdiinnung. In beiden Losungen ist h die gleiche
(5. S. 23), etwa 2.10"% 10 ccm der ersteren Losung mit 0,1
nNaOHund Phenolphtalein titriert verbrauchen 33 ccm 0,1 nNaOH;
10 ccm der zweiten 3,3 cem Lauge.

Sehr lehrreich ist die Titration einer wafrigen Losung von
Phosphorsdure. Primires Natriumphosphat NaH:PO, reagiert
gegen Methylorange soeben noch sauer; ein Tropfen iiberschiissige
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Lauge entfirbt Methylorange zum reinen Hellgelb. Sekundires
Natriumphosphat NaHPO, reagiert gegen Phenolphtalein ge-
rade eben deutlich alkalisch, so daB ein Tropfen Siure den In-
dikator gerade entfirbt. Tertiires Natriumphosphat NasPO.
reagiert stark alkalisch und verhalt sich gegen Phenolphtalein
wie Lauge. Wenn man Phosphorsiure gegen 0,1 nNaOH titriert,
wobei man Methylorange (wenig!) und Phenolphtalein gleich-
zeitig zugeben kann, so braucht man zur Erreichung des Phenol-
phtaleinumschlags genau doppelt soviel Lauge als fiir den Methyl-
orangeumschlag. Als Methylorange-Endpunkt muB derjenige
gelten, wo noch eine Spur Orange sichtbar ist, derart, daBl der
nichste Tropfen das reine blasse Gelb erzeugt; dieser ,nichste®
Tropfen wird nicht mehr mitgerechnet. Der Phenolphtaleinum-
schlag ist bei demjenigen Tropfen Lauge erreicht, wo ein (nicht nur
andeutungsweise sichtbares, sondern ein) deutliches Rot auftritt;
dieser Tropfen muBl mitgerechnet werden.. Am besten macht
man sich die Endpunkte der Titration dadurch deutlich, daf
man eine Losung von verdiinntem primirem Kaliumphosphat
(s. S. 25) mit Methylorange, und eine Ld&sung von sekunddrem
Natriumphosphat mit Phenolphtalein daneben stellt. Die End-
punkte sind auf 1—2 Tropfen genau bestimmbar.

17. Ubung.
Titration von Magensaft?).

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

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

2. Wieviel HCl hat der Magen iiberhaupt sezerniert? (,,Ge-
samte HCI“) Denn da im Magen sidurebindende Stoffe (Eiweif3,
Pepton) sind, so bleibt nicht die ganze sezernierte HCl ,frei®.

Die erste Frage konnte durch eine pp-Messung nach einer
der beschriebenen Methoden, mit Anwendung des Walpoleschen
Prinzips ausgefithrt werden. Exakter ist sie mit der Gaskette
(s. spiter) zu beantworten. In angeniherter Weise kann sie auch
durch das folgende Titrationsverfahren geldst werden. Der Beweis

1) L. Michaelis, Biochem. Zeitschr. 79, 1. 1917.
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fir die Richtigkeit des Verfahrens wurde durch Vergleichung
mit pr-Bestimmungen empirisch erbracht.

Man gibt 10 ccm des filtrierten Magensaftes ohne weitere
Verdiinnung in eine weille Porzellanschale und gibt 2 Tropfen
einer 0,1 proz. alkoholischen Lésung von Dimethylaminoazoben-
zol hinzu. Bei Anwesenheit freier HCl firbt sich die Losung
rosenrot. Man titriert, bis eben eine Spur Orange durchschim-
mert, d.h. bis etwa ein lachsfarbener Ton entsteht. Dieser
Umschlag ist zwar nicht haarscharf, aber immerhin auf 2—3
Tropfen genau anzugeben. Ein richtiges Orange ist jedenfalls zu
weit titriert. Das ist der Endpunkt fiir die Titration der freien
HCL 1Ist dieser Punkt z. B. bei 3 com /30 n-Lauge erreicht, so
heilt das: 10 ccm Magensaft enthalten so viel freie HCl wie
3 cem /10 nHCL. In der Magenchemie sagt man gewohnlich:
die Aziditit in bezug auf freie HCl ist 30 (die Anzahl der fiir
100 ccm Magensaft verbrauchten ccm' 0,1 n-Lauge). Die Kon-
zentration an freier HCl ist demnach 0,03 n, und die h ebenso-
groB, wenn man die fir den gegebenen Genauigkeitsgrad ge-
niigend zutreffende Annahme macht, daB die freie HCl total
dissoziiert sei; pp ist daher = 1,5.

" Die gesamte HCl erfaihrt man folgendermaflen: Man fiigt
in dieselbe Losung nunmehr (wenn man will, schon vorher) noch
2 Tropfen Phenolphtalein und titriert weiter, bis die reine
zitronengelbe Farbe des Dimethylaminoazobenzol erreicht ist,
welche gar kein Orange mehr enthilt. Man titriert so weit, daB
der niichste Tropfen Lauge keine weitere Veriinderung der Farbe
mehr hervorruft (dieser Tropfen rechnet dann nicht mehr mit),
und notiert die Laugenmenge. Nun titriert man noch weiter bis
zur beginnenden Phenolphtalein-R6tung und notiert die Laugen-
menge wieder. Die Mitte zwischen den beiden Notierungen gibt
das Ende der gesamten Salzsiure an; z. B.

10 ccm Magensaft verbrauchen

bis Dimethylaminoazobenzol lachsfarben 3,0 ccm

. " rein gelb 50
» Phenolphtalein rosa 74
Dann ist das Ende der freien HCl bei 3,0 cem

» » » gesamten HCL bei 6,2 com
h ist dann = 0,030 n.

In der Ausdrucksweise der Magenchemie ist

die freie HC1 30
die gesamte HCl 62
die gebundene HCl 32
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Farbt sich ein Magensaft mit Dimethylaminoazobenzol von
vornherein nur lachsfarben oder gar orange oder gelb, so ent-
hilt er nach dieser Definition ,keine freie HCI“. Die Definition
des ,Mangels an freier HCI“ ist mit absoluter objektiver Schirfe
nicht zu geben; die obige willkiirliche Definition wird deshalb
als einzig praktisch anwendbare empfohlen.

Enthilt der Magensaft Milchsiure, so ist deren Aziditidt in
die Titration der ,gesamten HCI* inbegriffen. Die Titration der
gesamten HCl durch Indikatoren ist daher nur bei praktischer
Abwesenheit von Milchsiure moglich.

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

V. Fillungsoptima bei variierter Wasserstoffzahl.

Das Prinzip der h-Reihe mit Salzkonstanz?).

Will man den Einflu der h auf den Zustand irgendeiner
Lésung untersuchen, so konnen wir das durch einen Reihen-
versuch, in welchem durch passend gewihlte Regulatoren die h
in geometrischer Reihe (also py in arithmetischer Reihe) abge-
stuft ist. Nun haben aber auf die Zustinde der verschiedenen
Substanzen nicht allein die H-Ionen, sondern bald mehr, bald
weniger auch andere Ionenarten einen Einfluf. Will man den
reinen EinfluB der Variation der H-Ionen untersuchen, so muf
man die andern Ionenarten innerhalb,einer jeden einzelnen
Reihe konstant halten. Das Problem ist also, eine Reihe von
Lésungen herzustellen, in denen h ansteigt, die andern Ionen- -
arten aber konstant bleiben. Dieses Problem ist mit volliger
Exaktheit natiirlich unlésbar, da man Anderungen von h nur
durch Anderung der Zusammensetzung an den andern Ionen,
mit denen sie im (Hleichgewicht sind, erreichen kann. Mit einer
praktisch durchaus geniigenden Anniherung wird jedoch das
Problem auf folgende Weise gelost: Wir variieren in einer Reihe
von Natriumazetat - Essigsdure- Gemischen nur die Menge der
Essigsdure und halten die Menge des Natriumazetat konstant
(nicht aber umgekehrt!). Diese Losungen enthalten alle 1. Na-

9) L. Michaelis und P. Rona, Biochem. Zeitschr. 27, 38. 1910.
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Ionen, 2. Azetat-Ionen, 3. H-Ionen (4. OH'-Ionen, die nicht be-
sonders betrachtet. zu werden brauchen, weil ihre Menge stets
durch die H-Ionen festgelegt ist; s. S. 20). Halten wir die
Menge des Natriumazetat konstant, so bleibt die Menge der
Na-Ionen sicher konstant; die Menge der Azetat-Ionen vermehrt
sich nur dadurch, daB mit steigendem Zusatz von Essigsiiure
auch die Azetat-Ionen etwas mehr werden. Da aber die Essig-
siure auf alle Fille nur zu einem winzigen Bruchteil dissoziiert
ist, so ist die von der Essigsiure gelieferte Azetat-lonen-Menge
zu vernachlissigen gegeniiber der vom Natriumazetat gelieferten;
und so bleibt praktisch auch die Menge der Azetat-Jonen kon-
stant. AuBer den H-Ionen &ndert sich also in der Reihe. nur
die Menge ‘der nichtdissoziierten HEssigsiure. Diese trigt keine
Ladung und ist fiir die meisten Fille als indifferenter Stoff.zu
betrachten. Damit ist das Problem, in einer Reihe allein die
h zu variieren, praktisch gelost.

18. Ubung.

Das Kristallisationsoptimum oder Lislichkeitsminimum
der m-Aminobenzoesiiure?).

Aminosduren haben in ihrem isoelektrischen Punkt ein Kri-
stallisationsoptimum, d. h. ein Loslichkeitsminimum. Die Scharfe
dieses Optimums héngt von der Grée des Produktes K, - Ky ab.
{Ka = Dissoziationskonstante als Sdure, Ky, als Base) Die groB-
ten vorkommenden Werte fiir K, - K}, betragen nicht viel mehr
als 1016, Bei solchen Aminossuren ist das Kristallisations-
optimum ziemlich scharf ausgepriagt. Ist K, - Ky kleiner, so
hebt sich das Optimum viel weniger scharf heraus. Eine ge-
eignete Aminosiure zur Demonstration eines ziemlich scharfen
Kristallisationsoptimums ist m-Aminobenzoesidure mit K, = 1,6 -
10-5, Kp = 1,2 - 101, also K, - K — etwa 2-10—16, Der
isoelektrische Punkt J, d. h. diejenige h, bei der ein Maximum
von nicht ionisierten Molekillen der Aminosdure vorhanden ist,
steht in folgender Beziehung zu den Dissoziationskonstanten:

== I{—b- . hw

wo Ky die Dissoziationskonstante des Wassers, bei Zimmertem-
peratur 0,6 - 10—1* ist. Also ist J angenihert:

1 01) L. Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Zeitschr. 30, 143.
910.
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1,6 - 10—
-0,6-10"% =9.10-5.

J = 1,2- 10—

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

Robrchen Nr. . . . . 1 2 3 4 5
n-Essigsdure!) cem. . 1,0 1,0 1,0 1,0 10
auflerdem noch n- .

Essigsdure ccm . . 019 0,38 0,75 15 3
10fack  n-Essigsiure

ecm. . ... . . - — — — —
destilliertesWassercem 6,31 6,12 5,75 50 3,5
hetwa. . . . . . .. 8,8 - 10—5 7,5- 10— 1,5-10—5  3.10—5  6-10—5
Pr gtwa. ....... 54 5,1 48 45 4,2
Robrchen Nr. . . . . 6 7 8 9
n-Essigsidure!) cem . . 1,0 10 1,0 1,0

auBerdem mnoch n-
Hssigsiure ccm . . — — — — -
10fach  n-Essigsiure

eem. . . . . . . . 0,6 1,2 ) 2.4 48
destilliertesWassercem 5,9 53 41 1,7
hetwa. . . . . . . . 1,2.10-% 24-10—* 48.10—= 96 10—
pnetwa . . . . . . . ,9 8,6 3,3 31

Nun 16st man 1,3 g oder 1,0 g m-Aminobenzoesiure in 10 ccm
nNaOH und fiillt diese Losung mit destilliertem Wasser auf
20 ccm auf. (Nimmt man 1,0 g, so wird das Kristallisations-
optimum #uBerst scharf — sehr demonstrativer Versuch! —;
nimmt man 1,3 g, wird es etwas unschérfer, aber immer noch
schon erkennbar) Von dieser Lésung gibt man in jedes der
9 Gliser 2,0 ccm. Hierbei kann die Aminosiure zunéchst teil-
.weise ausfallen. Man mischt die Rohrchen gut durch und stellt
gsie alle zusammen in ein warmes Wasserbad, bis alles wieder
gelost ist. Dann nimmt man sie aus dem Wasserbad und stellt
sie in einem Reagenzglasgestell ins Zimmer. Gelegentlich schiittelt
man um und beobachtet die Kristallisation. Sind die R6hrchen
nahe bis Zimmertemperatur abgekiibhlt, so kann man auch die
Kristallisation beschleunigen, indem man mit der Platindse
Spuren von Impfkristallen in alle Rohrchen einsetzt. Je nach
den Umstianden kann man, wenn die Temperatur sehr warm ist,
den Eisschrank zu Hilfe nehmen, namentlich wenn man mit 1 g
Aminosaure arbeitet.

1) Dieser 1 ccm n-Essigsiure dient dazu, um mit der spiter zugefiigten
Lauge (2 cem 0,6 nNaOH, enthaltend die Aminosdure) Natriumazetat zu
bilden.
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Das Resultat ist folgendes: Am friihesten beginnt das Rohr-
chen Nr. 5 zu kristallisieren. Bei Verwendung von 1 g ist es
schon zu einem dichten Filzwerk von Nadeln erstarrt, wenn
die beiden Nachbarrohrchen noch nicht zu kristallisieren be-
ginnen. Auch bei beliebig langem Warten schreitet die Kri-
stallisation nach den beiderseitigen Nachbarréhrchen kaum
weiter vor, nicht nur die Geschwindigkeit der Kristallisa-
tion ist in Nr. 5 am groBten, auch die definitiv auskristalli-
sierte Menge ist hier am grof3ten.

Arbeitet ‘man mit 1,3 g, so beginnt die Kristallisation eben-
falls am frithesten in Rohrchen Nr. 5; aber nach 1 Stunde ist
die Kristallisation in Nr. 4, 85 und 6 fast gleich dicht. Von
Réhrchen 7 ab tritt iiberhaupt keine Kristallisation ein; nach
links ist der Ubergang etwas allmahlicher; nach 24 Stunden
sind auch in Nr. 2 noch einige Kristalle. Die Einzelheiten
hingen von der Temperatur ab, aber immer ist Réhrchen Nr. 5
das Optimum. FEs entspricht h = 6 - 10—° und ist dasjenige,
welches dem berechneten isoelektrischen Punkt der Aminosiure
9 - 10—%) am nichsten steht.

Die Berechnung von h bzw. p, aus der Zusammensetzung
des Azetat-Regulators hat nur angeniherte Bedeutung; die An-
wesenheit der Aminosiure ist dabei nicht beriicksichtigt. Fiir
genaue zahlenmiBige Feststellung des Optimums wird man sich
mit der Berechnung von h nicht begniigen, sondern sie nach
Beendigung des Versuchs in den Losungen einzeln messen (am
besten mit Hilfe der spiter zu besprechenden elektrometrischen
Methode). Fiir diese Demonstration kénnen wir uns das sparen,
denn 1. ist aus theoretischen Griinden gerade im isoelektrischen
Punkt kein EinfluB der Aminosdure auf h vorhanden, 2. sind
bei dieser Versuchsanordnung die Abweichungen der wirklichen
h von der berechneten selbst in den ungiinstigsten Fillen nicht
so groB wie der h-Unterschied von einem Rohrchen zum nich-
sten betrégt.

Fiir unsere Zwecke soll diese angeniherte Berechnung ge-
niigen. In wissenschaftlichen Arbeiten ist es aber unbedingt
erforderlich, die h auch wirklich in jedem Réhrchen zu messen,
wenn die absolute GréBe der Zahl Anspruch auf Genauigkeit
erheben will. Das gilt fir alle folgenden Versuchsbeispiele
ebenso. -

Man vergegenwirtige sich, welche Verluste an Substanz man
beim Umbkristallisieren hat, wenn man die Aminobenzoesiure
nicht genau bei optimaler h umkristallisiert!
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19. Ubung.
Das Fillungsoptimum des Kaseins bei variierter h?Y).

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

1. Entweder man sagt: reines Kasein ist unloglich, die Ka-
gein-Tonen, sowohl das positive (bei stark saurer Reaktion) wie
das negative (bei alkalischer Reaktion) ist 13slich. Infolgedessen
muf} es eine bestimmte h geben, wie bei der Aminobenzoesiure,
bei der ein Ldoslichkeitsminimum besteht.

2. Oder man sagt: Eine Kaseinlosung ist eine kolloide Lo-
sung, welche Aggregate von Kaseinmolekiilen als dispergierte
Phase enthilt. Die elektrische Ladung dieser dispergierten Phase
hingt von der h ab (sieche das Kapitel Elektrophorese); bei
einer bestimmten h, dem isoelektrischen Punkt des Kaseins, ist
sie = 0; ist h groBer, wird sie positiv; wenn Kleiner, negativ.
Die Oberflichenspannung an der Grenze der Phasen wird durch
eine elektrische Ladung vermindert; die Oberflichenspannung
hat daher ein Maximum, wenn die Ladung = 0 ist, d. h. im
isoelektrischen Punkt. Je grofer die Oberflichenspannung, um
so grofer ist die Neigung zum Ausflocken.

Beide Auffassungen kommen auf dasselbe hinaus. Denn bei
der ersten Auffassung ist offen gelassen, ob die in Lésung
gehenden Ionen wirkliche Einzel-Ionen sind; es kénnten auch
Aggregate von mehreren Einzel-Ionen sein; nur mu man den
Kasein-Ionen iiberhaupt eine feinere Dispersitit zuschreiben als
dem isoelektrischen (,unloslichen“) Kasein; denn Verfeinerung
der Dispersitdt ist Anndherung an den Ldsungszustand, Ver-
groberung Anndherung an den geflockten Zustand.

Die zweite Auffassung sagt deshalb dem Verstindnis zu,
weil sie vermittelst Einfilhrung der ,,Oberflichenspannung® zu
erklairen vermag, warum das isoelektrische Kasein ein groBeres
Flockungsbestreben hat als das geladene Kasein. Die erste Auf-
fassung hat wieder fiir sich, daB sie den theoretischen Anschluf}
an die Verhiltnisse bei nicht kolloiden Ampholyten gibt. Man
verzichtet dann auf die Erklirung der Tatsache, warum iso-
elektrisches Kasein schwer l6slich ist, wie man ja auch auf die

) L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zeitschr. 47, 260. 1912.



Das Fillungsoptimum des Kaseins bei variierter h. 49

Erklarung verzichtet hatte, warum isoelektrische Aminosiure
verhiltnismafBig schwer 16slich ist.

Das Kasein ist weder ein vollig reversibles noch ein vdllig
irreversibles Kolloid. Hat man einmal eine Ldsung von Kasein,
go sind Zustandsinderungen kleineren Umfanges in sehr ver-
dinnter Losung ziemlich gut reversibel und eindeutig durch
die Natur des Losungsmittels bestimmt. Ist aber erst einmal
eine grobe Flockung namentlich aus stirkerer Losung entstan-
den, so ist die Dispergierung nach Beseitigung des Flockungs-
mittels nur miihsam zu erreichen. Der Versuch muf8 daher so
angeordnet .werden, daf} es niemals wihrend des Mischens der
Substanzen zu einer groben Flockung kommt, wenn diese nicht
dem definitiven Zustand entspricht. Die folgende Anordnung
erfiillt diese Bedingung.

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

_ N 1 2 3 4 5 6 71 8 9
Dest. Wasser ccem 838 7,75 875 85 8 7 5 1 T4

n
—— Hssigsi 1,2
100 Essigsture 0,62 5

inOEssigsii.ure . . . . . . 025 05 1 2 4 8

%Essigséture................1,6

Zum SchluB fiille man in jedes Rohrchen 1 cem der obigen
Kasein-Natriumazetatlosung; zu jedem Rohrchen wird moglichst
schnell, durch Einblasen aus einer Vollpipette zu 1 ccm, das
Kasgein zugefiigt und sofort nach dem Einblasen gut umgeschiittelt.
Es entstehen sofort Triibungen, welche folgendes Bild ergeben.
Die Zahl der Kreuze deutet die Stéirke der Triilbungen an:

N. 1 2 3 4 5 6 1 8 9

_pa 59 56 53 50 47 44 41 38 35
Tribung: 0 0° - 4~ +++ ++ + 4+ 0

Nach 5 Minuten haben einige der Triilbungen zu Flockungen ge-
Michaelis, Physikalische Chemie. 4
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fihrt; die Starke der Flockung ist durch liegende Kreuze an-
gedeutet:
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 0+ +++ XXX XX ++ + 0
Nr. 5 ist also das Flockungsoptimum.

Man wiederhole den Versuch, indem man in jedem Réhrchen
einen Kubikzentimenter des dest. Wassers ersetzt

a) durch mNaCl; b) durch mNatriamrhodanid.
¢) durch mCaCls; d) durch S AlCl;;

m 1000
e} durch 100 ZnCls.

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

20. Ubung.

Herstellung von denaturiertem, kolloid gelostem Serum-
albumin und Bestimmung seines Flockungsoptimum2).

Genuines Serumalbumin ist ein hydrophiles Kolloid. Seine
Dispersitdt ist selbst im isoelektrischen Punkt noch so gro8,
daB es nicht in demselben geflockt wird. Durch Erhitzen wird
es ,denaturiert”, d. h. es gewinnt mehr die Charaktere eines
Suspensionskolloids. Es flockt im isoelektrischen Punkt wie das
Kasein. Sein Flockungsoptimum ist im isoelektrischen Punkt;
dieser aber ist verschieden von dem des genuinen Albumin.
Wird Albumin bei einer h erhitzt, welche geniigend verschieden
von seinem isoelektrischen Punkt ist, bei mdoglichst geringem
Elektrolytgehalt, so flockt es bei der Erhitzung nicht, sondern
gibt eine milchige, getriibte Suspension. Durch Dialyse gereinigte
Albuminlésungen pflegen eine solche h zu haben, daB sie bei
geniigender Verdiinnung durch Erhitzen nicht geflockt werden,
denn sie reagieren etwa neutral (pg etwa 7), wihrend der iso-
elektrische Punkt des denaturierten Albumin etwa pg = 5,4
entspricht. Der Umstand, daB bei nicht gar zu langer Dialyse

1) L. Michaelis u. A. v. Szent-Gyorgyi, Biochem, Zeitschr. 103,

178. 1920.
?2) L. Michaelis und P. Rona, Biochem. Zeitschr. 27, 38. 1910.
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Spuren von Alkali in dem Serum iibrigbleiben, begiinstigt die
Stabilitét des dialysierten Albumin beim Kochen. Diese etwa
vorhandenen Alkalispuren stéren die weiteren Versuche nicht,
da wir h-Regulatoren anwenden. Uber die Reversibilitit der
Zustandsidnderung gilt dasselbe wie beim Kasein.

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

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

Man fiille in eine Reihe von Ré&hrchen

0,1 norm. Natrium-- Nr.1 2 3 4 5 6 7 8
azetat cecm . . . 1 1 1 1 1 1 1 1

0,01 norm. Essigsédure. 0,1 0,2 04 0,8 ,1,6 32 — —

0,1 norm. Essigsgure . — — — — — — 0,64 1,28

destilliertes Wasser . . 69 6,8 6,6 62 54 38 636 572

Zusatzfliissigkeit cem . 1 1 1 1 1 1 1 1

m - - .. . . . . 6764 61 58 53 50 4,7 44

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

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

Man beobachte nun Triibungen und Ausflockungen. Der Ver-
such nimmt viel lingere Zeit in Anspruch als der mit Kasein;
im Optimumréhrchen bemerkt man in einigen Minuten eine
stirkere Triibung; erst nach !/ Stunde pflegen deutliche, sich
absetzende Flocken zu entstehen. Man bcobachte, in welchem
Rohrchen die Triibung und Flockung zuerst eintritt; dies ist ge-
wohnlich Nr. 5. Die h in diesem Réhrchen berechne man in der-
selben Weise wie in der vorigen Ubung. Auch Nr. 4 flockt all-
mihlich; schon die beiderseitigen Nachbarrohrchen von 4 und 5

4*
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zeigen hochstens Andeutungen von Flocken. Das Flockungsopti-
mum ist der isoelektrische Punkt des denaturierten Albumin; in
dem Réhrchen links von ihm (bei weniger saurer Reaktion) hat es
negative Ladung; rechts, bei saurerer Reaktion positive Ladung.

b) Als ,,Zusatzfliissigkeit benutze man in der zweiten, sonst
ebensolchen Reihe g NaCl. Die Flockung wird stark gehemmt;

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

¢) Noch viel stirker hemmend wirkt ’% Na.SO0,.

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

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

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

g) ein basischer Farbstoff (zu empfehlen wegen der nicht allzu
storenden Farbtiefe der Losung: Trypoflavin; von Cassella, Frank-
furt a. M.; 1promill. Losung) verschiebt die Flockung nach links;
die Flocken sind gefiirbt. Das Optimum ist ganz an das linke
Ende der Reihe verschoben; die Flockungen sind kriftig und
erstrecken sich, nach einer Stunde, von Rohrchen Nr. 1 bis etwa 3.

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

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

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

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

Bei den Kationen hemmen nur die dreiwertigen besonders
stark; die Schwermetallionen fordern die Fallung.
2. die optimal flockende h verschoben, und zwar
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bei den Anionen (in Form der Alkalisalze) nach der sauren
Seite in der steigenden Reihenfolge:

SO, Cl Br J CNS saure Farbstoffe;

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

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

Die Wirkung der Salze beruht unter anderem darauf, daf3
ihre Ionen vom Eiweil teilweise gebunden werden. Deshalb
haben sie einen EinfluB auf den Ladungszustand des EiweiBes,
welcher mit dem EinfluB der h konkurriert. Die Bindung der
Ionen an das Eiweil kann man entweder als Salzbildung oder
als Ionenadsorption auffassen, je nachdem, ‘auf welchen Stand-
punkt man sich gemidB der Erlduterung auf Seite 48 stelit.
Prinzipiell ist der Unterschied nicht.

21. Ubung.

a) Die Alkoholempfindlichkeit der Gelatine bei
variierter h?).

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

Man setzt folgende Reihe an

Nr. 1 2 3 456 7 8 9

— Natrlumazetat cem. . 2 2 2 222 2 2 2

10

lnﬁ Essigsaure com . . . 0,12 0,25 05124 — — —
x;—Esxsigs’a‘mre ecem . .. — — —-———08 16 32
dest. Wasser cem . . . 3,88 3,75 35320 32 24 0,8

1 proz. Gelatineldsung cem 2 2 2 2222 2 2

) In Anlehnung an Wo. Pauli, Kolloidchemie der Elwelﬁkorpel
1. Hélfte. Dresden und Leipzig 1920, S. 32.
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Nach dem Ummischen gibt man zunichst in Réhrchen 5
soviel 90 proz. Alkohol zu, daB langere Zeit nach dem Ver-
mischen eine soeben erkennbare Triibung entsteht. Es werden
dazu gewdhnlich 8 cem Alkohol erforderlich sein. Die gleiche
Alkoholmenge gibt man dann in alle R6hrchen. Die Triibung
ist nach 30 Minuten folgendermaBen:

Robrch. Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tribung — — — 4+ +++ + — — —
ph - . 60 56 53 50 47 44 41 38 35

Die Alkoholfillung ist also am stirksten in 5. Der iso-
elektrische Punkt der Gelatine entspricht nun auf Grund von
Kataphorese-Versuchen in der Tat pn, = 4,7.

. Nach 24 Stunden sind aus den Triibungen Flockungen ge-

worden. Das Optimum ist nicht mehr so scharf; das linke Ende
der Reihe (vom Optimum aus gerechnet) ist durchweg stirker
geflockt als das rechte. Die Reihe ist asymmetrisch um das
Optimum gruppiert.

b) Die Alkoholempfindlichkeit des genuinen Serum-
albumin bei variierter h?).

10 ccm Blutserum werden mit 10 cem gesittigter Ammon-
sulfatlosung versetzt, nach !/; Stunde filtriert und das Filtrat
in Schleicher-Schiillschen Dialysierhiilsen (siehe S. 77) gegen
hiufig gewechseltes destilliertes Wasser so lange dialysiert, bis
in der AuBenfliissigkeit keine wesentliche Menge Sulfat mehr
nachweisbar ist. Dies ist einigermaBlen schon in 5 Tagen, voll-
kommener nach 2-—3 Wochen zu erreichen. Fiir unsere Zwecke
geniigt zur Not die kiirzere Dialyse von einigen Tagen. Dem
Eiweil wird wihrend der Dialyse etwas Toluol zugesetzt. So
erhalten wir eine vom-Globulin befreite Lésung von Serumal-
bumin. Diese Losung wird fiir den Versuch noch mit gleichen
Teilen destilliertem Wasser verdiinnt. Nun setzt man folgende
Reihe an:

Nl 2 3 4 5 678 9
1% Natriumagzetat ccm 1 1 1 1 1 111 1

Wasser cem . . . 7,38 6,75 7,75 75 7 6 4 0 64

1) In Anlehnung an W. Paulj, 1 c.
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Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
n
S igsi . 062 1,25
100 KEssigsiure ccm 2
i% Essigsdure cem . . . . . 025 05 1 2 4 8
?Essigsaure eccm . . . . . . . . . . . . . . 16

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

PR - - . - . . 60 57 54 51 47 44 41 3,8 3,5
Tribung nach 10Min. 0 0 = = 4 # = 0 0

Das Fillungsoptimum liegt also ganz dicht am isoelektrischen
Punkt. Die geringfiigige Abweichung ist wohl daraus zu er-
kliren, daf3 in der etwa 30% Alkohol enthaltenden Losung die
Dielektrizitatskonstante der Lésung und folglich auch die Disso-
ziationskonstanten der Essigsiure, des Wassers und des Eiweifl
etwas verindert sind.

22. Ubung.

Das Flockungsoptimum eines Gemisches von Tannin
und Gelatine?).

Zwei gleichzeitig in Losung befindliche Kolloide, selbst hy-
drophile Kolloidg, konnen sich gegenseitig ausflocken. Wie gro8
das gegenseitige Ausflockungsvermégen ist, laBt sich nicht all-
gemein voraussagen, ebensowenig, wie man allgemein voraussagen
kann, ob das Salz, welches sich aus einer Siure und einer
Base bildet, leicht oder schwer 1dslich ist (man denke an die
zwei Beispiele: Essigsiure +~ NaOH: keine Fillung des Salzes;
Phosphorsiure |- Barythydrat: Fillung des Salzes). Aber man
kann voraussagen, von welchen Bedingungen das Flockungsbe-
streben eines gegebenen Kolloidgemischs beeinfluft wird.

1) L. Michaelis und H.Davidsohn, Biochem. Zeitschr. 54, 323. 1913.
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Handelt es sich um zwei amphotere Kolloide mit verschiedenem
iscelektrischen - Punkt, so wird die Flockung bei einer solchen
h am besten, bei der das eine Kolloid noch geniigend positiv,
das andere schon geniigend negativ geladen ist. Die Schirfe
des Flockungsoptimums héngt von der Affinitit der beiden
Kolloide ab. Eiweill |- spezifisches EiweiBprézipitin flockt fast
ebensogut bei leicht saurer, neutraler oder leicht alkalischer
Reaktion; die Flockung hingt nur wenig von der h ab (wie
z. B. bei Ba[OH]: - H2804), Tannin - Gelatine dagegen hat ein
einigermafen scharfes Flockungsoptimum in einem engen Be-
reich von h, wie z. B. ein Gemisch von ZnCl; -+ NH,Cl; andert
man in einem solchen Gemisch die h durch Zugabe von HCl und
NaOH, so entsteht nur in einem engen Bereich leicht alkalischer
Reaktion eine Fillung von Zn(OH)..
Man setze folgende Reihe an:

_Gliischen Nr.1 2 3 4 5 6 7
1

0,5 proz. Gelatinelésungeem 1 1 1 1 1 1 1 1 1
inNaOHccm....llllllllll
Destilliertes Wasser cem . 6,5 6,4 6,3 6,1 5,7 4,9 3,3 0,1 6,2 4,9
! norm. HEssigsdure cem .1,01,11,214182642740 0

1
10fach norm. Essigsdureccm ¢ 0 0 0 0 0 0 0 1326

6 7 8 9 10

Jetzt werden alle Roéhrchen umgeschiittelt und von einer
0,1 proz. Tanninlésung je 1 ccm unter sofortigem nochmaligem
Umschiitteln zugegeben.

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. pn <6 58 54 51 48 45 43 40 3,7 34
T O+ H A HH H A+ =0

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

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

Nun ist h = 2 - 10—%.

h=2-10-5. Lf = 1,6 -10~5 In Roéhrchen Nr.1 ist nur
Natriumazetat. h ist hier kleiner als in Nr. 2 (<2 - 10—¢) und
nicht weit entfernt von neutraler Reaktion (10—7).

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

Essigsiure

————————, also fiir Réhrch .5
Natriumazetat also fiir Rohrchen Nr

23. Ubung.
Das FaHungsoptimum von Lezithin bei variierter h?).

Etwa 0,5 g Lezithin ,Merck“ werden mit 50 ccm destillierten
Wassers so lange im Schiittelapparat geschiittelt (etwa 1 Stunde),
bis alles Lezithin zu einer gleichférmigen, triiben Emulsion ver-
teilt ist.

