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| | Einleitung.
1. Siuregrad — Wasserstoffionenkonzentration.

. Esist eine wohlbekannte Tatsache, daf} die Ges_chwindigkeit,
mit welcher eine enzymatische Spaltung verlduft, unter anderem

1) Wird gleichzeitig in franzisischer Sprache in den Compt; rend.
du Lab. de Oarlsberg 8, 1, 1909 verdffentlicht, . -
_ _ o*
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von dem Aciditits- oder Alkalinitdtsgrade der vorliegenden
Lésung abhingig ist. Gewdshnlich — ja sozusagen immer —
wird bei enzymatischen Prozessen der Aciditiits- oder Alkali-
nititsgrad nach der ganzen zugegebenen Siure- oder Basen-
menge berechnet und angegeben, und es ist keineswegs iiblich,
auf den Dissoziationsgrad der angewandten Sdure oder Base
Riicksicht zu nehmen; noch seltener wird das Vermdgen der
betreffenden Losung, Sdure oder Base zu binden, mit in Be-
tracht gezogen.
| Es unterliegt jedooh keinem Zweifel, daB die Ansichten
iiber die Natur der Losungen, welche auf der Theorie Arrhe-
niug’ iiber die elektrolytische Dissoziation fufien, auch in golchen
Fillen wie die hier erwihnten zur Anwendung zu bringen sind.
Wenn zum Beispiel eine Pepsinverdauung sich in einer salz-
sauren Losung abspielt, welche in bezug auf ihren Gesamtgehalt an
- Salzsiiure 0,1 normal ist, dann darf man nicht auBer acht lassen, da3
eine 0,1 normale Salzsiiure nicht vollstindig dissoziiext igt, und
- daB der ,,wirkliche Siuregrad‘, welcher rationell als die Wasser-
stoffionenkonzentration zu bezeichnen ist, infolge dessen
otwas kleiner als 0,1n ist. Zugleich mull man in Betracht
zichen, inwieweit die Lésung Salze — z. B. Phosphate —, mit
welchen die Salzsiiure sich umsefzen kann, oder andere Stofle,
welche die Wasserstoffionenkonzentration beeinflussen kénnen,
enthilt, und namentlich darf man nicht vergessen, daB das
Substrat, in diesem speziellen Falle ein passender Protoinstoff,
Séure bindet. Da die Wasserstoffionenkonzentration der Lisung
~ nur von der anwesenden Menge freier dissoziierter Sidure ab-
- biéngig ist, und da selbstverstindlich die an den Proteinstoff
gebundene Séauremenge von der Natur und Menge dieses Stoffes
5 gh, so. ist unmittelbar einleuchtend, daB zwei Losungen,
"esz B. 1g, die andere 5 g Proteinstoff in 100 com
~+0,1'n-Salzstiure. enthélt, und die folglich nach der allgemein
SR iblichen Auadruckswelse von demselben S#uregrad sind, einen
. weit verschiedenen ,erklxchen Sauregrad‘, eine weit verschiedene
Wasserstofflonenkonzentmtlon haben.
Das hier {iber den Siuregrad und die Wasserstoffionen-
ntration einer Popsinverdauung Gesagte hat fiir- alle enzy-
en Prozesse Giiltigkeit. Ich habe die Pepsinspaltung
| gewahlt ~weil dieser Proze am besten bm ciner

X




Enzymstudien. II. 133

groBeren Wasserstoffionenkonzentration vor sich geht, weshalb
die Verhiltnisse hier iibersichtlicher und wohl auch einiger-
mafBen bekannt sind. Aber auch bei solchen enzymatischen
Vorgiingen, welche gich am besten bei schwach saurer,
neutraler oder alkalischer Reaktion abspielen, mufl eine ganz
gleiche Betrachtungsweise geltend gemacht werden. Es wird
aus den im letzten Abschnitte (s. 8. 265) dieser Abhandlung an-
gefiilhrten Beispielen hervorgehen, daf die Gréfe der Wasser-
stoffionenkonzentration fiir die anderen Enzymspaltungen von
‘ebenso wesentlicher Bedeutung ist wie fiir die Pepsinverdauung;
der Unterschied liegt mur in der Gréflenordnung der Wasserstoff-
ionenkonzentrationen, mit welchen man in den verschiedenen
Fillen zu rechnen hat, |

2, Die GriBe der Wasgerstoffionenkonzentrationoen, Der
Wassgerstoffionenexponent,

Wenn man die Konzentrationen der Wasserstoflionen, der
Hydroxylionen und des Wassers in einer wisserigen Losung mit
beziehungsweise Cy:, Cox und Cg,9 bezeichnet, dann wird, wie
bekannt, kraft des Gesetzes der chem1schen Massenwirkung die
folgende Glemhung gelten: |

Cm >< Coxr _ konstant.
_ ‘ C_Hz() .
~ Da Cg,o fiir eine wenn anch nur einigermaBen verdiinnte
Losung als konstant anzusehen ist, wird auch das Produkt
' Cqg ><Cogr~——konata,nt ,

Dleses Produkt welohes gewdhnlioch, auch in dieser Ab-
handlung, die Dissoziationskonstante des Wassers ge-
nannt wird, wird bei 189 gleich 0,64 >< 10~—14 gesetzt; in, einer
Reihe Messungen, welche hier im TLaboratorium ausgefiihrt
wurden und in einem spéteren Abschnitte (s. S. 163) beschrieben
werden, haben wir den Mittelwert 0,72 ><10—1%, oder, anders
geschrieben, 10—1414, gefunden. Die GroBe ermiglicht, wie
leicht zu ersehen 1st die Wasserstofficnenkonzentration einer
w%sengen Lésung zu berechnen, wenn die Konzentration der
Hydroxylionen bekannt ist und umgekehrt. Weil natlirlich der
Wert der Dissoziationskonstante des Wassers mit Fehlern be-
~ haftet ist, und weil weiter die Konzentration der Wasserstoff-
ionen gewohnlich genauer und bequemer als die der Hydroxyl-
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ionen sich bestimmen liBf, ist es rationeller, wie H. Frieden-
thall) vorgeschlagen hat, soweit als moglich immer die Wasser-
stoffionenkonzentration einer Losung zu bestimmen und in
'Rechnung zu bringen, auch dann, wenn die Losung alkalisch
reagiert. Dieses Verfahren wird deshalb aunch im folgenden
gebraucht, indem z. B. eine Losung, deren Normalitit, auf
Wasserstoffionen bezogen, gleich 0,01 gefunden ist, mit 0,0ln
oder, unter Weglassung der Normalitéitshozeichnung, kurzweg
mit 10—2 bezeichnet wird. In derselben Weise wird die Wasser-
stoffionenkonzentration einer Lésung, welche auf Hydroxylionen
bezogen, z. B, 0,01 normal ist, durch 10—!%* angegeben, indem
101214 5 102 == 10—1414 igt, Vollgtéindig reines Wasser und wirk-
lich neutrale Losungen werden beim Gebrauch derselben Aus-
drucksweise eine Wasserstoffionenkonzentration von 10—797 haben,
da 10—707 S 10—707— 10—1414,

Die GroBe der Wasserstoffionenkonzentration wird dem-
gemiB durch den auf die Wasserstoffionen bezogenen Normali-
tatsfaktor der betreffenden Lésung ausgedriickt, und dieser

Taktor wird in der Form einer negativen Fotenz von 10
geschrieben. Indem ich iibrigens auf ecinen folgenden Abschnitt
verweise (s.8,159), will ich hier nur anfithren, daB ich denNamen
sWasggerstoffionenexponent” und die Bezoichnung pyy
fir den numerischen Wert des Exponenten dieser
Potenz bheniitze. In den drei oben angefithrten Beispielen
wird pg+ demgemifB bzw. 2, 12,14 und 7,07,

8. Der Einflufl der Wassoerstoffionenkonzentration verglichon
mit dem der Temperatur. Wasserstoffionenkonzentrations-
kurven.

- Die Konzentration der Wasserstoffionen gpielt bei enzyma-
tischen Prozessen eine ganz #hnliche Rolle wie die Temperatur.
- Unter der Temperaturkurve eines Enzyms versteht man
gewohnhch die Kurve, welche die in der Zeiteinheit untor go-
‘gebenen Umstéinden gespaltete Substratmenge als Ordinaten hat,
‘wéhrend die Versuchstemperaturen als Abszissen dienen. Bine
che’ Iemperaturkurve gibt folglich Auskiinfte {iber die Ge-
digkeit, mit welcher das Substrat bei verschiedenen Tempo-

gohr. f. Bloktrochom. 10, 114, 1904,
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raturen, aber bei sonst gleichen Verhiltnissen gespalten wird,
und zeigt des weiteren, wie bekannt, dafl es fiir jedes einzelne
Enzym eine bestimmte Temperatur, die Optimaltemperatur,
gibt, bei welcher die Spaltung ihre grofite Geschwindigkeit er-
reicht. In der Nihe der Optimaltemperatur — in der Optimal-
zone — verlduft die Spaltung mit ungefihr ebenso grofer
Schnelligkeit wie bei der Optimaltemperatur golbst, in groBerer
Tntfernung aber nimmé die Geschwindigkeit zu beiden Seiten
ab, gewthnlich am starksten bei steigender Temperatur, 80 dafB
das Substrat so gub wie nicht gespalten wird, wenn die Tempe-
ratur hinreichend niedrig, bzw. hoch jst. DaB die Geschwindig-
keit der Spaltung mit sinkender Temperatur abnimmt, hat
gewil nicht in einer Destruktion des Enzyms seinen Grund;
dagegen kann man kaum bezweifeln, da das starke Absteigen
der Temperaturkurve bei Temperaturen iiber denen der Optimal-
zone von einer unter diesen Umstinden stattfindenden Zer-
storung des Enzyms herriihrs. Die Temperaturkurve ist somit
als die Differenz zweier Kurven aufzufassen, die wirkliche
Temperaturkurve, welche picht nur unter, sondern wahrschein-
lich awuch iiber der Optimalzone mit der Temperatur gleichfdrmig
steigend verlaufen wird, und andererseits die Zerstérungskurve
des Enzyms, die bei niedrigen Temperaturen, unter der Optimal-
temperatur, kleinere Ordinaten!) hat, wihrend sie bei hoheren
Temperaturen stark ansteigh, um bald einen Verlauf beinahe

parallel der Ordinatenachse?) zu nehmen. | |
Tis ist leicht zu ersehen, daf eine Kurve, welche mib diesen

zwei Kurven, der ,,wirklichen Temperaturkurve’ und der De-
struktionskurve des Enzyms, gemeinsame Abszissen hat, wihrend

ihre Ordinaten der Differenz der Ordinaten dieser Kurven gleich

1) Selbstverstindlich ist ein solcher Vergleich nur dann moglich,
wenn die Ordinaten der zwel Kurven in denselben Mafeinheiten ausge-
driickt werden. Die Ordinaten der Zerstorungskurve des Enzyms miissen
deshalb den Unterschied zwischen der im Versuch gespaltenen Menge
Substrat und der Menge, welche gespalten worden wire, wenn das
Enzym nichts von seinem Wirkungsvermégen eingebiifit hitte, angeben.