Man stelle nach den Vorschriften der analytischen Chemie
eine normale Losung von Milchsiure her. Die Lésung mufB vor
ihrer endgiiltigen Titerstellung !/, Stunde gekocht werden, um
das stets vorhandene Milchséiureanhydrid in Milchsiure zu ver-
wandeln. Die Titrierung geschieht gegen nNaOH mit Phenol-
phthalein.

Nun stellt man eine !/4 molare Natriumlaktatlosung folgen-
dermaflen her. 5 ccm nNaOH werden mit einem Tropfen
Phenolphthalein versetzt und so viel von der Milchsidurelosung
hinzugeben, daB soeben. Entfirbung eintritt, und die Lésung
auf 200 ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt.

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

1) Feinschmidt, Biochem. Zeitschr. 88, 244. 1912.
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Nun setze man folgende Reihe an:
Réhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12

1 10l Natrium-

40
laktat ccm 1 1 1 111 1 11 1 11
0,01 mol. Milch-
sdure ccm 049098193978 — — — — — — —
0,1 mol. Milch-
sdure ccm — - — = — 156 312 628 — — — —
1 mol. Milchséure
ccm _ - —- - — —  — — 12525 5 10
dest. Wassser cem 9,561 9,02 805 6,1 22 744 688 3,75 87 7,6 50 O
Lezithinemulsion 1 1 1 1 1 1 11 11
etwa etwa
P, 49 46 47 3936 33 29 26 23 2 1,7 14

Resultat: (+ Triibung, X Flockung),

nach 1 Minute _ - - = - = 4 = = — =
, 10 Minuten @ — — — — — + X — — — — —
:7‘30 A - = —— — F+ XXX = = = — —
7?60 n ——'_——'XXXX—_-—_‘
h wird angendhert berechnet nach

(Milchsiure)

h=15-10"% ————

(Natriumlaktat)

also fiir das Optimumrohrchen Nr. 7 h etwa 1,2-1073, pn = 2,9.

Fiir verschiedene Lezithinpriiparate findet man andere Optima;;
hiufig liegt das Optimum ganz am sauren Ende der Reihe;
bei manchen (z.B. alkoholischer Herzextrakt) noch rechts aufler-
halb der hier angegebenen Reihe.

24. Ubung.
Das Fillungsoptimum von Lezithin-Eiweifiverbindung.

Genau wie der vorige Versuch, nur verwendet man statt
der Lezithinsuspension folgende Mischung: 20 ccm der vorigen
Lezithinsuspension - 1 ccm dialysiertes Blutserum. Hiervon
wird, wie vorher, in jedes R6hrchen 1 ccm zugefiigt.

Resultat:
1 2 3 4 5
Nach 1 Minute X><X>X XXX XXX —++ —++

6 7 8 9 10 11 12
+-+ 0 0 0 0 0 0
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0 bedeutet: Keine Verstirkung der urspriinglichen Lezithin-
trilbung.

Die Fallung wird stark nach dem weniger saurem Gebiet
verschoben. Sie wird gleichzeitig viel massiger. Im iibrigen
siehe die Bemerkungen zu Ubung Nr. 22.

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

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

25. Ubung.
Die S#éureagglutination der Typhusbazillen?).

Zwei schrige Agarrdhrchen werden mit Typhusbazillen be-
impft und das Impfmaterial mit einem Tropfen Kondenswasser
oder sterilem Wasser Gber die ganze Oberfliche des Agar ver-
breitet. Nach 24stiindigem Wachstum im Brutschrank wird der
gesamte Bakterienrasen mit 5 cem destillierten Wassers (nicht
Kochsalzlosung) abgeschwemmt, nochmals mit 5 ccm Wasser
nachgewaschen und auf 20 —30 cem aufgefiillt. Es soll eine
recht deutlich getriibte Suspension entstehen. Diese wird in
eine Biirette mit Glashahn, zu 20 cecm, in Kubikzentimeter ge-
teilt, eingefiillt. Wer nicht mit lebenden pathogenen Bakterien
arbeiten will, mag die Suspension mit /5 Volumen 5 proz. Phe-
nollésung erst einige Stunden stehen lassen.

Nun stelle man folgende Mischungen her.

Losung Nr. 1 2 3 4 5 6

n NaOH cem 5 5 5 5 5 5
n-Essigsdure ccem 7,5 10 15 25 45 85
Wasser cecm 87585 80 70 50 10

Diese Mischungen sind lingere Zeit haltbar.
Ihre h betrigt rund:

h 1 2 4 8 16 32> 105
Pn 50 47 44 41 38 35

Man fiille in 6 Reagenzglischen je 1 ccm der 6 Losungen
ein, dann in jedes Rohrchen 3 cem der Bazillenaufschwemmung.

1) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr, 1912, Nr. 21.
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Das Reagenzglasgestell kommt in den Brutschrank. Sobald die
erste Spur einer Flockung sichtbar wird (10 Min. bis. 1 Std.),
wird das Gestell ins Zimmer gestellt. Hier wird die Agglutination
schnell deutlicher. Das Optimum der ‘Agglutination ist R6hrchen
Nr.83 (h = 4-10—3. Je nach der Agglutinabilitit des Bak-
terienstammes ist die Flockung feiner oder massiger, beschrinkt
sich ganz auf Rdohrchen 3 oder erstreckt sich nach einer oder
beiden Seiten auf das Nachbarréhrchen. Bei der Beobachtung
darf man nicht aufschiitteln, wie man das bei der Serumaggluti-
nation tut. Sind die Bakterien aufgeschiittelt worden, so kann
man die Beobachtung ungestért von neuem mit gleichem Resultat
anstellen, wenn man die Réhrchen nunmehr in Ruhe laSt.

Die Agglutinabilitat (nicht aber die Lage des Optimums.
in der Reihe!). hingt vom Typhusstamm, von der Dichte der
Aufschwemmung und vom Nahrboden ab. Sollte sie nicht an-
schaulich genug ausfallen, so arbeite man mit Paratyphus-
B-Bazillen. Diese geben immer eine gute Sdureagglutination,
und zwar mit dem Optimum in Roéhrchen 35 (bis 6).

VI. Oberflichenspannung.

Die Oberfliche einer Fliissigkeit hat das Bestreben sich auf
ein Minimum zu kontrahieren. Man schreibt deshalb der Ober-
fliche eine Spannung zu. Diese bewirkt, daB die aus einer
kapillaren Offnung ausflieBende Fliissigkeit in einzelnen Tropfen
abflieBt; der Tropfen reifit erst ab, wenn sein Gewicht die Ober-
flichenspannung iiberwindet. Die Oberflichenspannung bewirkt
ferner, daB3 die Fliissigkeit in einer Kapillare aufsteigt, wenn
sie die Wand derselben benetzt, Der Benetzung wire an sich
Geniige getan, wenn eine iduBerst diinne Fliissigkeitshaut an
den Winden der Kapillare emporkréche; da aber dann die
Oberfliche der Fliissigkeit sehr groB wiirde, verkleinert sich die
Oberfliche dadurch, dafl das Wasser emporsteigt.

Geloste Stoffe veriandern die Oberflichenspannung des Wassers;
es gibt nur wenige Stoffe, die die Oberflichenspannung des Wassers
merklich erhGhen, aber viele, die sie stark vermindern. Diese
Stoffe nennt man kapillaraktiv oder oberflichenaktiv. Dazu ge-
héren vor allem kohlenstoffreiche Verbindungen; sie sind um so
oberflichenaktiver, je linger die C-Kette ist, je geringer die Zahl
der entschieden elektrapositiven und besonders elektronegativen
Gruppen (OH, COOH) ist. Die oberflichenaktiven Stoffe zeich-
nen sich durch hohe Adsorbierbarkeit und durch hohe biologische
Wirkung (Hemmung der O:-Atmung, Narkose u. a.) aus.
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26. Ubung.
Die Steighohenmethode.

Eine benetzende Fliissigkeit steigt in eine Kapillare zu einer
20
rD
(b Steighche, o Oberflichenspannung, r Radius der Kapillare,
D spezifisches Gewicht der Fliissigkeit). Aus der Steighthe h
kann man daher ¢ berechnen, wenn r und D bekannt ist. Die
Steighshe ist die Niveaudifferenz der #uferen Fliissigkeit und
der Fliissigkeit in der Kapillare. Nicht ohne besondere Vor-
richtungen zu bestimmen ist das Niveau der duBleren Fliissigkeit.
Man kann das auf folgende Weise umgehen. Haben wir zwei
Kapillaren mit den Radien r; und rs, so ist

Héhe auf, welche bestimmt wird durch die Formel h = -

20 ]
h; = —I;I;’) , und hg =—= 0D’ also
20 1
h — g = —_ ==
! h. D (1'1 —_— 1‘2)

Die Hohendifferenz h; — hs kann man ohne wesentlichen Fehler

gleichsetzen der Hohendifferenz der beiden Menisken. Arbeitet

man mit zwei Kapillaren von verschiedenem Lumen, so ist also
K (hy — hs)

hl—hQ:D‘U, oder ¢ —= K .D

wo K eine Konstante ist, deren Bedeutung sich aus der vorigen
Formel ergibt.

Diese Konstante kann fiir ein Kapillarenpaar dadurch geeicht
werden, daB 'man die Steighohendifferenz von Wasser bestimmt;
wollen wir nur immer relative Bestimmungen von ¢, bezogen
auf die des Wassers = 1 (wo auch D =1 ist) machen, so setzen
wir also Owasser = 1, und daher ist K == (h1 — ha)sir wasser. Die
relative Oberflichenspannung einer Flissigkeit ist daher gleich
der Steighshendifferenz in einem Kapillarenpaar, dividiert durch
die Steighohendifferenz in diesem Kapillarenpaar bei reinem
Wasser der gleichen Temperatur, multipliziert mit dem spezi-
fischen Gewicht der Flissigkeit.

Man benutzt zwei starkwandige sog. Thermometerkapillaren,
mit eingedtzter Millimeterteilung (Fig. 5). Die Teilungsstriche
sollen, zur Vermeidung parallaktischer Ablesung, mindestens die
Halfte der Peripherie des Rohres umfassen. Die duflere Peripherie
der beiden Rohre ist gleich, damit man sie bequem aneinander
gepreBt in ein Stativ einklemmen kann. Der Durchmesser des
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Lumens ist zweckmifBig bei der einen 2,5 mm, bei der anderen

0,35—0,4 mm. Die Kapillaren werden in Bichromat-Schwefel-

sdure gereinigt, wie in Fig. 5 befestigt und in die Fliissigkeit

; getaucht. Man iiberzeuge sich,

daB3 das Niveau in beiden Kapil-

; laren frei spielt und oberhalb des

' Meniskus im Rohr kein Fliissig-

L ; keitstropfen hingen bleibt, und

1@ —] Df;’) daB die Niveaueinstellung bei Be-

) wegungen des Meniskus von oben
und von unten her gleich ist.

So gab z.B. bei 18° Wasser
eine Hohendifferenz von 36,5 mm,
gesattigte Losung von (Giarungs-)
Amylalkohol 13,4 mm; also, da
D =1 gesetzt werden kann, ist

/ ™~ die relative Oberflichenspannung
LI SN 13.4
- M r . .
e — d r L S B =4, .
Fig. 5. Doppelkapillare. er osung 36.5 0,367

27. Ubung.

Bestimmung der relativen Oberflichenspannung mit
der Tropfenmethode (Stalagmometer nach .J. Traube).

Das Stalagmometer besteht aus einem Glasrohr
nebenstehender Form. Oberhalb und unterhalb der
birnformigen Erweiterung trigt es eine Anfangs-
und Schlufmarke. Die Ausfluléffnung ist eine
breite, horizontal geschliffene Fliche, welche von
einer feiner Kapillare durchbohrt ist.

1. Eichung des Stalagmometers. Das Stalag-
mometer wird lotrecht an einem Stativ befestigt,
\, /  ein Gefil zum Auffangen der abtropfenden Fliissig-
keit daruntergestelif. Man saugt in das Rohr
, Wasser bis iiber die obere Marke und liflt es

—_— abtropfen. Von dem Augenblick, wo der Wasser-

' stand die obere Marke erreicht hat, beginnt man

JL die Tropfen zu zihlen, bis die untere Marke er-

Fig. 6 reicht ist. Die geeignetsten Stalagmometer sin.d
Stalagmometer Solche zu etwa 80 Tropfen. Man wiederhole die
nach J. Traube. Zihlung mindestens 3 mal; die Unterschiede der ein-

1/; nat. Groge.  zelnen Zahlung diirfen 1Tropfen nicht iiberschreiten.
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Bei Stalagmometern mit kleiner Tropfenzahl (z. B. 18 Tropfen)
ist zur Abmessung von Bruchteilen eines Tropfen oberhalb der
beiden Marken eine Graduierung angebracht, deren Ausdehnung
nach oben und nach unten im ganzen je !/ Tropfen entspricht.
Besteht die Graduierung aus je 5 .Strichen nach oben und nach
unten, so bedeutet jeder Strich 0,1 Tropfen. Da das Passieren
der Wassersiule durch die Hauptmarke nicht gerade mit dem
Abfallen eines Tropfens zusammenzufallen braucht, beginnt man
genau mit dem Abfallen eines Tropfens zu zihlen und beobachtet
dabei " den Stand des Meniskus. Das macht man sowohl beim
Passieren der oberen wie der unteren Hauptmarke. Fiir den
Anfang der Zihlung muB man oberhalb der Hauptmarke lie-
gende Tropfenbruchteile abziehen, unterhalb derselben liegende
addieren. Fiir den SchluB, fiir das Passieren der unteren Marke,
mul man oberhalb liegende Bruchteile addieren, unterhalb lie-
gende subtrahieren. Z. B.:

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

2. Um die zu untersuchende Ldsung zu messen, sauge man
sie (wie bei der Steighéhenmethode) zuniichst einige Male durch
die Kapillare, dann miBt man die Tropfenzahl wie beim Wasser.
Ist Z die AusfluBzahl fiir Wasser, Z die der unbekannten L&-
sung, D das spezifische Gewicht der letzteren, so ist die rela-
tive Oberflachenspannung ¢

Z
G == 7 D
Zur Veranschaulichung der Traubeschen Reihen, d. h. der
rapide zunehmenden Oberflichenaktivitidt mit wachsender Kohlen-
stoffkette in homologen Reihen, bestimme man die relative
Oberflichenspannung bei folgenden Losungen:
relative Ober-

flachen-
A. a) 1 normale Lésung von Methylalkohol spannung
(3,2 Gewichtsproz. = 3,9 Volumproz.) 0,92

b) » . Losung von Methylalkohol
(4,6 Gewichtsproz. = 5,75 Volumproz) 0,76
B. a) 0,125 normaler Athylalkohol
(0,57 Gewichtsproz. = 0,71 Volumproz.) 0,95
b) 0,125 normaler (Iso-)Amylalkohol
(1,1 Gewichtsproz. = 1,36 Volumproz.) 0,54
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relative Ober-
C. gesattigte Losung von Heptyl- oder Oktylalkohol flichen-
(enthilt analytisch kaum nachweisbare Mengen °SP2°0U0€
des Alkohols). . . . . . . . . . um 0,5

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

Man stelle eine gesittigte Losung von Dezylalkohol her.
Man schiittele nicht zu heftig, sonst erhilt man eine opaleszierende,
kolloidale Lésung. Die echte Ldsung, nach dem Filtrieren
ganz klar, zeigt keine wesentliche Oberflichenaktivitit: Die Los-
lichkeit hat stirker abgenommen, als die Oberflichenaktivitit zu-
genommen hat. Nach heftigem Schutteln erhilt man beim
Filtrieren eine opaleszierende kolloide Losung, welche deutlich
oberflichenaktiv ist.

28. Ubung.

Die steigende biologische Wirkung oberflichenaktiver
Stoffe in homologen Reihen.

In dieser Ubung soll diejenige Grenzkonzentration verschie-
dener einwertiger Alkohole ermittelt werden, welche bei Zimmer-
temperatur Bacterium coli in etwa 15 Minuten abtétet: In eine
Reihe von Reagenzglésern fille man ein:

Methylalkohol . . . cem: 9,6 64 43 28

Wasser . . cem: 0,4 36 57 72
ferner in eine 2. Relhe :

Athylalkohol . . . ccm: 7,6 5,0 33 22

Wasser . . . . . ccm: 2,5 50 67 18
ferner

-Propylalkohol . . ccm: 3,6 2.4 16 1,1 0,7

Wasser . . . . com: 64 76 84 89 9,3
ferner

gesittigte wiisserige l
Amylalkohollésung cem: 10,0 6,7 44 30
(d. h. etwa 28proz) J
Wasser . . . . ccm: 0 33 56 70
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ferner

gesittigte wisserige

Lésung von Heptyl- | cem: 10,0 6,7 44 3,0
alkohol l

Wasser . . . . . ccm: 0 33 56 17,0

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

fiir Methylalkohol 64 Volumproz.
.. Athylalkohol 50
.. Propylalkohol 20 -

» Amylalkohol 28 » (d. h. die gesiittigte Losung).

23

Heptylalkohol tétet unter diesen Bedingungen nicht mehr
ab, trotz seiner hohen Kapillaraktivitit, da er nicht mehr ge-
niigend 16slich ist.

Geht man in der homologen Reihe noch hoher, zum Dezyl-
alkohol, so ist die Kapillaraktivitait auch nicht mehr stalag-
mometrisch nachzuweisen, weil die Loslichkeit zu gering gewor-
den ist (siehe vorige Ubung). Ein viel empfindlicheres biologisches
Objekt als Bakterien, ja sogar als das Stalagmometer sind z. B.
Paramiicien. Diese findet man stets in Wasser, welche einige
Tage mit Heu gestanden hat. Bringt man zu einem paramicien-
haltigen Wassertropfen einen Tropfen gesittigte Dezylalkohol-
lésung, so werden die Paramicien augenblicklich unter stirkster
Entstellung ihrer Struktur getétet.

Michaelis, Physikalische Chemie.

Ot
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29. Ubung.

Relative quantitative Analyse eines kapillaraktiven
Stoffes.

Gegeben sei eine beliebige, nicht gesittigte Losung von Tri-
butyrin (Tributtersiureglyzerinester). KEs soll die relative Kon-
zentration derselben bestimmt werden, indem die Sattigungs-
konzentration bei gleicher Temperatur — 1 gesetzt wird.

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

ENr. 1 2 3 4 5 6 7
gesattigte Tributyrinlosung 10cem 8 6 4 3 1 O
dest. Wasser o, 2 4 6 8 9 10

Von jeder dieser Lésungen
bestimmt man die Tropfenzahl.
Es ist aber nicht unbedingt
erforderlich, hierzu das lang-
sam tropfende Traubesche
Stalagmometer zu nehmen,
sondern man kann sich einer
schneller tropfenden Tropf-
pipette?) bedienen (Fig. 7). Sie
hat einen Fassungsraum von
etwa 3 ccm und endet in

~ eine nach unten sich leicht
~ verjiingende Spitze mit nicht
: “zu schwacher Glaswandung.

Fig. 7. Tropfpipette. Zur gelegentlichen Reinigung
' benutzt man Schwefelsiure-
Bichromatgemisch. Der sich bildende Tropfen kriecht von der
Spitze die Wand etwas in die Hohe, bevor er abreiBt. Dies
soll ganz gleichmiBig nach allen Seiten erfolgen. Kriecht der
Tropfen etwas einseitig in die H6he, so kann man das meist
dadurch korrigieren, dal man die trockene.Spitze zwischen dem

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

gleich vorzubereiten.
3 P. Rona u. L. Michaelis, Biochem. Zeitschr. 81, 845, 1911.
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trockenen Daumen und Zeigefinger unter Druck hin und her
rollt. Am besten eignen sich Tropfpipetten mit 80 —90 Tropfen
bei reinem Wasser. In der Sekunde soll etwa 1—1%/> Tropfen
ausflieBen. Da bei dieser Tropfgeschwindigkeit jeder Tropfen in-
folge seiner kinetischen Energie etwas zu friih abreif3t, ist die
Oberflichenspannung nicht wie bei einem richtigen Stalagmometer
der Tropfenzahl genau umgekehrt proportional. Z. B. war fir
eine (nicht gesittigte) Losung von Heptylalkohol die Tropfen-
zahl, relativ zu der des Wassers, mit einem Traubeschen

24,6 .
Stalagmometer gemessen — 185 — 1,32; mit der schnell tropfen-
142
den Pipette gemessen — o1 — 1,41. Trotzdem entspricht na-

tirlich jeder Tropfenzahl eine ganz bestimmte Konzentration an
Tributyrin.

Man bestimmt nun fir obige 7 Losungen durch mehrfach
wiederholte Parallelversuche die Tropfenzahl. In den Parallel-
versuchen soll diese bis auf 1 Tropfen iibereinstimmen. Nur
bei den héchsten Tributyrinkonzentratipnen ist die Reproduzier-
barkeit etwas schlechter.

Es fanden sich z. B. folgende Werte:

Nr. 1 2 3 4 d 6 7
Tropfenzahl 149,7 1430 136 126,3 1126 104 82,7
{Mittelwerte)

Man tragt nun auf Millimeterpapier die Konzentrationen auf
die Abszisse und die Tropfenzahl auf die Ordinate und erhilt
so eine Eichkurve (Fig. 8).

i

60
% Tributyr

iy
Fig. 8. Eichkurve fiir Tributyrin.

Unsere oben gestellte Aufgabe, die Konzentration einer be-
liebigen Tributyrinlésung zu bestimmen, 16sen wir dadurch, daB
wir mit derselben Pipette ihre Tropfenzahl messen und in dem
Diagramm ihre Konzentration ablesen.

5*
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30. Ubung.
Nachweis des fettspaltenden Ferments im Blutserum?).

Die Ubung schlieBt unmittelbar an die vorige an; die ge-
wonnene Eichungskurve kann sofort verwendet werden. Nur
stelle man die gesittigte Tributyrinlésung nicht in reinem Wasser
her, sondern in einem Phosphat-Regulator, um die Wasserstoff-
zahl herzustellen und festzuhalten, welche fiir die Wirkung des
Ferments am giinstigsten ist. Eine solche Losung wird folgender-
maBen hergestellt. Man geht von einer 1 fach molaren Phosphor-
siurelosung aus. Eine lfach molare (3fach normale) Phosphor-
siure kann von Kahlbaum bezogen werden. Ihr Titer wird
auf folgende Weise kontrolliert. 10 ccm der Phosphorsiure wer-
den mit 100 ccm dest. Wasser und mit 1 norm. NaOH titriert
mit Methylorange als Indikator. Die Titration ist beendet, wenn
jeder rotliche Ton verschwunden ist und die Farbe genau so
geworden ist, wie in einer stark alkalischen Kontrollprobe. Man
stelle ein Gefi3 mit etwa ebensoviel Wasser daneben. versetze
es mit einigen Tropfen starker Lauge und ebensoviel Indikator
wie in der Phosphorsiurelésung, d. h. 2—3 Tropfen einer
0,02 proz. alkoholischen Losung von Methylorange. Derjenige
Tropfen Lauge, welcher den letzten Schimmer von Orange zum
Verschwinden bringt und das reine, blasse Gelb erzeugt, wird
nicht mehr mitgerechnet. Auf diese Weise miissen die 10 ccm
Phosphorsdure 10 ccm n Lauge verbrauchen.

Wendet man Phenolphthalein als Indikator an und titriert
bis einschliefilich zu demjenigen Tropfen, welcher eben eine ganz
unzweifelhafte Rosafirbung hervorruft, so miissen die 10 cem
Phosphorsaure 20 cem lnorm. Lauge verbrauchen.

Nunmehr vermischt man

1. 10 ccm von dieser 1 mol. Phosphorsiure 4 10 cem
nNaOH +- 10 cem dest. Wasser. Diese Mischung
ist !/smol. priméres Natriumphosphat,

2. 10 ccm 1mol. Phosphorsiure + 20 cem nNaOH: .
das ist !/3mol. sekundéires Natriumphosphat.

Jetzt vermischt man 100 ccm Wasser mit 1 cem */3mol. pri-
mirem Natriumphosphat und 7 cem /3 mol. sekundirem Natrium-
phosphat. Dann wird die Losung mit etwa 20 Tropfen Tributyrin
versetzt, 10 Minuten geschiittelt, filtriert, die ersten Kubikzentimeter
des Filtrats verworfen und der Rest aufgefangen. 50 ccm dieser

1) P. Rona u, L. Michaelis, 1. c.
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Lésung werden mit 1 com menschlichen Blutserums versetzt.
Das Serum darf 2—3 Tage alt, aber nicht ,inaktiviert (erwirmt)
worden sein. Unmittelbar nach dem Vermischen bestimme man
die Tropfenzahl nach der S. 66 angegebenen Methode, und dann
etwa alle 5—10 Minuten wieder. Die erhaltenen Werte trage
man in ein Koordinatensystem ein, die Zeiten (vom Beginn des
Serumzusatzes gezihlt) als Abszisse, die Tropfenzahlen als Ordi-
nate. Die Tropfenzahlen kann man auch auf Grund der Eichung
(Ubung 29) in Tributyrin-Konzentrationen, bezogen auf die volle
Sittigung als Einheit, umrechnen, und eine zweite graphische
Darstellung wihlen: Zeit als Abszisse, Tributyrin als Ordinate.
Beispielsweise fand sich:

Zeit in Minuten 0 1 13 23 49 60
Tropfenzahl 147 147 138 134 125 123
Wasserwert 83

Eine (relative) quantitative Bestimmung des fettspaltenden Fer-
ments wird aus dieser Methode auf folgendem Wege erhalten.
Man wiederhole diesen Versuch mit einer Reihe normaler mensch-
licher Blutsera und betrachte nun die einzelnen Diagramme.
Notwendig sind nur die Zeit - Tropfenzahl - Diagramme; die
Zeit - Konzentrationsdiagramme sind entbehrlich. In den ver-
schiedenen Diagrammen vergleiche nun die Zeiten gleieher
Tropfenzahl. Beispielsweise finde man: Tropfenzahl an einer
Kontrolle, welcher statt Serum die gleiche Menge Wasser zu-
gesetzt wurde: 140. Das ist der wahre Anfangswert. In den
ersten Messungen mit Serum wird man gleich etwas weniger
finden. Nunmehr liest man an den Diagrammen die Zeit ab,
nach . welcher die Tropfenzahl 120 betrug. Dies sei bei 5 ver-
schiedenen Normalserumproben 10; 11; 12; 9; 9 Minuten, im
Mittel 10,0 Minuten. Férner liest man ab, in welcher Zeit die
Tropfenzahl 110 erreicht wurde. Dies sei 18; 19; 20; 16; 17
Minuten, im Mittel 18,0 Minuten.

Diesen Zahlen konnen als bleibender MafBstab fiir kiinftige
Versuche benutzt werden, sofern die Zimmertemperatur innerhalb
2—3° die gleiche ist. Findet man nun an einem pathologischen
Serum z. B. von einer schweren Phthisis pulmonum

120 Tropfen in 30,0 Minuten
110 , 58,0 »

so wiirde aus der erstén dieser beiden Zahlen folgen, dal der
Umsatz in 30 Minuten so weit ist, wie bei normalem Serum in
10 Minuten; aus der zweiten Zahl folgt, daf der Umsatz bei
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dem Krankenserum in 35 Minuten so weit ist, wie normaler-
weise in 18 Minuten. Die Fermentmengen verhalten sich um-
gekehrt wie die Zeiten gleichen Umsatzes; die erste Zahl gibt

: . . 18
als eine Fermentmenge von die zweite von 55 des nor-

10
30’ '
malen, als Mittel von 0,33 und 0,31 also 6,32, bezogen auf
normalen Fermentgehalt = 1.

31. Ubung.

Nachweis des fettspaltenden Ferments imm Magen- und
Darmsaft?).

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

Man versetze 90 ccm Wasser mit 10 ccm der !/3 mol. pri-
miren Natriumphosphats, ohne sekundires Natriumphosphat; die
Losung wird mit Tributyrin gesittigt, filtriert. 30 cem dieser
Losung werden mit 1 cem des sorgfaltig filtrierten Magensaftes
versetzt und weiter wie beim Blutserum verfahren.

Fiir Pankreaslipase benutze man eine Ldsung von 90 ccm
Wasser 4 10 ccm !/3 mol. sekundiren Phosphats ohne primires.
In dieser Losung ist nur Pankreas- oder Darmlipase (auch Se-
rumlipase) witksam, aber nicht oder héchstens in Spuren die
Magenlipase. Umgekehrt wirkt in der oben fiir Magenlipase an-
gegebenen Loésung nur diese, aber so gut wie nicht die Pan-
kreas- oder Darmlipase.

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

32. Ubung.
a) Sensibilisierung eines Kolloids fiir Elektrolytfillung
durch einen kapillaraktiven Stoff?).

In eine Reihe von 4 Reagenzglisern fiillt man vom 2. bis
zum 4. je 2 ccm destilliertes Wasser ein. Dann fillt man in

1; H. Davidsohn, Biochem. Zeitschr. 45, 284. 1912.
2 H. Freundlich und P. Rona, Biochem. Zeitschr. 81, 87. 1917.
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das 1. Glaschen 2 ccm nNaCl- Losung. In das 2. fiillt man 4 cem
NaCl-Losung, mischt um und iibertrigt hiervon 4 cem in das
3. Rohrchen, hiervon wieder 4 cem in das 4. Rohrchen, entnimmt
hiervon wieder 4 cem und verwirft sie. — Somit haben wir eine
geometrische Reihe von Na(Cl-Konzentrationen mit dem Quo-
tienten 1,5. Man setzt zwei derartige Reihen an. In die erste
gibt man unter jedesmaligem Umschiitteln je 5 ccm einer Mi-
schung von 2,5 ccm Liquor ferri oxydati und 30 ccm destilliertes
Wasser; in die zweite Reihe je 5 cem einer Mischung von 2,5 cem
Liquor ferri in 30 ccm n-Urethanldsung (8,9 proz. Losung).
Gleich nach dem Vermischen ist in beiden Reihen Réhrchen
Nr. 1 bis 2 triilbe. Nach einer halben Stunde schreitet die Tri-
bung nur in der Versuchsreihe mit Urethan bis Rdéhrchen 3
fort. Urethan allein wirkt in keiner Konzentration fillend.

Man setze eine dritte NaCl-Reihe an und gebe in jede einige
Kornchen Kampfer, sodann 5 cem der obigen wilirigen Eisen-
hvdroxydverdiinnung, schiittle heftig durch, um etwas von dem
Kampfer in Losung zu bringen. Auch hier schreitet die Tru-
bung bald bis zum 3. RGhrchen vor.

Man sieht aus diesem Versuch, daf die Flockungsschwelle
des NaCl durch kapillaraktive Stoffe herabgedriickt wird. Dies
ist aber nur bei schwach flockenden Elektrolyten, wie NaCl zu
beobachten, nicht aber bei stark flockenden, wie NaoSO;.

b) Beeinflussung der Sedimentierungsgeschwindigkeit
durch kapillaraktive Stoffe?).

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

Es sei daran erinnert (siehe unter ,, Adsorption‘), da ober-
flichenaktive Stoffe von Kaolin nicht in nachweisbarer Menge
adsorbiert werden. Bei Kohle, welche diese Stoffe sehr gut
adsorbiert, haben sie keinen Einflul auf die Sedimentierungs-
geschwindigkeit.

1) P. Rona und Gyorgy. Biochem. Zeitschr. 105, 133.
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33. Ubung.

Bedingt oberflichenaktive Stoffe; Einflu der h aut
die Oberfliichenspannung?).

Es gibt Elektrolyte, welche die Oberflichenspannung des
Wassers nicht schlechtweg erniedrigen, sondern bei denen die
Oberflichenspannung unter sonst gleichen Bedingungen von der h
der Lésung abhingt. Diese bedingte Oberflichenaktivitiit
ist. entweder dem Kation des Elektrolyten zuzuschreiben (die
Salze des Chinin, Eukupin und vieler anderer Alkaloide) oder
dem Anion (die gewthnlichen hd&heren Fettsiuren, Undezylsiure
bzw. derven Alkalisalze). Wir betrachten den Fall des salzsauren
Eukupin: Eine Lésung von Eukupinum bihydrochloricum
1:1000 gibt fiir eine Tropfpipette mit dem Wasserwert 84 die
Tropfenzahl 113. Diese Losung ist infolge Hydrolyse des Salzes
stark sauer. Vermindert man nun durch Phosphatpuffer die
Aziditit, so steigt die Tropfenzahl, und zwar zunichst allmih-
lich und dann mit einem Sprung bis nahezu auf den Maxi-
malwert.

Man setze folgende Lésungen an:

Nr. 1 7"2 3 4 b5 6 7
0.1 n. NaOH — — — — — — 2,0
F; prim. Phosphat 20 14 093 069 048 0,34 -

l"; sek. Phosphat 00 0,6 102 131 152 166 —
1°/00 Eukupin-Losung 4,0 4,0 4,0 4,0 14,0 40 40
Dh angenihert H 6.3 6.8 6.9 7.1 8 12.6
Tropfenzahl (in reiner

Losung 113) 124 176 187 187 185 169%) 93

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

**) Hier entstand sofort eine Fillung; die angegebene Tropfenzahl be-
zieht sich auf das Filtrat.

Die Tropfenzahl ist also schon in reinem primiren Phosphat
{pn etwa = 5) ein wenig héher als in der reinen waBrigen Lo-

1) J. Traube und R. Somogyi, Internat. Zeitschr. fiir physikochem.
Biologie 1 (1914); ferner W. Windisch und W. Dietrich, Biochem.
Zeitschr. 97, 135 (1919 ; 100, 130 1919) und andere Arbeiten ibiderm.
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sung des Eukupinum bihydrochloricum, welche infolge der Hydro-
lyse dieses Salzes sehr sauer ist. Mit zunehmendem py erreicht
die Tropfenzahl bei pn etwa 6 fast sprunghaft einen viel hoheren
Wert, welcher bei 6,8 das Maximum erreicht hat (wenn man
nur die definitiven Tropfenwerte beriicksichtigt) und von pp == 8
wieder zu fallen beginnt. Bei py, = 12 ist die Tropfenzahl fast
wieder auf den reinen Wasserwert gesunken.