?) Sjehe z. B. Th. Madsen et . Walbum, Recherches sur
Paffaiblissement de la présure. Festskrift tillognad Olof Hammar-
cten 1006, Abh. Nr. 10; und L. W. Famulener und Thorvald
Madsen, Die Abschwichung der Antigene durch Erwarmung, Diese

Zeitsohr. 11, 186, 1908.
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gind, ganz wie die gewShnliche Temperaturkurve eines Tnzyms
verlaufen wird. Ganz dhnliche Verhiltnisse gelten auch fiir die
Wagserstoffionenkonzentrationskurve eines Enzyms; da-
mit wird die Kurve gemeint, welche man bekommt, wenn
man die unter den gegebenen Versuchsbedingungen in der Yeit-
einheit gespaltene Substratmenge als Ordinaten benutzt, wihrend
der Wasserstoffionenexponent der Versuchsfliissigkeit als Abszisse
fungiert. Eine solche Wasserstoffionenkonzentrationskurve, welche
somit iiber die Spaltungsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Was-
serstoffionenkonzentrationen, wenn alles ibrige gleich bleiht, Auf.
klirung gibt, hat (siehe den letzten Absochnitt dieser Abhandlung,
S. 255), ganz wie die Temperaturkurve, ihren Optimalpunkt, ihre
Optimalzone und ihr Absteigen sowohl bei zunehmender als auch
bei abnehmender Wasserstoffionenkonzentration. Ob die Analogio
zwischen dem Einflusse der Temperatur und dem der Wasserstofi-
ionenkonzentration noch weiter geht, so da8 =z B. dag Absteigen
des einen Kurvenzweiges von einer langsameron Wirkung des
Enzyms bei den diesem Zweig entsprechenden Toneukonzontra-
- tionen herrithrt, wihrend das Absteigen des anderen Zwoiges in
einer zunehmenden Destruktion des Enzyms bei den ent-
sprechenden Ionenkonzentrationen seine Ursachoe hat, oder ob
etwa die beiden Kurvenzweige den Grund ihres Sinkens in dom
letztgenannten Umstande haben, ist von uns nooh nicht ex-
- perimentell durchgearbeitet worden, aber diegheziigliche Arbeiten
‘sind hier im Laboratorium in Angriff genommen,

Durch diesen Vergleich zwischen dem Kinfusse der Tempo-
ratur und dem der Wasserstoflionenkonzentration — ein Ver-
gleich, - welcher bei der Betrachtung der Wasserstoffionenkon-

- zentrationskurven sich ganz von selbst aufdriingt — habe ich

- nur go stark wie moglich hervorheben wollen, dafB die Kenntnis
; serstoffionenkonzentration der Fliissiglkeit, in weloher
in . enzymatischer ProzeB stattfindet, von ebenso ausschlag-
- gebender Bedeutung ist, als die Kenntnis irgendeines ‘anderen
- Faktors, z. B. der Temperatur, welcher die Gesohwindigkeit des
- Prozesses beeinfluSt, -
| Bevor ich zur Besprechung der Methoden iibergehe, welche
'r.___Bestimmung der Wasserstoﬁionenkonzentmtion golcher
en, wie die hier in Rede stehenden, anwendbax sind,
zweckmiBig gein, hier vorerst kurz zu begriinden, warum
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bei der Konstruktion der Wasserstoffionenkonzentrationskurven
mit dem Wasserstoffionenexponenten, und nicht mit dem eigent-
lichen, den Glehalt an Wasserstoffionen direkt angebenden Norma-
ktiatsfaktor gerechnet wird.

Erstens mu3 man sich dann erinnern, wie klein der wirk-
liche Giehalt an Wasserstoffionen ist bei allen Enzymaspaltungen,
die Pepsinverdauung allein ausgenommen. Handelt es sich
‘z. B. um die Spaltung des Rohrzuckers mittels Inverting, welche
in schwach saurer Fliissigkeit am besten vor sich geht, und
nehmen wir an, daf3 die Losung die fiir diesen Proze8 optimale
Ionenkonzentration besitzt, dann zeigt eine einfache Rechnung, |
daB der Gesamtbetrag an Wasserstoffionen in 100 com einer
solchen Lésung kleiner ist als der Gehalt an Wasserstoffionen
in 1 Tropfen 0,1 n-Salzsiure. Das heiBt, anders gesagt, daB
ein Zusatz von nur 1 Tropfen 0,1 n-Natriumhydroxydlosung zu
100 ccm einer solchen Losung, welche mit reinem Zucker und
unter Benutzung einer durch Dialyse oder sonst irgendwie tun-
lichst von géure- oder basebindenden Stroffen befreiten Invertin-
losung zubereitet ist, ihren Charakter ganz veriindern wird, der-
art, daB sie von schwach saner schwach alkalisch werden wird,
wodurch jede Wirkung des Enzyms aufhort.') Da es sich folg-
lich bei Enzymspaltungen gewohnlich um auBerordentlich kleine
absolute Mengen von Wasserstoffionen handelt, wird man leicht
zu der Annahme gefithrt, daB erst solche Anderungen ihrer
Konzentration, die eine deutliche Anderung des Wasserstoff-
ionenexponenten herbeifiihren, eine nachweisbare Verdinderung
der Gleschwindigkeit der Enzymspaltung bewirken werden.

Bine einfache Rechnung zeigt, daB eine Verdoppelung oder eine
Halbierung der Ionenkonzentration eine Verminderung, bzw. eine Ver-
gréBerung des Ionenexponenten mit ca. 0,3 herbeifithrt, so dal z. B.
eine Lisung mit dem Wasserstoffionenexponenten 4,6 eine 2mal 8o groBe
Wasserstoffionenkonzentration hat als eine Losung mit dem Exponenten

4,9, diese letztere wieder eine doppelt so groBe Konzentration der Wasset-
stoffionen als eine mit dem Wasserstoflionenexponenten 5,2 und so fort.

1) Bine fiir siure- und basebindende Stoffe ganz freie Invertinlésung
1584 sich natiirlioh nicht darstellen; es macht aber keine Schwierigkeiten,
eine Enzymlosung darzustellen, welche so rein ist, daB die Wirkung
kleiner Mengen alkalischer Stoffe, z. B. von alkalisch reagierenden Glas-
gorten hexrithrend, deutlich zu spiiren igt. Siche z. B. die schéne Arbeit
G. Bertr ands, Recherches sur I'influence paralysante exeroée par certains
acides sur Ia laccase. Bull, de la Soc, chim. de France[4], 1, 1120, 1907.
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Das hier Angefiihrte scheint indessen nicht nur fiir die-
jenigen Enzymspaltungen zu gelten, welche bei kleinen Wasser-
stoffionenkonzentrationen stattfinden, sondern insofern als dis
bisher ausgefiihrten Versuche ein Urteil dariiber erlauben, auch
fiir die Pepsinverdauung. Auch hier bedingt eine Verdoppelung
der Wasserstoffionenkonzentration keine durchgreifende Anderung
der Geschwindigkeit des Prozesses, obschon hier von stark
sauren Fliissigkeiten die Rede ist, indem die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration der Pepsinverdauung bei 101 big 10—
liegt.

"~ Kurgz, es hat sich, was die bisher untersuchton enzymatischen
Prozesse betrifft, gezeigt, dafl die Anderung der Geschwindig-
keit des Prozesses von der relativen Grofle der Anderung der
Wasserstoffionenkonzentration und nicht von dem absoluten Wert
derselben Anderung abhéingt. Infolgedessen ist es bei Studien
dieser Art zweckméflig, nicht mit den absoluten Werten der
‘Wasserstoffionenkonzentrationen, sondern mit ibren Logarith-
men, das heilt, mit dem Wagserstoflionenexponenton zu rechnen.
In dieser Weise ausgedriickt, wird eine Anderung dor Ionen-
. konzentration z. B. von 10~% auf 10~* diesolbe Bedeutung
haben wie eine Anderung von 10—2 auf 10—,

So ist es auch mdglich, den EinfluB der Wasserstoflionen-
konzentration in iibersichtlicher Weise graphisch darzustellen,
- mittels der Jonenkonzentrationskurven, wie oben erwihnt. Dasg
wiirde kaum tunlich sein, falls man die eine oder die andere
~absolute Menge Wasserstoffionen, z. B. die der Xonzentration
107 entaprechenden, als Einheit der Abszissen benutzen wiirde.
Lésungen mit der Wasserstoffionenkonzentration 109 und 105
einerseits und 10—8 und 10—° andererseits wiirden in diesem
~ Palle durch die Abszissen 10 und 100 bzw. 0,1 und 0,01 re-
o pra.sentlert werden, und noch ungiinstiger wire die Sachlage,
wenn die graphische Darstellung einen noch gréBeren Bereioh
. von Ionenkonzentra.tlonen umfassen sollte.

Ob diese ZweckmiBigkeitsgriinde, welohe mich die
hiererwia',hnteBezeiohnungswe1se derWagserstoffionenkonzentration

. zu benutzen bewogen haben, eine wirkliche Ursache decken,

,_._rob mit anderen Worten, die Wasserstoffionenkonzoentration
ch m_1t ihrem absoluten Betrag, sondern mit ihrem Logarith-
| Taus in . den ma,thematlschen Ausgdruck des Zugamrenhanges
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zwischen dem Geschwindigkeitsverlauf des Prozesses und der
Ionenkonzentration der Versuchsfliissigkeit eintritt, das wird
gich erst entscheiden lassen, wenn wir iiber ein weit aus-
gedehnteres Versuchsmaterial verfiigen als das zurzeit vor-
liegende. '

4, MeBmethoden zur Bestimmung der Wasserstetfionen-
konzentration.

Solche Losungen, wie diejenigen, von welchen bei enzy-
matischen Spaltungen die Rede ist, enthalten so gut wie immer
gréBere oder kleinere Mengen von unvollstindig dissoziierten
Verbindungen (z. B. schwachen Siuren oder schwachen Basen)
oder von hydrolysierbaren Stoffen (z. B. Phosphaten oder Ver-
bindungen der Proteinstoffe oder deren Spaltungsprodukten mit
Siuren oder Basen). Der Gesamtbetrag dieser simtlichen
Stoffe bestimmt den Inhalt der Lésung an Wasserstoff- und an
Hydroxylionen, deren Produkt nach dem frither entwickelten
konstant sein soll. Wird das Gleichgewicht einer Losung ge-
stort, etwa durch Zusatz von ein wenig Base, d. h. durch Zu-
fuhr von Hydroxylionen, miissen eben solche verbraucht werden,
um das Qleichgewicht wiederherzustellen.

Ein solcher Verbrauch kann z. B. dadurch entstehen, daf3
die Hydrolyse anwesender Salze schwacher Siuren zuriick-
gedréingt wird, oder dadurch, daf Hydroxylionen .gich mit
Wasserstoffionen zu Wasser vereinigen, was wiederum eine Neu-
bildung von Wasserstoffionen (z. B. durch weitere Dissoziation
schwacher Siuren oder weitere Hydrolyse etwaiger Salze
schwacher Basen) mit sich bringt. Ein Zusatz von Basen oder
Siuren zu solchen Losungen bewirkt somit nicht nur die Neu-
tralisation einer Aquivalenten Menge Stiure oder Base, sondern
es werden auch Dissoziations- und Hydrolyseprozesse hervor-
gerufen, deren Umfang natiirlich von der Art und Menge der
anwesenden Stoffe abhingt, deren quantitativer Verlauf aber

gich gewthnlich jeder Berechnung entzieht.

Hat man es z B. mit einer Losung eines Proteins in Pepsin- Salz-
giure zu tun, dann kann man durch Titrierung mittels eines passend
gewiihlten Indicators feststellen, wieviel Siure die Losung enthélt iiber
die Menge hinaus, welche erforderlich ist, um die Wasserstoffionenlon-
zentration, bei welcher der Indicator umsohlagt zu geben. Daraus kann
aber nichts gefolgert werden beziiglich der Tonenkonzentration der Lisung
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vor der Titrierung; denn die titrierte Siuremenge war gewi nur teil-
weise frei, teilweise war sie an Proteinstoffe gebunden, von denen sie
erst wahrend der Titrierung nach und nach abgesprlien worden ist:

_ Es ist demnach einleuchtend, dall eine Methode
bei welcher die Konzentration der Wasserstoffionen
wy'éJhren'd der Messung abgedndert wird — und das gilt
ja.von der ganzen groBSen Gruppe von Methoden,
welche auf titrimetrischen Bestimmungen der Aci-
ditit oder der Alkalinitit basiert sind — fiir dio Be-
gtimmung dieser Konzentration unbrauchbar ist.