Die Deutung der Erscheinung kann folgendermaflen gegeben
werden: Der oberflichenaktive Stoff ist die freie Eukupinbase
(nicht das Eukupin-Ion!). Diese ist in der Lésung des Eukupin-
salzes infolge Hydrolyse schon in sehr geringen Mengen vor-
handen und wird mit zunehmender Alkalitit der Lésung immer
reichlicher. Sie ist in Wasser, wie alle ganz stark oberflichen-
aktiven Stoffe, kaum 16slich (s. Dezylalkohol, 27. Ubung) und gibt
gute stalagmometrische Ausschlige nur, wenn sie in iibersittigter
oder sehr fein disperser kolloider Losung vorhanden ist. Alka-
lisiert man ein wenig, so bleibt die in Freiheit gesetzte Base in
iibersittigter (oder kolloider) Losung (Réhrchen 2—5); alkalisiert
man stiarker (Nr. 6), so fillt die Base zum groBen Teil aus;
ganz im Anfang hat man eine sehr hohe Tropfenzahl, sie wird
aber im Lauf der Zeit kleiner. Alkalisiert man noch stirker
(Rohrchen Nr. 7), so fillt die Base einfach quantitativ aus und
die Tropfenzahl sinkt fast auf den reinen Wasserwert. '

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

34. Ubung.

Titration mit einem bedingt oberflichenaktiven Stoff
als Indikator?).

Die soeben beschriebene Eigenschaft des Eukupin, bei einem
bestimmten py seine Oberflichenspannung sprunghaft zu #ndern,
macht einen derartigen Stoff geeignet, um als Indikator bei der
agidimetrischen Titration verwendet zu werden. Die Methode
ist angezeigt bei der Titration stark gefirbter und getriibter
Fliissigkeiten, in denen man den Umschlag eines Farbindikators

1 Windisch und Dietrich, lec.
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nicht erkennen kann. Zur Demonstration wollen wir 0,1 n.
Ammoniak gegen 0,1 n. HCl titrieren.

In eine Porzellanschale gibt man 10 cem 0,1 n. HCl und
10 Tropfen einer 1proz. Losung von Eukupin. bihydrochloricum.
Man setzt portionsweise 0.1 n. NH; hinzu und bestimmt nach
jeder Portion die Tropfenzahl. Man saugt jedesmal eine ge-
niigende Portion in die Tropfpipette und laBt sie in die Titrier-
schale vollkommen zuriicktropfen, Es fanden sich z. B. folgende
Werte :

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

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

VII. Diffusion, Osmose, Filtration.

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

Ist der geldste Stoff ein Nichtelektrolyt, so sind die Gas-
gesetze glatt zu iibertragen. Bei Elektrolyten treten elektro-
statische Wirkungen der Ionen aufeinander und auf die Wasser-
molekiile hinzu, welche fiir den Fall der freien Diffusion nach



Diffusion. (b)

Nernst leicht zu berechnen sind, fiir den Fall der Diffusion
durch Membrane aber erst am Beginn der Erforschung stehen.
Es steht zunichst fest, dafl die Osmose bei Elektrolyten von
der Natur der Membran abhéngt.

Eine Membran, die nur fiir das Losungsmittel durchgingig ist,
nicht fiir den gelosten (oder suspendierten) Stoff, heilt eine semi-
permeable Membran. Die vollkommenste semipermeable Membran
ist die M. Traubesche Niederschlagsmembran in Form der
Pfefferschen Zelle (z. B. aus Ferrozvankalium -+ CuSO,); sie
1aBt nicht einmal einfache Salze hindurch. Pergament, Kollodium,
Schweinsblase hat grébere Poren: die Diffusionsunfihigkeit eines
Stoffes durch eine solche Membran ist definitionsgemiaB das Kri-
terium dafiir, da er kolloid ist.

Werden solche Membranen als Filter benutzt, so wird das
Losungsmittel unter dem eigenen hydrostatischen Druck oder
durch kiinstlich erzeugten Uberdruck hindurchgepreft. Auch
hierbei zeigt sich die verschiedene Durchlissigkeit fiir grofle und
kleine Molekiile- oder Komplexe.

35. Ubung.
Diffusion.

Anschauung von der Geschwindigkeit der Diffusion erhilt
man am besten, wenn man eine Losung in erstarrte Gelatine
diffundieren laft; die Diffusionsgréfe ist zwar nicht vollig identisch
mit der bei ganz freier Diffusion, aber doch nur wenig ver-
schieden von ihr. Man fiille eine Reihe von Reagenzglisern
mit einer 10 cm hohen Schicht von 10 proz. Gelatinelsung. Nach

dem Erstarren schichtet man auf diese die Losung. Als solche
benutze man z. B.:

Diffusion
nach 24 Stunden

10proz. CuSO, . . . . . . . . . . 10,0 mm
lpromill. Eosin . . . . . . . . . . 50 ,
1,  Methylenblau . . . . . . . . 3.0
1 » Kongorot . . . . . . . . . 0 ”
Diinne Himoglobinlosung (lackfarbenes Blut) 0,7 ,,
Mastixsol (s.S.9) . . . . . . . . . . o
Losliches Berlinerblau . . . . . . . . 0

Die Diffusion wird, sofern es sich um molekulardisperse
Stoffe handelt, mit steigendem Molekulargewicht kleiner. Kolloide

diffundieren noch viel langsamer, grobe Suspensionskolloide ganz
unmerklich.
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Man beachte, da beim Hiamoglobin die Diffusion noch gut
erkennbar ist.

Ein sehr hiibscher Versuch ist die Herstellung der Liese-
gangschen Ringe. 4 g Gelatine werden in 120 g Wasser unter
Erwérmen gelost und 0,12 g Kaliumbichromat darin gel6st. Diese
Losung wird einerseits in einige Petrischalen in recht diinner
Schicht ausgegossen, andererseits in eine Reihe von Reagenz-
glasern in 10 —15 cm hoher Schicht eingefiillt. Nach dem vélligen
Erstarren der Gelatine setze man vorsichtig auf die Mitte der
Petrischale einen Tropfen 8,5proz. Losung von AgNOs und lasse
die Schale bedeckt in volliger Ruhe stehen. Auf die in den
Reagenzglisern erstarrte Gelatine schichte man sehr vorsichtig
5 ccm der gleichen Silberlosung, indem man sie an der Wand
des Glases aus einer Pipette entlang flielen laBt. Am n#chsten
Tage haben sich konzentrische Ringe, im Reagenzglas horizon-
tale Schichten von braunem Silberchromat abgeschieden, deren
Zahl noch nach Tagen immer zunimmt. Der Abstand der
Schichten wird vom Zentrum (bzw. vom oberen Rand der
Gelatine aus) immer weiter. Die Erklirung ist folgende: Das
Silbersalz diffundiert in die Gallerte, es bildet sich in ihr das
sehr schwer 10sliche Silberchromat, welches zunichst in iber-
sittigter Losung bleibt. Sobald durch Nachdiffusion von Silber-
salz die Ubersittigung cinen gewissen Grad erreicht, erfolgt
plétzlich Abscheidung des Silberchromats und Aufhebung der
Ubersittigung. Das schon weiter entfernte Silberchromat dif-
fundiert deshalb in die Kristallisationsgegend zuriick und wird
in Berithrung mit der festen Phase ebenfalls abgeschieden. Nun
erfolgt weiterhin Diffusion von Silbersalz und der Vorgang wieder-
holt sich. Voraussetzung fiir die Mdoglichkeit dieser Erscheinung
ist der Umstand, daB das abgeschiedene Silberchromat keine
so dichte Membran bildet, dal sie fiir das nachdiffundierende
Silbernitrat undurchlissig wire. Eine Ferrozyankupfermembran
z. B. wiire fiir alle Salze undurchlissig und wiirde den Diffusions-
weg einfach versperren, solange sie dem osmotischen Druck
mechanisch Stand hilt.

36. Ubung.
Dialyse.

Dialyse ist die Trennung eines Kolloids von diffusionsfahigen
Stoffen mit Hilfe von Membranen durch spontane Osmose.

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

Von anderen Dialysierhiilsen muB man vor allem die Kol-
lodiummembran kennen lernen. Sie wird entweder wie auf
S. 79 hergestellt, oder, nach dem Vorschlag von Wo. Ostwald,
auch auf folgende Weise. Eine aus Filtrierpapier (nicht Perga-
ment!) hergestellte . Extraktionshiilse® von Schleicher und
Schiill wird mit Kollodium gefiillt. und dieses wieder aus-
gegossen, und die Hiilse wihrend des Trocknens der hingen
gebliebenen Wandschicht des Kollodiums in horizontaler Lage
um die Langsachse gedreht. Man kann auch einfach einen Zy-
linder aus Filtrierpapier herstellen, indem man die sich 1--2 em
breit iiberdeckenden Riénder mit Kollodium zuniichst anklebt,
und dann einen Boden von Filtrierpapier mit Kollodium auf-
klebt. Dann giefit man die Innenseite mit Kollodium aus und
dichtet besonders noch den Rand des aufgeklebten Bodens.
Nach dem Trocknen wird die Hiilse etwas gewiissert und ist
lange Zeit brauchbar, wenn sie stets feucht gehalten wird.

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

In einem ersten Versuch benutze man eine kleine ,Diffu-
sionshiilse* von Schleicher und Schiill, die aus Pergament-
papier besteht. Diese wird mit Wasser gut durchtrinkt, das
Wasser ausgegossen und mit 5 cem Blutserum gefiillt. Diese
Hiilse wird in ein kleines (am besten oben leicht konisch ver-
jlingtes) Becherglas gestellt und in dieses so viel ,,Aulenfliissig-
keit“ eingefiilllt, daB die Niveaus aufien und innen annihernd
gleich sind. Als Auflenfliissigkeit benutze man in einem Ver-
suche destilliertes Wasser, in einem Parallelversuch 0,85 proz.
CINa-Losung. Diese Aullenlésungen werden zuniichst einigemale
alle halben Stunden erneuert, dann iiber Nacht stehen gelassen.
Dann entleert man den Inhalt jeder Hiilse in einen MeBzylinder.
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In dem Versuch mit CINa-Losung ist das Volumen kaum gréBer
geworden, in dem mit destilliertem Wasser ist es etwa um /s
vermehrt, auBlerdem hat sich ein Niederschlag von Globulin
gebildet.

Das gleiche Versuchspaar setze man an, indem man eine
Kollodiumhiilse benutzt, die wie S. 79 hergegestellt ist. Man
macht sie von gleichem Durchmesser, aber lieber etwas hoher
als die Pergamentmembran.

Hier ist In beiden Versuchen, sowohl mit destilliertem
Wasser wie mit ClNa-Losung, nach 24 Stunden das Volumen
sehr erheblich vermehrt.

Eiweill ist in keinem der vier Versuche in die AuBenfliissig-
keit iibergegangen.

37. Ubung.
Die Kompensationsdialyse?).

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

In ein Kkleines, nach oben leicht konisch verjiingtes Becher-
glas werden 25 cem  kolloide Eisenhydroxydlésung (Liquor ferri
oxychlorati dialysati duplex, Merck) eingefiillt. In eine kleine Dia-
lysierhiilse von Schleicher und Schiill werden 5 ccm einer ge-

1) L. Michaelis u. P. Rona, Biochem. Zeitschr. 14, 476, 1908.
2) L. Michaelis u. P. Rona, Kolloidzeitschrift 28, 225, 1919.
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sittigten filtrierten Losung von Heptylalkohol eingefiillt und die
Dialysierhiilse dann in die Eisenldsung eingesenkt. Das Becher-
glas wird mit einem paraffinierten Korken luftdicht verschlossen.
Ein zweiter Versuch wird ebenso angesetzt, nur wird statt Eisen-
losung destilliertes Wasser genommen. Nach 2—3 Tagen wird
der Inhalt der beiden Dialysierhiilsen stalagmometrisch unter-
sucht. Es fanden sich z. B. in einem Versuch im Eisenversuch
116 Tropfen, im Kontrollversuch 116 Tropfen (Wasserwert der
Tropfpipette 85 Tropfen). Eine Heptylalkohollosung, welche
116 Tropfen gibt, hat nach Verdinnung mit 10 proz. Wasser
114 Tropfen, mit 20 proz. Wasser 111 Tropfen. Also ist von
den in der kolloiden Losung schwebenden Teilchen keine nach-
weisbare Menge Heptylalkohol adsorbiert worden; mit Bestimmt-
heit jedenfalls nicht 10 Prozent.

38. Ubu ng.
Osmose.

Wenn eine Losung von dem reinen Losungsmittel durch
eine Membran getrennt ist, die fir das Lésungsmittel durch-
gangig ist, fiir den gelsten Stoff nicht oder schwerer, so zieht
die Losung Wasser durch die Membran an. Membranen, welche
vollkommen semipermeabel sind, wie Ferrozyankupfer, sind
schwierig zu behandeln. Leichter kann man mit Kollodium
arbeiten, welches allerdings nur in beschriinktem Mafle semi-
permeabel zu nennen ist. Bei einer wirklich semipermeablen
Membran wird das Wasser bis zu einer gewissen Hohe ange-
sogen, welche man den osmotischen Druck der Losung nennt.
Bei einer nur beschrinkt semipermeablen Membran wie Kollo-
dium?) stellt sich kein definitives Gleichgewicht in bezug auf
den osmotischen Druck ein, sondern, weil schlieBlich auch der
geloste Stoff in seiner Konzentration sich ausgleicht, ist das end-
giiltige Gleichgewicht die Einstellung auf gleiches Niveau. Aber
der osmotische Wasserstrom ist gut zu beobachten und der
Druck dieses Wasserstroms ist meBbar, wenn auch mit der Zeit
veranderlich.

Man giele einen kleinen Glaszylinder (breiten MeBzylinder
von 25 ccm Inhalt) voll Kollodium, giefe das Kollodium zum

Y In Anlehnung an Lillie, Amer. Journ. of Physiol. 20, 127. 1907;
S. P. L. S6rensen, Zeitschr, f. physiol. Chemie 106, 1. 1919; Jacques
Loeb, Journ. of general Physiology 1, (mehrere Arbeiten) 1918,
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grofiten Teil wieder aus und lasse das zuriickbleibende Kollo-

dium trocknen, indem man den Zylinder in horizontaler Lage

stindig rollt. Dann giefle man noch eine Schicht Kollodium

hinein und lasse in gleicher Weise nochmals trocknen. Wenn

das Kollodium fest geworden ist, lasse man es eine Weile weiter

trocknen. Dann kann man vorsichtig den gebildeten Kollodium-

schlauch von der Glaswand ablosen und aus dem Glaszylinder

herausziehen. Man wissert ihn noch einige Zeit, fiillt ihn zur

Halfte mit destilliertem Wasser, trocknet ihn oben gut ab und

- setzt einen durchbohrten Gummi-

stopfen auf. Durch die Bohrung

_ ) geht ein 1—2 mm breites Steig-

T g rohr von etwa 30 cm Liinge mit

einer Millimeterteilung (graduierte

1 cem-Pipette) (Fig. 9). Man klebe

den Gummistopfen durch einen

Ring von Kollodium luftdicht an

und blase nach dem Trocknen

durch das Steigrohr vorsichtig

[ einige Luftblasen in den Schlauch.

| Ist die Dichtung gut. so steigt

danach das Wasser etwas in das

Steigrohr und hilt seinen Stand.

Man befestige das Steigrohr mit

| einem Stativ und stelle den Kol-

—— =— lodiumsack so auf. daf} er in ein

Fig. 9. Einfacher Osmometer aus sefill mit destj.lliertf,‘n_l VVrass'H‘

Kollodium. taucht. Das Niveau im Steig-

rohr fillt dann so langsam, dali

man es auf Lingere Zeit als konstant betrachten oder wenigstens

die Geschwindigkeit seines Abfalls in den spiiteren Versuchen
als Korrektur anbringen kann.

Will man eine gréBere Reihe von Versuchen mit dem gleichen
Kollodiumschlauch machen, so braucht man cinen leicht abnehm-
baren VerschluB, damit man den Kollodiumsack immer wieder
brauchen kann. Am einfachsten nimmt man den Kollodium-
schlauch mit eingeklebtem Gummistopfen und Steigrohr genau
in der beschriebenen Anordnung. Wenn das Steigrohr zwar
luftdicht, aber nicht zu fest in dem Stopfen steckt, kann man
es leicht herausnehmen und durch das Loch im Stopfen ver-
mittelst einer Pipette die alte Fliissigkeit herausziehen, mit
Wasser in derselben Weise nachwaschen und die neue Ldsung
einfiillen. Solch ein Osmometer ist lange haltbar. Das Wich-
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tigste ist eine gute Kollodiumsorte. Mit schlecht-elastischem
Kollodium kann man nicht arbeiten?).

Zunichst fillle man den Schlauch mit 10 proz. Rohrzucker-
lésung und setze ihn in destilliertes Wasser. Das Niveau im
Steigrohr steigt dann mit groBer Geschwindigkeit auf. Sodann
wiederhole man diesen Versuch mit m/64 (2,16%) Rohrzucker-
l6sung. In dieser Losung ist eine Steigung infolge des stark
verminderten osmotischen Druckes kaum mehr bemerkbar.

Wenn man Losungen von Elektrolyten benutzt, so indern
sich diese Verhiltnisse bedeutend und konnen nicht mehr aus
den einfachen Gesetzen des osmotischen Druckes erklirt werden.

Die Stromungsgeschwindigkeit der Natur der Elektrolyten
héingt von gewissen Vorbehandlungen des Kollodiums stark ab.
Wir stellen den Kollodiumschlauch 24 Std. in eine 1 proz.
wisserige Gelatinelosung und waschen die Gelatine mit warmem
Wasser lingere Zeit aus. Die Eigenschaften einer solchen Mem-
bran ersicht man aus folgenden Versuchen?): Wir fiillen den
Kollodiumschlauch der Reihe nach mit folgenden Ldsungen:

1. m/64 Saccharose
2. m/128 NaCl

3. m/192 CaCl,

4. m/192 NasS0,.

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

1. Saccharose: Anstieg kaum merklich

2. NaCl: 11 mm in 10 Minuten

3. CaCly: 22 mm in 10 Minuten (in 40 Minuten etwa
80 mm!)

4. Na;SOs: 3 mm in 10 Minuten.

Es gibt sogar Losungen, bei denen eine negative Osmose
eintritt, d. h. wo das Wasser von der Salzlésung in das reine
Wasser stromt. Fir die gelatinierte Kollodiummembran kann
man z.B. mit sehr verdiinnten Losungen von HCI oder AICI; diese
negative Osmose beobachten. Fiillt man den Kollodiumschlauch
innen mit reinem Wasser (also umgekehrt als vorher) und setzt ihn

1) Brauchbares Kollodium liefert Chem. Fabrik auf Aktien (vorm.
E. Schering'. Berlin N.

?) Jacques Loeb, Le:
Michaelis, Physikalische Chemie. 6
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in n/1000 HCl, so beobachtet man mit dem gleichen Osmometer
einen Niveauanstieg von 5 mm in 10 Minuten. Bei hoheren
HCl-Konzentrationen wird die Osmose wieder positiv.

39. Ubung.
Ultrafiltration.

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

Das einfachste Ultrafilter kann man auf folgende Weise
machen?). Ein ,Filterhiitchen* von Schleicher und Schiill
oder auch einfach ein gewdhnlicher Filter wird in einen Trichter
gut angelegt, mit warmem Wasser durchtrinkt, das Wasser gut
abgetropft und noch feucht mit Kollodium ausgegossen, das
Kollodium wieder méglichst abgegossen und die hingenbleibende,
ganz diinne Kollodiumschicht in horizontaler Lage des Trichter-
rohres bis zur vorliufigen Trocknung gedreht, dann mit der
Spitze nach unten montiert, weitere 10 Minuten getrocknet,
nochmals mit einer diinnen Kollodiumschicht ausgegossen und
mit der Spitze nach oben 10 Minuten an der Luft getrocknet
und 10 Minuten gewissert. Dieses Filter 1i8t in der Regel
schon bei gew6hnlichem Druck Wasser durch; viel schneller, wenn
man mit der Pumpe ansaugt. Da das Filter nicht luftdicht
anliegt. erreicht die Pumpe nur einen sehr geringen negativen
Druck, aber dieser geniigt vollig. Die Dichtigkeit des Filters
wird zunichst mit Mastixsol gepriift (Herstellung wie auf S. 9;
man verdiinnt, bis nur eine schwache Triibung bleibt). Je nach
der Konzentration der angewendeten Kollodiumlésung sind die
Filter mehr oder weniger durchlissig. Eine aus ‘gewdhnlicher,
aus der Apotheke bezogener 4 proz. Kollodiumlgsung hergestelltes
Filter 1463t aus 10fach mit destilliertem Wasser verdiinntem Blut-
serum kaum eine Spur Eiwei hindurch. Die Dichtigkeit priift
man?) mit Nachtblau, Kongorot und Kollargol. Dichte Filter
lassen keinen der drei Stoffe durch, weniger dichte halten Nacht-
blau und Kongorot zuriick, noch weniger dichte nur Nachtblau.
Die Giite der Kollodiumsorte ist von grofem EinfluB auf die
Dichtigkeit.

Die Undurchlissigkeit eines Ultrafilters fiir dispergierte Teil-
chen und Molekiille beruht zweifellos zum Teil auf einem ein-
fachen riumlichen MiBverhdltnis zwischen den zuriickgehaltenen
Teilchen und der Porengrile des Filters. Man darf das aber

1) Wo. Ostwald, Kolloid-Zeitschr. 22, 143. 1918,
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nicht als den einzigen Faktor ansehen: Quecksilber lauft durch
Poren eines gewohnlichen Papierfilters oder durch eine enge
kapillare Glasrchre nicht ohne weiteres durch, withrend es durch
eine metallene Kapillare leicht durchfliet. Die Theorie der
Ultrafiltration ist noch sehr unvollkommen.

40. Ubung.
Gefrierpunktserniedrigung.

Der osmotische Druck echter Losungen wird am hiufigsten
an der Siedepunktserh6hung oder Gefrierpunktserniedrigung ge-
messen, dem er proportional ist. Wir wollen die Gefrierpunkts-
methode an einem Beispiel zeigen (0,85 NaCl, 5
10% Saccharose). Man benutzt den Beck- "
mannschen Apparat (Fig. 10). Dieser besteht
aus einem &duleren, groferen Glasgefifl mit
einem Deckel, der drei Bohrungen trigt. In
der einen ganz kleinen steckt ein Riihrer
die zweite trigt cin kleines Thermometer
(nicht mitgezeichnet), die gréfite, mittlerc
trigt ein zylindrisches Rohr und in diesem <
steckt, vermittelst eines durchbohrten Stop-
fens, ein engeres zylindrisches Gefil, das
eigentliche Reaktionsgefil. Dasselbe ist oben
mit einem doppelt durchbohrten Kork ver-
schlossen.  Durch die cine Bohrung geht das G
Beckmannsche Thermometer, durch die
andere der Rithrer.  Seitlich ist ein Stutzen
angebracht.

Das Beckmannsche Thermometer ist |
ein Thermometer, dessen Skala etwa 6° um- |
fallt, an dem man die Hundertstel Grad ab-
lesen und die Tausendstel schiitzen kann. !
Es zeigt keine absoluten Temperaturwerte :
an, sondern die Menge des Quecksilbers kann _
so reguliert werden, dall der Quecksilberfaden L x
in dem jeweils bendtigten Temperaturinter- LSS ___;;d
vall in die Skala reicht. Die FKinstellung o
auf das gewiinschte Temperaturgebiet wird I(;‘g; 10. Apparat zur
dadurch ermoglicht, dafl oben ein Queck- efrierpunkisbestim-

ghent, mung.
silberreservoir angebracht ist, von dem man )
Quecksilber entnehmen kann. Man dreht das Thermometer um
und bringt durch Anklopfen das Vorratsquecksilber an das obere

6*

T'.’l
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Ende der Erweiterung, richtet das Thermometer vorsichtig auf
und erwirmt es in warmem Wasser, bis der Quecksilberfaden sich
mit dem Vorratsquecksilber vereinigt. Dann kithlt man es in
einem Wasserbade ab, welches 2— 3° wiirmer als die gewiinschte
Temperatur ist (also fiir Gefrierpunktserniedrigung walBriger Lo-
sung etwa auf 4 2° C). Dann schiittelt man das tiberschiissige
Quecksilber von dem Quecksilberfaden ab.

Das dulere, groe Gefdfl fiillt man mit einer Mischung von
Wasser, zerkleinertem Eis und etwas Salz und stellt es etwa 5”
tiefer ein als den zu erwartenden Gefrierpunkt. Nun fiillt man
den innersten Zylinder so weit mit Wasser, dal} die Quecksilber-
kugel des Thermometers reichlich iiberragt wird und steckt den
Zylinder, mit Thermometer und Riihrer versehen, in die Kilte-
mischung, entweder indem man den Deckel abnimmt oder auch
durch eine eigens dazu angebrachte Bohrung des Deckels. Unter
stindigem Auf- und Abziehen des ringférmigen Riihrers laBt
man nahezu bis auf die erwartete Gefriertemperatur abkiihlen,
zieht den Zylinder heraus, trocknet thn ab und setzt ihn in das
mittlere Gefal, wie in der Zeichnung. Unter regelméBigem, lang-
samem Auf- und Abziehen des Riihrers, ohne das Thermometer
zu streifen, liBt man bis etwa 0,5°-—2° unter den erwarteten
Gefrierpunkt abkiihlen und bringt das Wasser dann plotzlich
zum Gefrieren, entweder durch heftigeres Riihren oder, wenn das
nicht zum Ziel fiithrt, durch Einbringen eines kleinen Eiskristalls.
Dieses bringt man auf das Ende eines diinnen Glasstibchens,
fiihrt, es durch den seitlichen Stutzen und streift das Kristill-
chen an dem erhobenen Riihrer ab. Sobald man den Riihrer
in das Wasser zuriickbringt, tritt Gefrierung ein, das Thermo-
meter steigt plotzlich. Man riihet zunichst heftig. Dann setat
man in sehr regelmiBiger Weise die Riihrung fort, etwa 1 Hub
in der Sckunde, bis das Thermometer einen vollig konstanten
Stand erreicht hat. Diesen Stand liest man mit der Lupe ab,
unter Schiitzung der Tausendstel Grade, und betrachtet ihn als
den Gefricrpunkt des reinen Wassers. Man wiederhole diese
Fichung einige Male.

Als Ubungsbeispiel bestimme man nun den Gefrierpunkt
einer Losung von 6,84 g Rohrzucker in 100 g Wasser. Man
fillle die Losung genau so hoch in das Gefriergefil wie vorher
das Wasser ein. Die Gefrierpunktserniedrigung soll 0,372° be-
tragen und mufl innerhalb einiger Tausendstel Grade so ge-
funden werden. Man beachte dabei folgendes. Eine Rohrzucker-
l6sung hat njcht, wie reines Wasser, einen konstanten Gefrier-
punkt. Da beim Frieren der Zucker nicht mit ausfriert, so



Messung des osmotischen Drucks kolloider Lsungen. fol3)

konzentriert sich die Lésung wihrend des Ausfrierens.  Die obige
Zahl gilt nur fir die Bedingung, daBl noch wenig KEis gefroren
ist; die Losung soll zwar eine deutliche Menge, aber nicht zu
reichlich Eis enthalten, wenn man die Ablesung macht.
Das Molekulargewicht M des Rohrzuckers berechnet man nach
der Gleichung:
bl

Mo B

K ist eine Konstante, die von der Natur des Losungsmittels
abhdngt und fir Wasser 1,86 betrigt. s ist das Gewicht des
geldsten Stoffes in Grammen, L das Gewicht des Losungsmittels
in Kilogrammen. (Ist eine zu reichliche Menge Eis ausgefroren,
so miilite man die Menge dieses Eises hiervon abziehen.) 7 ist
die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung.

Diese Losung enthielt /5 Mol. Zucker auf 1 Liter Losungs-
mittel. Harnstoff in gleicher molarer Konzentration (1.20g + 100g
Wasser) wiirde dasselbe .7 ergeben. Dagegen gibt NaCl in gleicher
molarer Konzentration (1,168 g -+ 100 g Wasser)fast eine doppelt
so grofle (etwa 1,8mal so grofle) Erniedrigung als Ausdruck dafiir.
daf3 etwa 90% des Salzes elektrolytisch dissoziiert sind.

Die Gefrierpunktserniedrigung des Blutes betriigt 0,58, Der
osmotische Druck ist der Gefrierpunktserniedrigung -/ propor-
tional und betrigt fiir eine Lésung mit / - 17 bei 187 fast
12 Atmosphiren. Ein so hoher Druck ist experimentel! direkt
nicht zu messen. weil es keine semipermeable Membran gibt,
die bei diesem Druck nicht platzen wirde.  Ein .7 von 0,001
bedeutet also schon einen osmotischen Druck von 120 ¢m Wasser.
Die osmotischen Drucke von Kolloiden, die wir sogleich zeigen
werden, betragen nur kleine Bruchteile hiervon.  Es folgt dar-
aus, dafl die Gefricrpunktserniedrigung, die Kolloide hervorruien
kénnen. unmeBbar klein sein miissen.

41. Ubung.

Messung des osmotischen Drucks kolloider Losungen?).

Die direkte Messung des osmotischen Druckes einer kolloiden
Losung ist viel leichter als die einer echten Losung, weil es viel
leichter ist, fiir Kolloide semipermeable Membranen herzustellen
als fiir molekulardisperse Lésungen. Die geeignete Membran ist

) In Anlehnung an Jacques Loeh und S. P. L. Sérensen, zitiert
unter ,,Osmose*.
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das Kollodium. Wir benutzen sie in genau derselben Form, wie
sie S. 80 beschrieben worden ist. Bei der Messung des osmo-
tischen Druckes kommt es aber nicht auf eine Geschwingkeits-
messung des Wasserstroms an, wie in den Versuchen iiber die
Wasserosmose, sondern auf dic definitiv erreichte Steighthe. ge-
messen vom ifulleren freien Fliissigkeitsspiegel. Man messe den
osmotischen Druck einer 1 proz. Losung von reiner Gelatine in
reinem Wasser. Die Losung wird in das Osmometer eingefiillt.
Véllige Ausfiillung derselben ist nicht nétig: aullen steht reines
Wasser. Das Steigrohr wird von einem Stativ gehalten, so daf}
der Kollodiumschlauch in das iuflere Wasser nicht ganz bis an
den Gummistopfen eintaucht. Im Winter lasse man das ganze
in der Nihe des Ofens stchen, weil in der Kiilte die Losung
zahe wird. Man blase vorher den Schlauch ein wenig auf, daB
die Losung etwas in das Steigrohr gedrickt wird, um sich von
der Dichtigkeit des Verschlusses zu iiberzeugen. Man iiberzeuge
sich ferner, indem man den Kollodiumsack leicht hebt und senkt.
daB das Niveau im Steigrohr frei spielt. Luftblasen im Steig-
rohr miissen vermieden werden. Nach 24 Stunden hat sich der
definitive Stand eingestellt. Er betrigt etwa 20--50 mm {ber
dem #Hulleren Wasserspiegel. Einen zweiten Versuch macht man
mit angesiuerter Gelatineldsung (2 proz. Gelatinelosung 50 com
t 2 cem nHCL -} 48 cem Wasser). Als Aulienlésung benutzt man
1/50 nHCL. Hier betriigt der osmotische Druck mehr; etwa 70 mm.
Der osmotische Druck ecines Kolloids hingt also nicht allein von
seiner Konzentration, sondern auch von dem Milicu ab. In der
reinen Gelatinelosung herrscht nahezu die h des isoclektrischen
Punktes der Gelatine (pn gewdhnlich gegen 6: isoelektrischer
Punkt der Gelatine bei pi;, - 4,7). Im isoelektrischen Punkt
hat die Gelatine ¢in Minimum des osmotischen Druckes. In
stark saurer (oder alkalischer) Losung ist die Gelatine positiv
(bzw. negativ) geladen, sie bildet lonen, welche sich mehr der
molekularen Dispersion ndhern oder sie sogar ganz erreichen
und daher einen gréfieren - osmotischen Druck haben. Hierzu
kommt als bedeutendes Moment hinzu. dafl die positiven Gela-
tineteilchen negative Cl-lonen elektrostatisch festhalten und daher
impermeabel machen, so dall auch deren osmotischer Druck zur
Geltung kommt.

Statt Gelatinelosung kann man auch z. B. dreifach verdiinntes
Blutserum benutzen; als Verdiinnungsflissigkeit sowie als Auflen-
fliissigkeit in einem Versuch 0,85 proz. ClNa-Ldsung; in einem
zweiten destilliertes Wasser oder 1/50 nHCl; wiederum zeigt sich
der osmotische Druck vom Milieu abhingig. Diese Abhingigkeit



Messung des osmotischen Drucks kolloider Lidsungen. 87

geht in vielen Beziehungen parallel dem Einflufl der verschiedenen
Salze auf die Osmosegeschwindigkeit durch eine gelatinierte
Kollodiummembran (s. S. 81).