Auch eine von H, Dreser?) seit ein paar Jahron publizierte Me-
thode zur Bestimmung der freien Salzsiiure im Magonsaft ontgoht den
oben erwiihnten Fehlerquellen nicht ganz, Dresor behandelte den Magon-
gaft mit festem Bariumoxalat oder Bariumchromat wund Dbestimmto die
dadurch in Losung gegangene Bariummenge. Zu gleichor Zeit verdiinnte
er eine Salzsiiure so weit, daf sie gogon Tauge durch Tipfeln mit
Kongo titriert denselben Inhalt an ,,freior* Salzsiiure wio dor Magonsaft
zeigte, und ermittelte, wieviel Barium durch Behandlung der genannten
Bariumealze mit dieser Siure unter den gleichon Bedingungen wie mit
dem Magensaft in Lisung iibergefiihrt wurde., Aus den in solcher Weiso
gefundenen Barytmengen berechnot Dreser die ,Aviditibe des Magen-
saftes. Dreser bemerkt selbst, daB eine gewdhnliche Titriermethode
fiir die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration unbrouchbar ist:
er sioht aber nicht, daf die von ihm vorgeschlageno Mothodo Fohlor-
quellen von gleicher Art in sich birgt, indem der Magensaft nicht ohno
weiteres mit der reinen verdiinnten Salzsiiute zu vergleichen ist. Der
erstere enthillt einen Teil gebundoner Salzsiure, die Menge dieser letztoren
ist unter anderem von der Art und Menge der anwesenden stickstoff-
haltigen Kérper abhiingig — und diese gebundene Salzsiiure kann zum
Teil durch das Schiitteln mit dem wunldslichon Bariumsalzo abgespalten
werden. Die Bestimmungen der ,,Aviditit* derselben Fliissigkeit goben
ihm dann auch verschiedeno Resultate, jo nachdem or das Chromat oder
das Oxalat anwendet. '

-~ Eine andere groBe Gruppe von MeBmethoden bilden die-
jenigen, welche zur Messung der Wasserstoff~ oder Hydroxyl-
- lonenkonzentration einer Lsung ihr Vermégen, solche Prozesse
 katalytisch zu beschleunigen, deren Gesohwindigkeit propor-
tional der Tonenkonzentration der Versuchsfliissighkeit ist, heran-
- ziehen. SRR | |
@ . Die lteste dieser Bestimmungsmethoden ist die Rolir-
lz;g;_(_s:kerinversionsmethode, welche auf W. Ostwalds An-

o 1) ‘Beitriige 2. chem., 'Physiol. u. Pathol, 8. 285, 1900,

e g ———
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regung und auf den Untersuchungen W. Ostwalds?) fullend,
von F. Albin Hoffmann?) ausgearbeitet wurde.

Wie bekannt, wird der Robrzucker dureh Behandlung mit
Qiuren invertiert, und die Geschwindigkeit der Inversion ist
der Wasserstoffionenkonzentration proportional, wenn die Sdure
hinreichend verdiinnt ist, wie es von W, Palmaer?®) spiter
dargetan wurde. Vergleicht man nun die Geschwindigkeiten der
Inversion einer Rohrzuckerlésung, wenn alles iibrige gleich bleibt,
bei Behandlung sinersoits mit der zu untersuchenden Ldsung, an-
dererseits mit einer passenden verdiinnten Salzséure, ‘deren
Wasgerstoffionenkonzentration sich leicht berechnen laft, dann
werden diese Geschwindigkeiten sich direkt wie die Ionenkon-
zentrationen verhalten. Da die zu untersuchende Losung (z. B.
eine Probe Magensaft) bisweilen optisch aktive Stoffe, deren
Drehung durch Erwirmung versndert wird, oder invertierende
Enzyme enthalten kann, so mufl man naitiirlich durch passende
Kontrollversuche eventuelle Nebenprozesse eliminieren.

Kurze Zeit nachher verdffentlichte F. A. Hoffmann eine
Methode gleicher Art und ebenfalls auf den Untersuchungen
Ostwalds fuBend.?) Xine wiigsrige LOsung von Methylacotat
wird durch Stehenlassen in Tssigsiiure und Methylalkohol ge-
gpalten. Der Geschwindigkeitsverlauf dieses Prozesses wird
katalytisch beschleunigt durch Zusatz einer Siure, und auch
hier ist die Geschwindigkeit der Verseifung proportional der
Wasserstoffionenkonzentration. Auch Hydroxylionen besitzen
bekanntlich die Fihigkeit, die Spaltungsgeschwindigkeit der
Alkylsalze zu beschleunigen. J.Shields’) hat damit den Ge-
halt an Hydroxylionen in Lésungen von Salzen schwacher
S#uren ermittelt, indem er die verseifende Wirkung der be-
treffenden Losungen Athylacetat gegeniiber maf.

1) Journ. f. prakt. Chem. N. T, 29, 385, 1884,
2) Centralbl. £. klin. Med. 10, 793, 1889.
8y Zeitschr. f. physikal. Chem. 22, 492, 1897.

4) W. Ostwald. Journ. f. prakt. Chem. N. F. 28, 449, 1883. —
J. Walker, Zeitschr. f. physikal. Chem. 4, 322, 1880. — F. A. Hoff-
" mann, Verhandlungen des X. internationalen medizinischen Kongressaes,
Berlin 1890; Abteilung V, 8. 201. |

5y Zeitschr. f. physikal. Chem; 12, 167, 1893.
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Von derselben Art ist auch eine von K. Koelichen?)
vorgeschlagene Methode zur Messung der Konzentration von
Hydroxylionen. XKoelichen hat gefunden, daB die Umwand-
lung von Diacetonalkohol in Aceton

0H,.C0.CH,.C(OH)(CH,), =2 CH,,.CO.CH,
freiwillig und unter bedeutender Ausdehnung des Volumens
verlduft, so daB der Prozel sich dilatometrisch messen ldg3t.
Die Hydroxylionen beschleunigen den Vorgang, dessen Ge-
schwindigkeit mit ihrer Konzentration proportional ist.

Endlich haben G. Bredig und W. Fraenkel®) in der
neuesten Zeit eine schoéne Methode der Bestimmung von Wasser-
stoffionenkonzentrationen ausgearbeitet, indem sie als Grund-
lage die von Th. Curtius?®) beschriebene Spaltung des Diazo-
essigesters durch verdiinnte Sdure unter Entwicklung von freiem
Stickstoff  benutzen: '

N,:CH.COOCH, + H,0 = N, - CH,0H.COOC,H,.

Da der entwickelte Stickstoff sich leicht messen 1i8t, da
- ferner die Reaktion genau nach erster Ordoung verliuft und
die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der Wasserstoffionen-
konzentration ist, und da endlich die katalytische Wirkung
sehr groB3 ist, so daf selbst ziemlich schwache Konzentrationen von
Wasserstoffionen (bis zu »/,,,, herunter) gemessen werden konnen,
so ist diese Methode offenbar in vielen Fillen vor den sonst am
mejsten benutzten Messungsmethoden -— durch Inversion von
Rohrzucker und durch Verseifung von Metylacetat — vorzuziehen,

Abgesehen von der Methylacetatmethode und der damit
~analogen Shieldschen Methode, erfiillen alle diese Methoden
den obenerwihnten Hauptanspruch: daB die Konzentration der
Wasserstoffionen nicht wihrend der Messung geiindert wird,
und selbst bei der Methylacetatmethode ist die von der bei
der "Sig‘ia.ltung gebildeten Easigsiure herriihrende Vermehrung
der Wasserstoffionen nur ganz geringfiigig, indem die Kssig-
sdure, wie bekannt, nur wenig dissoziiert ist,

1) Zeitschr: f. physikal, Chem. 38, 129. 1900, — Vgl auch W, Wil
~und G, Bredig, Umwandlung von Hyoscyamin in Atropin durch Bason,
Ber. d. Deutsch, chem. Ges. 21, 2777, 1888.

o ®) Zeitsohr, f,” Elektrochemie 11, 525, 1905; Zeitschr, f. physikal.
_ -Ghem._:.ﬁ(), 202, 1907. — Vgl. auch Bror Holmberg, ibid. 62, 720, 1008.
o w3y Jowrn. f. prakt. Chem, N. T, 38, 306, 1888,
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Wenn diese Methoden trotz des hier angefiihrten nur eine
sehr kleine Anwendbarkeit fiir den hier in Rede stehenden
Zweck besitzen, hat es vornehmlich seinen Grund darin, daf
sie nur bei verhiltnismiBig groSen Konzentrationen der Wasser-
gtofi- oder Hydroxylionen benutzt werden konnen, so dafl schon
deshalb ihre Anwendbarkeit sich auf eine einzige enzymatische
Spaltung, die Pepsinverdauung, beschrinkt, Wiirde man z. B.
den Versuch machen, die Rohrzuckerinversionsmethode zur
Bestimmung niedrigerer Wasserstoffionenkonzentrationen, bei-
spielsweise solcher in der Nihe des Optimalpunktes des Enzyms
Invertin (siehe S. 266) heranzuzieben, dann miilte man, um
eine von der Wirkung der Wasserstoffionen allein herriihrende
Inversion zu bekommen, eine sehr hohe Temperatur benutzen.
Welche Fehler man dadurch zu begehen ausgesetzt wire, a8t
sich nicht leicht iiberschauen; mit den oben erwihnten Dis-
soziations- und Hydrolysenverhéltnissen vor Augen ist es aber
selbstverstandlich, daB die Temperatur, bei welcher man
die Wasserstoffionenkonzentration miBt, so nahe wie
mdglich an derjenigen liegen muB, die man bei dem
enzymatischenProzeSsebedacht ist anzuwenden, dessen
Abhéngigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration
man zu messen bezweckt. |

Hierzu kommt aber noch, daB bei der Anwendung mehrerer
von diesen Methoden — z. B. der der Rohrzuckerinversion,
der Methylacetatverseifung und der Diacetonalkoholspaltung —
die sogenannte Neutralsalzwirkung‘?) sich geltend macht, und
endlich, was nicht am wenigsten ins Gewicht fallt, daB, wihrend
das Verfahren wenig zusa.mmengesatzten' Losungen. gegeniiber
einfach und leicht ist, es sich oft fiberhaupt nicht: anwenden
158t, wenn man es mib solchen sehr komplizierten Gemischen -
za tun hat, wie diejenigen, von welchen bei enzymatischen
Spaltungen die Rede ist. So haben G. Bredig und P. F. Rip-
ley?) gezeigt, daB die schonste der oben erwihnten Methoden,
die Diazoessigestermethode, ganz unbrauchbar wird, sobald
selbst nur kleine Mengen von Chlor- oder Sulfationen zugegen

1) 8v. Arrhenius, Zeitschr. £, physikal. Chem. 1,110, 1887; 4, 237,
1889 und 31; 197, 1899. - .

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4015, 1907. — BSiehe auch:
W. Fraenkel, Zeitschr, f. physikal. ‘Chem. 60, 202, 1907, '
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sind, weil dann, unter Anderung der Wasserstoifionen-
konzentration, Nebenprozesse eintreten, wie z. B.

N, : CH.COOG,H, -+ HCl = N, - CH,C1.COOGC, H,.

' Zu bemerken ist ferner, daB Taav. Laitinen*) den Hy-
droxylionengehalt des Blutes mittels der oben angefiihrten Di-
acetonalkoholmethode Koelichens zu ermitteln versucht hat,
dabei aber za Werten von einer ganz anderen GrdBenordnung
als der gewdhnlich gefundenen gelangt ist.

Ich bin daher der Ansicht, daBl bei enzymatischen
Prozessen auch nicht diese zweite Gruppe von Mefl-
methoden fiahig ist allgemeine Anwendung bei der Be-
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration zu fin-
den, und in den seltenen Fillen, wo eine der ge-
nannten Methoden benutzt werden kann, dies nur
unter Wahrnehmung geniigender Kontrolle und Kritik
geschehen darf. |
- Ea gibt noch zwei Verfahrungsweisen, durch welche die
 Wasserstoff- oder Hydroxylionenkonzentration einer Lésung be-
stimmt werden kann, némlich die Gaskettenmessung und
die Bestimmung mittels Indicatoren, auch die elektro-
metrische, bzw, die colorimetrisohe Methode genannt.

Diese beiden Verfahren werden hier im Laboratorium bei
enzymatischen Untersuchungen benutzt. Sie ergéinzen einander,
indem die elektrometrische die genaueste, dabei aber auch boi
weitem die umsténdlichere ist, wihrend die colorimetrische
Methode wohl etwas weniger genau ist, /dafiir aber sich durch
eine auflerordentlich einfache Ausfiilhrung auszeichnet. Die
letztere eignet sich somit vorziiglich z. B. fiir die vorliufigen,
- or1ent1erenden Versuche, welche notwendig sind, ehe man den
Plan zu einem genaueren Studium der Abh#ngigkeit zwischen
Enzymwn'kung und. Wasaerstoffmnenkonzentratlan entwerfen

. k&nn

- Indessen w1rd mcht nur in der F Enzymologle, sondern atch
— und zwar in gleichem MaB — in den damit verwandten
- Zweigen der Wissenschaft das Bediirfnis einer einfachen Methode
- Zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration sieh fiihl-
- ha.r machen Es ist da,rum der Hauptzweok dleser Ab-

| 1) Festslmft inllegnad Olof Hammmsben 1906, Abh. Nr.
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handlung, erstens eine ausfithrliche Beschreibung der
colorimetrischen Methode zu geben, wie sie hier im
Laboratorium wihrend einer Reihe von Jahren durch-
gearbeitet worden und am praktischsten zu gebrauchen
ist, und zweitens die Brauchbarkeit sowohl der colorime-
trischen als auch der elektrometrischen Methode unter
verschiedenen Umstinden auf einer breiten kritisch-
experimentellen Grundlage zu beurteilen.