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

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

VIII. Quellung. Viskositit, Gallertbildung.

Das wasserbindende Vermdgen eines molekulardispers léslichen
Stoffes dullert sich darin. daf3 er bei Berithrung mit Wasser
spontan in Lésung geht und spontan oder schneller, zur Unter-
stiitzung der Diffusion, beim Schiitteln, tber das ganze Volumen
des Losungsmittels sich ausbreitet.  Bei einem Gel kann sich
mitunter das Wasserbindungsvermégen darauf heschriinken, daf3
es quillt, aber sich nicht iiber das ganze Volumen des Lisungs-
mittels verbreitet, sondern sich nur auf ein bestimmtes Volum
ausdehnt und scharfe Grenzen gegen den Rest des Losungsmittels
behilt. Man kann sich das. wie mir scheint, am  einfachsten.
wenn auch nicht in allgemein anerkannter Weise, so vorstellen:
Das feste Gel hat eine Netz- oder Wahenstruktur. In Berithrung
mit Wasser bildet es ein zweiphasiges System; dic Wiinde bestehen
aus viel Kolloid mit wenig Wasser, dic Zwischenriume aus einer
diinneren, feiner dispersen. wahrscheinlich sogar meist molekular-
dispersen Losung der Kolloidsubstanz in viel Wasser. Der Kolloid-
gehalt der diinnfliissigeren Phase entsteht durch eine teilweige
feinere Dispersion des Gels. Diese waBirige Phase hat, wie jede
Losung, das Bestreben, sich unendlich mit Wasser zu verdiinnen
und zieht das Wasser durch die festen Wabenwande, welche als
semipermeable Membran fungieren, so weit an, bis der
elastische Gegendruck dieser Winde gleich dem osmotischen
Druck der flissigeren Phase ist. Dieser osmotische Druck hingt
nun davon ab, wieviel von der Gelsubstanz in der Zwischenfliissig-
keit dispergiert ist. Das Minimum der Dispergierung entspricht
dem Flockungsoptimum eines geldsten hydrophilen Kolloids; bei
Abwesenheit wesentlicher Salzmengen hingt dieses nur von der
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h ab und ist gleich dem isoelektrischen Punkt der Gelsubstanz.
Bei Anwesenheit von Salzen wird der Dispersititszustand dhnlich
verandert wie der eines geldsten hydrophilen Kolloids. Fein
(oder sogar molekular) dispergierbar sind nur Gelatine-Ionen;
ungeladene Gelatine ist immer grobdispers.

Steigert man die Aziditit einer Gelatinelosung durch all-
mahlichen Zusatz von HCl, so findet man bei sehr niederem
HCI-Gehalt ein Quellungsminimum, entsprechend dem isoelek-
trischen Punkt. Da die hierzu erforderlichen HCl-Mengen sehr
klein sind, findet man das Quellungsminimum leichter, wenn
man nicht mit HCI, sondern mit Puffern ansauert. Steigert
man den HCl-Zusatz, so ionisiert die Gelatine immer starker,
quillt daher immer stirker, bis schlieflich die antagonistische
Wirkung der Cllonen die Quellung wieder geringer macht. So
giebt es ein Quellungsmaximum bei einer bestimmten HCI-
Konzentration.

42. Ubung.
Quellungsmaximum und -minimum der Gelatine.

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

Neel 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nHCl cem. .. .16 8 4 — — — — — - —
01l nHCl cem . — — — 2010 5 25 1,25 0,62 0,31
dest. Wasser .. 4 1216 0 10 15 17,5 18,75 19,38 19,69

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

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
64 66 67 74 83 83 76 70 61 53 cm

Das Optimum der Quellung liegt also bei 0,05 bis 0,025
nHCl-Loésung, d. h. bei pp == 1,3 bis 1,6.

1) In Anlehnung an Chiari, Biochem. Zeitschr. 33, 167. 1911,
2) Aubiger Gelatine, Extraqualitidt; Aktienges, f.chem. Industrie, AuBig.
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Wir lernten oben (S. 80) das Osmometer fiir kolloidale Stoffe
kennen: den Kollodiumsack. Denken wir uns dieses nicht mit einem
oben offenen Steigrohr versehen, sondern allseitig verschlossen
(zugebunden) und mit EiweiBlosung gefiillt, so wird, je nach
dem osmotischen Druck der EiweiBlosung, dieser Sack, wenn er
in eiweifreiem Wasser steht, sich mehr oder weniger durch
Wasseranziehung aufblihen. Die Gelatine ist zu denken als
ein Konglomerat von unendlich vielen kleinen derartigen Osmo-
metern. Der Quellungszustand der Gelatine ist der sichtbare
Ausdruck fiir den osmotischen Druck der fliissigen Phase der
Gelatine, welche in dem festen Geriist eingeschlossen ist.

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

1 2 3 4 :')

l’:) Na-Azetat 5 5 5 5 5

lI:)Essigsaure 031 125 5 20 80

Wasser 94,69 93,75 90 75 15

Nach 24 Stunden werden die Gelatinestiicke herausgenom-
men, mit Filtrierpapier abgetrocknet und wieder gewogen. Es
fand sich :

1 2 3 4 o
110 g 89g 79g 83g 157¢g
pn 5,8 5,2 46 40 3.4

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

Die innere Reibung oder Viskositit von hydrophilen
Kolloiden.

Die Viskositit einer Fliissigkeit ist der Ausdruck fiir die
mehr oder weniger groBe Kohision zwischen den Teilchen der
Fliissigkeit. Ein hydrophiles Kolloid vermehrt die Viskositit des
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Wassers bedeutend, besonders wenn seine Teilchen stark hydra-
tisiert sind. Dies sind nun besonders die elektrisch geladenen
Teilchen. Die Hydratation dieser Teilchen, d. h. die Bindung
der umgebenden Wassermolekiile, geht parallel dem Wasserbin-
dungsvermdgen, wie es in der Neigung zur spontanen Disper-
sion oder zur Quellung zum Ausdruck kommt. Das Viskositits-
minimum entspricht daher dem Dispersititsminimum oder dem
Quellungsminimum und liegt in sehr salzarmen Ldsungen bei
variierter h im isoelektrischen Punkt. Gesteigerte Anséduerung
mit HCI fiihrt aus derselben Ursache wie bei der Quellung zu
einem Viskosititsmaximum?), welches bei weiterer Ansiduerung
wieder zuriickgeht. Der EinfluB der Elektrolyte auf die Quellung
geht dem auf die Dispersitiat und auf die Quellung parallel: Ver-
minderung der Dispersitit, Erhohung der Quellung. Erhdhung
der Viskositit gehen Hand in Hand.

43. Ubung.

Bestimmung der inneren Reibung (Viskositiit)
einer ILisung,

Die innere Reibung einer Fliissigkeit wird am einfachsten
mit dem Viskosimeter nach Wilhelm Ostwald bestimmt. Die
erhaltenen Werte sind relativ und werden auf die innere Reibung

a | 1d des Wassers = 1 bezogen. Da die Viskositit stark
von der Temperatur abhingt, mufl die Messung im
Wasserbad ausgefiihrt werden. Das Viskosimeter
» (s. Fig. 11) mul3 stets mit der gleichen Menge Fliissig-
T keit gefiilllt werden, welche fiir jedes Viskosimeter
| ausprobiert werden mufl. Man fille aus einer Pipette
soviel Wasser in das (breitere) Rohr d ein, dal} die
[ || Kugel ¢ knapp gefiillt ist. Nun blase man von
Il J 1 aus die Flissigkeit in den andern Schenkel, bis sie
211 ( e die Marke 1 erreicht. Sie muBl dann auf der an-

\\ /" dern Seite noch gerade in die Kugel ¢ reichen. Die-
T jenige Flussigkeitsmenge, die diese Bedingung erfiillt,
ist die geeignete. Ks sind in der Regel 5 cem. Das
wichtigste ist, daBl das einmal gewihlte Fliissigkeits-
volumen nunmehr stets inne gehalten wird. Die
Zeit wird mit einer Stoppuhr gemessen, die /5 Sekunden anzeigt.
Sobald das Fliissigkeitsniveau die obere Marke 1 passiert, wird
die Uhr angelassen, sobald es die untere Marke 2 passiert, ge-

Fig. 11. Vis-
kosimeter.
¢ nat. GroBe.

1. Wo. Pauli und R. Wagner, Biochem, Zeitschr. 27, 299. 1910.
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stoppt. Dann wird die Flissigkeit wieder in den andern Schenkel
heriibergedriickt und die Bestimmung wiederholt, und dies fort-
gesetzt, bis die Werte konstant werden. Bei GelatinelGsungen
mull man das ganz besonders beriicksichtigen, weil die Visko-
sitit bei Anderung der Temperatur erst ganz allmihlich ihren
endgiiltigen Wert annimmt.

Zunéchst wird durch mehrere Versuche der Wert fiir reines
Wasser bei der fiir den eigentlichen Versuch gewihlten Tem-
peratur, 35° festgestellt.

Als Ubungsbeispiel mache man folgende Reihen:

1. Der Einflul der h auf die Viskositit der Gelatine. Es
wird ein Viskosimeter gewidhlt, welches fiir reines Wasser eine
Ausfluflzeit von %/,—1 Minute zeigt, und diese Zeit auf /; Se-
kunde genau festgestellt.

Man l6se 3 g reiner Gelatine in 100 cem destillierten Wassers
unter Erwdrmen und hdufigem Umriihren. Je 10 com dieser
noch warmen und leichtfliissigen Losung werden mit 5 ccm
einer gewissen Flissigkeit verdiinnt, und zwar

1. 0,33 nHC 7. 0,005 nNaOH
2. 0,1 nHC 8. 0,1 nNaOH
3. 0,02 nHCI
4. 0,01 nHCI
5. 0,001 nHCI

6. destill. Wasser

o

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

Eichung mit destilliertem Wasser: 57,0 Sekunden.
Losung 1. 120 Sekunden.

" 2. 144
- 3. 106
" 4. 103 “
“ 5. 108 "
- 6. 108 »
» 7. 109

8. 1398

Wir finden also ein Minimum der Viskositit in Lésung 4
und ein Maximum in Lésung 2.
Wenn man in allen Losungen py bestimmt (Methode S. 32),
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so findet man, daB diese Losung Nr. 4 dem isoelektrischen Punkt
der Gelatine (py -+ 4,7) am nichsten steht. Man findet aber
ferner, dall py von Nr. 3 bis 6 sich nur wenig dndert, etwa
von pu 5 bis 4. Das liegt daran, dal hier nicht mit einem
Regulator. sondern mit reiner HCl gearbeitet wurde, welche in
so niederen Konzentrationen zum groflen Teil von der Gelatine,
und auflerdem von ctwa in geringfiigizger Menge vorhandenen
Aschebestandteilen. gebunden wird. Daher ist auch der Unter-
schied der Viskositidt zwischen 4, 5 und 6 so gering. Rdohrchen 2
ist viel saurer, p, etwa 2,5, und Réhrchen 1 etwa py, == L.5.

Auch die Lauge erhoht die Viskositit etwas, aber wenige:
und ohne Erreichung eines Maximum.

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

Der Einflul der Salze auf die Viskositit ist bel isoelektri-
scher Gelatine sehr gering. Man wiblt daher als Grundlésung
am besten cine stark saure oder alkalische Lésung.

Man mischt 90.0 cem 3 proz. Gelatinelésung -+ 1,0 cem n. HCL
dazu im ersten Versuch 9,0 cem destilliertes Wasser, in einem
zweiten Versuch 9,0 cem 0,5 mol. NaCl-Losung, das erste Rohr-
chen entspricht in seiner Zusammensetzung Nr. 2 der vorigen
Versuchsreihe und zeigt eine Ausfluizeit von etwa 140", das
zweite Réhrchen zeigt gegen 1057, fast die gleiche Zeit wie
isoelektrische Gelatine,

Bei Gegenwart von gréfieren Mengen Neutralsalzen st somit
die Viskositiit der Gelatine von der h und somit vom Ladungs-
rustand der Gelatine nur wenig abhingig.

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

Man setze folgende Versuche an:

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

I
I mit 9 cem "_;(” NaCl: AusfluBizeit 125"
1. ,
2 9 ":(’) Call, . 125
1. )
3.9 . ':‘8 NazSO. . s
mol.
4.9 . AIC), . 125"
s 4:0 3

5. .9 ., dest. Wasser .. 139"
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Aus diesen Versuchen konnen wir folgendes ersehen: Alle
Salze vermindern die Viskositidt der sauren Gelatine, d. h. nahern
sie der Viskositit der isoelektrischen Gelatine. Aber bei gleichen
Aquivalentkonzentrationen wirken die Salze verschieden. Die
Gelatine hat in dieser sauren Losung eine positive Ladung.
Von KEinfluB zeigen sich infolgedessen nur die negativen Ionen.
Man sieht, daB das zweiwertige Sulfation in NasSOs viel stirker
wirkt als das einwertige Chlor in NaCl. Die Kationen dagegen
sind belanglos. Die drei Chloride NaCl, CaCl. und AlCl; sind
trotz der verschiedenen Wertigkeit ihrer Kationen von gleicher
Wirksamkeit, sobald sie an Chlor iquivalente Konzentrationen
haben.

In alkalischer Gelatine wiirden umgekehrt NaCl und Na,SO,
gleich wirksam sein, wihrend CaCl. stirker wirksam wire alx
NaClL

IX. Die Gallertbildung.

44. Ubung.

drstarrungsoptimum und Triibungsoptimum
bei variierter h.

Wir deuten. wic schon S. 87 bei dem Kapitel Quellung aus-
einandergesetzt wurde, die Gallerte als ein zweiphasiges System,
bestehend aus einem kolloidreichen, wasserarmen Wabengeriist
und einer wasserreichen Zwischenfliissigkeit, die das Kolloid in
geringerer Konzentration und in feinerer oder sogar molcku-
larer Dispersion geldst enthalt.  Eine Gallerte unterscheidet
sich demnach von einer tropfbar flissigen Losung eines hydro-
philen Kolloids nur dadurch, da die kolloidreichere, festere
Phase nicht von diskreten Teilchen, sondern aus einem zusammen-
hangenden Geriistwerk gebildet wird. Die Erstarrung einer gallert-
bildenden Fliissigkeit beruht auf dem Verkleben der Teilchen zu
einem Geriist. Alle Einfliisse, welche bei einer einfachen hydro-
philen kolloiden Losung die Vermchrung der dispersen Phase
auf Kosten der flisssigeren beglinstigen, miissen daher bei einem
gallertbildenden Kolloid die Neigung zur Gallertbildung erhéhen.
Diese Einfliisse konnen wieder von lonen, insbesondere den H'-
lonen, ausgeiibt werden. Wir beschrinken uns darauf, den Ein-
flull der H-Ionen auf die (Gallertbildung zu demonstrieren.

Man vergegenwartige sich vor allem die anfinglich paradox
erscheinende Tatsache, da in gleich konzentrierten Gelatine-



94 Die Gallertbildung.

l6sungen je nach dem Gehalt an Stoffen, welche einen EiufluB
auf den Dispergierungszustand haben, das Minimum der Viskosi-
tit mit dem Maximum der Erstarrungsfahigkeit zusammenfallt.
Das liegt daran, dafl das Minimum der Viskositiat?) uns den
Minimumgehalt der flilssigen Phase an Kolloid anzeigt, das
Maximum der Gallertbildung uns das Maximum des XKolloid-
gehalts der festeren Phase anzeigt. Jenes Minimum und dieses
Maximum muf} aber identisch sein. A

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

Man setze in sieben Reagenzglisern folgende Mischungen zu-
sammen:

Roéhrchen Nr. 1 2 3 4 5 6 7

" Natriumazetat 1 1 1 1 1 1 1

10

1’:) Essigsiiure 0 006 02 1 4 —
n. » — — — — — 1,6 6,4
n. Natronlauge 005 — — — — — —
Wasser 6,95 6,94 6,75 6 3 5.4 0,6

pn ungefahr etwa 8 56 50 46 40 3,4 28

In jedes RGhrchen gibt man dann 3 cem einer durch Er-
warmen verflissigten Losung von 10 g QGelatine ++ 100 ccm
destillierten Wassers, bringt s@mtliche Rohrchen fiir einige Mi-
nuten in ein Wasserbad von etwa 50°, dann wenige Minuten
in ein Wasserbad von Zimmertemperatur und stellt sie schlief3-
lich auf einem Reagenzglasgestell in den Eisschrank. Von Zeit
zu Zeit beobachtet man durch Neigen des Gestelles den Ein-
tritt der Erstarrung. Bezeichnen wir als Erstarrungspunkt den-
jenigen Zeitpunkt, bei welchem beim Neigen kein FlieBen mehr
eintritt, so findet man je nach der Temperatur z. B. fiir

Réhrchen 1 2 3 4 5 6 7

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

1) Wenn sie bei einer so hohen Temperatur gemessen wird, daf kein
Geriist ausgebildet ist.
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Man kann durch nochmaliges Erwiarmen und Wiederabkiihlen
den Versuch beliebig oft mit denselben Réhrchen wiederholen.
Die schnellste Erstarrung tritt in Réhrchen 4 (pn = 4,6) ein,
welches dem isoelektrischen Punkt der Gelatine (4,7) am meisten
entspricht. Nach vollkommener Erstarrung der Gelatine bemerkt
man ferner (vielleicht nicht bei jeder Gelatinesorte gleich gut;
zu empfehlen die in der 42. Ubung genannte Sorte), daB in
Rohrchen 4 (dem isoelektrischen Punkt der Gelatine) eine
deutliche Opaleszenz wie in einem verdinnten Mastixsol
eingetreten ist. In dem rechten und linken Nachbarréhrchen
ist allenfalls noch eine Andeutung davon, in den tbrigen Rohr-
chen nichts derartiges zu sehen. Das zeugt von dem grofien
Lichtbrechungsunterschied der dispersen Phase gegen das Dis-
persionsmittel, also von der Wasserarmut (geringen Hydratation)
der dispersen Phase, und von der Gelatinearmut des Dispersians-
mittels, im isoelektrischen Punkt.

X. Elektrophorese und Elektroendosmose,

Ein in Wasser suspendiertes Teilchen hat im allgemeinen
eine elektrische Ladung gegen das Wasser. Schwebt das Teil-
chen im Wasser frei, so wandert es, wenn man eine Potential-
differenz anlegt!), zum entgegengesetzt geladenen Pol. Wird
das Teilchen aber mechanisch festgehalten, indem man eine
groBe Menge solcher Teilchen zu einem den Querschnitt der
Fliissigkeit versperrenden ,,Diaphragma‘ zusammenpref3t, so wan-
dert das Wasser durch die Poren dieses Diaphragma in um-
gekehrter Richtung.

Die Ladung der Teilchen erklirt man sich aus der Adsorp-
tion von lonen; die adsorbierte lonenschicht ist die innere
Schicht der elektrischen Doppelschicht, die von ihr elcktrostatisch
gefesselte, aber nicht adsorbierte Schicht der entgegengesetat
geladenen Ionen ist die iuBere Lage der Doppelschicht.

Uber den Ladungssinn der Teilchen kdnnte man bis jetzt
folgende Erfahrungen mitteilen: Haben die Teilchen chemisch
den ausgesprochenen Charakter einer Saure (Kieselsiiure, Harz-
siuren), Base (Tonerde) oder eines Ampholyten (Eiweil}), so ist
der Ladungssinn derselbe, wie er in ionisierter Form zu er-

1) Wenn man ,einen elektrischen Strom hindurchschickt®: malBgeb-
lich ist aber nur der Potentialabfall pro Zentimeter, nicht die Strom-
stirke. '
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warten wire: Siuren negativ, Basen positiv, Ampholyte je nach
der h positiv oder negativ. Bei Teilchen, bei denen ein solcher
Charakter nicht ausgepriagt ist (kolloidale Metallteilchen, Zellu-
lose, Kollodium) findet man in der Regel negative Ladung; nur
die Kohle verhilt sich wie ein Ampholyt.

Jede negative Ladung wird durch- Erhéhung der h in der
Losung und durch dreiwertige Kationen vermindert, oft schliel-
lich umgekehrt. Jede positive Ladung wird durch Erhohung
der oh und durch stark aktive Anionen (Rhodanid usw.) ver-
mindert und unter Umstanden umgekehrt. Das haufigere Vor-
kommen ist die Negativitit der Ladung,

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

Die eiweillartigen Substanzen gehéren alle zu den umlad-
baren Ampholyten.

45. Ubung.
Die elektrische Kataphorese des Hiimoglobin?),,

Benutzt wird der nebenstehende Apparat. der nach dem
Prinzip von Landsteiner und Pauli unter wesentlicher Modi-
fikation beziiglich der zu- und ableitenden Elektrode konstruiert
ist. Die Riiume 2 und 4 werden mit der ,Seitenfliissigkeit®.
der Raum 3 mit der ,Mittelfliissigkeit® gefiillt. Zuerst sei die
Herstellung dieser Fliissigkeiten beschrieben.

1. Herstellung der Mittelfliissigkeit.

5 cem defibriniertes Blut (vom Hammel, Pferd, Rind, Kanin-
chen oder Menschen) werden mit 100 cem 0,85 proz. NaCl-Lisung
verdiinnt und scharf zentrifugiert. Die NaCl-Lésung wird mog-
lichst vollstiindig abgegossen und die scdimentierten Blutkérper-
chen in 100 cem destillierten Wassers gelost.  Durch  die Aus-
waschung und die Verdiinnung soll bewirkt werden, dal} die
Wirkung des - spiiter angefligten H-Regulators durch die eigene
Pufferung der Blutfliissigkeit mdoglichst wenig modifiziert wird.
30 cem dieser Losung werden mit 3 cem m/3 primaren Natrium-
phosphats und 0.6 cem m/3 sekundiren Natriumphosphats (Her-

t I, Michaelis u. H. Davidsohn, Biochem. Zeitschr. 41, 102.1912.
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stellung desselben siehe S. 68) versetzt. Zum Schlufl 16se man
etwa 0,5 g Zucker darin auf, um das spezifische Gewicht ein
wenig zu erhohen.

2. Herstellung der Seitenflissigkeit.

Sie ist genau die gleiche Losung, aber ohne Blut (und ohne
den Zucker). 90 cem  destilliertes Wasser werden mit 9 ccm
m/3 primiren Natriumphosphats und 1,8 ccem m/3 sekundéren
Natriumphosphats versetzt.

Miveou der Mk
Flissrghernt

Fig. 10. Apparat fiir elektrische Kataphorese.
3’19 nat. GroBe,

An einer Probe von 10 cem dieser Losung mache man zu-
niichst eine Bestimmung von pir nach der Methode S. 32. Man
wird ungefihr finden py -~ 6. Anzuwendender Indikator: p-
Nitrophenol.

Nun werden die Aufsitze mit ihren Gummistopfen abge-
nommen, die Glashiihne A und B sorgfaltig getrocknet und
gefettet, und die Mittelfliissigkeit bei gedffneten Hithnen A und
B so weit eingefiillt, dal3 der Raum 3, die Glashahnwege A und
B und noch eine kleine Strecke beiderseits dariiber gefiillt wird.
Man wartet, bis etwa sich bildende Luftblischen aufgestiegen
sind, schlieBt die Hihne A und B, wischt die Riume 2 und 4
erst einige Male mit Wasser, dann mit etwas ,,Seitenfliissigkeit®

Michaelis, Physikalische Chemie. 7
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aus und fillt diese beiden Réaume mit Seitenfliissigkeit und
befestigt den Apparat provisorisch an einer Stativklammer in
der durch die Zeichnung angegebenen Lage. Jetzt werden die
»Aufsiatze” mit ihren Gummistopfen aufgesetzt, so daB keine
Luftblase bleibt. Nun fiille man mit einer 5 oder 10 ccm
fassenden Pipette die Aufsitze mit der Seitenfliissigkeit und
sorge durch geeignetes Kippen des Apparates dafiir, daB3 nirgendwo
eine Luftblase bleibt. Der Fliissigkeitsspiegel mufl etwa so hoch
stehen, wie in der Zeichnung angegeben. Der Apparat wird jetzt
definitiv an dem Stativ befestigt und vorliufig Hahn C geschlossen.

Jetzt werden die Vorrichtungen zur Depolarisation getroffen.
In den Aufsatz, der zur Anode werden soll, schiittet man von
oben etwa 1 g KOl oder NaCl ein und sorgt durch sanftes Auf-
und Abfahren mit einem Draht dafiir, dall das Salz nicht ganz
am Boden bleibt, sondern dafl ein wenig auch in dem oberen
Teil des Aufsatzes gelost wird. Dann fiigt man in den anderen
Aufsatz etwa 0,2 g CuCle. Dieses soll ganz auf den Boden
fallen. In die mit KCl beschickte Aufsatzoffnung steckt man
ein langes Streifchen blankes Silberblech, in die andere einen
Kupferdraht, welcher sorgfiltig bis auf das blank gelassene
unterste Ende paraffiniert ist, damit der Strom nur ganz unten.
wo sicher gelostes Cu-Salz sich befindet, austreten kann. (Die
Isolation der kiuflichen isolierten Drihte geniigt nicht.) Dax
Silberblech wird mit positiven (Lakmus rotenden), der Kupfer-
draht mit dem negativen (Lakmus bliuenden) Pol eines Gleich-
stroms von 110 oder 220 Volt verbunden; dieser Strom bleibt
aber vorliufig an irgendeiner Stelle auflerhalb des Apparats ge-
offnet. Eine Glihlampe wird zweckmiBig in den Stromkreis
als Sicherung eingeschaltet.

Der Hahn C wird jetzt gedffnet, damit die beiden Fliissigkeits-
siulen sich auf gleiches Niveau einstellen. Ist das geschehen,
so wird der Hahn wieder geschlossen, ohne sonst die Stellung
des Apparates zu verindern. Jetzt werden die Hiihne A und B
geoffnet. Man iiberzeuge sich durch mindestens 5 Minuten langes
Beobachten, daf 1. die Grenze zwischen der Himoglobinlésung
und der farblosen Losung beiderseits scharf bleibt und nicht
verschoben wird, 2. daB die Hihne A und B nach auBen gut
schlieBen und kein Tropfen Wasser durch sie nach aullen tropft.
Ist das alles besorgt, so wird schlieBlich der Strom geschlossen.
Nach 30 Minuten sieht man, da die ganze Himoglobinsiule
einige Millimeter zur Kathode verschoben ist: die durchaus scharf
bleibende Grenzfliche zwischen roter und farbloser Fliissigkeit
fallt auf der Silberblechseite und steigt auf der Kupferdrahtseite.
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Bildet das Himoglobin Streifen und Schlieren, so beruht das
stets auf nicht elektrisch verursachten Stromungen durch Ei-
schiitterungen oder Warmestromungen. Der Zusatz des Zuckers
zur Mittelfliissigkeit setzt die Empfindlichkeit gegen solche Stré-
mungen bedeutend herab.

Hat man sich von der Wanderungsrichtung geniigend iiber-
zeugt, so Offne man den Strom, schliefe die Hihne A und B,
dann C, ziehe die Elektroden heraus und nehme erst den Kupfer-,
dann den Silberaufsatz einzeln heraus. Man verschliefit dazu
mit dem Finger die #uflere Offnung und liiftet dann die Gummi-
stopfen rasch, so dal3 nichts von dem Inhalt der Aufsitze in die
Riume 2 bzw. 4 flieBt. Nun entleert man getrennt den Raum 2
und 4 mit einer Pipette, ohne Héamoglobin mitzubekommen,
und priift auf dieselbe Weise wie zu Anfang, ob py gleich ge-
blieben ist. Dies mull wenigstens angenihert (innerhalb eines
Spielraums von hochstens == 0,1) der Fall sein.

(Wenn man die pij- Messung mit der elektrometrischen Methode
ausfithrt, kann man zu Beginn und zum SchluB8 des Versuchs
nicht nur die Seitenfliissigkeit, sondern auch die gefiarbte Mittel-
fliissigkeit messen.)

Resultat: bei p;; -~ 6 wandert Hamoglobin zur Kathode, oder
es ist positiv geladen.

Benutzt man eine Ldsung mit py == 8, so wandert Himo-
globin zur Anode. Dafiir wiirde sich empfehlen:

Mittelfliissigkeit: 30 cem verdiinntes Blut (wie oben, 20 —40fach
mit destilliertem Wasser verdiinnt), - 0.1 ccm m/3 prim. Phosphat
-+ 3,0 com m/3 sckund. Phosphat.

Seitenfliissigkeit: 90 ccm  destilliertes Wasser —- 0,3 cem
m/3 prim. Phosphat -+ 9,0 cem m/3 sekund. Phosphat -+ 0,5 ¢
Zucker. py etwas > 8.

Der isoelektrische Punkt, an dem gar keine Wanderung ein-
tritt, liegt bei py = 6.8.

Hat man von dem Versuch S. 50 noch etwas denaturiertes
Albumin, so kann man die Versuche anch mit diesem machen.
Man sicht hier die triibe Fliissigkeit sich ebenso verschichen

wie die Himoglobinlésung. Geeignete Zusammensetzung der
Lésungen

fiir anodische Wanderung: Mitte Seite
norm. Natriumazetat . . 0,5 1,5
0,1 norm. Essigsiure . . 05 1,5
verdiinntes Eiweill . . . 30,0 Wasser 90,0

7%
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fiir kathodische Wanderung:

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

norm. Essigsgure . . . . 1,0 3.0

verdiinntes Eiweil . . . 300 Wasser 90,0.
46. Ubung.

Elektrische Kataphorese von roten Blutkiérperchen bei
Beobachtung im Mikroskop?).

Ein Teil defibriniertes Blut wird mit 50 Teilen 0,85 proz.
NaCl-Losung verdiinnt und hiervon ein grofier Tropfen auf einen
Objekttriger gebracht und mit einem Deckglas bedeckt. Damit
das Deckglas nicht zu eng aufliegt, wird es an den vier Ecken
durch kleine Deckglassplitter gestiitzt, besser durch zwei Langs-
leisten aus einem zerschnittenen Deckglas, die mit Kanadabalsam
angekittet sind. Die Bildung einer Kammer von gewisser Tiefe
ist durchaus erforderlich. In zu engen Kapillarrsumen unter dem
ungestiitzten Deckglas ist die Beobachtung der Bewegungsrichtung
oft tiuschend. AuBer der Bewegung der Blutkorperchen findet
nimlich beim Stromschluf an den die Glaswénde unmittelbar
beriihrenden Wasserschichten eine Bgwegung des Wassers statt,
herrithrend von der Potentialdifferenz zwischen Glas und Ld&sung.
Dieser Wasserstrom reiit auch korpuskulire Elemente mit. Er
hat in der Regel die entgegengesetzte Richtung wie die eigent-
liche Kataphoresebewegung, die man in der mittleren Schicht
der Kammer sieht. MaBgeblich ist daher nur die Bewegungs-
richtung der Blutkérperchen in der mittleren Schicht?). Bei so
groben Gebilden wie den Blutkérperchen sieht man von der
entgegengesetzten Stromung in der obersten und untersten
Schicht gewohnlich nichts; die oberste Schicht enthilt keine
Blutkérperchen, in der untersten kleben die Blutkérperchen am
Glase fest. Bei Bakterienaufschwemmungen dagegen kann man
die drei Schichten gut unterscheiden. Der Tropfen soll so grof3
sein, daB er rechts und links iiber die Rander des Deckglases noch
weit herausquillt. In diese iiberragenden Fliissigkeitstropfen wird

1) In Anlehnung an E. Héber, Pfliigers Archiv 101, 607. 1904 ver-
einfacht und modifiziert.
2) Streng genommen ist es nicht die mittlere Schicht, sondern die-

jenige Schicht, welche von der Kammerwand die Entifernund d (; 3= Tflﬁ)

hat, wo d die Tiefe der Kammer ist. Vgl v. Smoluchowski in Gritz’
Handbuch der Elektrizitit, 1912.



Elektrische Kataphorese von roten Blutkdrperchen usw. 101

rechts und links die Elektrode eingetaucht. Diese besteht aus
einem passend gebogenen Glasrohr, welches an einem Ende in eine
feine Spitze ausgezogen ist. Es ist mit einer Losung von 10%
NaCl oder KCI in 3proz. Agar gefiillt. Das andere Ende dieses
Agarrohrs taucht in eine Flasche mit ebenso starker oder ge-
sattigter Salzlésung. In diese Salzlosung tauchen die metallischen
Elektroden ein, die mit den Polen eines Gleichstroms von 110 Volt
verbunden werden. Die Stromleitung ist durch einen Strom-
schliissel vorliufig unterbrochen, der in der Nahe des Mikro-
skops steht.

Fig. 13. Elektrische Kataphorese. Rechts oben die mikroskopische
Kammer allein.

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

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

Setzt man zu einer solchen Blutkdrperchenaufschwemmung
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eine Spur Aluminiumchlorid, so ist die Wanderungsrichtung um-
gekehrt, zur Kathode.

Mit derselben Versuchsanordnung kann man auch Bakterien-
aufschwemmungen, sowie bei Verwendung eines Ultrakondensors
auch kolloide Losungen (Mastix, Eiwei} usw.) untersuchen.

47. Ubung.
Elektrische Endosmose durch eine Tonzelle.

Der Apparat hat folgende Anordnung!) (Fig. 14). Die Ton-
zelle (Pukallfilter) A wird an einem Stativ in dem groBen Becher-
glas B schwebend gehalten. A ist mit dem doppelt durch-

A

. |
Be7

B3 l
1

Fig. 14. Iilektroendosmose.

bohrten Stopfen 1 verschlossen. Durch die eine Bohrung geht
das Glasrohr 2, welches unten umgebogen ist. Es ist mit einer
Gallerte von 3proz. Agar in gesittigter KCl-Losung gefiillt
(s. S. 144). Das Ende des aufgebogenen Teiles, 3, ist frei von
der Gallerte, um ein Herabsinken der allmiihlich herausdiffun-
dierenden starken KCl-Losung zu verhindern. Nach oben setzt

1) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen &lterer Physiker (Wiede-
mann, Quincke u a.) modifiziert.
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sich das Rohr in den Gummischlauch 4 fort, der den Trichter 5
am anderen Ende trigt. Der Schlauch und der Trichter ist
mit gesittigter KCl-Losung gefiillt. A und B werden mit der
gleichen Losung gefiillt, z. B. 1/1000 nKCl-Lésung.

Die andre Bohrung des Stopfens tragt das Glasrohr 6, das
vermittels des Gummistiicks 7 in das Steigrohr (graduierte 1 ccm-
Pipette) 8 iibergeht. Indem der Gummistopfen 1 geliiftet wird,
saugt man vom Ende der Pipette 6, 7. 8 voll Flissigkeit und
schlieft sofort den Stopfen wieder. Anderseits taucht in das
grofle Becherglas das mit KCl-Agar gefilllte Glasrohr 9, von
gleichem Bau wie 2; es endet oben vermittels eines Gummi-
stiicks in den Trichter 10, der mit gesiittigter KCl-Losung ge-
filllt ist. In den Trichter 5 und 10 taucht je eine Elektrode
von gleicher Beschaffenheit. Sie besteht aus dem mit KCl-Agar
gefiillten Glasheber 11, der anderseits in eine mit 10 proz. CuSO;-
Losung gefiillte Flasche 12 taucht. In diese ragt der Kupfer-
draht 13 als Stromzufithrung hinein.

Man gebe dem Steigrohr 8 eine ganz schwache Neigung
(5—10). so daB das Fliissigkeitsniveau irgendwo an der Kali-
brierung der Pipette steht. Man iiberzeugt sich., daB das Ni-
veau einerseits sich auf einen festen Stand einstellt. anderseits
bei Bewegungen der Pipette frei spielt. Nun schlieSt man eine
elektrische Gleichstromleitung von 110 oder 220 Volt an. Beim
Stromschlull tritt eine Bewegung des Wassers ein, und zwar wird
es von der Kathode angezogen. Bei Wechsel der Stromrichtung
geht es umgekehrt, stets zur Kathode. Die Tonzelle ist also nega-
tiv. das Wasser positiv geladen. Man erhalt Wasserbewegungen.
die als langsames Kriechen des Niveaus leicht erkennbar sind;
z. B. in der Minute 0.1 —0,2 cem.

48. Ubung.
Elektrische Endosmose durch eine Kollodiummembrant).

Die Anordnung ist die gleiche, nur ersetzt man die Tonzelle
durch eine Kollodiummembran. Sie wird zweckmiilig folgender-
mallen hergestellt. Ein zylindrisches Glasgefi von 15 em Hohe
und 3 cm Durchmesser ist auf dem einen Ende zu einem 3 mm
breiten plangeschliffetnen Wulst aufgetrieben. Dieser wird auf
ein rundes, mit Kollodium bestrichenes Stiick Filtrierpapier anf-

1) In Anlehnung an Jacques Loeb. Journ. of gener. Physiologie,
Bd. 1, 1918, mit einigen Anderungen.
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gedriickt und dieses an den Réandern umgebogen und an die
abgeschrigte Auflenwand des Glaswulstes auch noch mit Kollo-
dium aufgeklebt. . Das Filtrierpapier wird dann noch auflen und
innen mit einer diinnen Schicht Kollodium  begossen und ge-
trocknet. Man {iiberzeuge sich von der Dichtigkeit des Ver-
schlusses und setze diesen Zylinder an die Stelle des Pukall-
filters im vorigen Versuch. Das Resultat ist das gleiche, die
Wasserbewegung nur langsamer. Durch eine Kollodiummembran
wandert das Wasser unter allen Umstiinden immer nur nach der
Kathode; ist die Losung (statt 1:1000 KCl) eine starke Sdure
(1/100 nHCI) oder AlClL;, so ist die Wanderung allerdings sehr
trige oder hort sogar ganz auf. Niemals tritt eine Umladung ein.

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

Man kann auch pulverformige Diaphragmen herstellen. Man
klebt an den Glaszylinder wiederum ein Stiick Filtrierpapier,
aber nur an den Réndern, mit Kollodium fest und stitzt es
aufen durch ein Drahtnetz mit umgebogenen Kanten. Das
Pulver bringt man, dicht aufgeschwemmt in der zu untersuchen-
den Losung, in den Zylinder und wartet die Sedimentierung des
Pulvers ab. Als Pulver kann man nehmen: Kaolin (es verhilt
sich wie die Tonzelle), Eisenhydroxyd, Kohle (verhalten sich wie
Gelatine).

Auch kann man eine Membran aus Gelatine oder Agar her-
stellen. indem man ein Blatt Filtrierpapier an den Glaszylinder
mit der fliissigen Gallerte anklebt und eine Schicht der Gallerte
auf das Papier gieft. Gelatine verhélt sich ebenso, wie die ge-
latinierte Kollodiummembran, amphoter. Agar ist stets negativ
geladen, wie reines Kollodium,

f Jacques Loeb L c.
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XI. Adsorption.

49, Ubung.

Ubersicht iiber die Typen der Adsorptionsmittel
und Adsorbenda?).

Es gibt verschiedene Typen von Adsorbentien:

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

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

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

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

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

Man bereite folgende Losungen als Adsorbenda:

1. Gesiittigte walirige Losung (s. S. 66) von Tributyrin oder
Heptyl- oder Oktylalkohol, als Typus eines stark oberflichen-
aktiven, schwerloslichen Stoffes.

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

3. Etwa 0,1 n-Azetonlosung (0,58 proz. Ldsung), als Typus
eines Nichtelektrolyten von gleicher Oberflichenaktivitit wie
Essigsiure.

4. Eine 2proz. Losung von Traubenzucker als Typus eines
nicht oberflichenaktiven (die Oberflichenspannung sogar etwas
erh6henden) Nichtelektrolyten. ’

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

1) In Anlehnung an die Versuchsanordnungen von H. Freundlich.
Zeitschr, f. physik. Chemie und L. Michaelis und Rona, Biochem.
Zeitschr., mehrere Arbeiten. Biochem. Zeitschr. 1908, 1919, 1920.



106 Adsorption.

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

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

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

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

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

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

Essigsiure und Azeton werden zu einem deutlich erkenn-
baren Bruchteil adsorbiert.

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

In allen Farblosungen wird der Farbstoff total adsorbiert.

Fiir Kaolin: Tributyrin (bzw. die genannten Alkohole) werden
gar nicht adsorbiert. Azeton wird gar nicht adsorbiert. Trauben-
zucker wird gar nicht adsorbiert.

Also: Die Oberflaichenaktivitit eines Stoffes hat gar keinen,
analytisch nachweisbaren Einflu darauf, ob er von Kaolin ad-
sorbiert wird.

Eosin wird gar nicht adsorbiert. Dagegen wird Methylen-
blau und Kongorot adsorbiert.

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

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

50. Ubung.
Die Verdringungserscheinungen.

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

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

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

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

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

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

51. Ubung.
Adsorption der Elektrolyte und der Farbstoffe.

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

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

Die Adsorption von HCl wird durch die Anwesenheit von
NaCl gefordert (Gegenstiick des Verdrangungsgesetzes):

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

100 ccm einer Losung von 0,01 nHCI - etwa nKCl, d. h.
eine Mischung von 1 cem nHCL und 99 cem nKCl -~ 1 g Kohle:
das Filtrat ist etwa 0,0045 n an HCL

Die Adsorption von Filtrierpapier (Zellulose) wird am ein-
fachsten durch die Methode der ,Kapillarisation“ gepriift. Man
taucht 1 cm breite, 20 cm lange Streifen Filtrierpapier in Lé-
sungen (1 %/o0) von Methylenblau, Eosin und Kongorot. Methylen-
blau ist ein basischer Farbstoff. Er wird stark adsorbiert, da-
her steigt der Farbstoff nicht weit, das in die Hohe gesaugte
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Wasser ist bald farblos. Kosin ist ein echt geldster saurer Farb-
stoff. KEr wird schlecht adsorbiert und steigt daher sehr hoch,
fast so hoch, wie das Wasser. Kongorot ist zwar auch ein saurer
Farbstoff, aber ein kolloider. Er wird wie Methylenblau adsor-
biert.

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

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

Ein #hnlicher Versuch mit einem basischen Farbstoff:

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

Fiarbt man einen Blutausstrich auf einem Objekttrager (Tech-
nik wie in der klinischen Hamatologie!) nach !/4stiindiger Fixa-
tion in Alkohol (oder 2 Minuten in Methylalkohol) mit einer
diinnen w#aBrigen Eosinlésung (1 : 1000; Zusatz einer Spur
Essigsdure ist forderlich), so firben sich die roten Blutkorper-
chen und das Protoplasma der polynukledren Leukocyten. Die
Kerne bleiben farblos. Fiarbt man mit einem basischen Farb-
stoff (Methylenblau oder Nilblau 1 :1000), so farben sich am
intensivsten die Kerne der polynukledren Leukocyten, bei ge-
niigender Verdiinnung des Farbstoffs fast diese allein.

Fiarbt man ein solches Priparat mit der Lésung der Eosin-
sdure oder der Nilblaubase in Xylol, so erhidlt man in beiden
Fillen eine diffuse Untergrundsfirbung des EiweiBes der Blut-
flissigkeit. Die Kerne nehmen nicht einmal spurweise selbst
das basische Nilblau an.

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

Ein wenig analog ist folgender Versuch. Invertase (Herstellung
s. 8. 157, vierfach verdiinnte Stammldsung) wird mit reichlichen
Mengen kolloider Eisenhydroxydlosung (gleiches Volumen 4 fach
verdiinnter Eisenlosung) versetzt. Es entsteht eine dichte Fil-
lung, welche bis zu 100% des Ferments der Losung entrissen
hat. Das Filtrat ist dann wirkungslos auf Sacharose (Beobachtung
im Polarisationsapparat). Auch beim Schiitteln mit Wasser gibt
der Niederschlag kein Ferment ab. Versetzt man aber den Nieder-
schlag mit einer 5proz. Sacharoselosung, so wird diese invertiert.
Filtriert man die Losung nach !/sstiindigem sanften Schiitteln
ab, so geht die Invertierung im Filtrat immer weiter. Das
Ferment ist also durch den Zucker vom Niederschlag abgeldst
worden?).

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

52. Ubung.
Die Freundlichsche Adsorptionsisotherme.

Variiert man bei konstantem Volumen der Lésung und kon-
stanter Temperatur die Menge des Adsorbens und des Adsor-
bendum, so steht nach eingetretenem Adsorptionsgleichgewicht
die Konzentration ¢ des mnoch in Lésung befindlichen Adsor-
bendum zu der adsorbierten Menge desselben .x in dem Ver-
haltnis

e k-c,

m
wo m die Gewichtsmenge der Kohle ist. k ist eine Konstante,
welche von der zufilligen Beschaffenheit der Kohle abhingt und
als ein Maf} fir ihr Adsorptionsvermdgen betrachtet werden
kann, wenn man verschiedene Kohlenproben auf dasselbe Adsor-
bendum wirken 1a6t. n ist eine Konstante, die von der Art des
Adsorbendum abhingt und in der Regel nicht sehr verschieden

1) A. Eriksson, Z. f. physiol. Chemie 72, 313. 1911 und O. Meyer-
hof, Pfliigers Archiv 157, 251. 1914.
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von 0,5 ist. Als Versuchsobjekt wird Essigsiure oder Azeton
empfohlen. Je 100 cem der Losung, variierend von 0,3 nor-
mal bis 0,002 normal, werden in einer- gut verschlieBbaren
Flasche, in welche vorher eine genau abgewogene Menge Kohle
von etwa 1 g eingefiillt ist, 5 Minuten geschiittelt, filtriert, der
erste Anteil des Filtrats verworfen und von dem iibrigen eine
ausreichende Menge zur Titration benutzt. Proben der gleichen
Losungen werden ohne Behandlung mit Kohle ebenfalls titriert.
Man berechnet die Gesamtmenge des Stoffes, wie sie in 100 ccm
ohne Behandlung mit Kohle gewesen wire, und wie sie nach
Mafigabe der Analyse des Filtrats in 100 ccm nach Behandlung
mit Kohle anzusetzen ist.

Die Menge driickt man am besten in Millimol aus (1 Milli-
mol Essigsdure ist die Menge, welche 1 cem n.NaOH entspricht;
1 Millimol Azeton = 0,058 g).

Es fand sich z. B.:

In ]09 ccm% Im Filtrat wurden .
der Lisung | Menge wiedergefunden Adsorbierte Menge
waren ur- | der Kohle | pror K |
spriinglich | ;p illimol onzentra- .
Azeton in | g pro tion in | Azeton im | pro g Kohle
Millimol ! 100 ccm | Normalitit | 8ganzen x
a “ m F c a—F == x| ‘m
0,421 l 0,8987 0,234 0,0234 0,187 0,208
2,103 1,0320 1.4656 0.1465 0,638 | 0618
5257 | 10688 4,103 0,4103 1,154 1,077
10,50 | 1,0951 8.862 0,8862 164 1,498
2034 | 1,2425 17.76 1,776 2,68 2,08
30,52 . 1,2556 26,90 2,690 3,62 2,88

Um k und ¢ zu ermitteln, verfihrt man folgendermafien.
Durch Logarithmieren der Gleichung S. 109 erhélt man

log ;; = logk 4 n - loge;

log X ist also eine lineare Funktion von log ¢; n ist die Tan-
m

gente des Neigungswinkels dieser Geraden

logk = log{; -—n log c.

Ist ¢ =1, so ist nlog ¢ = 0, und log k = 10g:§, .
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Wir schreiben -zunichst die einander entsprechenden Werte
x .
von log n und log ¢ hin:
1

X

log m ‘ log ¢
— 0,682 — 1,631
— 0,209 — 0,834
-+ 0,032 — 0,387
-+ 0,176 — 0,052
-+ 0,318 —+ 0,247
-+ 0,459 -+ 0,430

Tragen wir diese in ein Koordinatensystem ein, so erhalten
wir Fig. 15.

L 7T,

Lé | | — . M | J
15 -1 -5 0 + 05
log ¢

Fig. 15. Adsorptionsisotherme fiir Azeton.

Aus dem Diagramm ergibt sich durch graphische Aus-
messung:

n- - 052; logk == 0,125, also k == 1,33.

k ist von der Wahl der MaBeinheiten abhingig; definiert
man z. B. nicht, wie hier geschehen, die Konzentration in Mol/Liter,
sondern etwa als Millimol pro 100 cem, so wird k ganz anders.
Dagegen ist n von der Wahl der MaBeinheiten unabhingig. Die
gezogene Gerade ist durch geradlinige Interpolation nach Augen-
maf} gezogen, wobei der unterste Punkt nicht beriicksichtigt wurde.
Er weicht recht merklich von der Geraden ab. Das ist kein
Versuchsfehler, sondern der Ausdruck dafiir, daB die Freund-
lichsche Adsorptionsisotherme nur eine fiir ein gewisses Bereich
annshernd giiltige Interpolationsformel ist.
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53. Ubung.

Die Oxydation der Oxalsiure an der Oberfliche
der Kohle?).

Die Geschwindigkeit mancher chenrscher Reaktionen wird
betrichtlich gesteigert, wenn die aufeinander reagierenden Stoffe
sich im verdichteten Zustande an einer adsorbierenden Ober-
fliche befinden. Die Oberfliche wirkt dann als Katalysator.
Dies ist physiologisch deshalb von Bedeutung, weil es eine
Gruppe von Fermenten gibt, deren katalytische Wirksamkeit
auf diesem Prinzip zu beruhen scheint. Dies ist nach O. War-
burg fiir das Ferment der Atmung der Fall, dessen Wirksam-
keit an die Struktur der Zelle gebunden ist und mit zunehmen-
der Dispersitidtsvergroberung der Zellsubstanz abnimmt, welche
ferner durch Zusatz von oberflichenaktiven Stoffen, die die
reagierenden Stoffe von den Grenzflichen verdringen, gehemmt
wird. Ein Modell fiir das Atmungsferment ist die Kohle. An
ihrer Oberfliche werden manche Substanzen, die sonst durch
Luftsauerstoff bei mittlerer Temperatur nicht angegriffen werden.
durch diesen oxydiert, wie z. B. Oxalsdure, Aminosiuren.

Die Oxydation der Oxalsiure kann man in qualitativer
Weise durch folgende Versuchsanordnung demonstrieren: Von
einem Glas-T-stiick wird das eine Ende mit der Wasserstrahl-
pumpe verbunden, das zweite Ende mit einem Gummischlauch
iiberzogen, den man zur Regulierung der Saugwirkung durch
eine Klemmschraube mehr oder weniger zuklemmen kann, und
das dritte Ende mit einem System von hintereinander geschal-
teten Flaschen, von denen wir die von der Wasserstrahlpumpe
entfernteste als, Nr. 1 bezeichnen wollen. Nr. 1 ist ein Natron-
kalkturm wie S. 25, Nr. 2 und 3 sind je eine Gaswaschflasche
mit einer hohen Schicht starker NaOH gefiillt; Nr: 4 ist eine
Gaswaschflasche mit Barytlauge; Nr. 5 ist das eigentliche Re-
aktionsgefiB, es ist eine Gaswaschflasche, welche mit einer Auf-
schwemmung von 5 g Kohle (Mercksche Blutkohle) in 100 cem
destilliertem Wasser gefiillt wird. Diese Aufschwemmung wird vor-
her zur Austreibung adsorbierter CO: 15 Minuten ausgekocht und
dann noch warm in die Gaswaschflasche eingefiillt. Diese Flasche
wird in eine Schale mit heiBem Wasser gestellt. Nr. 6 ist wieder
eine Gaswaschflasche mit Barytlauge. Sie wird mit der Wasser-
strahlpumpe verbunden. Durch Abklemmung der Klemmschraube
an dem T-stiick sowie durch eine dhnliche Regulation, die sich vor

1) In Anlehnung an O. Warburg, Pfliigers Archiv 155, 547. 1914,
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dem Natronkalkturm befindet, wird der Luftstrom so reguliert,
daB mit miBiger Geschwindigkeit Blase fiir Blase aufsteigt.
Nr. 1 bis 3 dient dazu, die CO: der Luft zu absorbieren. Die
Barytflasche Nr. 4 ist ein Indikator dafiir, dafl die Absorption
vollkommen ist. Die Barytflasche Nr. 6 soll anzeigen, daB die
Kohle frei von CO: ist. Dies ist zu Anfang des Versuchs noch
nicht der Fall. Die Kohle enthilt selbst noch CO. oder orga-
nische Stoffe, welche bei der katalytischen Verbrennung an der
Kohlenoberfliche CO. liefern. Wenn man sich iiberzeugt hat,
daB die Barytvorlage Nr. 6 sich triibt, leitet man lingere Zeit
(1 Stunde) Luft durch das Flaschensystem; die Barytvorlage
Nr. 6 kann man dabei ausschalten; das Reaktionsgefifl mit der
Kohle, Nr. 5, bleibt dauernd in warmem Wasser stehen. Dann
schaltet man eine frisch gefiillte Barytvorlage als Nr. 6 wieder
ein und iiberzeugt sich, daBl sie klar bleibt, wenn weiterhin
5—10 Minuten Luft durchgeleitet wird. Ist das der Fall, so
gibt man in das Reaktionsgefill Nr. 5 jetzt 2 g Oxalsdure,
schlieft sofort wieder und stellt es wieder in das warme Wasser-
bad (40 —50°. Leitet man weiter Luft durch, so triibt sich
in 10—15 Minuten die Barytvorlage stark: die Oxalsdure wird
verbrannt oder ,veratmet“.

XII. Einflu§ der h auf die Fermentwirkung.

In dhnlicher Weise wie auf die Farbe molekulardisperser
Indikatoren (als Typus einer Reaktion im molekulardispersen
Zustand), wie ferner auf den Zustand von Kolloiden, haben von
allen physiologisch in Betracht kommenden Ionenarten die H-Ionen
einen so iberwiegenden Einfluf} auch auf die Fermentwirkung,
daB die Wirkung der anderen Ionenarten gewissermafBen als ein
Korrektionsglied betrachtet werden kann. Es gibt auch Aus-
nahmen: Die Wirkung der Speicheldiastase ist in hohem Mafe
auch von der Cl'-Konzentration abhidngig. Betrachtet man aber
die Cl'-Verbindung der Diastase als das eigentliche Ferment, so
figt sie sich dem obigen Gesetz ein.

Die Deutung der H-Wirkung ist in doppelter Weise moglich:
entweder man schreibt der h einen Einflul auf die als Elektrolyte
betrachteten Fermente zu, oder man schreibt der h einen Ein-
fluff auf den kolloidalen Zustand der als Kolloide betrachteten
Fermente zu. Beides ist moglich, beide Fille sind durch Uber-
gange miteinander verbunden und keine prinzipiellen Gegensitze;

Michaelis, Physikalische Chemie. 8
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Fille von ganz oder nahezu molekulardispersen Fermenten (In-
vertase) sind wohl ebenso gesichert wie Félle von hochkolloidalen
Fermenten (Zymase, Atmungsferment).

54, Ubung.

Der Einflu der h auf die Wirkung der Speichel-
diastase ).

Die Wirksamkeit der Speicheldiastase auf Stiarke hidngt in
besonders hohem MaBe von der Konzentration der Cl-Ionen und
der H-Ionen ab. Ohne Cl (bzw. einige andere dhnliche Ionen-
arten wie Br) wirkt die Diastase berhaupt nicht. Mit steigender
Cl-Konzentration erreicht die Wirkung bald ein Maximum, welches
bei weiterer Steigerung des Cl-Gehalts nicht iiberschritten wird.
Ein Gehalt von einigen Promille Cl reicht schon zur Entfaltung
der maximalen Wirkung aus. Mit den H-Ionen ist es anders.
Bei einer bestimmten h besteht ein Optimum der Wirkung,
welches sowohl bei Uber- wie Unterschreitung desselben ver-
schlechtert wird. Wir werden im folgenden Versuch einen
reichlich bemessenen, konstanten Cl-Gehalt wihlen und die h
variieren, um die optimale h zu suchen.

Man kocht 2,5 g ,losliche Starke“ in 500 cem 0,3 proz.
NaCl-Losung auf und filllt in 7 Erlenmeyerkolben je 50 ccm
davon ein. AuBlerdem gebe man von den S. 68 beschriebenen
Phosphatlosungen dazu:

Nr. 1 2 3 4 5 6 7

’;‘pl-im. Phosphat 4,7 44 33 25 1,7 06 03

5 sckund. Phosphat 03 06 17 25 33 44 47

Nun fillt man etwa 30 Reagenzgliser mit je 5 ccm einer
auBerst stark verdiinnten, ganz schwach hellgelben Lugolschen
Losung (etwa /1000 normal Jodlésung) und hilt diese fiir die
weiteren Untersuchungen in Bereitschaft. In die 7 Erlenmeyer-
kolben gibt man in Abstinden von genau 2 Minuten der Reihe
nach je 5 cem eines 100 bis 1000fach verdiinnten Speichels.
Dann entnimmt man aus dem Kélbchen Nr. 4 alle paar Minuten

1 In Anlehnung an W. E. Ringer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 67,
332 (1910, L. Michaelis und H. Pechstein, Biochem. Zeitschr. 59,
77. 1914,
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5 cem und gibt sie in ein Jodrdhrchen. Zundchst wird eine
blaue Farbe entstehen, weiterhin eine violette, dann rot. Wenn
die Farbe rotviolett bis fast rot geworden ist, beginnt die
eigentliche Reihenentnahme. Man entnimmt den 7 Kolbchen
der Reihe nach in Abstéinden von 2 Minuten je 5 cem und gibt

sie in ein Jodrohrchen. Das Resultat wird z. B. sein:

1 2 3 4 5 6 7

blau  violett rot  gelbrot rot

rotviolett violett

Die Wirkung ist also am weitesten fortgeschritten in Nr. 4.
Nun bestimmt man mit der Methode S. 32 das pn der in dem
Erlenmeyerkolben iibrig gebliebenen Ldsung. Man wird finden
pn etwa = 6,8.

55. Ubung.
Das Wirkungsoptimum des Pepsin?).

Die Wirkung des Pepsins hiingt so iiberwiegend von der h
ab, dall die Wirkung der anderen Ionenarten dagegen fast ver-
schwindend gering ist. Dies gilt ganz besonders, wenn das zu
verdauende Eiweil in geloster Form, nicht als feste oder koa-
gulierte Eiweillstiicke zugegen ist.

2 g Edestin werden 24 Stunden bei 37° mit 50 cem 0,1
nNaOH behandelt, dann mit Wasser auf 490 ccm und schlieBlich
mit nHCl auf 500 cem aufgefiillt. Dies ist dann eine 0,4 proz.
Edestinlésung in 0,01 nHCI -~ 0,01 nNaCl. Diese Lésung ist im
folgenden als ,Edestinlosung® bezeichnet.

Eine 0,5 proz. Losung von ,Pepsin Griibler* in Wasser wird
als , Pepsinlosung” bezeichnet. Man stelle nun eine Mischung
von je 6 cem Edestinlosung, 0,4 cem nHCI, 3,6 ccom Wasser und
0,5 ccm Pepsinlosung in 5 —6 Reagenzglaschen in gleichmiBiger
Weise an, lasse sie bei Zimmertemperatur und unterbreche in
Abstinden von einigen Minuten die Verdauung der Reihe nach
durch Zusatz von reichlich Natriumazetat in Substanz. Das
unverdaute Edestin fallt dadurch aus. Man probiert auf diese
Weise aus, wieviel Minuten man braucht, um das Edestin zu
einem bedeutenden Teil, aber noch nicht vollig. zu verdauen.
Hat man diese Zeit ungefihr bestimmt, so stelle man folgende
Reibe an:

I"L. Michaelisund A. Mendelssohn, Biochem. Zeitschr. 65, 1. 1914,
8*
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Nr. 1 2 3 4 5 6
Edestinlésung cem 6 6 6 6 6 6
nHCl cem . .. 0 02 04 08 1,6 32
destilliertes Wasser cem 4 3,8 3,6 32 24 08
Pepsinlésung cem . . . . 0,56 05 0,5 05 0,5 0,5

Nach Ablauf der im Vorversuch ermittelten Zeit unterbreche
man in allen Réhrchen die Verdauung durch Zusatz von festem
‘Natriumazetat und stelle fest, wo die Verdauung am weitesten
vorgeschritten ist. Dies wird z. B. Nr. 2 sein. Die py-Messung
wird am besten elektrometrisch gemacht, indem man ein Réhrchen
der gleichen Zusammensetzung herstellt und, ohne Zusatz von
Natriumazetat, zur pn-Messung benutzt. Man wird als Opti-
mum pp == etwa 1,7 finden.

56. Ubung.
Das Wirkungsoptimum der Katalase?).

Eine stark wirksame Katalasewirkung erhilt man folgender-
mafen?). 50 g Kalbsleber werden mit Sand und Kieselguhr im
Mérser verrieben und mit 30 cem 93 proz. Alkohol verriihrt.
Nach einer Viertelstunde wird der Brei in einer Presse gut aus-
gepreBt und der Preflsaft verworfen. Nun prefit man zweimal
hintereinander mit 30 ccm Wasser aus, nachdem dieses vor dem
Pressen mit dem Preflkuchen jedesmal gut verriihrt worden ist.
Diese beiden wilirigen Prefiséfte vereinigt man; sie sind die
Urlésung der Katalase. Die Losung ist sehr lange haltbar, wenn
sie mit etwas Toluol versetzt wird. Ein etwa allmahlich sich
abscheidender Niederschlag wird vor dem Versuch abfiltriert. Von
dieser Urlésung braucht man fiir den Versuch eine Verdiinnung
von 1:50000 in destilliertem Wasser (etwa 1 Liter). Ferner
braucht man etwa 1 Liter Wasserstoffsuperoxyd (Perhydrol Merck)
in der Verdiinnung 1:1000.

Man setzt nun in einer Reihe von Erlenmeyerkolben folgende
Mischungen an:

Nr. 2 3 4 d 6 5

0,1 n Natriumazetat cem 2 2 2 2 2 2
0,1 n Essigsaure 0 0,12 0,56 2 — =
1 n Essigsidure R — — — 0,8 3.2.
destilliertes Wasser. . . . 3,2 3,08 2,7 12 24 0

1) L. Michaelis und H. Pechstein, Biochem. Zeitschr. 53, 320. 1913.
2) 8. P. L. S6rensen, Biochem. Zeitschr. 21, 131. 1909.
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Ein weiterer Erlenmeyerkolben wird mit 1 com m/15 sekun-
direm Natriumphosphat (s. 8. 26) + 4,2 ccm destilliertem Wasser
versetzt und als 1. Réhrchen vor die anderen gestellt. Nun
filllt man in jedes der 7 Rohrchen je 100 ccm der HoQ.-Losung
ein, und dann in Abstinden von je 2 Minuten je 50 ccm der
Fermentverdiinnung. Von Nr. 2 entnimmt man alle 5 Minuten
eine Probe von 10 ccm, mischt sie mit etwa 5 cem ver-
diinnter Schwefelsaure und titriert sie mit !/20 n. Kaliumper-
manganatlosung. Zu Anfang wird man etwa 3 ccm Permanagnat
verbrauchen, nach 10—20 Minuten nur noch -die Halfte. Ist so
ein guter Fortschritt der Wirkung erkennbar geworden, so ent-
nimmt man allen Kolben der Reihe nach in Abstinden von
2 Minuten 25 ccm, gibt sie sofort in ein Gefill, welches 10 cem
verdiinnte Schwefelsiure enthélt und titriert mit Permanganat.
Nach dem Zusatz der Schwefelsiure braucht die Titration nicht
gleich zu erfolgen. Man beende erst in Ruhe alle Entnahmen.
Man wird finden, da die einzelnen Kd&lbchen weniger Perman-
ganat verbrauchen als dem Anfangswert entspricht. Der Umsatz
ist am groBten und untereinander fast gleich von Nr. 1 bis 3,
dann wird er kleiner, und in Nr. 7 verbraucht man fast die An-
fangsmenge des Permanganat. Das Optimum ist also sehr breit
und erstreckt sich von stark alkalischer Reaktion (pn fast = 9)
bis pn == 5,5. Nach der alkalischen Seite wird es bei dieser
Versuchsordnung noch nicht einmal iiberschritten, wohl aber
nach der sauren Seite. Die Messung der h kann in den iibrig
gebliebenen Proben kolorimetrisch geschehen; man wartet damit
am besten, bis alles H2Q. zerstort ist.

XIII. Messung der elektrischen Leittihigkeit
einer Losung.

57. Ubung.

1. Schema des Apparates in der Anordnung nach Kohl-
rausch (Fig. 16). A4 ist ein Akkumulator (am geeignetsten von
4 Volt), dessen Pole iiber das klaine Induktorium 7 und einen
regulierbaren Vorschaltwiderstand (bis etwa 30 Ohm) vermittelst
eines Stromschliissels geschlossen werden kénnen. Der Vorschalt-
widerstand wird derart eingestellt, dal gerade eben noch das
Induktorium mit dem Wagnerschen Hammer in Betrieb ge-
halten werden kann; je schwicher der Strom, desto besser.
Die Klemmschraubenpole des Sekundarstroms werden wie in
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der Zeichnung geschaltet, R ist ein Rheostat von mindestens
1 bis 1000 Ohm (fiir schlecht leitende Fliissigkeiten braucht
man bis 10000 Ohm), W ist der zu messende Widerstand in
dem Widerstandsgefafl, das noch genauer weiter unten beschrie-
ben wird. ab ist ein diinner, auf einem in Millimeter geteilten
Mafistab von 1 m Linge ausgestreckter Draht aus Platin-Iri-
= dium oder aus Konstantan,
_— . d ist ein Gleitkontakt, 7’ ein
» ‘ —{1\, W Telephon. Das Induktorium

wird von einem Kasten iiber-

S \ deckt, damit sein Ton nicht
B ; direkt horbar ist.

Wenn sich der Wider-

il stand ad zu dem Widerstand

£ db verhilt wie R:W, ist

Fig. 16. Schema des Apparates zur zwischen den l?unkten a und

Messung der Leitfahigkeit. b kein Potentialunterschied,

und das Telephon schweigt.

Die Messung des unbekannten Widerstandes W besteht also

darin, daB man diejenige Stellung des Schleifkontaktes d aus-

probiert, bei der das Telephon schweigt oder wenigstens ein
Tonminimum ist.

Den Widerstand B kann man beliebig wiblen; am vorteil-

haftesten so, daB der Schleifkontakt nicht zu weit von der Mitte

_ des Mefldrahtes entfernt ist, wenn das Tele-

) 4 ) phon schweigt; dann sind die Fehlerquellen

der Messung am kléinsten.

g Es wird ein gepriifter Rheostat und ein

5 gut gepriifter (evtl. mit noétigen Korrektur-

_t;mw‘f angaben versehener) MeBdraht als gegeben

&
]

o 4
o

| vorausgesetzt.  (Siehe hieriiber Ostwald-
' Luther, Physikochemische Messungen.)
K y Sehr vorteilhaft ist es, einen ,,Funken-
| : ,’ | [ toter an das Induktorium zu schalten. Die-
ser besteht aus einem Kondensator von 1/,
Fig. 17 Schaltung des Mikrofarad in der Schaltung del'. F ig. 17 (K).
Kondensators K als Das Aufsuchen des Tonminimum ge-
Funkentiter. schieht, indem man, das Telephon am Ohr,
den Gleitkontakt in pendelnder Bewegung
um den Ort des Tonminimums auf- und abschiebt, die Exkur-
sionen immer mehr einengt und so das Minimum auf méglichst
weniger als 1 mm genau ermittelt. Die Giite des Tonminimum
ist u. a. um so scharfer, je groBer die Elektrodenfliche im

|
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»Widerstandsgefal3“, aber auch, je grofier der Widerstand (bis zu
einer gewissen Grenze) in demselben ist. Zur Erhchung der Ober-
fliiche der Elektroden werden diese mit Platinschwarz iiberzogen.