Die elektrometrische Methode. Wird eine mit Platin-
schwarz bedeckte Platinplatte in eine wiilrige — saure, neu-
trale oder alkalische — Losung getaucht und die Losung mib
. Wasserstoff gesittigt, so findet man zwischen der Platinplatte
und der Liésung eine Potentialdifferenz, deren Grofe gesetz-
miBig von der Wasserstoffionenkonzentration der Lisung ab-
hiingt.') Bs wird deshalb moglich sein, die ‘Wasserstoffionen-
konzentration der betreffenden Lésung durch Messung dieser
Potentialdifferenz zu ermitteln. Das praktische Verfahren einer
solchen Spannungsmessung, welche in jiingster Zeit vielfach
Anwendung gefunden hat, wird hier den Hauptziigen nach als
bekannt angesehen. Ubrigens ist auf einen folgenden Abschnitt
zu verweisen (Hauptabschnitt A, Elektrometrische Messungen
8. 150), wo éine Reihe Einzelheiten des Verfahrens beschrieben
werden, wie wir es bei unseren elektrometrischen Messungen
anwenden (S. 1568), wo ferner die bei elektrometrischen Messungen
in Lésungen verschiedener Natur erreichbare Genauigkeit ausfiihr-
lich besprochen wird (8. 156, B. 175 and S. 200) und wo
gchlieBlich mehrere Fille beschrieben werden, in welchen die
Anwendung dieses Verfahrens besondere Schwierigkeiten bietet
(S. 190). | | - '

Die colorimetrische Methode. Der Umschlag des In-
dicators bei einer gewdhnlichen Titrierung bedeutet ja, wie
bekannt, daB die Konzentration der Wasserstoffionen der vor-
liegenden Losung eine gewisse Grofe von der einen oder der
anderen Seite her erreicht oder fiberschritten hat. Diese GroBe,
welche fiir die verschiedenen Indicatoren vergchieden ist, gibt
die Tonenkonzentration beim Umschlagspunkte des betrefienden
Indicators an. Es ist daher einleuchtend, daf man von der

1) W. Nernst, Zeitschr. £ physika.l. Chem. 4, 129, 1889,
Biochemische Zoltachrift Band 21. : 10
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Farbennuance, welche eine Losung beim Zusatz eines Indikators
a;animmt, smstande ist zu schlieBen, wie weib diese Lisung eine
grofBere oder eine kleinere Waasserstoffionenkonzentration besitzt
als diejenige, welche dem Umschlagspunkb des benutzten In-
dicators entspricht.

Dieses ganz einfache Prinzip bildet die Grundlage der In-
dicatormethode oder der colorimetrischen Methode. Die Grund-
‘Jage ist seit langer Zeit bekannt, aber erst durch die schonen
Untersuchungen von Friedenthal und Salm?) ist das zer-
streute Material durchgearbeitet und an gewissen Stellen ver-
vollstandigt worden, so daB es ibhnen mdglioch geworden ist,
eine vollstindige Reihe Indikatoren mit Umschlagspunkten bei
den verschiedensten Ionenkonzentrationen zusammenzustellen,
Friedenthal und Salm gebiihrt somit die Bhre, die erste
colorimetrische Methode zur Bestimmung der Wasserstoffionen-
konzentration ausgearbeitet zu haben; sie haben aber wihrend
jhrer Arbeit offenbar ganz andere Zwecke verfolgt, als die-
jenigen, welche fiir meine Untersuchungen maBgebend gewesen
sind. Wiirde jemand das Verfahren von Friedenthal und
Salm, besonders die von ihnen empfohlenen Indicatoren, direkt
und ohne Kritik, auf solche Lésungen wie die der enzymati-
gchen Spaltungen anwenden, so wiirde er, was mechrere Bei-
spiele im folgenden lehren werden (sieshe 8. 217 und 8. 218)
in die grobsten Irrtiimer verfallen kionnen. Ein Indicator, der
zufriedenstellende Resultate gibt, wenn die Ldsung einfach
zusammengesetzt ist, kann gegenitber Losungen von IProtein.
stoffen oder deren Spaltungsprodukten ganz unbrauchbar sein.
Es ist deshalb notwendig gewesen, die Brauchbarkeit jedes ein-
. zelnen Indicators solchen Losungen gegeniiber durchzupriifen,
und zwar sowohl, um die unbrauchbaren zu verwerfen, als
auch um die Genauigkeit zu ermitteln, welche die brauchbaren
zu erreichen gestatten. |
~ Dijese sehr umfassende und langwierige Arbeit — wir haben
etwa 100 Indicatoren untersucht, von denen eine ganze Reihe

1) H. Friedenthal, Zeitschr. f, Elektrochomie 10, 113, 1904, —
- Ed, Salm, ibid. 10, 341, 1904; 12, 99, 1908, — Ld. Salm und H.
Friedenthal, ibid. 18, 125, 1907. — Ed. Salm, Zeitschr. £ physikal.
Chem. 57, 471 1006; 63, 83, 1908; vgl. auch W. Salessky, Zeitsohr. £,
'El'ektroqhe'm, 10, 204, 1904, und Bruno Fels, ibid. 10, 208, 1904.
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hier im Laboratorium dargestellt worden sind — welche, ab-
gesehen von einigen Unterbrechungen, uns mehrere Jahre hin-
durch beschéftigt hat, ist jetzt zu einem wenigstens vorliufigen
AbschluB gebracht. s sei hiermit nicht gesagb, daB nicht
‘noch etwas zu wiinschen {iibrig bleibt mit Riicksicht auf eine
Vervollkommnung des Verfahrens z. B. durch Einfiigung neuer
Indicatoren an Stellen, wo solche erwiinscht erscheinen, oder
durch Vertausch der benutzten gegen neue von grdferer An-
wendbarkeit oder mit schirferem Umachlag (siehe z. B. 8. 248).
DaB unsere hier erwdhnten Untersuchungen — ein paar ver-
einzelte Noten in einer fritheren Abhandlung?') ausgenommen —
nicht frither verdffentlicht worden sind, liegt darin, daB ich es
im Interesse der Sache besser gefunden habe, die Methode nicht
frifher zu publizieren, als ihre Brauchbarkeit durch praktische
Anwendung wihrend léngerer Zeit festgestellt wire, und als
hinléngliche . Versuchsdaten ein Urteil iiber die damit zu er-
reichende Genauigkeit méglich machen wiirden.

Die Einzelheiten der Methode wird man in einem spéteren
Abschnitt (Hauptabschnitt B, Colorimetrische Messungen 8. 201)
ausfithrlich beschrieben finden, hier muB ich mich damit be-
gntigen, das Verfahren in seinen Hauptziigen zu skizzieren.

Sobald es sich um mehr als eine rein qualitative Schitzung
handelt, wird es unmdglich sein, die Stérke oder die Nuance
einer Farbe zu beurteilen, wenn man nicht iiber Farben &bn-
licher Stdrke oder #hnlicher Nuance zum Vergleiche verfiigt.
Deshalb ist es unsere erste Aufgabe gewesen, Standard-
l6sungen darzustellen, durch deren Vermischung in passenden
Verhiltnissen man sich nach Bediirfnis Vergleichsfliissigkeiten
von jeder gewimnschten, im voraus genau definierten Wasser-
stoffionenkonzentration verschaffen konnte. Diese Standard-
16sungen sollten leicht darzustellen und ferner von golcher Be-
schaffenheit sein, daB die dadurch bereiteten Vergleichsfliissig-
keiten immer, praktisch genommen, dieselbe Wasserstoffionen-
konzentration haben wiirden, selbst wenn die Standardlésungen
Monate hindurch, z. B. in alkalisch reagierenden Glasflaschen,
anfbewahrt gewesen wiren. Wie ein folgender Abschnitt (siehe
S. 187) dartut, ist es uns gelungen, diesen Teil der Aufgabe

1) Diese Zeitschr, 7, 52 und 97 bis 98, 1907,
10*
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ﬁa]lig qu losen. Eine Reihe einfacher Stoffe, deren Reinheit
durch spiter beschriebene Proben nachzuweisen ist, und welche
bei der Firma C. A. F. Kahlbaum, Berlin, in garantiert
reinem Zustande zu haben sind, werden in ausgekochten Wasser
gelost. - Die Losungen werden in Woulffschen Tlaschen auf-
bewahrt, welche mit einer Biirette und den gewOhnlichen Ein-
richtungen versehen sind, um das Abziehen ohne Zutritt der
Kohlensiure der Luft zu gestatten. Duroch Abmessen und Ver-
mischen dieser Losungen in passenden Verhéltnissen ist man im-
stande, Vergleichsflissigkeiten irgendeiner gewiinschten Wasser-
stoffionenkonzentration von etwa 10~1. bis etwa 10— dar-
qustellen. Auf der Hauptkurventafel, welche in verkleinertem
MaBstabe (siehe S. 176) dieser Abhandlung beigegeben ist, ist
die Wasserstoffionenkonzentration irgendeiner dieser Mischungen
bequem graphisch abzulesen.
" Die nichste Frage, die Wahl passender Indicatoren, isb
mit ungleich groBeren Schwierigkeiten verkniipft gewesen. Die
allermeisten Indicatoren verbinden sich mit den gonuinen Pro-
teinen, ja einige verbinden sich sogar mit den Spaltungspro-
dukten mehr oder weniger abgebauter Proteine, und wenn anch
nicht immer ein sichtbarer Niederschlag dadurch entsteht, wird
doch der Indicator gewd&hnlich eine andere Farbo annehmen,
und der Indicator ist somit unter solchen Umstidnden un-
‘brauchbar. Es ist deshalb, wie schon frither erwihnt, not-
wendig gewesen, die Brauchbarkeit jedes einzelnen Indicators
zu priifen und die durch denselben erreichbare Genauigkeit
gegeniiber vielen verschiedenen Gemischen, besonders von
‘Proteinen und deren Spaltungsprodukten in der Weise zu er-
~ mitteln, daB man die wirkliche Wasserstoffionenkon-
zentration des Gemisches durch eine elektrometrische
M_e{ssu‘ng, die'somi_t als Fundamentalmethode diento,
feststellte. Es wiirde zn weit fithren, hier den Einzelheiten.
der gewonnenen Resultate néiher zu treten; ich muf} mich da-
mit begniigen, auf den Hauptabschnitt B zu verweisen, wo eine
passende Auswahl von experimentellem Material zugammen-
gestellt ist; hier ‘mag ich nur bemerken, daB, wihrend einzelne
.Indicqtqren, ‘wie p-Nitrophenol und Phenolphthalein, eine sehr
- ausgedehnte Anwendbarkeit besitzen, andere, z B. das von den
 Physiologen so sehr belicbte Kongorot, dagegen ganz aufer
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stande sind, Dienste zu leisten, sobald selbst verhéltnismiBig
stark abgebaute Proteinstoffe anwesend sind.

" Der letzte Abschnitt dieser Abhandlung (Hauptabschnitt C,
die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration bei enzymati-
schen Spaltungen 8. 255) enthilt die Beschreibung einiger Versuchs-
reihen, welche mit verschiedenen Enzymen ausgefithrt wurden und
bei welchen die Wasserstoffionenkonzentration mittels der oben
skizzierten colorimetrischen Methode gemessen wurde. Damit
habe ich erstens bezweckt, die Rinzelheiten der Methode bei
ihrer Anwendung bei enzymatischen Studien darzulegen. Zweitens
aber, und nicht am wenigsten, ist es meine Absicht gewesen,
durch diese Beispiele, welche Teile gréBerer Reihen von Unter-
suchungen bilden, die groBe, bisher aber zu wenig beachtete
Rolle, welche die Wasserstoffionenkonzentration bei enzymati-
schen Prozessen spielt, ans Licht zu ziehen. Endlich habe ich
die Benutzung von ,, Puffern® bei enzymatischen Studien
befiirworten wollen. Ich habe schon im vorausgehenden er-
whhnt, daB es schwierig sein kann, die Konzentration der
Wasserstoffionen konstant zu halten bei solchen Enzymspal-
tungen, wo weder das Substrat noch seine Spaltungsprodukte
siuren- oder basenbindend sind, was u. a. bei der Inversion
des Rohrzuckers: durch Invertin der Fall ist, und zwar, weil
z. B. alkalische Bestandteile des Glases oder in anderen Fillen
die Kohlensiiure der Luft einen wesentlichen Einflul auf die .
Tonenkonzentration ausiiben kiénnen. In solchen Féllen ist es
zweckentsprechend, die Konzentration der Wasserstoffionen fest-
zulegen durch Zusatz eines Puffers, das heifit eines passenden
Salzgemisches, welches iibrigens die Geschwindigkeit der Enzym-
reaktion nicht wesentlich beeinfluBt, dessen Bedeutung aber
die ist, daB es die Wasserstoffionenkonzentration wihrend des
Versuches konstant hilt, indem der Puffer von solcher Natur
ist, daB die Zufuhr kleiner Mengen Siure oder Base nur un-
‘wesentliche Anderungen der Ionenkonzentration wird hervor-
rufen konnen. Die Natur selbst arbeitet mit solchen Puffern,
gewohnlich passenden Gemischen von Phosphaten, bisweilen
auch von Carbonaten oder von Proteinen oder deren Abbau-
produkten (sieche S. 187). Es ist leicht versténdlich und wird |
iibrigens aus den im letzten Abschnitte dieser Abhandlung auf-
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gefiihrten Beispielen deutlich hervorgehen, daf} passende Ge-
mische der frilher erwdhnten, bei der colorimetrischen Methode
benutzten Standardldsungen, vorziigliche Puffer abgeben.