2. Das Widerstandsgefal hat fiir physiologische Zwecke
am besten die nebenstehende Form von Arrhenius. Die Elek-
troden bestehen aus zwei starken, nicht biegsamen Platinblechen,
die in starrer, unbeweglich fester Lage vermittelst starker
kurzer Platindrihte an Glasr6hren angeschmolzen sind. Die
Platindrihte durchbohren das Glasrohr, innen werden sie ver-
mittelst eines Quecksilberkontakts und eingesteckter Kupfer-
dréhte in den Stromkreis angeschlossen. Die Platinplatten werden
zunichst mit konzentrierter HaSO4 ~- Bichromat
gereinigt, gewiissert und dann mit Platinschwarz |/,
iiberzogen. Dies geschieht, indem man in das G 4974
Gefal die Platinierungsfliissigkeit nach Lummer 3 '
(1 g Platinchlorid +- 0,02 g Bleiazetat auf 100 g
Wasser) fiillt und den Strom eines zweizelligen '
Akkumulators (4 Volt) unter zeitweiliger Wen- A
dung des Stromes 10—15 Minuten hindurch-
schickt. Die Platinplatten miissen samtschwarz
sein; bei Klektroden, die schon wiederholt pla-
tiniert worden sind, geniligen 1-—2 Minuten. !
Dann werden die Elektroden mit Wasser ge- :
waschen und. die letzten hartniickig haftenden -
Reste des Platinsalzes dadurch reduziert, dal i, 18 Wider
man das Gefdl mit verdiinnter H2SO, fiillt und  standsgefis.
wieder unter wiederholter Wendung den Strom
hindurchschickt. Zum SchiuB werden die Elcktroden mehrere
Stunden in destilliertem Wasser gewaschen, welches haufie ge-
wechselt wird.

Da die Leitfihigkeit stark von der Temperatur abhingig
ist, mufl das Leitfihigkeitsgefill in einem Wasserbad mit genau
regulierter Temperatur stehen.

3. Man beginnt die Untersuchung damit, dafl man den
Widerstand einer sehr genau hergestellten 0,1 n. KCl-Lésung miBt.
Das KCl (pro analysi, Kahlbaum) wird vor der Abwigung
schwach geglitht und nach dem Erkalten im Exsikkator gewogen.
7,44 ¢ werden auf 1 Liter ausgekochtes und wieder abgekiihltes
Wasser (besser noch in Leitfahigkeitswasser, s. unten) geldst.

Findet man den Widerstand == W Ohm, so nennt man \}V die

Leitfahigkeit der KCl-Losung in diesem Widerstandsgefa. Die
Leitfahigkeit mull aber hezogen werden auf ein Leitfahigkeits-
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gefill von 1 qem grofien Elektroden im Abstand von 1 cm; dies
ist die spezifische Leitfahigkeit der Losung, K. Die (bekannte)
spezifische Leitfihigkeit dieser 0,1 n.KCl-Losung betriagt bei 18°
0,01119; bei 19° 0,01143; bei 25° 0,01288; bei 35° 0,01539.
Findet man nun in dem benutzten Gefifl bei 18° eine Leitfahigkeit
‘;7, so mufl man diese mit 0,01119 - W multiplizieren, damit
0,01119 herauskommt. Mit diesem Faktor 0,01119 - W muf
man dann jede Leitfdhigkeitsmessung, die mit diesem Gefal
gemacht wird, multiplizieren, um die ,spezifische® Leitfahigkeit
zu erhalten. Der Faktor 0,01119 - W — C nennt man die Kapa-
zitit des GefiBes. W ist, wie ersichtlich, der Widerstand der
0,1 n. KCl-Losung in dem Gefil}, gemessen in Ohm. So wird die
Kapazitit des Gefifles geeicht, und diese Eichung 6fters wiederholt,
besonders nach einer Platinierung. Findet man z.B. W = 50 Ohm,
so ist die Kapazitit des GefiBes C-=50-0,01119 =10,5595. Milit
man dann eine unbekannte Lésung und findet ihren Widerstand
z.B. - 60 Ohm, so ist die Leitfihigkeit dieser Losung in diesem

Gefil3 —: 610’ also die spezifische Leitfihigkeit K = 610. 0,5595

= 0,00933.
Ist die zu untersuchende Flissigkeit die Ldsung eines ein-
heitlichen reinen chemischen Stoffes von der molaren Konzen-

tration ¢, so nennt man R die molare Leitfihigkeit 4.

Hat die zu untersuchende Lésung eine sehr geringe spezi-
fische Leitfahigkeit (etwa <C 0,001), so geniigt zur Reinigung
des Losungswassers nicht das Austreiben der CO: durch Kochen;
auch die Leitfahigkeit der sonstigen Verunreinigungen fillt dann
storend ins Gewicht. Man benutzt ,Leitfahigkeitswasser. Man
benutzt fiir schlecht leitende Lgsungen ferner nicht platinierte,
sondern blanke Platinelektroden.

Die spezifische Leitfahigkeit des reinsten bekannten Wassers
ist = 0,4-10—7. Zweimal destilliertes, in Silberkiihlern auf-
gefangenes Wasser hat eine Leitfahigkeit meist nicht gréBer als
2.10—6, was fiir die meisten Zwecke ausreichend rein ist. Ge-
wohnliches destilliertes Wasser hat je nach seinem CO.-Gehalt
Leitfihigkeiten um 10—? Leitfihigkeitswasser kann in paraf-
finierten Glasballons von Kahlbaum bezogen werden. Bei der
Entnahme muBl es vor der CO: der Luft gehiitet werden.

Fiir Ubungen in der Messung der Leitfihigkeit von Blut,
Harn u. dgl. werden diese Angaben geniigen. Fiir andere Zwecke
siehe Ostwald-Luther, Physiko-chemische Messungen.
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XIV. Messung elektromotorischer Krifte.

Die Messung elektromotorischer Krifte hat sich als eine
Methode von unabsehbarer Fruchtbarkeit fiir die Biochemie er-
wiesen. Sie ibertrifft die Leitfahigkeitsmessungen an Vielseitig-
keit der Verwendungsmoglichkeit und an Eindeutigkeit der Be-
funde bei weitem. Sie ist die Grundlage fiir die Messung der h;
alle anderen Methoden der h-Messung miissen durch diese geeicht
werden. Thr Anwendungsgebiet erweitert sich stindig.

58. Ubung.
Herstellung eines Normalelements?).

Das gebriauchlichste Normalelement ist das Kadmium-Normal-
element. Das Gefill dieses Elements (Fig. 19) hat eine H-férmige
Form und ist mit zwei eingeschmolzenen Platindrihten versehen,
die zu den Klemmschrauben
fihren. Man braucht zu
seiner Fillung folgende Re-
agenzien:

1. Reines Quecksilber.
Dasselbe kann aus kauf-
lichem, reinen, destillierten
Quecksilber folgendermafBen
bereitet werden. In einer
50 cem fassenden Flasche
werden 20 cem Quecksilber | _ _.._]

mit 20 ccm einer etwa 1proz. Fig. 19. Normalelement.
Lésung von Merkuronitrat
(nicht Merkurinitrat) und einigen Tropfen Salpetersiure !/, Stunde
lang heftig geschiittelt, die Losung vom Hg abgegossen, das
Quecksilber mit dest. Wasser gewaschen und diese Prozedur noch
einmal wiederholt. Nachdem das Hg griindlich mit destil-
liertem Wasser gewaschen ist, wird der Inhalt der ganzen
Flasche in eine Porzellanschale gegossen, das Wasser abgegossen
und der Rest mit Bauschen von Filtrierpapier aufgesaugt. Will
man das Hg noch filtrieren, so geschieht das durch ein Filter,
in dessen Spitze mit einer Glasnadel einige feine Lécher ge-
bohrt sind.

1) Im wesentlichen nach Ostwald-Luther, Physiko-chemische Mes-
sungen.
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2. Reines Kadmium. Man bestelle es gleich in Stiicken von
1—2 g, da es sich sehr schwer zerschlagen lifit. Das reinste
Kadmium von Kahlbaum war bisher immer brauchbar (d. h. ab-
solut Zn-frei). Uber die Reinheitsprifung des Kadmium siehe
Ostwald-Luther, Physiko-chemische Messungen.

3. Reines Kadmiumsulfat und eine gesittigte Losung des-
selben, etwa 50 ccm. Diese Losung wird einen Tag vorher an-
gesetzt, da die Sattigung nur langsam erfolgt.

4, Merkurosulfat (nicht Merkurisulfat). Es wird von allen
l6slichen Hg-Salzen dadurch befreit, daB man es in einem Becher-
gldschen mit einigen Kubikzentimetern der Kadmiumsulfatlosung
einige Minuten wischt, dekantiert und dies dreimal wiederholt.
Zum SchluB8 wird die Losung, soweit es geht, abgegossen und
verworfen.

Gleichzeitig bereite man Kadmiumamalgam. Ein abgewogenes
Stiick Kadmium (etwa 2 g) wird mit der 6- bis 8fachen Gewichts-
menge des reinen Quecksilbers in einer Porzellanschale zusammen-
geschmolzen, ein wenig gekiihlt und noch fliissig in den einen
Schenkel des H-Gefilles soweit eingefiillt, dafl der eingeschmolzene
Platindraht sehr reichlich bedeckt ist. Das Amalgam erstarrt
bald. Diesen Pol des Elements markiere man sofort als den
negativen. '

In den anderen Schenkel wird ebensoviel reines Quecksilber
eingefiillt. Das wihrenddessen gewaschene, noch feuchte Merkuro-
sulfat wird nunmehr mit einigen Tropfen Quecksilber und ganz
wenig Kadmiumsulfatlosung in einer Reibschale zu einem gleich-
miBigen grauen Brei verrithrt. Von diesem giefie man auf das
Quecksilber (nicht auf das Amalgam!) eine etwa 5 mm hohe
Schicht. Nun fiille man beide Schenkel locker mit groben Kristall-
stiicken von Kadmiumsulfat fast auf und fiille schliellich alles
mit der gesittigten Kadmiumsulfatlosung. Die Offnungen werden
mit nicht iiberstehenden, einigermaflen schlieBenden Korkscheiben
verschlossen. Mindestens unter einer derselben muf} eine Luft-
blase bleiben, um Wirmeausdehnung der Fliissigkeit zu gestatten.
Die Korken werden mit geschmolzenem Paraffin oder Siegellack
gedichtet und gefestigt. Das Element kann sogleich benutzt
werden. Es ist das Eichungsinstrument fur elektromotorische
Krifte. Seine EMK betragt bei Zimmertemperatur 1,0185 Volt
und héngt innerhalb aller in Betracht kommenden Temperatur-
intervalle kaum von der Temperatur ab. Je nach der Reinheit
der angewandten Materialien koénnen kleine Abweichungen
vorkommen; bei reinen Materialien ist der erlaubte Fehler
=%+ 0,0002 Volt. Es kann durch Vergleich mit einem von der
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physikalisch-technischen Reichsanstalt geeichten ,transportablen
Westonelement* geeicht werden. Die Eichung des ,,Gebrauchs-
elements“ erfolgt auf die Weise, daB mit der gleich zu be-
schreibenden Kompensationsmethode mit Hilfe eines amtlich ge-
eichten Elements die EMK eines Akkumulators bestimmt wird,
und dann mit Hilfe dieses Akkumulators sofort hinterher die EMK
des zu priifenden Elements. Das ,,Westonelement“ enthalt kein
{iberschiissiges CdSOs, sondern bei 4° gesiittigte Losung. Seine
EMK soll 1,0186 Volt bei Zimmertemperatur (innerhalb aller in Be-
tracht kommenden Temperaturschwankungen) betragen. Die Halt-
barkeit eines Kadmiumelements ist unbegrenzt, wenn man ihm
keinen Strom entnimmt, wenn es also immer nur in ganz
oder nahezu kompensierter Schaltung zur Eichung des Akkumu-
lators benutzt wird. Ist einmal vortibergehender Kurzschluf3 vor-
gekommen, so kann die EMK um mehrere Millivolt sinken, erholt
sich aber nach einigen Stunden wieder. Man benutzt zur Arbeit
immer nur das selbstgefertigte Kadmiumelement. Das geeichte
Westonelement dient nur zur gelegentlichen Kontrolle des Arbeits-
elements.

59. Ubung.
Der Gebrauch des Kapillarelektrometers.

Dag Kapillarelektrometer besteht aus einem Stativ mit kleinem
Mikroskop (50fache Vergroferung), dem Elektrometerrohr
und dem KurzschluB. Das Stativ (S. 129) dient dazu, das
Elektrometerrohr in richtiger Weise zum Mikroskop einstellen zu
konnen. Als Elektrometerrohr benutzt man am besten eine ge-
schlossene Form, wie umstehende Abbildung (Fig. 20). D ist ein
Deckglaschen, welches mit Kanadabalsam aufgekittet wird. Die
Dicke der Kapillare ist von groiter Wichtigkeit fiir die Empfind-
lichkeit des Instruments. Sie soll nicht zu weit sein; aber auch
nicht zu eng, weil dann das Hg oft nicht frei spielt. Vor dem
Instandsetzen des Apparats wird durch geeignetes Kippen der
groflere Teil des Quecksilbers zunichst in das nicht zur Kugel
erweiterte Glasrohr gebracht. Nunmehr halte man das Rohr
fast senkrecht, so, daf das Glaskugelende nur leicht nach unten
geneigt ist, und lasse so viel Quecksilber durch die Kapillare in
die Kugel iibertropfen, daf, wenn das Abtropfen durch plétz-
liches Aufrichten des Kugelendes unterbrochen wird, sein Meniskus
etwa in der Mitte des Deckglases stehen bleibt. Nunmehr wird
das Rohr am Stativ befestigt und so eingestellt, daB man den
Meniskus scharf im Mikroskop sieht. Kiinstliche Beleuchtung
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ist bei geeignetem.Licht (Tisch am Fenster) nicht erforderlich.
Die Verbindungsdrihte werden wie in dem Schema Fig. 21 ge-
schaltet. Es miissen gut mit Guttapercha isolierte Drihte ge-
nommen werden fiir alle Leitungen. ¢ stellt den ,,Kurzschluf“
dar. Er ist zweckmillig auf dem Full des Stativ befestigt als ein
Quecksilbertauchkontakt. Die mit Pfeilen bezeichneten Leitungs-
drihte sind fiir Zu- und Abfubr des zu messenden Stroms be-
stimmt; auf ithrem Wege muf sich irgendwo eine Unterbrechungs-
stelle befinden, die nur im Augenblick der Messung kurze Zeit

LJ

feer

Fig. 21. Schema der
Fig. 20. Kapillarelektrometer. Schaltung des Kapillarelektrometers.

(1 Sekunde und weniger) geschlossen wird. Der Kurzschluf
dagegen mull dauernd geschlossen sein und wird nur ganz
unmittelbar vor jeder Messung gedffnet und nach derselben
(d. h. 1 Sekunde spiiter) wieder geschlossen. Das auf dem Stativ
montierte Elektrometerrohr mufl zunichst mehrere Stunden, am
besten 24 Stunden, bei geschlossenem Kurzschlul stehen bleiben.
Es ist brauchbar, sobald es folgende Proben besteht: 1. Wenn
man den KurzschluBl offnet (sowenig als irgend moglich mit
den Fingern anfassen!), mufl der Meniskus in Ruhe bleiben oder
jedenfalls in einigen Sekunden keine gréflere Bewegung machen.
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2. Wenn man vorsichtig nunmehr bei geéffnetem Kurzschluff
einen schwachen Strom durchschickt, mufi er sich deutlich
bewegen. Einen solchen Priifungsstrom erzeugt man einfach
folgendermaflen. Man steckt in die beiden Klemmschrauben des
Kurzschlusses statt der mit Pfeilen bezeichneten Driahte (Fig. 21)
zwei kurze einzelne Drihte aus ungleichem Metall (z. B. Cu-Messing
oder selbst nur zwei Messingproben, oder Cu-Fe; schliellich be-
stehen die Klemmschrauben selber niemals aus ganz gleichem
Metall) und beriihrt, nachdem man kurz vorher den Kurzschluff
geoffnet hat, die beiden Drihte mit zwei verschiedenen Fingern.
Der Meniskus muB sich kriftig bewegen. Wechselt man die
Driahte um, mufl er sich ebenso leicht nach der anderen Seite
bewegen. Man warte bei diesen Beobachtungen nicht, bis der
Stand des Meniskus konstant geworden ist. Blofie Konstatierung
einer Bewegung iiber mehrere Striche des Mikrometerokulars
geniigt; dann schlieBe man sofort wieder kurz.

Ist das Elektrometer unempfindlich, so wird es oft durch
folgenden Kunstgriff empfindlicher. Man schicke einen Strom
(wie oben) langere Zeit (minutenlang) hindurch in derjenigen
Richtung, dafl der Meniskus im Mikroskop nach oben (in Wirk-
lichkeit nach unten) geht. (Niemals aber schicke man lingere
Zeit einen Strom durch, bei dem der Meniskus im Mikroskop
nach unten geht; dann entwickelt sich am Meniskus eine Wasser-
stoffblase und das Elektrometer mufl ganz von vorn wieder in
Ordnung gebracht werden) Dann schlieft man wieder kurz.
bis die oben angegebenen Priifungszeichen richtig ausfallen. Bei
guter Behandlung bleibt ein Meniskus iber Monate brauchbar.
Der Anfanger wird ihn hiufig erncuern miissen.

60. Ubung.

Herstellung der Kompensationsschaltung zur Messung
elektromotorischer Kriifte mit Hilfe eines Mefldrahts.

Alle Leitungsdrahte miissen bis auf ihre Enden mit Gutta-
percha isoliert sein. ‘Man nehme keine andere, schlechtere lso-
lation. Die Enden der Drihte miissen blank geputzt werden.
Kontaktstellen, besonders federnde oder schleifende Kontakte
(z. B. am Kurzschlu3 des Elektrometers in dem beschriebenen
Modell) miissen gelegentlich mit einem Tropfen Petroleum be-
feuchtet werden, mit Ausnahme des Gleitkontaktes am MeBdraht.

Die Schaltung geschieht nach dem Schema Fig. 22. 4 ist
ein Akkumulator, BC der MeBdraht (wie bei der Leitfihigkeits-
messung), D der Schleifkontakt. @ ist das Kapillarelektrometer,
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H das in Frage stehende galvanische Element, in unserem Falle
das Kadmiumelement. Man achte genau auf die Stellung der
Pole von Akkumulator und Kadmiumelement! Anderenfalls
kompensieren sich die elektromotorischen Krafte nicht, sondern
addieren sich; das Normalelement und das Elektrometer werden
auf lange Zeit unbrauchbar- gemacht.

Nicht in der Figur gezeichnet, aber nicht zu vergessen ist
ein Kontakt zum' Offnen und SchlieBen zwischen 4 und B, und
ein zweiter irgendwo auf der Strecke DGHC. Der Stromkreis
ABDCA heifit der Hauptstromkreis. Er wird einige Zeit vor
Beginn des Versuchs geschlossen und kann am besten die ganze
Zeit des Versuchs geschlossen bleiben. Die Drihte 4B und AC
miissen stark (1 mm) und nicht iberflissig lang sein.

- A4
rx}j)\bk\
8 c
M

Fig. 22. Schema der Kompensationsschaltung.

Der Kreis DGHCD heilit der Nebenstromkreis. Die Drihte
in demselben diirfen beliebig diinn sein.

Der Stromweg DG@H C mull zunichst ungeschlossen bleiben
(der KurzschluB3 des Elektrometers natiirlich geschlossen!); H soll
also zunichst reprisentiert werden durch das Kadmiumelement.
Man stelle den Schleifkontakt D etwa in die Mitte des MeB-
drahtes. Das ist die Grundstellung des Apparats, von der wir
immer wieder ausgehen.

61. Ubung.
Messung der EMK des Akkumulators.

Der Akkumulator hat frisch nach der Ladung eine EMK
von merklich mehr als 2 Volt. Man lasse den Hauptstromkreis,
wenn der Akkumulator frisch geladen ist, erst einige Zeit ge-
schlossen. Dann fillt die EMK ein wenig und halt sich lange
Zeit konstant gegen 1,95-1,85 Volt, ganz allmihlich abnehmend.
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Sobald sie 1,85 Volt erreicht, lade man neu auf. lm Zustande
mittlerer Ladung bleibt die EMK sehr lange gleich. In diesem
Zustande beginne man die Messung seiner EMK, von der Grund-
stellung ausgehend, folgendermaflen: 1. Schlieen des Haupt-
stromkreises. 2. Offnen des Elektrometerkurzschlusses, rasch be-
obachten, ob der Meniskus des Elektrometers in 1--2 Sekunden
sich nicht andert, dann sofort auf einen Bruchteil einer Sekunde
den Nebenstromkreis schlieBen, indem man gleichzeitig das
Elektrometer beobachtet. Sobald man die Bewegung desselben
gesehen hat, den Nebenstromkreis wieder dffnen. 3. Kurzschlufl
des Elektrometers wieder schlieflen.

Man hat nun beobachtet, ob der Meniskus nach oben oder
nach unten gegangen ist. Nun verstellt man den Schleitkon-
takt D ein wenig, wiederholt das ganze und beobachtet, ob der
Ausschlag des Elektrometers groBer oder kleiner wird. Je nach
dem erhaltenen Resultat verschiebt man nun den Schleifkon-
takt D nach der Richtung, daB der Ausschlag voraussichtlich
kleiner wird und wiederholt die Beobachtung. Man verschiebt
weiter, bis der Ausschlag nach der anderen Seite erfolgt und
sucht diejenige Stelle auf, bei der der Ausschlag = 0 wird. Wird
der Elektrometerausschlag kleiner und kleiner (3 —4 Teilstriche des
Mikrometerokulars), kann man den Nebenstromkreis etwas linger
zur Beobachtung geschlossen halten. Ist der Ausschlag nur noch
spurenweise, aber erst dann, so kann man zur definitiven Auf-
suchung der Nullstellung besser folgendes Verfahren anwenden:
1. Offuen des Elektrometerkurzschlusses, 2. SchlieBen des Neben-
stromkreises auf 2 —3 Sekunden, ins Mikroskop blicken und dann
den Elektrometerkurzschlufl plétzlich schlieBen. Man sieht das
Elektrometer in seine Ruhestellung zuriickzucken. Dieses Zuriick-
zucken geht schneller als das Umgekehrte, ist daher leichter zu
beobachten. Dann sofort wieder den Nebenstromkreis 6ffnen. Mit
diesem Verfahren findet man die wirkliche Nullstellung inner-
halb eines Bruchteiles eines Millimeters des MeBdrahtes genau.

Ein gut empfindliches Elektrometer soll, wenn die Stellung
um 1 mm von der Nullstellung entfernt ist, einen Ausschlag
von 2—4 Teilstrichen des Okularmikrometers geben. Man priife
hiernach die Empfindlichkeit des Elektrometers gelegentlich.

Berechnung des Versuchs. Da der Widerstand AB 4+ AC
gegeniiber dem MeBdraht vernachlissigt werden kann, ist zwi-
schen B und C dieselbe Potentialdifferenz, wie zwischen den
Klemmen des Akkumulators, Exc.. Es ist nun bei Nullstellung
die EMK des Kadmiumelements, Ecaq, gleich der Potential-
differenz zwischen D und C (Epc).



128 Messung elektromotorischer Kréfte.

Nun ist
Epc : Ep = Lingen : Langegc.

Also die gesuchte EMK des Akkumulators, Egc

o Lange g
Egc = Enc Léngepc
BC
oder EAcc - ECad . ])’(‘

(Man beachte, dal hier das Verhaltnis BC: DC maBgeblich ist,
wihrend bei der Leitfahigkeitsmessung BD : DC gesucht wird!)
Ist also
Ecaq = 1,1085 Volt, BC == 1000 mm, DC == 555,56 mm,
so ist
Epge == 1,1085 - 1000 : 555,5 = 1,9955 Volt.

62. Ubung.
Der Gebrauch der Rheostaten mit Vorschaltwiderstand?).
Direkte Ablesung der Millivolt.

Wer viel Messungen macht, dem sei folgendes Verfahren emp-
fohlen: An Stelle des MeBdrahtes BD C in Fig.22 benutze man zwei
Rheostatenkisten in der Schaltung der Fig. 23. Jeder Kasten
hat einen Satz von 1, 2, 2, 5, 10, 20, 20, 50, 100, 100, 200,
500 Ohm (zusammen 1110 Ohm). Die Stopsel des linken Rheo-
staten entferne man vor der Messung vollig. Wenn man jetzt
z. B. den 50-Ohmstopsel des rechten Kastens auf die entspre-
chende Stelle des linken steckt, ist es dasselbe, als wenn man
an einem 1110 mm langen Mefdraht den Schleifkontakt von
seinem aullersten rechten Ende 50 mm nach links geriickt hitte.
Jedes Ohm, welches man vom rechten Kasten zum linken be-
fordert, bewirkt, daBl der Potentialabfall zwischen D und C um
/1110 des ganzen Akkumulatorwertes vermehrt wird. Der Ab-
fall zwischen D und C ist also den aus dem rechten Kasten in
den linken ibertragenen Ohmzahlen proportional. Man kann
diesen -Proportionalitiatsfaktor der Bequemlichkeit wegen so ein-
richten, daBl jedes Ohm 1 Millivolt bedeutet. Zu diesem Zweck
braucht man nur die EMK des Akkumulators durch einen zwischen
A und B eingeschalteten Vorschaltwiderstand so zu schwéchen,
daB, wenn 1018,5 Ohm nach links heriibergestépselt sind, gegen

1) L. Michaelis, Die .Wasserstoffionenkonzentration. 1914.
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Der Gebrauch der Rheostaten mit Vorschaltwiderstand.
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Michaelis, Physikalische Chemie.
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das Kadmiumelement Stromlosigkeit herrscht. Der Vorschalt-
widerstand ist. ein regulierbarer Qleitwiderstand von insgesamt
1500—2500 Ohm (Fig. 23), mit einer groben und einer feinen
Regulierung, ohne sonstige Kalibrierung. Man verfihrt also fol-
gendermallen:

Man entfernt alle Stopsel des linken Rheostaten und bringt
1018 Ohm von rechts nach links. Man stellt zunichst den Vor-
schaltwiderstand etwa in mittlerer Stellung des Gleitkontaktes
ein und macht wie frither eine Ablesung am Kapillarelektro-
meter. Man sucht nun diejenige Stellung des Vorschaltwider-
standes heraus, bei welcher Stromlosigkeit ist. Genauer: man
sucht diejenige Stellung, bei der die Stopselung 1018 Ohm einen
kleinen Ausschlag des Elektrometers in der einen Richtung,
1019 einen ebensolchen in der andern Richtung gibt. Wenn
man so arbeitet, braucht. man niemals die EMK des Akkumu-
lators selbst zu kennen. Man reguliert, nur immer den Vor-
schaltwiderstand, dal er der obigen Bedingung geniigt. Dann
bedeutet bei den nunmehr folgenden Messungen unbekannter
elektromotorischer Krifte, welche an die Stelle des Kadmium-
elements gesetzt werden, jedes Ohm, das von rechts nach links
gesetzt werden mul}, um Ruhe des Elektrometers zu erreichen,
genau ein Millivolt. Die Zehntel - Millivolt werden geschatzt.
Hiermit ist der Apparat fiir die Messung einer beliebigen EMK
vorbereitet.

63. Ubung.

Herstellung von Kalomelelektroden und Cl-Konzen-
trationsketten mit solchen.

Eine Kalomelelektrode nennt man eine Elektrode aus Queck-
silber, welches irgendeine mit Kalomel gesittigte Fliissigkeit be-
rithrt. Das Potential einer solchen Elektrode hingt von der
Zusammensetzung dieser Fliissigkeit ab. Wir wahlen als Flissig-
keit zunichst eine 0,1 normale KCl-Losung. Reinstes KCI (pro
analysi, Kahlbaum) wird kurz schwach gegliht. Nach dem
Erkalten im Exsikkator werden 74,56 ¢ in Wasser gelGst und
genau auf einen Liter (im Melkolben) aufgefiillt. Dies ist eine
normale Lésung, von der man durch sehr genaues Verdiinnen
eine zehnfache Verdiinnung herstellt.

Als Elektrodengefil benutzt man die nebenstehende Form
(Fig. 24). Der Boden des Gefifies wird mit einer Schicht reinen
Quecksilbers (Reinigung siehe S. 121) gefiillt, so weit, daf3 der
Platinkontakt gut untertaucht. Ks ist dringend zu empfehlen,
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diesen Platinkontakt vorher zu amalgamieren. KEs kommt leicht
vor, da3 das blanke Platin, trotzdem es unter das Quecksilber
taucht, durch eine kapillare Schicht von Fliissigkeit mit der iiber
das Quecksilber zu schichtenden Losung in Beriihrung tritt. Dann
erhilt man oft um mehrere Millivolt falsche oder schwankende
Potentiale. Diese Amalgamierung geschieht folgendermafen.
Der Platinkontakt wird in konzentrierter Schwefelsiure gereinigt
und gewaschen und als Kathode
in éin GefaBl mit einer Ldsung
von 1% Merkuronitrat mit eini-
gen Tropfen HNO; gesteckt, wih-
rend als Anode eine kleine Pla- "
tinelektrode fungiert. Nun wird V1Y
der Strom eines einzelligen (2 |
Volt) Akkumulators ganz kurze
Zeit hindurchgeschickt, nicht ldn-
ger als das Platin von einer
grauen Quecksilberschicht soeben
iiberzogen scheint (1 Minute).
Amalgamiert man zu lange oder
mit zu starkem Strom, so haftet
das Quecksilber nicht, sondern
setzt sich in glinzenden Tropfen
ab. Nun wird in Wasser abge-
waschen und durch Absaugen
mit FlieBpapier vorsichtig ge-
trocknet. Der Platinkontakt wird
jetzt in das Elektrodengefal3 ein-
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Fig. 24. Kalomelelektrode.

gesetzt, der Glasschliff etwas ge-
fettet.

Nun wasche man ein Kklei-
nes Loffelchen Kalomel (das Pra-
parat der Apotheken, oder von

Als Fiillung ist die der ,gesittigtens

Kalomelelektrode dargesteltt (siehe

68. Ubung). Hier wire an Stelle

von ,gesattigte K Cl-Losung® zu

setzen: , 0,1 n. KCl-Lsung*, und

die Schicht festes K Cl“ wiirde
fortfallen.

Kahlbaum) in einer Schale mit

etwa 30 ccm der spiter anzuwendenden (also 0,1 n) KCl-Lésung
einige Minuten unter Umriithren mit einem Glaflstab, lasse dann
das Kalomel sich moglichst absetzen, gieBe die Losung ab und
wiederhole das Waschen 5-—6mal. Zum SchluBl wird es mit
etwas KCl-Losung in das Elektrodengefal hineingesogen. Der
Pt-Kontaktstopsel wird dabei am besten nicht herausgenommen,
um die Platinspitze nicht zu verschmieren. Nachdem das Kalo-
mel sich gesenkt hat (es braucht nur eine Schicht von mini-
maler Dicke zu bilden), saugt man das Gefal mit der K Cl-Losung

9*
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fast voll. Das Abflulrohr mufl luftblasenfrei gefiillt sein. Man
‘schliet den Hahn und stellt die Elektrode sofort an einem Stativ
‘so auf, dafl das AbfluBrohr in eine Lisung von 0,1 n. KCl taucht.

Es soll nun eine Konzentrationskette zwischen einer solchen
und einer mit einer anderen Lésung hergestellten Kalomelelek-
trode gemacht werden. Wir wahlen als zweite Losung folgende
Mischung: n.KCl-Losung 2,00 ccm; n.KNO;-Lésung (pro analysi,
Kahlbaum, vollig Clfrei!) 18,0 ccm, destilliertes Wasser auf
200 ccm aufgefiillt. Weiter unten wird erdrtert werden, was das
Lehrreiche gerade dieser Mischung ist.

Die Elektrode wird genau so wie die erste hergestellt, das
Kalomel mit der neuen Losung statt mit der frilheren gewaschen.
Man kann aber auch, wenn man einmal eine Elektrode mit einer
kostbaren Versuchsfliissigkeit machen will, das Kalomel erst
5— 6 mal mit destilliertem Wasser und dann nur noch 3 mal
mit der eigentlichen Losung waschen. Man kann dann auch
ebenso gut Elektrodengefifie der gleichen Form mit nur 1 bis
1,5 cem Fassungsraum?) nehmen und reicht dann einschlieBlich
des Waschens mit 5—10 com Fliissigkeit vollig aus.

Man montiere nun die beiden Kalomelelektroden so, daf3
ihre Ausfluléfinungen in ein GefaBl mit gesittigter KCIl-Losung
tauchen. Diese ,Konzentrationskette“ setzt man nun in den
Apparat zur Messung der EMK an Stelle des Kadmiumelements,
und zwar so, daBl die Cl-drmere Losung dem positiven Pol des
Kadmiumelements entspricht. Dann mifit man die EMK.