Eg kann, wie schon friiher angedeutet, wohl keinem Zweifel
unterliegen, daf die Frage, welche den Glegenstand dieser Ab-
handlung bildet, die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzen-
tration bei enzymatischen Prozessen weit mehr als die eigent-
liche Enzymologie umfaflt; die GroSe der Wassorstoflionen-
konzentration ist zweifellos ein Faktor, mit dem bei allen bio-
logischen Prozessen zu rcchnen ist. Da es beim Studium
eines solchen Prozesses oft von grofler Bedeutung sein kann,
die Versuchsbedingungen, und darunter auch die Ionenkonzen-
tration, soweit als irgend moglich withrend der ganzen Ver-
" guchsdauer konstant zu halten, ist es nicht schwer, Fille zu
nennen, wo ein solcher Zusatz eines passenden Puflers von
groBem Nutzen sein kann. Xin naheliegendes Beigpiel gibt
die Zusammensetzung der Nihrfliissigkeiten fiir Mikroorganismen
ab, weloche oft durch ihr Wachstum die Ionenkonzentration
des Substrates indern, insofern letzteres nicht passende Mengen
von gauren- oder basenbindenden Stoffen, d. h. wvon einem
passenden Puffer, enthilt,

Bei der Ausarbeitung der experimentellen Grundlage, auf
welcher die vorliegende Abhandlung fuflt, hat Herr 8. PPalitzsch
mir vorziigliche Hilfe geleistet. Er hat mit groBem Geschick
und unermiidlichem Interesse den weitaus gréBten Teil der im
folgenden” erwéhnten elektrometrischen Messungen ausgefiibrt,
50 daB es mir eine angenehme Pflicht ist, auch an dieser
Stelle ihm meinen besten Dank abzustatten. -

A. Elekirometrische Messungen.
'a,) Die MeBimethode.

 Bei allen Messungen diesor Art haben wir immer dieselbe
Versuchsanordnung benutzt: Das Element, desgen elektromotori-
lschegKraft wir gemessen haben, bestand aus einer Quecksilber-
_K:a.ldmelelektmde' in einer 0,1 n-Kaliumchloridlésung und einer
Platin-Wasserstoffelektrode in der zu untersuchenden Lésung
N als Blektrodenfliissigkeit. Das Diffusionspotential zwischen den
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zwei Elektrodenfliissigkeiten wurde in der von N. Bjerrum?)
angegebenen Weise eliminiert, indem zwischen die zwei Klek-
trodenfliissigkeiten éine 3,6 n- bzw. eine 1,76 n-Kaliumchlorid-
ldsung eingeschaltet und der Unterschied der dadurch ge-
fundenen Potentiale als Extrapolationsaddend benutzt wurde.

R. Abegg und A; C. Cumming?) schlagen vor, statt des Kalium.-
chlorids Ammoniumnitrat zu gebrauchen. Dieses Salz ist viel 1dslicher
in Wasser als Kaliumechlorid, und die Ionen desselben wandern ebenfalls
mit beinahe derselben Geschwindigkeit, Xs unterliegt keinem Zweifel,
daB man bei Untersuchung saurer Fliissigkeiten sich gewdhnlich mit Vor-
‘teil starker Ammoniumnitratldsungen bedienen kann, wodurch das Dif-
fusionspotential ganz verschwindet und die jedenfalls etwas unsichere
Extrapolation somit vermieden wird; das Ammoniumnpitrat ist aber bei
Untersuchung alkalischer Flissigkeiten nicht zu gebrauchen, und da ich
o8 fiir richtiger halte, immer dieselbe Versuchsanordnung anzuwenden,
habe ich das Verfahren Bjerrums vorgezogen, welches sowohl gauren
ala auch alkalischen Fliissigkeiten gegeniiber gute Dienste leistet.

Ubrigens ist sowohl die Versuchsmethodik, als auch die
theoretische Grundlage elektrometrischer Messungen mittels
Wasserstoffelektroden so oft und so ausfithrlich beschrieben?®)
worden, daf ich mich hier mit einigen Bemerkungen iiber die
Einzelheiten des angewandten Verfahrens begniigen kann.

Das benutzte Wasserstoffelektrodengefd3 war ganz der-
selben Art wie das in der unten zitierten Abhandlung N. Bjer-
rums abgebildete. Im groBen und ganzen habe ich die Arbeits-
weise des Herrn Dr. Bjerrum befolgt, und es ist mir eine

1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 53, 428, 1908,

2) Zeitschr. f. Elektrochem. 13, 17, 1907.

38) Ich verweise hier auf eine Reihe Arbeiten — im wesentlichen
physiologische Zwecke verfolgend — von Stefan Bugarszky und Leo
L1eberma.nn, R. Héber, Ladislaus v. Rhorer, P. Fraenckel,
G. Farkas, Fr. Tangl, Alexander Szili, H. Benedict und meh-
reren, deren Hauptabhandlungen in Pfliigers Archiv der letzten
10 Jahre zu finden sind. Auch die Abhandlung Carlo Fois in
Archivio di Fisiologia 8, 369, 1808 verdient Erwihnung. Eine sohr aus-
fiihrliche Beschreibung sowohl dér Methode, als auch ihrer praktischen
Ausfiihrung findet man in H. J. Hamburger: Osmotischer Druck und
Tonenlehre in den medizinischen Wissenschaften 2, 332, 1904. Auch bei
R. Héber in seiner Physlkahschen Chemie der Zelle und der Gewebes,
2. Aufl, (1906) Kap. V findet man eine ausfiihrliohe Beschreibung, Endlich
ist die Methode beschrieben von N. Bjerrum: Det XKgl. Danske Viden-
gkabernes Selsk, Skr. [7] Naturv. og mathem. Afd. 4, 13, 1906.
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angenehme Pflicht, ihm auch an dieser Stelle fiir die Liebens-
wiirdigkeit zu danken, mit welcher er uns immer bei der Aus-
fithrung dieser Messungen erlaubt hat, von seinen reichen Er-
‘fahrungen Nutzen zu ziehen.

Sowohl die platinierten Platinelektroden als auch die Queck-
silber-Kalomelelektroden wurden dargestellt ganz wie in: Ost-
wald-Luther, Physiko-chemische Messungen (1902) angegoben.
Die Messungen wurden nach der Kompensationsmethode Pog-
gendorffs ausgefithrt, Als ,, Nullinstrument*‘ diente ein Lipp-
mannsoher Capillarelektrometer mit ovalem, ziemlich weitem
Qapillar. Der 1 m lange MeBSdraht war in Millimeter geteilt
und sorgfiltig korrigiert durch eine Reihe von Messungen,
welche am physikalischen Laboratorium des hiesigen Polytechni-
kums dank dem Wohlwollen des Herrn Professor XK. Prytz
- von den Herren Thorkelgson und Hansen ausgelithrt wurden.
Tch bitte diese Herren, meinen herzlichsten Dank empfangen
zu ‘wollen..

Als Normalelement wurde angewandt ein Westonelement,
welches bei 18° eine elektromotorische Kraft von 1,0191 Volt
“besaB. |

" Der verwendete Wasserstoff wurde dargestellt durch Tlektro-
lyse einer 10°/,igen Kalilauge mittels Elektroden von Kisen.
Er wurde zuerst zweimal mit einer alkalischen Pyrogallolldsung
gewaschen, nachher ‘mit reinem Wasser und dann durch ein
Zylinderglas mit reiner Baumwolle geloitet, ebe er in dem Elektro-
dengefiB anlangte, woselbst er mit etwas der zu untersuchenden
Losung gewaschen wurde (s. auch 8. 1568).

~ Die Messungen wurden susgefithrt in einem Zimmer, wo die
Temperatur so nahe wie mdglich konstant gleich 18° — Normal-
temperatur fiir alle Versuche — gehalten wurde; nur #duBerst
selten hat eine Abweichung von */, stattgefunden. Die Baro-
meterhthe hat wihrend der langen Zeit, iiber welche sich die
Versuche erstreckt haben, sehr stark variiert (von 722 bis
794 mm) und. die Messungen sind deshalb auf einen Druck von
760 mm feuchten Wasserstoffs reduziert worden.!)

i o) W Ostwald, Lehl‘buch- der allgemeinen Chemie, 2. Aufl,, 2,
- Teil1, B. 895, 1893. — F. J. Smale, Zeitschr. f. physik, Chem. 14,
582, 1804, . |

S e o S R




Enzymstudien. IL 153

" b) Bestimmung von 7,

Bezeichnet man mit «, die elektromotorische Kraft eines
Elementes bestehend aus einer Quecksilber - Kalomelelektrode
in einer 0,1 n-Kaliumchloridlésung und einer Platin-Wasserstoff-
elektrode in einer Elektrodenfliissigkeit, deren W asserstoffionen-
konzentration (mit einer 1 n-Losung von Wagserstoffionen als
Hinheit) gleich OP (=10—®) ist, und bezeichnet man mit 7,
und C, (=109 die entsprechenden GroBen eines anderen, dhn-
lichen Elementes, dann wird man haben:

T, — T, == Klog g“—, (I)
‘Ip ' .

wo K mit ausreichender Ann#herung gleich
0,0577 -- 0,0002 (t° — 18°)%)

gesetzt werden kann. Da alle in dieser Abhandlung bespro-
chenen Messungen bei 18° ausgefiihri sind, wird K hier gleich
0,0677 sein. |

Ermittelt man durch Versuche das s, einer Elektroden-
fliissigkeit, z, B. einer passenden Salzsdure, deren Wasserstoff-
ionenkonzentration O, aus der Normalitét () und dem Dis-
soziationsgrade («) der Sdure berechnet werden kann, und setzt
man die Werte von ”;p und O, in Qbenstehende Gleichung (I)
ein, so wird diese nur noch die Unbekennten sz, und O, ent-
halten; es ist dann mdglich, den Wert des 7, mittels irgend
eines gegebenen Wertes von ¢, zu berechnen und umgekehrt,
Ist nun s, die elektromotorische Kraft eines Elementes der
hier behandelten Art, und ist die Elektrodenfliissigkeit der
Wasserstoffelektrode desselben 1-normal in bezug auf die Wasgser-
stoffionen (C,==10"°=1), so wird, wie man gogleich sieht:

| o L ‘
TL, == Ty, == 0,0577log CTO == 7T, —0,0577 log o (IT)
? »

In der folgenden Tabelle 1 ist eine bedeutende Anzahl

von Messungen zusammengesteilt, welche mit Salzsdure ver-

1) W. Nernst, Zeitsohr. f: physik. Chem. 4, 129, 1889;. Zeitachr.
f. Elektrochems: 10, 630, 1904. '
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" schiedener Konzentrationen ausgefiihrt sind, um den Wert der

GroBe 7, zu bestimmen.’

Der erste Stab der Tabelle enthdlt die Zusammensetzung
der Loésungen., Man sieht, dalB wihrend die Xonzentration
der Salzsiiure stark variijert (von 0,1n bis 0,005 n), ist die
Konzentration der gesamten Chloride, einen einzelnen Versuch
ausgenommen, unveréindert dieselbe geblieben, und zwar gleich 0,1n.
Toh habe nun mit Arrhenius?) angenommen, dall die Salzsiiure
in allen diesen Versuchen den gleichen Dissoziationsgrad (e) besitzt.
Unter Benutzung des von Kohlrausoh?) goegebenon Wortes
des Aquivalent-Leitvermdgens von 0,1 n-Salzsiure bei 18° (351),
und unter der Voraussetzung, daff das Aquivalent-Leitvermégen
bei unendlicher Verdiinnung gleich 383 ist, wird ¢ gleich 0,9166.
In derselben Weise findet man in dem einzigen Versuche mit

- 0,01 n-Salzsiiure ohne  Zugabe von Natriumechlorid ¢ gleich

0,9661.
. Im zweiten Stab der Tabelle ist die Wasserstoflionenkon-
- zentration (0) der Losungen angegeben; man bekkommt diesclbe
- einfacherweise durch Multiplikation des Normalitiitefaktors dor
. Sture mit dem Dissoziationsgrad derselben. Der dritte Stab
- enthilt die Werte des Produktes 0,0677 log é,
Im vierten und fiinften Stab findet man die mit cingeschaltoten
1,76 n-, bzw. 3,6 n-Kaliumchloridlsung gemessonen elektro-
motorischen Krifte, und im sechsten Stab don mittels dieser
beiden Zahlen extrapolierten Wert des =, Deor lotzto Stab
endlich enthilt den mittels der obenstehenden Clleichung (1)
berechneten Wert des x,.

Tabelle 1. Die elektromotonsche Kraft »,

~ eines Elementes welches aus_einer Quecksilber-Kalomelelektroda
in einer 0,1 n-Kalinmchlorididsung und aus einer Platin-Wasser-

stoffelektrode in einer l-normalen Losung von Wasserstoflionen
_bel 18° besteht. ' :

| —

kN zeitéchr £ physik. Chom. 81, 204, 1809,
3 '.’F.'Kohlrausoh und L. Holborn, Das Leitvermdgen der Kloktro-
| 98 S 160.
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Die Versuchsldsungen hatten - - - T,
& o | S y

s [~ E | E e

die .Zusammen- %_5’8‘ = g ""é’_‘ .45:3* & g
getzung BEY X kE ao g 5 B X

8 B = 3 & = g = NG

31| 8 | M= &2 | & | &

S o ﬂ 1 — -
Salzsi Natrium- %E ° = - = T .
alzsiure "0 .q 3 o o3 |
0,1n 0,016, |0,0599 | 04066 | 0,4020 | 0,8074 | 0,337
. 10,4082 | 0,4029 | 0,3076 | 0,3377
005 n-}-0,06 n | 0,0458, |0,0773 | 0,4219 | 0,4184 | 0,4149 | 0,3876
002 n--008 n | 0,0183, |0,1002 | 0,4415 | 0,4401 | 0,4387 | 0,3385
001 n- 009 n | 000016, | 0,1176 | 0,456 | 0,4560 | 0,4551 | 0,3375
0,008 n-- 0,095 n | 0,00458, | 0,1350 | 0,4733 | 0,4783 | 0,4733 | 0,3383
0.0L n  (ohne) | 0,00066, | 0,1163 | 0,4599 | 0,4571 | 0,4543 | 0,3380
0.02 nF 0,08 n |0,0183, |0,1002|0,4402 | 0,4392 | 0,4382 | 0,3380
: 10,4300 | 0,4382 | 0,4374 | 0,3372

0,01 n--0,09 n | 0,00016; | 0,1176 | 0,4578 | 0,4508 | 0,4560 | 0,3384
. 10,4560 | 0,4563 | 0,4557 | 0,3381

0,006 1 -- 0,006 | 0,00458, | 0,1350 | 0,4783 | 0,4733 | 0,4738 | 0,3383
| A , | 0,4726 | 0,4726 | 0,4'726 | 0,3376
0,1n 0,0016, | 0,0699 | 0,4070 | 0,4022 | 0,3974 | 0,3375
N \ | 04084 | 0,4015 | 0,3960 | 0,3367
,, ) " | 0,4085 | 0,4017 | 0,3969 | 0,370
wo ; " 10,4063 | 0,4015 | 0,3967 | 0,3368
0,08 n-0,04 n | 0,0840, | 00727 | 0,417 | 04184 0,4101 0,3874
, " 10,4170 | 04134 | 0,4008 | 0,3371

0,04 n-1-0,06 n | 00386, |0,0828 | 0,4252 | 0,4227 | 0,4202 | 0,3874
" \ 77 | 04251 | 04926 | 0,4199 | 0,3371

0,02 n--0,08 n | 0,018, |0,1002| 04405 | 0,4390 | 0,4875 | 0,3373
" | 0,4404 | 0,4389 | 0,4374 | 0,3372

0,01 n-}-0,00 n | 0,00016; | 0,1176 | 0,4566 | 0,4555 | 0,4544 | 0,3368
| " . . | 0,4560 | 0,4553 | 0,4546 |'0,3870
0,1n [ 0,006, | 0,0599 | 0,4082 | 0,4032 | 0,3982 | 0,3383
0,08 n-4-0,04 n | 00549, |0,0727 |0,4187 | 0,4148 | 0,4109 | 0,3382
- ) " 0,4187 | 04146 | 0,4105 | 0,3378

0,04 n-0,06 n | 00386, {00828 | 0,4267 | 0,4241 | 0,4215 | 0,8387
., , " 77 10,4273 | 0,4243 | 0,4213 | 0,3385

002 n--0,08 n | 0,083, |0,1002 | 0,4418 | 0,4402 | 0,4386 | 0,8384
K X 10,4419 | 0,4403 | 0,4387 | 0,3385

. . " | 0,4420 | 0,4408 | 0,4392 | 0,3390

., ; " 10,4410 | 0,4393 | 0,4376 | 0,3374

] | Mittel | 0,8877

Die starken Querlinien der

Tabelle bezeichnen, daB die

zusammengestellten Messungen in vier Versuchsreihen zerfallen,
aus denen der erste vor etwa drei Jahren von mir persdulich,
die drei snderen zu verschiedenen Zeiten spiter von Herrn
S. Palitzsch ausgeflihrt wurden. - | |
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Der Mittelwert des =, mittels sémtlicher Messungen be-
rechnet, ist 0,3377, und die Abweichung von diesem Mittelwert
ist nur in einem Falle groBer als 1 Millivolt, gewdhnlich aber
viel kleiner. Die Abweichungen der Versuche gsind somit von
derselben GréBe wie in den Messungen Bjerrums?); die von
mir gefundene Durchschnittszahl (0,3377) liegt indesgsen um
ein Millivolt hoher als die von Bjerrum erhaltene (0,3367),
stimmt aber iibrigens mit dem Mittelwert (0,3376), welchen
Bjerrum unter Benutzung der Planckschen Formel zur Eli-
mination des Diffusionspotentials aus seinen Versuchen berechnet
hat, vorziiglich iiberein.

Jedermann, der mit Wasserstoffelektroden gearbeitet hat,
weiB, daB es, wenn sonst die Elektrode in Ordnung ist, keine
Schwierigkeiten macht, bei Messungen golcher Lisungen wie die-
jenigen, von welchen hier die Rede ist, konstante Resultate zu
- erhalten, d. h. wiederholte Messungen ein und derselben Lisung
weichen gewGhnlich nur um einige Zehntel Millivolt von ein-
ander ab. Es konnte demnach sonderbar erscheinen, beim
‘ersten Blick auf die Tabelle hier einer etwas groBeren Nicht-
~ {ibereinstimmung zu begegnen. Zur Erliuterung dicses Ver-
héltnisses habe ich alle unsere Meflresultate mitgetoilt und
werde nur noch einige Bemerkungen itber die Umstéinde an-
kniipfen, welche die (Genauigkeit des Resultates wiirden be-
- einflussen kénnen, |
~ Diese Bemerkungen gelten nicht nur fiir die eben be-
's_proche'nen Messungen, sondern im grofen und ganzen auch
fiir die im folgenden beschriebenen Messungen einfach zusammen-
gesetzter. Lasuhg'en,_ bei welchen man auf eine #hnliche Uber-
einstimmung wie bei der Bestimmung von 7, rechnen kann
und in der Tat auch bei wiederholten Messungen withrend der
" 'fverﬂossenen Zeit eine solche erreicht hat (s. z. B. 8. 175).

*Die untersuchten Lsungen waren alle mit solcher Sorgfalt
da,rgestellt daB ihre Zusammensetzung gewill niemals einen
elektrometrisch meBbaren Unterschied aufgewiesen hat.

Es kamen gewShnlich mehr als eine Kalomelelektrode zur
L Anwendung, und ]edenfa]ls wurde eine Elektrode verworfen

7771} Siehe Zeitschr. 1. physikal. Chem. 58, 432, 1905; Det Kgl. danske

S - Videriek, “Selskabs Sk, [7] naturv., og math, Afd 4, 16, 1008; Stndier

o over. b&smke Kromiforbindelser 1908, 8. 38.
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wenn sie, was einzelne Male vorgekommen ist, Resultate gab, die
mehr als ein paar Zehntel Millivolt von den mib Hilfe von
anderen Kalomelektroden unter sonst gleichen Umsténden er-
mittelten Werten abwichen. Auch die Kalomelelektroden konnen
demnach nicht Fehler von pennenswerter Bedeutung ver-
ursacht haben. -

Etwas anders liegt die Sache in betreff der Wasserstoff-
elektroden. Es ist allgemein bekannt, daf eine Wagserstoff-
elektrode sich nicht immer wie die andere verh#lt, und zwar
kann es, wenn auch nur selten, vorkommen, daB eine bisher
tadellogse TWlektrode plétzlich falsche Resultate liefert. Man
darf es daher nicht unterlassen, den Wasserstoffelektroden eine
besondere Aufmerksamkeit zu widmen und in irgendeiner Weise
zu kontrollieren, inwiefern sie normal sind oder nicht. Wir
haben diese Kontrolle derart ausgeiibt, daf wir von Zeit zu
Zeit oder auf gegebene Veranlassung einzelne passende Gemische
der spiter beschriebenen Lodsungen, z. B. ein Gemisch von
8 Raumteilen Glykokolllssung -~ 2 Raumteilen 0,1 n-Salzsiure
maBen. Diese Gemische sind von einer Zusammensetzung ge- .
wihlt, welche Gewdhr dafiir leistet, dafl eine geringe Verun-
reinigung, z. B. alkalische Bestandteile des Glases, keinen Kin-
fuB auf das Resultat der Messung ausiiben kann, und welche
die Extrapolation und somit auch den dadurch bedingten Fehler
hinfillig macht. Auf diess Weise bekommb man eine gute Kon-
trolle, welche das Verwerfen abnorm wirkender Elektroden er-
moglicht; es ist aber klar, daB hier immer die M&glichkeit eines
nicht kleiner als !/, Millivolt zu schiitzenden Fehlers vorliegt.

Auch die angewandte Methode selbst, die Elimination des
Diffusionspotentials durch Extrapolation, birgt selbstverstind-
lich eine Fehlerquelle in sich, welche man nicht auBer acht
lossen darf. Andererseits zeigt die Tabelle micht die geringste
Andeutung einer Abhiingigkeit zwischen der Grole der Extra-
polation und dem Werte von s, Der Wert, der Extrapolation
sinkt in solchen Lésungen, in welchen die Konzentration der
Chlorionen als konstant betrachtet werden darf, einigermafen
in demselben Verhiltnis wie die Konzentration der Wasserstofi-
ionen.