Arbeitet man mit dem Mefidraht (Fig. 22), so schiebt man
den Gleitkontakt so, dal Stromlosigkeit besteht. Dann ist die
gesuchte elektromotorische Kraft

C
B Bao - D

BC

Arbeitet man mit Rheostaten und Vorschaltwiderstand, ist
die EMK einfach gleich der Zahl der nach links heriibergestGp-
selten Ohm.

Das Resultat mufl sein: 0,0577 Volt, wenn die Messung bei
18° geschah; oder allgemeiner

bei 15° 0,0571 bei 20° 0,0581
. 16° 0,0573 . 21° 0,0583
. 17° 0,0575 » 22° 0,0585
» 18° 0,0577 . 23° 0,0587.
. 19° 0,0579

1) Angefertigt bei Bleckmann u. Burger, Berlin-N., Auguststr. 3a.
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Die erlaubte Fehlergrenze ist == 0,0005 Volt. Der Ungeiibte
wird sich mit == 0,001 Volt begniigen diirfen. Beispielsweise
wurde gefunden: bei 16° 0,0575 Volt.

Das Potential wird alle 5 Minuten gemessen und die Mes-
sungen so lange fortgesetzt, bis sie 3mal hintereinander kon-
stant bleiben. Man iiberzeuge sich, daf sie sich dann auch
eine und zwei Stunden spiter nicht geidndert hat. Bei rich-
tigem Arbeiten, besonders wenn der Platinkontakt unter dem
Quecksilber amalgamiert war und beim Einfiillen des Kalomels
und der Losung nicht herausgehoben worden ist, stellt sich
gleich zu Anfang das definitive Potential mit groler Schirfe
ein; langsamere Einstellung (1 Stunde!) kommt allerdings auch
vor. Jedenfalls muB} die EMK sich kontinuierlich einem definitiven
Endwert nihern, wenn die Elektroden in voélliger Ruhe stehen.
Andernfalls liegen Kontaktfehler, unreines Quecksilber oder dgl.
vor, und die Messung ist zu verwerfen.

Die obigen Losungen wurden fiir diese Ubung deshalb ge-
wihlt, weil ihr Resultat theoretisch wichtig ist. Der Cl-Gehalt
in den beiden Losungen verhilt sich wie 1:10. Da beide
Losungen die gleiche Konzentration an K' besitzen, ist auch
der Dissoziationsgrad des Cl in beiden L&sungen gleich, und
daher verhdlt sich auch die Konzentration der Cl-Ionen wie
1:10. Nach Nernst ist nun die EMK einer Konzentrations-
kette

E -~ RTIn !

C2

wo c1 und c; die Konzentrationen der stromerzeugenden lonen
bedeuten, R die Gaskonstante, T die Temperatur vom absoluten
Nullpunkt gerechnet. Fiir 18° und unter Umwandlung in deka-
dische Logarithmen wird daraus
10
E = 0,0577 - log %» Volt.
2

Ist ¢y:ce = 10:1, so ist log(ei:ce) = 1 und E = 0,0577
Volt. Diese charakteristische Zahl sollte hier im Experiment
vorgefithrt werden.

Die stromerzeugenden lonen sind eigentlich nicht die Cl-
lonen, sondern die Hg-Ionen aus dem gelosten Kalomel. Da
aber die Loslichkeit des Kalomel der Cl-Ionenkonzentration um-
gekehrt proportional ist, kann man die beobachtete elektro-
motorische Wirkung ebensogut auf die Cl-Ionen beziehen (Elek-
troden zweiter Ordnung).
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Als zweites Beispiel fiir eine Cl-Konzentrationskette nehme
man als die eine Elektrode wiederum die Kalomelelektrode mit
0,1 normal KCl, die andere fiille man mit einer Ldsung von
0,25 ccm 0,1 n. KCl, 20 cem n. KNOs, mit (Cl-freiem!) destilliertem
Wasser aufgefiillt auf 200 cem. Dies ist also eine Lésung von
0,000125 n. KOl in 0,1 n.KNO;. Da der Kaliumgehalt beider
Ldsungen annahernd gleich ist, ist auch der Dissoziationsgrad
des KOl gleich. Die Cl-onen-Konzentrationen in beiden stehen
daher in demselben Verhaltnis zueinander wie die Konzentra-
tionen an KCI. Uberlegen wir uns erst, welche EMK dieser
Kette wir z. B. fiir 17,5° Celsius zu erwarten haben. Es muf
sem:

E = 0,0576 - log f: ,
2

wo ¢; und c; die beiden KCl-Konzentrationen bedeuten.
Ce

ist in unserem Fall = 0,00125, also E == 0,0576 - (0,097 — 3) =—
- 0,1672 Volt. Gefunden wurde, wenn als positiver Pol die
Cl-drmere Losung angesetzt wurde

sofort nach Ansetzung der Kette . . 0,1635 Volt
nach 15 Minuten . . . . . . . . 01655
30 . . 0,1660 ..

1 Stunde und weiterhin konstant 0,1666

Also etwa innerhalb eines halben Millivolts der erwartete
Wert.

Das negative Vorzeichen bei 0,1672 Volt riihrt von der will-
kiirlichen Definition der positiven Stromrichtung her. Wiirden
wir als ¢ die stérkere, als c, die schwichere Cl-Losung be-
zeichnen, so erhielten wir -+ 0,1672 Volt, da

C1 Ce
log o log o

Man kann die Konzentrationskette auch umgekehrt dazu

benutzen, um den Cl-Ionengehalt einer Ldsung zu bestimmen.

64. Ubung.

Elektrometrische Bestimmung der Cl-Ionen in einer
unbekannten Lésung.

Als ,unbekannte Losung“ benutze man eine KCl-Losung,
die von einem andern Laboranten durch Verdiinnung aus der
0,1 n. KCl-Losung hergestellt worden ist, mit der Anweisung, er
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moge die Losung zwischen 0,1 n. und 0,00001 n. machen. Man
lasse sich von dieser (natiirlich in groferer Menge hergestellten)
Lésung nicht mehr als etwa 8 — 10 ccm zur Analyse iibergeben, um
den Bediirfnissen einer Mikroanalyse im Ernstfall gerecht zu werden.

Man verdiinnt die erhaltene Losung genau mit /s ihres
Volumens mit !/; n. KNOs-Losung (die man vorher auf Cl-Freiheit
gepriift hat), damit der Dissoziationsgrad?!) des Cl in dieser
Losung derselbe sei wie in der 0,1 n. KCl-Losung, die man als
Vergleichsfliissigkeit fiir die zweite Elektrode benutzt. Man
wasche etwas Kalomel 8 —10mal mit dest. Wasser. Es geniigt,
wenn nach dem Waschen ein kleines Messerspitzchen voll Kalo-
mel iibrig bleibt. Dieses wasche man noch 3 —4mal mit je
1—1.5 cem der zu untersuchenden Losung, riihre jedesmal gut
um und giefe jedesmal so weit ab wie mdglich. Schliefllich
gieft man den Rest der Losung auf das Kalomel und saugt
diese Fliissigkeit in die Mikroelektrode (wie Fig. 24, nur ohne
Hahn am AusfluBrohr) mit einem Fassungsraum von 1-—1,5 cem,
nachdem sie vorher mit ein wenig reinem Quecksilber beschickt
ist. Man lafBit das mitgesaugte Kalomel absetzen und die Fliissig-
keit wieder in dieselbe Schale auslaufen. Man saugt nochmals
ein und saugt wieder etwas Kalomel mit. Dies wiederholt man.
bis nach dem Absetzen iiber dem Quecksilber iiberall eine wenn
auch diinne Schicht Kalomel liegt. (Kine dicke Schicht Kalomel
zu haben ist unvorteilhaft. Sie verschmiert leicht den Kontakt
zwischen dem Quecksilber und dem eintauchenden Platindraht.)
Nun setze man mit einer 0,1 n. KCl-Kalomelelektrode als zweiter
Elektrode eine Konzentratiouskette wie in Ubung 63 an und
bestimme die EMK.

Es ist ratsam, die Mikroelektrode nicht direkt in die ge-
sittigte Kalomelldsung tauchen zu lassen. Bei sehr niederem
Cl-Gehalt konnte bei der kleinen Elektrodenform doch durch
eine Stromung eine Spur in die Elektrode geraten und die Be-
stimmung filschen. Man benutze in solchem Falle lieber eine
gesittigte Losung von Ammonnitrat. Hat man noch genug von
der zu untersuchenden mit KNO; versetzten Losung iibrig, so
kann man auch diese nehmen, um die Mikroelektrode in sie
einzutauchen. Die 0,1 n. Elektrode taucht man dann in 0,1n. KCl-
Losung und verbindet ‘die beiden GefiBe durch einen kleinen
Glasheber, der mit einer Gallerte aus gesittigter KCl-Losung
-+ 3% Agar (im Dampfkochtopf zusammengekocht) gefillt ist.

1) Besser sollte man sagen: ,Der Aktivititsgrad der Cl-Ionen® im
'Sinne der Bjerrumschen Ionenaktivititstheorie.
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Nun mift man die EMK wie in Ubung 63. Die Berechnung
geschieht nach der Formel
£ - 00577 - log
Ce
wenn bei 18° gemessen wurde. Andernfalls setzt man fir 0,0577
die S. 134 stehenden Werte ein. c¢; bedeutet die Cl-Konzen-
tration der bekannten, c; die der unbékannten Losung. Wir
schreiben die Gleichung in der Form

] C1 L E ]
°C e 0,0577
Angenommen, es sei gefunden E -=0.1646 Volt bei 16,5

Dann ist
c1 0,1646

log ~ == oo == 2,868
e 00574
und daher = 738,
C2
1
¢ ist = 0,1, also ist ¢ == ——— normal == 0,0001356 nor-
7380

mal. Das Resultat mufl um 10% seines Wertes vermehrt wer-
den wegen der Verdunnung mit der KNOj;; das definitive Re-
sultat ist: 0,000149 normale Cl-Losung. In Wirklichkeit war
die Losung als eine 0,000138 normale KCl-Losung hergestellt
worden; also ein Fehler-von - 8%.

Ein Fehler in der Messung von 2 Millivolt bewirkt einen
Fehler von etwa 10% des Gesamtwertes. Ein solcher Fehler
kann bei einer Mikromessung sowohl nach oben wie nach unten
leicht vorkommen; == 10% Fehler kann man als nicht sicher
vermeidbar betrachten; der Ungelibte wird auch leicht Fehler
von = 20% erhalten. Die hier gewihlte Cl-Menge steht nicht
weit vor der praktisch erreichbaren unteren Grenze, wenn man
Wert auf Genauigkeit legt. Wenn man insgesamt 5 ccm Losung
verbraucht, was leicht durchfiihrbar ist, kann man 0,000002 g
Cl als die untere Grenze der mit der angegebenen Genauigkeit
bestimmbaren Cl-Menge betrachten.

Will man mit dieser Elektrode eine neue Messung machen,
so ist unbedingt notwendig, sie ganz auseinanderzunehmen, zu
reinigen, zu trocknen (besonders die Platinspitze!) und von neuem
zu fiillen.
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65. Ubung.

Messung eines Diffusionspotentials; seine experimentelle
Vernichtung.

An der Beriihrungsstelle zweier verschiedener Flissigkeiten
herrscht eine Potentialdifferenz, welche von Menge und Art der
Elektrolyte abhangt. Da man diese Potentialdifferenz nur da-
durch messen kann, daB man sie mit zwel metallischen Elektro-
den ableitet, diese aber selber verschiedene Potentiale gegen die
beiden Losungen haben, so kommt das Diffusionspotential in
einer Kette in der Regel nur als Summand der gesamten EMK
der Kette zur Geltung. Wir wollen einen Fall zur Ubung auf-
stellen, wo man das reine Diffusionspotential’ messen kann.

Man fiille zwei Kalomelelektroden, die eine mit 0,1 n. KCl,
die andre mit 0,1 HCl. Da die Konzentrationen der Cl-Ionen
in beiden Losungen gleich sind, heben sich die Elektroden-
potentiale auf und es bleibt allein das Diffusionspotential iibrig.
Man tauche die Abfluloffnungen beider Elektroden in eine Schale,
welche eine dieser beiden Fliissigkeiten enthilt, gleichgiiltig,
welche von beiden, und messe das Potential. Zu erwarten ist
fiir diesen Fall fiir 18°

A Ae uy - ve
E = 0,0577 - log Uz - vy Volt.

ur und vy ist die Wanderungsgeschwindigkeit des Kation
bzw. Anion des einen Elektrolyten, u»-und v. des andern. Hs
betragt
fir HCl u; = 330 Vi =— 63
fiiI‘ KOI u == 65 Vo 7% 65,

395

also E = 0,0577 - log 130

== 0,0279 Volt.

Diesen Wert wird man bei der Messung innerhalb 1 Milli-
volt genau auch finden (gefunden wurde z. B. 0,0275 Volt).

Nunmehr #ndre man nichts weiter, als daB man als Ver-
bindungsfliissigkeit beider Elektroden nicht eine der Elektroden-
lésungen benutzt, sondern gesittigte Losung von KCIl, und messe
nochmals: die EMK der Kette ist auf 0,0015 Volt gesunken.
Zwischenschalten von gesittigter KCl-Losung vermindert alle
Diffusionspotentiale. KCl ist durch NaCl nicht mit gleichem
Erfolg ersetzbar (K- und Cl” haben gleiche Wanderungsgeschwin-
digkeit, nicht aber Na- und CI').
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Das hier gezeigte Diffusionspotential von 28 Millivolt ist fiir
ein Diffusionspotential besonders ‘groB. Die meisten, gewdhnlich
vorkommenden Diffusionspotentiale werden durch gesittigte KCl-
Losung praktisch =— 0 gemacht.

66. Ubung.
Das Membranpotential der Apfelschale?).

Von einem unverletzten Apfel wird eine kleine Calotte ab-
geschnitten. Der Apfel wird, mit der unverletzten Seite nach
unten, in eine Petrischale gelegt, welche mit einer flachen Schicht
0,001 mol. KCl bedeckt ist. Eine Kalomelelektrode taucht man in
gehoriger Entfernung vom Apfelrand in diese Losung, eine zweite
Kalomelelektrode bringt man mit der oben befindlichen Schnitt-
flaiche des Apfels in Berithrung. Man findet eine Potential-
differenz von ungefahr 0,09 Volt; der positive Pol ist die ver-
letzte Seite des Apfels.

Wiederholt man den Versuch, indem man die unverletzte
Seite in 0,01 n. KCI tauchen liBt, so erhilt man etwa 0,05 Volt;
und mit 0,1 n. KCl etwa 0,01 Volt.

An der Grenze der Apfelschale gegen eine KCl-Losung ent-
steht also ein Potential, welches von der Konzentration der
KCl-Lésung abhéngig ist. Verhalten sich die KCl-Konzentra-
tionen wie 1:10, so erhilt man einen Potentialunterschied, der
beinahe ebenso groB ist wie der von zwei Kalomelelektroden,
deren KCl-Konzentration' sich wie 1:10 verhalten (d.h. welche
beinahe 0,0577 Volt erreicht). _

Das Potential zwischen der unverletzten Membran und der
von der Membran entbloBten Stelle des Apfels ist also nicht
ein in sich eindeutig definierter Wert, sondern hingt von Natur
und Konzentration der die Membran beriihrenden Lésung ab.
Dasselbe gilt fiir tierische Membranen, nur bleibt hier ‘bei einer
Konzentrationsdifferenz von 1:10 die Potentialdifferenz noch
stiarker hinter der erwarteten von 0,0577 Volt zuriick.

1) Jacques Loeb u. R. Beutner, Biochem. Zeitschr. 41, 1. 1912,
Auf R. Beutner. »Die Entstehung elektrischer Strome in lebenden Ge-
webene, Stuttgart 1920, wird zum Verstindnis dieses Fundamentalversuchs
nachdriicklichst verwiesen.
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67. Ubung.

Wasserstoffkonzentrationskette mit stromendem
Wasserstoff.

Mit Wasserstoffgas beladenes Platinschwarz hat die elektro-
motorischen Eigenschaften, als ob es aus metallischen Wasser-
stoff bestiinde. Auf diese Weise kann man Wasserstoffionen-
Konzentrationsketten herstellen. Die Form der Elektroden ist
je nach den Umstianden verschieden zu wihlen. Wir wollen
als erste Ubung die EMK einer H-Konzentrationskette zwischen
folgenden zwei Losungen messen.

1. 0,5 cem nHCl + 19,5 nKCIl 4 180 ccm destilliertes Wasser,
d. h. eine Losung von 0,0025 nHCI, welche insgesamt einen Cl-
Gehalt von 0,1 n hat. 2. 50 ccm nNaOH -+ 100 ccm n-Essig-
sdure -~ 350 ccm Wasser, d. h. eine Losung von 0,1 n-Essig-
siure -+ 0,1 n-Natriumazetat (,Standardazetat®).

Man benutze birnformige?) Elektrodengefifle nach Art der
Fig. 25. Die Platinelektrode, in Form eines Platindrahtes, ist
an dem eingeschliffenen Glasstopsel be-
festigt. Sie mull zunichst mit Platin-
schwarz iiberzogen werden. In ein klei-
nes Gefillchen (Fig. 25) fiillt man etwa
10 cem einer Losung von 1 g Platinchlorid
-+ 0,007 g Bleiazetat in 30 ccm Wasser
und bringt in diese eine kleine Hilfselektrode :
aus Platin, welche man mit dem positiven
Pol eines 4-Volt-Akkumulators verbindet. LN
Die zu platinierende Platinelektrode da- EJ
gegen wird zuerst mit konzentrierter Schwe- {)
felsiure gereinigt und mit destilliertem Fig. 25. Wasserstoffelek-
Wasser gut abgespiilt (oder auch an ihrer trode. Birnenform.
Spitze bis eben zum Gliihen erhitzt; Vor- 1/ nat. Grige.
sicht, daf an der Einschmelzstelle am Glas
kein Sprung entsteht!), mit dem negativen Pol des Akkumulators
verbunden und in die Platinlsung untergetaucht. Sie iiberzieht
sich unter maBiger Gasentwicklung bald mit einer samtschwarzen
Schicht von Platinschwarz. Bei neuen Elektroden erfordert das
bis 5 Minuten, bei schon gebrauchten 1 Minute. Dann wird
die Elektrode mit destilliertem Wasser gut ausgewaschen und
sofort genau ebenso, wie soeben in der Platinlosung, in ver-

4 I.. Michaelis und A. Gyemant, Biochem. Zeitschr. 109, 165.
1920.
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dinnter Schwefelsaure behandelt. Es tritt lebhafte Gasentwick-
lung ein. Stromrichtung gut beachten! (Fig. 26.)

Dann wird die Elektrode mit Wasser gut ausgewaschen, in
das Elektrodengefil3 luftdicht (Schliff trocknen und etwas fetten!)
eingesetzt und in der Elektrode in mehrfach gewechseltem
Wasser 1 Stunde lang weiter gewissert. Dann ist die Elektrode
gebrauchsfertig. Die Platinierung mufl nach einigen Wochen
erneuert werden. Im unbenutzten Zustand miissen alle plati-
nierten Platinelektroden mit destilliertem Wasser gefiillt auf-
bewahrt werden.

In die eine derartige Elektrode fiillt man die eine Losung,
in die andere die andere Losung ein, indem man die Fliissig-
keit bei geeigneter Stellung der Hihne aus einer kleinen Schale

2\

=1

Fig. 26.  Platinierung und Reduktion einer Platinelektrode.

einsaugt. Die erste Filllung 1aBt man wieder auslaufen und
erneuert sie, des Auswaschens wegen, noch zweimal. Man achte
darauf, daBl das Abflurohr, besonders dicht unter dem Glas-
hahn, luftblasenfrei gefiillt ist. Man 146t die Fliissigkeit dann
so weit ausfliefen, dafl der Platindraht zu einem Drittel eintaucht
und befestigt sie an einem Stativ. Der AbfluBhahn bleibt von
jetzt ab vorlaufig geschlossen, Nun leitet man Wasserstoff ein.
Derselbe wird aus As-freiem Zink und verdiinnter Schwefelsiure
mit etwas CuSOs oder einen Tropfen Platinchlorid entwickelt, mit
2 proz. Losung von KMnO; und dann mit konzentrierter Sublimat-
16sung gewaschen, eventuell noch durch eine dritte Waschflasche,
die mit lockerer Watte gefiillt ist, geschickt, und durch den linken
(Fig. 25) Glashahn zugefiihrt, aus dem rechten Hahn abgeleitet.
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Das Gas perlt durch die Fliissigkeit, treibt ihren Sauerstoff
aus, lost sich selbst bis zur Sittigung und erfillt den Gas-
raum. Der Gasstrom soll ziemlich lebhaft sein, 3 —5 Blasen in
der Sekunde. Nach etwa 3 Minuten schlieft man erst den
abfiihrenden, dann den zufiihrenden Hahn. Nach wenigen
Minuten wird die Durchstrémung ein zweites Mal, eventuell ein
drittes Mal wiederholt. Dann &ffnet man den Glashahn C und
liBt die Spitze in ein Schélchen mit gesittigter KCl-Lésung
eintauchen. In dasselbe Schalchen taucht auch die zweite Elek-
trode, die genau ebenso behandelt worden ist.

Diese Konzentrationskette setzt man in die Kompensations-
anordnung zur Messung der EMK an die Stelle des Kadmium-
elements, derart, dal die HCl-Losung dem positiven, das Stan-
dardazetat dem negativen Pol entspricht. Man mift die EMK
in Abstinden von 5 Minuten bis zur Konstanz. Sie muB gleich
zu Anfang ganz oder beinahe genau den definitiven Wert zeigen,
andernfalls ist die Wasserstoffsittigung noch nicht vollkommen
und mufl nochmals wiederholt werden. Die Kette gibt bei 18°
eine EMK = 0,1140 Volt; erlaubte Abweichungen sind bei gutem
Arbeiten nicht mehr als == 0,7 Millivolt.

Da nun h der angewendeten HCl-Losung bekannt ist, konnen
wir h des Standardazetats daraus berechnen. Es ist bei 18°

hv
E - 0.0577 log—Egl—
hAceL
oder
hua 0,1140
log JHEL = 1,976
B hnee, | 0,0577 o
oder
bgar 946
hacet.

hyc wire bei totaler Dissoziation == 0,0025. Man nimmt nun
an, daB der Dissoziationsgrad einer schwachen HCl-Lésung in
einem UberschuB von KCl derselbe sei, wie in einer reinen HCI-
Losung von gleichem Cl-Gehalt, also wie in einer 0,1 nHCI-
Losung. Diesen Dissoziationsgrad erfahrt man durch Vergleich der
molaren Leitfahigkeit der HCl in 0,1 n-Losung im Vergleich zu der
bei unendlicher Verdiinnung, und man hat ihn gefunden = 0,917.
Demnach hat man in unserer Losung hpyc = 0,0025 - 0,917
= 0,00229 n. zu setzen.

0,00229
T =942 . 1073 = 4, .
946 , 0~ und pn 616

Also ist hpcet =
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Anmerkung. Wie schon frither erwéahnt, ist es sehr zweifel-
haft geworden, ob die h einer verdiinnten HCl-Losung auf Grund
von Leitfiahigkeitsdaten richtig berechnet werden kann. Bjerrum
setzt die Aktivitit, der H-Ionen, an, in der oben angewendeten
HCl-Losung = 0,00202 (statt 0,00229). Dann wire in Standard-
azetat ap = 0,00202:94,6 = 2,14 - 102, und ph = 4,67 (statt
4,616). Es ist somit anzunehmen, daB simtliche py-Mes ungen,
welche bis jetzt ausgefihrt worden sind, um etwa - 0,05 zu
korrigieren sind. Diese Korrektur haben wir in diesem Buch
noch nicht durchgefithrt. Sie wiirde sich besonders bei derBe-
rechnung der Dissoziationskonstante des Wassers geltend machen.

68. Ubung.

Herstellung und Eichung einer gesiittigten Kalomel-
elektrode?y).

Um in einer unbekannten L&sung h zu messen, braucht
man eine Vergleichselektrode. Diese war in der vorigen Ubung
eine Hz-Elektrode in HCl-Losung von der h = 0,00229 n. Fir
die Rechnung wire es einfacher, eine Siurel6sung von der h =1
zu wahlen. Das ist wegen des hohen Diffusionspotentials einer
solchen Losung unpraktisch. Aber die Vergleichselektrode braucht
tiberhaupt keine H,-Elektrode zu sein, sondern kann eine be-
liebige Metallelektrode sein, welche sich dadurch auszeichnet,
dafl sie gut haltbar ist und nicht jedesmal gefiillt zu werden
braucht. Fir diesen Zweck eignet sich am besten die ,gesittigte
Kalomelelektrode®, welche wie die 0,1 n-Kalomelelektrode (S. 130)
hergestellt wird, nur nimmt man als Losung gesittigte KCI-
Loésung und schichtet zum Schluf} eine dichte hohe Schicht festes
KCl noch auf das Kalomel. Solche Elektrode trigt am besten
auch am Ausflurohr einen Glashahn, der stets geschlossen
bleiben kann; die gesattigte Losung in den kapillaren Spalt-
rdumen des Hahnschliffes leitet ausreichend gut. Der Hahn
dient nur dazu, um die Lo6sung gelegentlich durchflieBen zu
lassen, wenn eine Luftblase in das AusfluBrohr kommen sollte.
Die Ausflufiéfinung taucht stets in gesittigte KCl-Losung. Diese
Elektrode ist somit jahrelang haltbar. Gegen die ,Normal-
wasserstoffelektrode“ hat diese Elektrode bei 18° eine Potential-
differenz von 0,2500 Volt. Man verlasse sich aber auf diese
Zahl nicht. Es kommen kleine Abweichungen bei verschiedenen
Elektroden vor und jedes Exemplar mufl von Zeit zu Zeit ge-

1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionen-Konzentration. Berlin 1914.
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eicht werden. Die Eichung geschieht dadurch, dafl man die
Potentialdifferenz gegen eine Wasserstoffelektrode mit Standard-
azetat bestimmt. Nehmen wir an, diese sei bei 18° = 0,5160 Volt
gefunden worden. Hieraus soll berechnet werden, wie grof3 die
Potentialdifferenz der Kalomelelektrode gegen eine Wasserstoff-
elektrode mit der h == 1fach-normal wire. Wir hatten pn des
Standardazetats in der 67. Ubung = 4,616 gefunden. Also be-
tragt die Potentialdifferenz des Standardazetats gegen die Nor-
mal-H-Lésung bei 18°

E = 4,616 - 0,0577 Volt = 0,2663 Volt.

Folglich hat die Kalomelelektrode gegen die Normal-H-Elek-
trode die Potentialdifferenz 0,5160 — 0,2663 == 0,2497 Volt.

Zur Ubung der Anwendung messen wir die Potentialdiffe-
renz der so geeichten Kalomelelektrode gegen eine Wasserstoff-
elektrode, gefiillt mit einer Mischung von gleichen Teilen m/15
prim. Kaliumphosphat und m/15 sek. Natriumphosphat (siehe
11. Ubung). Wir finden E = 00,6426 Volt. Somit hat das
Phosphatgemisch gegen die Normal-H-Elektrode den Potential-
unterschied '

0,6426 — 0,2497 = 0,3929 Volt, und py -= 0,3929:0,0577 = 6,81.

69. Ubung.

Wasserstoffelektrode mit stehender Gasblase?).
Pr-Messung in Serum.

Bei Fliissigkeiten, welche CO. enthalten und beim Durchstromen
mit Wasserstoff eine Abnahme der h erfahren wiirden, ist eine
andere Elektrodenform notwendig. Sie kann

auch sonst immer angewendet werden, er- \O-\q
fordert aber fiir die konstante Einstellung o
des Potentials lingere Zeit. Es wird neben- £

U=

stehende U-Elektrode empfohlen (Fig. 27).
Die Platinierung geschieht wie vorher. , _
Die zu untersuchende Losung wird derart / 7
eingefiillt, daB zuniichst nur der kurze =
Schenkel ganz und der lange Schenkel zum
Teil gefiillt wird. Man lasse nun den —
wie oben entwickelten und gewaschenen —
Wasserstoff durch ein zu einer 5 cm langen
feinen Kapillare ausgezogenes Glasrohr eine

-

1 L. Michaelis, L c. ¥ig. 27. U-Elektrode.
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Weile strémen, bis sicher alle Luft aus dem Rohr ausgetrieben
ist. Jetzt nahere man das Ende dieser Kapillare, wihrend das
Gas noch stromt, der Elektrode und stecke die Spitze unter die
Flussigkeitsoberfliche. In demselben Augenblick, wo die Spitze
eintaucht, quetsche man die Gasleitung dicht oberhalb der Ka-
pillare mit dem Finger zu. Ein dauerndes Durchstrémen wiirde
CO: austreiben. Nunmehr bringe man die Kapillarenspitze bis
auf die tiefste Stelle der U-Rohre und liifte den zuklemmenden
Finger ganz wenig, so daBl kleine Hs-Blasen zu der Pt-Elektrode
aufsteigen. Man fiille so viel Blasen ein, dal die Platinelektrode
mit ihrer Spitze gerade soeben noch eintaucht. Schaumbildung
schadet nichts. Dann zieht man die Kapillare heraus und fillt
den langen Schenkel des U-Rohrs mit der Losung ganz auf, setzt
den Glasstopfen auf, ohne dafi Luftblasen hineinkommen, kippt
das GefiBl in geeigneter Weise hin und her, so daBl die Wasser-
stoffblase die ganze Linge des U-Rohres 50mal hin und 50mal
zuriick durchstreicht. Um Druckausgleich herbeizufiihren, drehe
man gelegentlich, wenn die Gasblase an dem Pt-Ende steht,
den Glasstopfen einmal um sich selbst, wobei eine geeignete Boh-
rung voriibergehend Kommunikation mit der AuBenluft her-
stellt. Wenn das Kippen beendet ist und die Gasblase wieder
auf der Pt-Seite st€ht, zieht man den Glasstopfen heraus und
befestigt die Elektrode an einem Stativ. Ihre Fliissigkeitsver-
bindung- wird folgendermaflen hergestelit.

Ein kleines stark gebogenes Glasrohr, das an einem Ende
zu einer kurzen, feinen Spitze ausgezogen ist, wird luftblasen-
frei mit einer noch warmen Lésung von 3 g Agar -+ 40 g KCl
in 100 g Wasser (lingere Zeit im Wasserbad gekocht!) gefiillt.
Der Agar erstarrt in dem Rohr bald. Bei Nichtgebrauch wird
das Rohr in gesittigter KCl-Losung aufbewahrt. Bei Gebrauch
wird es abgetrocknet und so befestigt, daBl die Spitze gerade
‘in die Elektrodenfliissigkeit und das andere Ende in ein Gefil
mit gesittigter KCl-Losung eintaucht.

Als Versuchsfliissigkeit benutze man Blutserum, als Vergleichs-
elektrode die gesittigte Kalomelelektrode als positiven Pol. Je
nach der CO:-Abgabe, die das Blutserum beim Stehen an der
Luft schon erlitten hat, erhélt man verschiedene Werte; pn ge-
wohnlich 7,6 bis 7,7; d. h. die Potentialdifferenz gegen die ge-
sattigte Kalomelelektrode um 0,69 Volt.
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70. Ubung,
h-Messung im Blut?.

Fiir Blut eignet sich am einfachsten - folgende Methode.
welche - darauf beruht, dafl Blut keine Anderung des py erfihrt,
wenn man es mit physiologischer CO:-freier ClNa-Lésung ver-
diinnt. 0,85 proz. NaCl-Losung wird in einem Jenenser Kolben
ausgekocht und unter Verschlul3 abgekiihlt. Mit dieser Losung
wird eine U-Elektrode wie gewdhnlich gefiillt und mit der He-
Blase versehen, aber noch nicht durchgeschiittelt. Der langere
Schenkel bleibt zur Hilfte frei. Nunmehr gibt man an die
Wand des frei gebliebenen Teils einige K6rnchen Hirudin, ent-
pimmt Blut aus der Ellbogenvene mit einer Spritze und fiillt
das frische Blut in den leer gebliebenen Teil des U-Rohres
vollig auf, verschlieft mit dem Glasstopfen und schiittelt dann
sofort wie gewshnlich um. Sollte sich ein Gerinnsel am Platin
bilden, so stellt sich kein konstantes oder ein scheinbar kon-
stantes, falsches Potential ein.

Das Potential stellt sich auf die beschriebene Weise sehr
schnell zur Konstanz ein. Man wiederhole die Messung der
EMK nach der Anordnung der Gaskette alle 5 Minuten so
lange, bis 3 aufeinander folgende Ablesungen konstant bleiben.

Man erhilt fiir venoses Blut des Menschen bei 187: 0.674 Volt
gegen die gesattigte Kalomelelektrode, entsprechend py == 7,35.

71. Ubung.
Elektrometrische Mikroanalyse von Kalziumoxyd.

Es sei die Aufgabe gestellt, eine Menge CaQ im Betrage von
0,1 bis 0,2 Milligramm quantitativ zu bestimmen. Dieses CaO
wird wohl stets aus der zu analysierenden Asche in Form von
Kalkoxalat gegeben sein. Wir wollen uns nicht die Aufgabe
stellen, dieses Oxalat herzustellen, sondern nehmen irgendein
organisches Ca-Salz in obigem Betrag als gegeben an. Dieses
wird, ebenso wie man es mit dem Oxalat machen wiirde, durch
Glilhen in CaQ verwandelt, und dieses wollen wir bestimmen.
Um eine so kleine Menge CaO mit Genauigkeit zu erhalten,
verfahren wir folgendermaBen.

In einem geglilhten und gewogenen Platintiegel wird reinstes
CaO (pro analysi, Kahlbaum) fein zerrieben in einer Menge von

1) In Anlehnung an das Prinzip von K. A. Hasselbalch, Biochem.
Zeitschr. 49, 451. 1913, nach L. Michaelis L c.