158 8. P. L. Strensen:

g "1‘" _i' +-—-c
= —t - o} —_—
| & |Z= |35 |2 2% g8 &3
Zusammengetzung = g ﬁ Ha | B5 iz | = - ;
der Losungen L | aa|ps| e B2 A | 2H
S |82 188138188 5% |88
S | S | g9 | oe | @0 S | o=
Durchschnittliche
GroBe der Extra-
polation in Milli- |
Twolb. e e 49 | 87 | 356 | 27 1,4 | 0,8 0,0

Man hat somit kaum Grund anzunehmen, dafl das durch-
schnittliche Mittel fiir m, infolge der Extrapolation wesentlich
nach der einen oder der a,nderen Richtung hin verschoben sei,

Zicht man dagegen in Betracht, wie die Extrapolationen
der einzelnen Versuche von dem eben angefiihrten Mittel dox-
selben abweichen, so wird man sehen, daB der Hohler, mit
welchem die Einzelbestimmungen behaftet sein kiénnen, kaum
Kleiner als ein halbes Millivolt geschiitzt werden kann,

Bei Messungen dieser Art ist eine mdiglichst vollstiindige
Isolation aller benutzten Apparate von wegentlichem DBelang.
Wenn auch dies selbstverstindlich scin mag, mache ioh doch
daranf aufmerksam, weil uns withrend dieser Arbeit eine Reiho
von Schwierigkeiten begegnet sind, die offenbar von einer mangel-
haften Isolation herrithren. Wir beseitigten dieselben erst, in-
dem wir alle Teile des MeBapparates, dem Rate des Ierrn
‘Prof. Prytz folgend, auf Paraffinklétze stellten und den Wassor-
gtoff auf dem Wege vom elektrolytischen Entwicklungsapparat
nach dem Elektrodengefi3 zwei Chlorcalciumréhren mit einem
zwischenliegenden Glasrohre passieven lieflen. Durch diese letztere
~ Anordnung erreichten wir jedenfalls, daB kein Hiéutchen von
Feuchtigkeit an der Innenseite des Rohres als Leiter der lilek-
‘trizitét auftreten konnte. Frither konunten wir bisweilen einen
groBeren oder kleineren Ausschlag des Capillarelektrometers
" wahrnehmen, wenn wir den KurzschluB unterbrachen odor
wiederherstellten, selbst wenn das Elektrometer in cinen Strom-
~kreis mioht eingeschaltet war. Nachdem aber diese Vorsichts-

| SR mafregeln zur Anwendung gekommen waren, haben wir niemals
- . - einen gicher wahrnehmbaren Aussochlag des Elektromoters kon-
: - 3  statmren konnen, wenn der Stromkreis unterbrochen war. Ich
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betone dieses Verhiltnis deshalb so stark, weil es mir scheinen
will, als ob die Ursache der Abweichungen zwischen den Ver-
suchsergebnissen der Tabelle 1 in solchen zum groflen Teil
unkontrollierbaren Fehlerquellen zu suchen ist. Da die Mittel-
werte von 7, in den vier Versuchsreihen beziehungsweise 0,3379,
0,3379, 0,3871 und 0,3383 betragen, und da die beiden letzteren,
voneinander am meisten abweichenden Reiben nach der Ein-
filhrung der obengenannten VorsichtsmaBregeln ausgefithrt sind,
scheint es mir darauf zu deuten, daB es wegen solcher unbe-
kannter Fehlerquellen wie die obenerwihnten wahrscheinlich
Zeitperioden geben kann, in welchen die Messungen durch-
gehends etwas zu klein ausfallen, und andere Zeiten, wo das Gegen-
teil der Fall ist, auch wenn man iibrigens ganz unter denselben
Bedingungen arbeitet. Dasselbe sonderbare Verhiltnis haben
wir nicht nur bei diesen zwei Versuchsreihen konstatiert, sondern
wir haben bei unseren vielen und langen Reihen von Messungen
des Ofteren Gelegenheit gehabt, etwas &dhnliches wahrnehmen
zu konnen.

Zieht man dies alles in Erwigung und erinnert man sich,
daB die hier erwihnten Messungen durch zwei Personen, zu
weit verschiedenen Zeiten und mit ganz verschiedenen LOsungen
und Elektroden vorgenommen wurden, so glaube ich kaum,
daBl man eine groBere Ubereinstimmung der in den einzelnen
Versuchen gefundenen Werte des =, als die von uns gefundene
erwarten darf. Andererseits meine ich, daB die groBe Anzahl
der Versuche uns berechtigt, den Mittelwert des 77,:0,3377 als
sehr nahe an dem richtigen zu betrachten, und diesen Wert
haben wir deshalb immer im folgenden gebraucht.

- Wird diese Zahl in die Gleichung (IT) (S 153) fiir 7z, ein~
gesetzt, so nimmt dieselbe folgende Form an:

71, — 0,3377 -+ 0,0577 log 3 (111

C,, das ]a, den Normalitétsfaktor der Losung auf Wasser-
stoffionen bezogen oder, mit anderen Worten, die Zahl der
Grammatome Wasserstoffionen pro Liter bedeutet, ist in den
gesamten in dieser Abhandlung behandelten Fillen kleiner als 1
und kann gleich 10—2 gesetzt werden. Fiir die Zahl p schlage
ich den Namen , Wagserstoffionenexponent* und die
Schreibweise pgp: vor. Unter dem Wasserstoffionen-
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exponenten (pg’) einer Losu
sche Logarithmus des reziproken Wertes des auf

Wasserstoffionen bezogenen Normalititsfaktors der

Lésung verstanden.?)
Setzt man in die obenstehende Gleichung (III) statt C,

den Wert 10~2g- ein, 80 hat man:

—-0,3877 - 0,0677 <X P u (IV)

und

.. _ @—0,8877
P =""50877

Man ersioht, daf die beiden letzten Gleichungen sowohl
die Berechnung von 7 aus der Wasserstoffionenkonzentration
oder dem Wasserstoffionenexponenten als auch die umgelehrte
Berechnung ermdglichen.

" Man ersieht ebenfalls, daf das Verhiiltnis zwiaschon iz und
pa- sich graphisch durch eine Gerade ausdriicken Lift, die,
wenn die Werte des s als Ordinaten und die des pu- als
Abszissen eingetragen werden, die Ordinatenachso im Punlkto
0,3377 schineidet und deren Richtung durch den Taktor 0,0677
vollig bestimmt ist. Eine Anderung des Wertes dos s, (0,3377)
wird somit diese Gerade im Koordinatensystom vorschieben,
nicht aber ihre Richtung verindern. Dagegen wird ibhre Rich-
tung verschieden sein fiir die verschiedenen Temperaturen, in-

(V)

- dem der Faktor 0,0677 nur bei 18° Giiltigkeit hat (siehe 8. 1563).

 Auf der Hauptkurventafel, welohe diese Abhand-
lung in verkleinertem MafBstabe (siehe 8. 176) bogleitet,
findet man diese Gerade leicht, sie ist als die Iix-
ponentiallinie bezeichnet. Thre Bedeutung ist die,
daB man mittels ihr ohne jegliche Rechnung, in rein
~graphisoher Weise einen gemessenen Wort von z in
den entsprechenden Wert von pg', oder umgekohrt,
- umsetzen kann, |

1) Weil pur selten von stirkeren Wasserstoffionenlisungen als
: 1-normalen die Rede gein wird, habe ich die obenmstohends Definition
des Wasserstoffionenexponenten gewiihlt, Derselbe wird danaoh gowdhulich
- eil_n‘e positive Zahl sein, und nur in den seltenen Ausnshmefillen, wo
~man es mit stirkeren Wasserstoffionenldsungen als dex 1-normalen zu
tun: hat, wird er negativ sein. ' :

ng wird dann der Brigg-

T T R ARt
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¢c) Bestimmung der Dissoziationskonstante des
Wassers.

Wenn es auch, wie schon in der Einleitung (siehe S. 133)
erwihnt, am rationellsten ist, mit der Wasserstoffionenkonzen-
tration zu rechnen, weil diese sich genauer als die der Hy-
droxylionen direkt ermitteln 148+, kdnnen doch viele Fille vor-
kommen, wo man es der besseren Ubersichtlichkeit wegen vor-

ziehen wiirde, den Hydroxylionengehalt einer alkalischen Fliissig-

" keit anzugeben, und die genaue Kenntnis der Dissoziations-
konstante des Wassers ist deshalb von groBem Belang. Diese
GréBe ist, wie es am Ende dieses Abschnittes hervorgehen wird,
bisher auf vielen verschiedenen Wegen mit ziemlich gut {iber-
einstimmenden Resultaten bestimmt worden. Ich habe indes
seglaubt, daB eine Neubestimmung auf eleltrometrischem Wege
und im Zusammenhange mit unseren iibrigen elektrometrischen
Messungen nicht ohne Interesse sein wiirde; ich werde daher
in diesem Abschnitt einige Versuchsreihen erw#hnen, die wir
zu diesem Zweck ausgefiihrt haben.

‘Das Prinzip des Verfahrens war das ganz einfache, durch
elektrometrische Messungen der oben erwihnten Art die Wasser-
stoffionenkonzentration passender verdiinnten Lésungen von
Natriumhydroxyd zu ermitteln; in dem der Dissoziationsgrad und
demzufolge die Konzentration der Hydroxylionen der Lésungen
im voraus bekannt waren. Das Produkt der gemessenen Kon-
zentration der Wasserstoffionen und anderseits der berechneten
der Hydroxylionen gab dann die gesuchte Gréfe.

AuBerdem hat diese Arbeit uns Gelegenheit geboten, zu
kontrollieren, inwiefern die Extrapolation, welche bei Messungen
von Natriumhydroxydlésungen verschiedener Stéirke natiirlich
eine verschiedene GrdfBe besafl, Fehlerquellen von wesentlicher
Bedeutung verbarg. Das folgende wird dartun, daB solches
nicht der Fall war, und wir sehen darin einen Beweis dafiir,
dafB die Extrapolationsmethode Bjerrums auch bei der Messung
selbst recht stark alkalischer Flissigkeiten zu empfehlen ist.

In der Tabelle IT sind die gemachten Versuche zusammen-
gestellt. '

Blochemische Zeitschrift Band 21. : | 11
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Dissoziationskonstante des Wassers

Tabelle

g, P, L. Sorensen:

II.

bei 18 0 (OH

> Comr).

; ST Dieaus |
Die Versuchstosungen hatten Tostrups ]}l](aol}izﬂo%int{ons.
— - rochi, ronutanto des
%i%%ﬁ- 7 7T 1{51;::{‘1;? Wossers
iomen- | (1,76 -] (8,8 n-1 F stoft- (GII; sz QoM
: konzen-|K alium-|Kalium-| (extra- fonon- [z 100 e 10—
. die Zusammensetzung | tration | chlorid- chlorid-| pollert)| konzontre. |
(Com! | 1bmung) 1Gsung) (Ca | - p
—10—1) =10—p) | p "l fZ Ic i U}
g e ”LT:?;:‘;?."‘;‘.'P‘."::”.‘ AT et u{c“' -
0,1 n-Natrium- _
hydroxyd-Lsg: - 1,075 | 1,0849 1,0871(1,0803 13,026 | 14,101} 0,79,
" » 1,0861| 1,0880/1,0899 13,036 | 14,111 0,77,
" 1 ) 1,0873| 1,0802 1,0911} 13,067 14,132 0,734
. n 1,0876! 1,0896 1,0014| 13,062 | 14,137 0,72,
" . 1,08562| 1,0871{1,0800 13,021 | 14,006 0,80,
, " 1,0848) 1,0867 1,0886 13,014 | 14,080 0,815
0,06 n-Na.OH Lsg.
+0 05 n-NaCl-Lsg.| 1,376 1,0700| 1,0713 1,0726] 12,736 | 14,112 0,74
s 1,0699] 1,0708:1,0717 12,721 | 14,007 0,80,
0,02 n- NaOH Lsg.
+0 08 n NaCl—Lsg 1,776 | 1,0480) 1,0488 1,0400] 12,338 | 14,113! 0,77,
» 1,0478] 1,0487|1,0406 12,338 | 14,1131 0,77,
0,01 n—Na.OI-I Lsgy _
—|— 0,09 n-NaCl-Lag. 2,076 | 1,0315} 1,03156 1,0815) 12,024 | 14,000 0,74
" " 1,0316/ 1,0816{1,0316 12,020 | 14,101 070,
0,1 n-Natrium- |
‘ hydroxyd -Lsg. . . |1,070 1,0890; 1,0010:1,0930 13,000 | 14,105, 0,08,
" ” 1,0885| 1,090211,0019| 13,071 14,1400 0,714
" 1,0884/ 1,0000(1,0016, 13,000 14,141 0,72,
0,06 n-Na.OH Lag:
-|—0 04 n-NaCl-Lsg.| 1,297 | 1,0767 1,0780 1,0798) 12,8563 | 14,160 0,704
. 3 1,0772) 1,0786/1,0800; 12,860 14,182, 0,08,
: 0,04 NaOH -Lag:

_ + 06 n- N&GI-LBg. 1,474 |1,0073| 1,0683 1,0608! 12,679 | 14,1563 0,704
' 9 1,0676] 1,0685/1,0006, 12, 683 i 14,167, 0,60,
. 0,02 n—NaOH—Lsg , ,

—]—- 0,08 n-NaCl-Lsg. 1,775 1,0500| 1,0514(1,0619| 12,378 14,153 0,704
| _ " 1,0508| 1,0614(1,0520, 12,370 | 14,164 0,70,

- 0,01 n;NaOH-Lsg.—
+ .- 0,09 n-NaCl-Lsg.| 2,076 1,0845| 1,084511,0346; 12,076 14,1810 0,704
I " 1,0343 1,034:3 1,0843| 12,073 | 14,148 0,71,
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Tabelle IT (Fortsetzung).