Michaelis, Physikalische Chemie. 10
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0,15 bis 0,2 g eingewogen und am Geblise bis zur Gewichts-
konstanz gegliht. Die Menge CaO betrug z. B. in einem Falle
0,1991 g. Das CaO wird im Platintiegel in einigen Kubik-
zentimetern verdiunnter Milchsture unter Erwarmen und Um-
rithren mit einem Glasstab gelost und dann auf 400 cem mit
(Ca-freiem!) destilliertem Wasser aufgefiillt. Jedes Kubikzenti-
meter -dieser Losung enthilt 0,4978 mg CaO. Wir bringen von
dieser Losung 0,25 ccm, enthaltend 0,1245 mg in einen Platin-
tiegel, trocknen auf dem Wasserbade, gliithen einige Minuten,
und setzen den Tiegel vorldufig in den Exsikkator.

Nun stellen wir folgende Losung her: 1 cem /30 norm.
HCl -+ 5 cem n. KCl-Losung - 44 cem destilliertes Wasser, also
eine 0,002 n. HCl in /10 n. KCl-Lésung. Von dieser Losung geben
wir 5,00 ccm in den erkalteten Platintiegel und bringen das
Ca0O zur Auflésung.  Man rithrt mit einem Glasstab um, erwarmt
evtl. ganz leicht und hat in wenigen Minuten eine voéllige Losung
des CaO erreicht. Mit dieser Losung fiillt man eine Birn-Elek-
trode (siehe S. 139). Man wischt sie erst mit reinem Wasser,
dann zweimal mit je 1 ccm der Losung aus und hat dann noch
3 ccm Losung, welche zur Filllung der Elektrode vollig hin-
reichend sind. FEine zweite Birnelektrode fiillt man mit einer
Probe derselben HCl-Losung, welche aber kein CaO enthilt.
Nun durchstréomt man beide Elektroden mit Wasserstoff in der
S. 140 beschriebenen Weise und verbindet sie durch gesittigte
KCl-Losung. Diese Konzentrationskette wird in Kompensations-
vorrichtung an Stelle des Normalelements zur Messung der EMK
so eingeschaltet, da die Ca-freie Losung dem positiven Pol
des Normalelements entspricht. Die Messung ergab

bei 16,5° C 0,0147 Volt.

Diese Potentialdifferenz rithrt daher, daB das CaO einen Teil
der HCl gebunden hat. Die EMK der Kette ist daher?)

E = 0,0574 - log® by ,

he

wo_h; die h der Ca-freien HCl, he die der Ca-haltigen bedeutet.
Da durch das Zufiigen von KNO; der Gesamt-Ionengehalt in
beiden Lésungen fast identisch ist, so ist der Dissoziationsgrad®)
der HCI in beiden Losungen der gleiche, und statt des Verhalt-

: 1) Der Faktor 0,0574 gilt fir 16,5°. Fiir andere Temperaturen er-
sieht man die Zahlen aus Tabelle S. 132.

2) Besser sagen wir statt , Dissoziationsgrad® , Aktivititsgrad der
H-Ionen“ im Sinne der Bjerrumschen Ionenaktivititstheorie.
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nisses hj: he konnen wir ebenso das Verhiltnis der ,.freien HCl-
Menge®, [HCI; und [HCl]; setzen. Es ist also

hy [HClh  0,0147

1 00 05
log = log rpen, = 00574 — %256
und daher
'HOL, -
Eﬁd]g = 1,803;
oder

[HCI}; = 0.00111 norm.

(THCI); war namlich = 0,002 norm.)

Die 5 cem 0,002 nHCI enthielten urspriinglich 5 >< 0,0002
= 0,0100 Millisquivalente HCl. Nach dem Ca-Zusatz enthalten
sie nur noch 5 >< 0,00111 = 0,00555 Millidquivalente freie HCI;
der Rest von 0,00445 Millisquivalenten sind durch ebensoviel
Milliaquivalente CaO gebunden. 1 Millidquivalent CaO sind
28 mg, also sind gefunden: 0,00445 >< 28 mg

= 0,1246 mg CaO;
erwartet waren
0,1245 mg.

Die véllige Ubereinstimmung ist ein Zufall. Fehler von
= 5 Proz. des Gesamtwertes kdénnen schon vorkommen; wenn
das Verhiltnis von HCl: CaO ein ungiinstigeres ist, konnen so-
gar groBere Fehler vorkommen. Die besten Analysen geben
Ca-Mengen, welche eine Potentialdifferenz zwischen 8 und 50 Milli-
volt ergeben, oder bei denen das CaO etwa !/, bis nicht gar
viel mehr als 3/, der vorgelegten HCl-Menge bindet.

72. Ubung,
Die elektrometrische Titration.

Die elektrometrische Titration einer Siure mit einer titrierten
Lauge erfiillt die Aufgabe, die Anderung der h wihrend der
Titration schrittweise zu verfolgen, oder auch, die Anderung des
Potentials gegen eine Wasserstoffelektrode - schrittweise zu ver-
folgen. :

Man benutzt dazu die in Fig. 28 abgebildete Glockenelek-
trode. Ein glockenformiges GlasgefiBl ist nach oben zu einem
engeren Glasrohr verlingert, das oben einen Glashahn trigt.
Dicht oberhalb der Glocke ist durch die Wand des Glasrohres

10*
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ein Platindraht eingeschmolzen, der iiber die untere Offnung
der Glocke ein wenig heriiberragt. Das andere Ende des Platin-
drahtes ist von einem angeschmolzenen Glasstutzen umgeben, in
den Quecksilber eingefiillt ist. In ihn taucht der ableitende
Kupferdraht. Die Elektrode wird wie in Fig. 28 an einem Stativ
iiber einer Porzellanschale derart befestigt, dafl der Glockenrand
in die zu titrierende Fliissigkeit etwas eintaucht. Uber dieser
Fliissigkeit ist ferner die Titrierbiirette mit 0,1 nNaOH ange-
bracht. Ferner taucht in die Loésung noch ein KCl-Agar-Heber
2 (s. S. 44) ein, der an seinem an-
deren Ende in gesittigter KCI-
| -um LoOsung steht. In diese taucht
s —fgp- guBerdem eine gesittigte Kalo-
V PP nelelektrode (s.gS. 142) ein.
Der Platindraht wird vor der
12 kA Benutzung auf folgende Weise
vorbereitet. Das etwa !/ cm
iiberragende Ende des Drahtes
wird vorsichtig in einem kleinen
Flammchen schwach gegliiht
und der ganze Draht dann mit
Hilfe einer Pinzette in eine
leichte Schraubenwindung ge-
legt, so dal} er nicht mehr iiber-
ragt, sondern sogar noch 1 bis
2 mm innerbalb der Glocke
endet. Dann befestigt man die
Elektrode iiber einer Schale mit
Platinierungsfliissigkeit, saugt
Fig. 28. Elektrometrische Titration die Glocke mit dieser voll und
mit der Glockenelektrode. platiniert ihn mit Hilfe einer
auflen befindlichen Hilfselek-
trode aus Platin (wie S. 140). Dann wird die Platinlésung aus-
gewaschen und durch verdiinnte Schwefelsiure ersetzt und diese
kathodisch polarisiert, zum -SchluB gewaschen.

Wir stellen uns nun die Aufgabe, 10 ccem 0,03 nHCl mit
0,1 nNaOH zu titrieren. Wir fiillen die 10 ccm der Saure in
die Porzellanschale, die Lauge in die Biirette, in der Anordnung
der Fig. 28. Nun leitet man einen Strom Wasserstoffgas von
oben her durch die Glocke, in der Sekunde 1—2 Blasen, etwa
Y/=—1 Liter, und dreht den Glashahn zu. Bei richtiger Liange
des Platindrahtes gelingt es leicht, die Gaszuleitung in einem
Augenblick zu unterbrechen, wo die Spitze des Drahtes gerade
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nur eben noch eintaucht. Wiahrend der Gasdurchleitung soll

der Draht abwechselnd eintauchen und nicht eintauchen in dem

MaBe, wie die Glocke sich abwechselnd mit Gas fullt und ruck-

weise entleert. Hierdurch wird gleichzeitig die geniigende Spiilung

der Elektrode nach jedesmaligem Laugenzusatz bewirkt. Kine

weitere Spiilung ist nicht erforderlich. Je weniger die Platin-

spitze zum Schlufl ein-

taucht, um so schneller “ 7 T ' .

stellt sich das Potential ;

ein. Man taucht nun 72| = { '

auch den KCl-Agarheber ! //""_ﬁ

ein, der eine moglichst | :

feine Spitze hesitzen

soll, und liest das Po-

tential ab. Der positive

Pol ist die Kalomelelek-

trode. Wéhrend der Ein-

stellung des Potentials

muf} der Apparat ganz er-

schiitterungsfrei stehen. |

Es geniigt, die Einstel-

lung auf 2—3 Millivolt

genau abzuwarten; die

dullerste Genauigkeit in

bezug auf endgiiltige

Konstanz ist meist nicht

erforderlich. Nun gibt 4 ¥

man z.B. 0,5 ccm Lauge

zu, mischt um und wie- 3| 7

derholt die Wasserstoff- & |/

durchleitung. Die Ein- 2| ]

stellung erfordert jedes- —

mal nur wenige Minuten; 9! ! £ L -

ist sie pach 15 Minuten “cem Lawge © 0 % ¢

noch nicht konstant, 0 iz 29 3 com 0, n. HOI werden mit stei-

ist die Platinierung ver- genden Mengen 0,1 n. NaOH versetzt. Abs-

dorben. Dann lafit man zisse: cem der Lauge. Ordinate: pu.

wieder eine Portion

Lauge zu usw. Die gesamte Titration erfordert etwa 2 Stunden.
Man zeichnet nun in einem Koordinatensystem auf der Ab-

szisse die Kubikzentimeter der zugesetzten Lauge, auf der Ordinate

die Millivolt auf. Statt dessen zeichnet man besser noch den daraus

berechneten Wert von pp auf der Ordinate auf. Das Resultat

-alkal

WIAEr -
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ist im Diagramm 29 wiedergegeben. Die Kreise geben die beob-
achteten Punkte wieder; sie sind durch die theoretisch berechnete
Kurve erginzt. Das Ende der Titration ist bei 3 cem Lauge
zu erwarten. Hier springt pn plotzlich von 4 auf 10; d. h. es
springt plotzlich von einem Punkt, der selbst fiir Methylorange
noch sauer ist, auf einen Punkt, der sogar schon fiir Phenol-
phtalein alkalisch ist. Man versteht hier erst richtig, warum

13— - — L —

.

o ] 35 ¥ 5 ¢

Fig. 30. 3 cem 0,1 n. Essigsiure werden mit 0,1 n. NaOH titriert. Be-
zeichnung wie in Fig. 29. Bei .D ist die Ordinate gleich dem negativen
Logarithmus der Dissoziationskonstante der titrierten Siure.

es gleichgiiltig ist, mit welchem dieser beiden so un#hnlichen
Indikatoren man eine Mineralsiure titriert.

Titriert man Essigsdure unter gleichen Bedingungen, so er-
hilt man das Diagramm 30. Der Sprung bei der dquivalenten
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Menge NaOH geht hier von ph = 7 bis pp = 10. Er liegt
also auBerhalb des Bereichs ‘des Methylorange und wird nur
von Phenolphtalein angezeigt.

Titriert man ein Gemisch von 3 cem 0,1 nHCl -3 cem
0,1 n Essigsiure (Fig. 31), so macht sich am SchluB der HCI
nur eine kleine Aufbiegung bemerkbar, am Schlufl der Essig-
sdure eine zweite, groBere.

72—

—

!
_ j /
1} | | | !

alzsdure Lasigsaure

Fig. 31. 3cem 0,1 n. HCl4-8 cem 0,1 n. Essigsiiure werden mit 0,1 n.
NaOH titriert. Ohne Essigsiure wiirde die Kurve sich wie « fortsetzen.
W, Wendepunkt nach Austitrierung der HCl, W, Wendepunkt nach Aus-
titrierung der Essigsiure. Sonstige Bezeichnungen wie Fig. 29 und 30.

Titriert man ein Gemisch von HCl + Phosphorsiure, so ist
zwischen dem Ende der HCl und dem Anfang der H;PO, keine
Grenze bemerkbar, weil beides starke Mineralsiuren sind. Sobald
das primére Phosphat vollig ausgebildet ist, erfolgt ein Sprung
von pn == 4 bis 5 (Methylorange-Umschlag); sobald das sekun-
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dare Salz fertig gebildet ist, ein Sprung von 8 nach 9,5 (Phenol-
phtalein-Umschlag). Die Bildung des tertiiren Phosphats ist
schlecht bemerkbar.

12y — —— . —

%E

s "~
FPhenglpht:

24

2 i

:"'".'.-" i e 2
Salzsaure FRosphorsaure  prim. .f?._-‘.ﬂ‘.s;g Yior | sec "”=.'-'_-'/y.=

‘o 7 Z 3 4 5 & 7 5 9

Fig. 32. 2cem 0,1 n. HCl + 2,2 cem 0,1 mol. Phosphorsiure werden mit

0,1 n. NaOH titriert. « ist der pn- Sprung, wenn das primire Phosphat

vollig gebildet ist, 3 derselbe fiir das sekundire Phosphat. Die Farben-

angaben_ beziehen sich auf die Nuance, welche Dimethylaminoazobenzol

{s. 17. Ubung) geben wiirde. Phenolpht. bedeutet dem Umschlag des
Phenolphtalein.

XV. Reaktionskinetik.

Um einen Einblick in reaktionskinetische Methoden zu er-
halten, geben wir zwei wirklich ausgefiihrte Versuchsbeispiele
mit allen ihren Fehlern und betrachten die Resultate theoretisch
und auch besonders kritisch auf die infolge der Versuchsfehler
zu erwartenden und wirklich vorhandenen Abweichungen von
der Theorie.
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73. Ubung.
Die Siiurespaltung des Rohrzuckers.

20 g Rohrzucker werden zu einem Volumen von 200 ccm
destilliertem Wasser geldst und in einem 500 ccm fassenden
Kolben in ein groBles Wasserbad von Zimmertemperatur gestellt.
In einem zweiten ebensolchen Kolben werden 200 ccm 4,0 n Salz-
saure gebracht und ebenfalls ins Wasserbad gestellt. Die Tem-
peratur des Wasserbades wird genau festgestellt und wihrend
der ganzen Versuchsdauer mindestens innerhalb 0,1° konstant
gehalten. Nachdem die Temperatur sich iiberall ausgeglichen
hat, wird der Inhalt beider Kolben vermischt, der Zeitpunkt
notiert und so schnell als mdéglich mit einer Pipette eine Probe
entnommen, in ein Polarisationsrohr gefullt und sofort im Polari-
sationsapparat abgelesen. Es werden innerhalb von 1 —2 Minuten
5-—6 Ablesungen gemacht, bei jeder einzelnen Ablesung die Zeit
notiert und dann sowohl von der Zeit wie von den Ablesungen
das Mittel genommen. In Abstdnden von 20 — 30 Minuten werden
weitere Entnahmen gemacht und in derselben Weise abgelesen.
Die Ablesungen werden mit Riicksicht auf die etwa fehlerhafte
Nullstellung des Apparates korrigiert.

Es ergab sich in einem Fall folgendes Resultat:

Tabelle 11).

Nr. Zeit in Min. nll)r(?r};;lggn ]z,gil};.liﬂgz kn = )t(
t o X
1| 0 b [6,53) 0
2. | 2 C 8,35 0,18 0,0900
3. | 4,5 6,10 0,43 0,0955
4. | 250 | 4,26 2,27 0,0908
5. 415 | 3,05 3,48 0,0838
6. 685 | 1,64 189 0,0714
7.1 985 0,65 5,88 0,0598
8. 128,5 — 0,23 6,76 0,0526
9. 149,5 — 0,60 7,13 0,0477
10. | 248td. | — 2,19 8,72 —_

1) Die Ablesungen wurden aus #ufleren Griinden in einem 18,94 cm
langen Rohr gemacht. Sie sind so angegeben, wie sie gemacht wurden.
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Die Drehung fiir die Zeit der Vermischung wird durch eine
Extrapolation ermittelt. Zwischen Ablesung 2 und 3 hat eine
Drehungsinderung von 0,25° stattgefunden, pro Minute also
0,10°. Daraus schlieBen wir, daB 2 Min. vor der Entnahme 2
die Drehung um 0,20° groBer gewesen wire und setzen den
Anfangswert = 6,55°. Berechnen wir zwischen der Entnahme
2 und 4 die Drehungsabnahme pro Minute, so ergibt sich 0,091°.
In diesem Fall wiirde die Extrapolation auf die Zeit 0 zu dem
Anfangswert 6,53 filhren. Zwischen weiteren Zeitriumen diirfen
wir die mittlere Drehungsabnahme pro Minute nicht mehr be-
rechnen, weil ja hierbei die Voraussetzung gemacht wurde, daB
diese im Laufe der Zeit sich nicht andert. Fiir so kurze Zeiten
kénnen wir das aber fiir die Extrapolation vernachlissigen und
legen der aus dem groBeren Zeitintervall berechneten Extra-
polation den groBeren Wert bei, zumal sie sich von der andern
nur sehr wenig unterscheidet. Wir setzen also als Anfangswert
6,53 und klammern ihn in der Tabelle ein zum Zeichen, dafB
er nicht direkt beobachtet ist.

Wir wollen nun die ,Reaktionsordnung® des Prozesses fest-
stellen. Wir setzen als bekannt nur voraus, daB bei geniigend
langer Zeit die Inversion des Rohrzuckers vollkommen ist, d. h.
daB das definitive Gleichgewicht zwischen Sacharose zu Invert-
zucker derart ist, dall keine meBbare Menge Sacharose neben
Invertzucker iibrig bleibt. Unter dieser Bedingung sind die ein-
fachsten Moglichkeiten des Reaktionsverlaufs

1. Der lineare Verlauf oder die Reaktion nullter Ord-
nung. Die in jedem Augenblick verschwindende Rohrzucker-
menge ist unabhingig von der jeweils noch vorhandenen Rohr-
zuckermenge; in gleichen Zeiten verschwinden gleiche Mengen
Rohrzucker:

X == ko -t

x bedeutet die zur Zeit t verschwundene Rohrzuckermenge
oder die zur Zeit t gebildete Invertzuckermenge. ko ist ein
Proportionalitatsfaktor, welcher von der Anfangsmenge des Rohr-
zuckers unabhéngig ist. Dagegen kann ko von der Temperatur.
von der HCl-Konzentration (und andern Einfliissen) abhéngen,
die sich in unserm Versuch aber nicht duBlern konnen, da wir
Temperatur und HCl-Konzentration konstant halten. Wenn der
Reaktionsverlauf dieser ist, so ist

t -——:ko.
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Hier kénnen wir x in beliebigen Mafleinheiten messen; das
hat nur Einflul auf den absoluten Wert von ko. Wir wer-
den also x einfach durch die Drehungsabnahme ausdriicken,
welche der Menge des verschwundenen Rohrzuckers (und des
gebildeten Invertzuckers) proportional sein muB. Die 3. Spalte
der Tabelle 1 ist also x. Wir finden nun fiir die verschiedenen
Entnahmen die in der letzten Spalte notierten Werte fiir ko.

Wir sehen, daf : nicht konstant ist, sondern mit fortschrei-

tender Zeit abnimmt. Die Reaktion verliuft also nicht linear.
2. Die unimolekulare Reaktion oder Reaktion erster
Ordnung. Die in jedem Augenblick verschwindende Rohr-
zuckermenge ist ein ganz bestimmter Bruchteil der jeweils noch
vorhandenen Rolrzuckermenge. Diese Annahme ist durch die
Differentialgleichung
dx
dt

wo x wieder die zur Zeit t verschwundene Menge Rohrzucker
(oder gebildete Menge Invertzucker), und a die Anfangsmenge
des Rohrzuckers bedeutet. Integriert lautet die Gleichung:

1 10

a
-1 = 0,4343 - ki1 — k.
t o8 a — X !

=k - (a — x),

Hier kommt zwar im Gegensatz zum linearen Reaktions-
verlauf die Anfangsmenge a vor, aber nur in Form des Bruches
a— x Es ist daher gleichgiiltig, in welcher MaBeinheit wir a
und x messen. Wir wollen beide wieder in Graden Drehungs-
dnderung messen. a ist dann die gesamte durchlaufene Drehung;
also nicht die Anfangsdrehung allein, sondern dazu noch der
Betrag der Linksdrehung zum SchluB,

a ist also == 6,63 -+ 2,19 - 8,72.

Wenn eine Saccharoselésung die Drehung m hat, so hat sie
nach vollstindiger Inversion die Drehung — 0,31 bis — 0,32 - m.
Dieser Faktor ist von der Temperatur und auch von der Kon-
zentration des Zuckers ziemlich stark abhangig. Legen wir 0,32
der Rechnung zugrunde, so hiitte sich als SchluBdrehung er-
geben miissen — 2,09°, ein Wert, der in Anbetracht der er-
wihnten Unsicherheit mit der Beobachtung (— 2,19°) befriedigend
iibereinstimmt. Wir legen der Rechnung die wirklich beobachtete
Schluidrehung zugrunde.

Auf diese Weise ist die Tabelle 2 berechnet.
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Tabelle 2.
a = 8,72. lg a = 0,941.
a 1 a
t x a—Xx lg (a—x) lg e . Ig P— k

0 0 8,72 0,941 — —
2 0,18 | 8,54 0,931 0,010 0,00500
4.5 043 8,29 0,919 0,022 0,00488
25,0 2,27 6,45 0,810 0,131 0,00524
41,5 3,48 5,24 0,719 0,222 0,00535
68,5 4,89 3,83 0,583 0,358 0,00523
98,5 5,88 : 2,84 0,453 0,488 0,00500
128,5 | 6,76 | 1,96 0,292 0,649 0,00503
‘1495 7,13 | 1,59 0,201 0,740 0,00495

Im Mittel kp, — 0,00508

Wir sehen, daBl die Ausdriicke der letzten Spalten annihernd
konstant sind und finden somit zunichst angenihert, daB die
Annahme des unimolekularen Verlaufs zutreffend ist. Um dies
noch genauer zu entscheiden, verfahren wir folgendermafBen:
Wir nehmen aus den verschiedenen k-Werten das arithmetische
Mittel; es sei == ky = 0,00508. Nun rechnen wir aus, wie gro
fiir ein solches ky, bei jedem Wert von t der Wert (a—x) hiitte
sein miissen. Wir benutzen dazu die letzte Gleichung in der
Umformung log (a—x) = log a—kt.

Diese Rechnung zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3.
km = 0,00508. lg a == 0,941.
— ; i -k;lt “ s ) a-;k | ]-)‘ifrfer;nﬁzﬁizwr'i’sc];(;:
b lm - ¢ : = lg (a — x) | berechnet % beobachtet &;‘E)}]Egg Eiclg::&i;d
| ‘ !
0 - 0,941 [8,72] 8,72 —
2,010,0102 0931 | 8,53 8,54 -+ 0,01
4,510,0229 0,918 | 828 8,29 --0,01
25,010,127 0,814 | 6,52 6,45 — 0,07
41,5| 0,218 0,723 | 5,29 5,24 — 0,05
68,5 0,348 0,593 | 3,92 3,83 — 0,09
98,5 0,500 0441 | 2,76 2,84 -+ 0,08
128,5| 0,653 0,288 1,94 1,96 - 0,02
149,510,760 0,181 1,52 1,59 - 0,07
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Die Abweichungen der beobachteten und berechneten Werte
betragen in keinem Falle mehr als einige hundertstel Grade
und liegen somit innerhalb der Fehlergrenzen. Daf} auch die
Beobachtung nach 2 und nach 4,5 Minuten so gut stimmen,
ist ein Zufall. Bei der Kleinheit der Umsiitze, der Ungenauig-
keit der Zeitbestimmungen fiir so kleine Intervalle wiren hier
auch groflere Unstimmigkeiten ertriglich gewesen.

Sieht man von den ersten beiden unsicheren Werten ab, so
scheint sich ein leichter ,Gang“ der Konstanten bemerkbar zu
machen. Die Abweichungen sind erst alle negativ, dann alle
positiv, wihrend ein ungeordnetes Pendeln um einen Mittelwert
erwartet werden sollte. Die Abweichungen sind zwar klein, aber
es ist immerhin auffallig. Haben wir deshalb ein Recht, diesem
Umstand eine sachliche Bedeutung beizulegen? Das ist nicht
der Fall. Der Wert fiir a, der der ganzen Rechnung zugrunde
liegt, ist durch eine Extrapolation entstanden und trigt eine
etwas groBere Unsicherheit in sich als die anderen Zahlen.
Setzen wir a nur um 0,02° kleiner an, was durchaus im Bereich
der Fehlergrenzen liegt, so hat das auf die ganze Rechnung
einen derartigen Einflu, daBl von einem ,Gang“ der Konstanten
nichts mehr bemerkbar ist, wie man nachrechnen mage.

74. Ubung.
Die fermentative Spaltung des Rohrzuckers.

Als Ferment benutzen wir die Saccharase (Invertin, Invertase)
der Hefe. 100 g frische Bickerhefe werden in einem Morser
zunéchst mit wenig, dann immer mehr Wasser gut verriihrt,
insgesamt 200 ccm, mit 5 ccm Chloroform versetzt und 4 —5 Tage
verqchlossen im Brutschrank gehalten. Dann wird das Gemisch
mit einigen Tropfen starker Essigsiure versetzt und etwa 20 g
felnpulvemges Kaolin zugegeben gut durchgeschiittelt und nach
einigen Minuten durch ein groBes Faltenfilter filtriert. Der erste
Teil des Filtrats ist oft noch triibe, er wird in die Vorratsflasche
zuriickgegossen und das Filtrat erst dann endgiiltig aufgefangen.
wenn eine leicht gelbliche, aber villig klare Losung durchliuft.
Fiir unsere Zwecke ist eine weitere Reinigung durch Dialyse
nicht erforderlich. Das Ferment hilt sich, mit etwas Chloroform
oder Toluol versetzt, im Fisschrank so gut wie unbeschrinkt
in voller Wirksamkeit. Seine Wirksamkeit fillt natiirlich je nach
der Beschaffenheit der Hefe etwas verschieden aus.

Man braucht nun ein Ostwaldsches Wasserbad mit Riihrwerk,
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welches man auf eine Temperatur um 25° einstellt. Die Tem-
peraturschwankung soll == 0,05° mdglichst. nicht ‘iiberschreiten.

Man stellt eine Losung von etwa 10 g Saccharose auf 300 ccm
destilliertes Wasser her und wirmt sie in einem 500 ccm fassen-
den Kolben im Wasserbad vor. In einem zweiten ebensolchen
Kolben wirmt man eine Mischung von 20 ccm Fermentlosung
—+ 20 com 0,1 n. Natriumazetat 420 ccm 0,1 n. Essigsaure 4140 cem
(d. h. auf 200 ccm) Wasser vor. Qleichzeitig stellt man (auBer-
halb "des Wasserbades) etwa 10—12 Erlenmeyerkolben mit je
genau 3 ccm einer 0,5 mol. Losung von Na.CO; zurecht. (Die
Konzentration dieser Sodalésung soll derart sein, da die auf die
gleich zu beschreibende Weise mit ihr vermischte saure Zucker-
l6sung gegen Lackmuspapier unzweifelhaft alkalisch wird.)

Nachdem die beiden Kolben im Wasserbad geniigend vor-
gewdrmt sind, mischt man ihren Inhalt zusammen, notiert die
Zeit und entnimmt sobald als méglich mit einer Vollpipette
25 cem und laBt sie in einen der Kolben mit Sodalosung flieBen.
Die Zeit dieser ersten Entnahme wird: notiert. Dann entnimmt
man in geniigenden Abstiinden weitere Proben in derselben
Weise. :

Die Sodalésung hat einen doppelten Zweck. Erstens unter-
bricht sie die Fermentwirkung. Zweitens bewirkt sie, daf die
Multirotation der durch die Invertierung frisch entstandenen
Glukose schnell auf die normale Drehung gebracht wird. (Bei
der Saurespaltung tritt gleich die definitive Drehung ein; Alkali-
sierung ' fiir die Ablesung war deshalb nicht nétig.) Die An-
siuerung der Fermentlosung mit dem Azetatgemisch hatte den
Zweck, die fiir die Fermentwirkung giinstigste h herzustellen.

Die einzelnen Proben werden dann im Polarisationsapparat
untersucht. Die letzte Probe sollte nach 24 Stunden entnommen
werden. Der Endwert ist oft noch nicht genau der theoretisch
erwartete, weil die Endstadien der Spaltung sehr langsam
gehen.

Die zu erwartende Enddrehung kann folgendermafien berechnet
werden. Ist --a die Anfangsdrehung, —b die Enddrehung, so
ist b == 0,313 - a. Die gesamte durchlaufene Drehung ist also
1,313 - a.

Es empfiehlt sich, die Eigendrehung der Fermentlsung in
einer Kontrollprobe gleicher Zusammensetzung, aber ohne Zucker,
zu bestimmen und als Korrektur fiir jede einzelne -Ablesung
abzuziehen. Die Eigendrehung des Ferments ist allerdings. sehr
gering.

Es ergeben sich z. B. in einem Versuch
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I CIr g I A
. Zeit Korrigierte ]_)rehungs—‘ x 1 a
in Minuten| Drehung | #nderung | - = ko 1 -log a3 k

t X
0 [4,334] 0 — —
0,5 4,324 0,010 — -
21,0 3,945 0,389 0,0185 0,00145
60,0 3,260 1,074 0,0179 0,00151
130,0 2,129 2,205 0,0170 0,00164
190,2 1,330 3,004 | 0,0158 0,00171
246,0 0,744 3,590 0,0146 0,00176

Driicken wir die Zuckermengen also wieder in Graden der
Drehungsanderung aus. '

Wir stellen nun die Reaktionsordnung fest. Spalte IV gibt
die Rechnung fiir eine lineare Reaktion. Auch hier hat k, einen
Gang; es fallt mit der Zeit.

. . 1 a
Wir rechnen nun die Konstante k = - log o= aus

Der Wert a ist gleich der theoretisch erwarteten gesamten
erreichbaren Drehungsinderung, also - 4,334 (1 -+ 0,313) = 5,690.
Die Rechnung ist in Spalte V ausgefiihrt.

Also auch die k-Werte zeigen einen Gang, aber sie steigen
mit der Zeit. Um zu sehen, ob das in die Fehlergrenzen fallt,
rechnen wir wieder den Mittelwert km aus, == 0,001614, und

rechnen auf die frither angegebene Weise a — x zuriick. Es er-
gibt sich

N 7::; “—a x biﬂ"erenz zwiscl—n—e;
k berechnet | beobachtet Be(ﬁ);celglzlur?ugn: nd
0 - 5,690 —

21,5 5,167 5,301 -+ 0,134
60,0 4,489 4,616 + 0,127
130,0 3,461 3,485 -+ 0,024
190,2 2,766 2,686 — 0,080
246,0 2,248 2,100 -— 0,148

Die Differenzen haben einen starken Gang und sind besonders
am Anfang und am Ende des Versuchs bestimmt gréBer als die zu
erwartenden Fehlergrenzen. Dal} in der Mitte die Abweichungen
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nur klein sind, liegt daran, dafl wir ein mittleres k der Rechnung
zugrunde legen. Der Gang der fermentativen Rohrzuckerspaltung
ist also nicht mit einer unimonekularen Reaktion zu vereinbaren.
Er liegt in der Mitte zwischen einem linearen und logarithmischen
Verlauf, ist ,infralogarithmisch®. Die Deutung dieses Verlaufes
kann nicht mehr die Aufgabe dieses Buches sein, auch nicht, die-
jenige Formel anzugeben, welche diesen Verlauf wirklich wiedergibt.

Logarithmentafel.
{Vgl. dazu S.21)

005 1[15 225|383 /4|5|6|7]8]09

1 | 000 021 041|061 | 079 | 097
979|959 939 991‘903

1141130 146}1‘61204}230 255 | 279
886|870 8341824\ 796|770| 745| 721

o |301 312|322 332 342|352 362 | 371|386 398|416 | 431 147 462
699 688|678 668 658| 648|638, 629 620\602\ 585|569|553|538

g |477| 484|491 | 498|505 | 512 | 519 | 525 531 544|556 | 568 | 580 | 591
523 516%009 502|495 | 488| 481|475 469 156|444 | 132| 420|409

653|663 | 672 | 681
347|337|328| 319
763|771
237|229
833 | 839
167|161

886 | 892 | 898
114 1108|102

690
3210

628 | 633 | 638 | 643 |
372|367|362|357)

4 |602 607 | 613 ] 618 623
398|393| 387 382|377

1728732 | 740 | 748 | 756
272| 268|260 252| 244

8031806 | 813
197| 194|187

5 |699| 703|708 | 712 716 | 720

301| 297|292 285 284 280

724
276

820 | 826 |

1801174

o | 778 782785 789 | 792 | 796 | 799
222|218 215| 211 208|204 | 201

7 | 845|848 851|854 | 857 | 860 | 863 | 866 | 869 | 875 | 881
155|152 | 149 | 146 | 143|140 13/|134[131 125|119

848
152

s [203[ 906|908 911 914 | 916 | 919 | 922 |
097|094 092 089|086 084| 081

940 | 944 | 949
06‘0[ 056/ 051

921 | 929 : 735
076| 071|065

973|978 982
027|022, 018

987 991 996
0131009004

g |954| 957|959
046043 | 041

961 | 964 | 966 | 968
03910361 034|032

971
029
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