Die Versuchsldsungen hatten : Die aus | . .

_— — Textrap. | P16 Digsoziations-
die Hy- berochn, konsgtante des
donen- 1(11’75 n- | (8.5 n- , - stof- | (CH " >< Com'

. onzen-1R plinm-| Kalium-| (exira-| ionen~ |— 10— >< 10—
die Zusamamensetzung | tration | chlorid-| chlorid- poliert)| konzentr, >
Com’ |16sung) | 18sung) _ (Cm- Y
=10—"%) = 10—2)|p - ¢ k>< 10
a2 2 | k

0,1 n-Natriam- '
bydroxyd-Lsg. . . |1,076 [1,0887| 1,0902(1,0917| 13,067 | 14,142{ 0,72,

, » ]1,0880( 1,0901/1,0922| 13,076 | 14,151| 0,70,
i » 11,0873 1,0880(1,0905| 13,047 | 14,122| 0,75,
. »  [1,0872)1,0895(1,0918 13,069 | 14,144/ 0,71,
. » | 1,0877|1,0002(1,0927| 13,085 | 14,160/ 0,69,
0,06 n-NaOH-Lsg.
—- 0,04 n-NaCl-Lsg.| 1,297 | 1,0759] 1,0771(1,0783| 12,835 | 14,132 0,73,
., »  11,0763] 1,0778(1,0798| 12,858 | 14,150/ 0,70,
, , 11,0762]1,0778(1,0794| 12,854 | 14,151 0,70,
0,04 n-NaOH.-Lsg.
~+ 0,06 n-NaCl-Log.| 1,474 | 1,0668| 1,0679|1,0800| 12,674 | 14,148] 0,71,
, » | 1,0673| 1,0683(1,0603| 12,679 | 14,153 0,70,
0,02 n-NaOH-Lsg.
—+ 0,08 n-NaCl-Lsg.| 1,775 {1,0507| 1,0612/1,0817| 12,374 | 14,149 0,71,

. » |1,0507) 1,0514{1,0621 12,381 |14,156] 0,69,

Der Mittelwert (siehe 8. 164) der Dissoziationskonstante
des Wassers: 0,72 >< 10714 = 101414,
Cy- == Cog (fiir reines Wasser und neutrale Lisungen)

| == 0,85 >< 10—7 == 10—7.07,

Im ersten Stabe der Tafel ist aufgefiihrt die Zusammen-
setzung der untersuchten Losungen. Man ersieht, dafBl, wihrend
die Konzentration des Natriumhydroxyds stark wechselt (von
0,1n bis 0,01 n), der Gesamtgehalt an Natrium in allen Ver-
suchen dagegen wunverdndert derselbe (0,1n) ist, und deshalb
habe ich mit demselben Dissoziationsgrade (a) des Natrium-
hydroxyds (vgl. S. 164) bei allen Versuchen gerechnet. Wenn
die Zahl Kohlrauschs?) fiir das Aquivalent-Leitvermdgen einer
0,1 n-Natriumhydroxydlésung bei 18° (183) benutzt wird, und
das Aquivalent-Leitvermdgen bei unendlicher Verdiinnung gleich
217,6 (der Summe der Wanderungsgeschwindigkeiten der zwei
Tonen 43,6 -]-174)%) gesetzt wird, so wird a gleich 0,841.

1} F. Kohiraugch und L. Holborn, Das Leitvermbgen der Elek-

trolyte, 1898, 8. 160.
2) Kohlransch, Lehrbuch der praktischen Physik, 1901, 8. 596.
11%*
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Iin zweiten Stab ist die aus dom Dissoziationsgrade und
dom Natriumhydroxydgehalt berechnete Konzentration der Hy-
droxylionen angegeben.

Im dritten und vierten Stabe findet man die bei Jin- ;
gohaltung einer 1,75 n- bzw. 3,6 n-Kaliumehloridlosung gemessenen |
elektromotorischen Krifte, im fiinften Rtabe den mittelst dieser #
beiden Werte extrapolierten Wert des m, und im gechaten den
aus dem extrapolierten s nach Gleichung (V) (S. 160) berech-
neten Wert des Wasserstoffionenexponenten,

In den zwei letzten Stében endlich ist aufgefithrt das
Produkt der Konzentrationen der Wasserstoff- und der Hy-
_droxylionen der gemessenen Losung, ausgedriickt teils als eine
negative gebrochene Potenz von 10, teils als ein mit 10—t
multiplizierter Faktor.

e .t?

Die Querlinien der Tabelle bezeichnen, dafB die Messungen
in drei verschiedene Versuchsreihen fallen, welcho zu verschie-
denen Zeiten mit verschiedemem Material und mit jedesmal
frisch bereiteten Losungen ausgefithrt wurden. Kine Durchsicht
des letzten Stabes der Tafel zeigh deutlich, daB der Wert der
Dissoziationskonstante des Wassers durchgehend hoher in der
ersten als in den zwei letzten Versuchsreihen gefunden ist; das
Mittel fiir & in den drei Reihen ist 0,78, 0,70, und 0,71,. Die
erste Reihe ist vor, die zwei letzten nach der Kinfithrung der
oben (siehe S.158) erwihnten VorsichtsmaBregeln ausgefiihrt,
"weshalb es passend erscheint, den zuletzt gefundenen Werton
das groBte Vertrauen zu bemessen. Da indes die Messungen
‘der ersten Reihe sonst nichts zu wiingchen iibrig lieBen, habe
ich es fiir das richtigste gehalten, alle drei Versuchsreihen
‘mitzuteilen, bei der Berechnung des endlichen Mittels aber

den Werten der zweiten und dritten Reihe ein doppeltes Ce-
wicht den Werten der ersten Reihe gegeniiber beizulegen. Der

~in dieser Weise berechnete Mittelwert der Dissoziationskonstante
des Wassers bei 18° wird" | |

0,72 >¢ 10— 4 = 10—~1414,

Reines Wasser und wirklich neutrale Lésungen haben so-

- mn—, die folgende Konzentration der Wasseratoff- und Hydroxyl-
- omen:: | | '

0,85 >< 1077 == 107,07,
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Eine Durchsicht des Zahlenmaterials der Tabelle zeigt,
dafl die Abweichungen zwischen den Messungsergebnissen gleich
zusammengesetzter Ldsungen hier gréBer als in der Tabelle I
sind, und zwar daB die Abweichung von den Mittelwerten
einzelne Male sogar mehr als 2 Millivolt betragt. Ich hebe dies
ausdriicklich hervor, weil eine so groBe Abweichung sonst bei
Messungen normalen Verlaufes auBerordentlich selten ist.

Es geht aus der Tabelle deutlich hervor, daB die Extra-
polation keine Fehlerquelle von wesentlicher Bedeutung in sich
birgt; denn die GréBe der Konstante k im letzten Stabe variiert
gar nicht mit der Extrapolation. Was letztere im iibrigen be-
trifit, ist sie, verglichen mit der Extrapolation der Messungen
von Salzsfiure entsprechender Konzentration, wie es zu erwarten
war, bedeutend kleiner und von entgegengesetztem Vorzeichen.
Wie aus der untenstehenden Zusammenstellung erhellt, nimmt
die Extrapolation mit der Konzentration des Natriumhydroxydes
gleichmaBig ab:

0,06 n- | 0,06n- | 0,04n- | 0,02n- | 0,01 n-
Zusammenseotzung 0,1n- | NaOH | NaOH | NaOH | NaOH | NaQH
der Liésungen NaOH | 0,04n-| 0,06n-| 0,06n-| 0,08n-| 0,09 n-
- NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl
Durchschnittliche
Grofle der Extra-
polation in Millivolt 1,9 1,4 1,1 1,0 0,7 0,0

Zum Vergleich mit dem oben gefundenen Werte der Dissoziations-

konstante des Wassers bei 189

Cx* >< Cor' == (0,85 >< 10~7)2 — 0,72 >< 10—14
sollen unten in aller Kiirze die wichtigsten der bisher ausgefiihrten Be-
stimmungen dieser Gr8Be angefithrt werden. Der Temperaturkoeffizient
ist so groB, dafl die bei 25° gefundenen Werte von Cx* und Com’ bei
der Umrechnung auf 18° um etwa 249/, verkleinert werden. 1)

1. Mittels Glaskeftenmessung zwischen Normalsiure und Normal-
base (nihere Daten fehlen) hat W. Ostwald?) einen Spannungsunter-
schied von ca. 0,7 Volt gefunden. Daraus berechnet W.Nernst3), daB
die Dissoziationskonstante des Wassers bei 18° gleich 0,64 >< 10—14 ist.

2. Auf Grund der Beobachtungen Shields iiber die Hydrolyse des
Natriumacetats findet 8. Arrhenius4) die Dissoziationskonstante des

1) Kohlrausch und Heydweiller, Wied. Annal, 53, 234, 1894.
%) Zeitsohr. f. physikal. Chem, 11, 521, 1893,

8) Thid, 14, 155, 1894,

4) Zeitschr. f. physikal. Chem. 11, 827, 1893,
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Wassers bei 259 gleich, (1,125 >< 10—7)2 = ca. 1,27 >< 10—14, Durch Um-
rechnung auf 18° bekommt man ca. 0,73 >< 10—14,

3.7 J. A; Wijst) hatb auf Veranlassung van’t Hoffg die
Verseifungsgeschwindigkeit des Methylacetats in reinem Wasser unter-
sucht und daraus die Dissoziationskonstante dos Wagsers bei 24,89 gleich
(1,2 >< 10-7)2= 1,44 >< 10—14 berechnot. Bei Umrechnung auf 18° he-
kommt man ungefihr 0,88 >< 10—14,

4. I. Xohlrausch und A: Heydweiller®) haben dos Loeitver-
mbgen von Wasser, welches mit der moglichsten Sorgfalt gercinigt war,
bestimmt, und dabei gefunden, daf 1 1 Wasser
| | bei 189: 0,8 »< 10—7 g Wasserstoffionen

. and bei 25°: 1,00 =< 10—7 g ’s
enthilt,
Das gibt die folgende Dissozintionslkonstante des Wassera:

08 10—:«7)2 ces 0,68 e 1014 hoi 180
1008 ’

2
( ..... v 10—*‘7) e 1,09 il 10‘”'11 bﬂi gﬁ“.

5. R. Lowenherz?) hat die elektromotorische Kralt solchor Idle-
mente gemessen, welche aus zwei Wagsorstoflelelirodon, dio cine in Salz-
~ giure (0,1n oder 0,0Ln) die andere in Natrinmhydroxydltsung (L1 n
oder 0,01 n) getaucht, bestanden; eine dquimolekulare Lithiumchlorid.
losung diente als Zwischenflissigkoit, und dic Diftusionspotontinle
.wurden nach Planck berechnet. Das Prinzip der Methode war alao
' ganz dasselbe wie das unseren Versuchon zugrunde liegende. Aus
acht Versuchen (die gréBte Abweichung vom Mittelwerte des . war
3,1 Millivolt) mit 0,1 n-Salzsiiure und 0,1 n-Natriumhydroxydlésung he-
rechnete Léwenherz den Wert 1,187 x2 10—7 und aus ¢ Verauchen (cdie
gréBte Abweichung vom Mittelwerte des = war 3,8 Millivolt) mit 0,01 n-
Salzgiiure und 0,01 n-Natriomhydroxydldsung berechneta or den Woert
1,075 >< 10—7. Das Mittel dieser zwei Werte ergibt, dafi die Dissoziations-
konstante des Wassers bei 25° his 260 (1,18 12 10—7)2 === 1,28 1ol 10145

oder auf 189 umgerechnet ca, 0,74 >< 104,
. _Aus den spiiteren Jahren kann angefiihrt werden:

6. C W. Kanolt*) hat die Hydrolyse des Ammoniumsalzes von
. Diketotetrahydrothiazol untersucht und daraus die Dissoziationskonatunto
des Wassers zu 0,82 >< 10~1¢ bei 259 und 0,46 5 1014 bei 189 be.
rechnet. '

- 1) Ibid. 11, 492, 1893; 12, 514, 1808, — Vgl auch J. J, van Laar,
- ibid. 13, 736, 1893. - : '
Sy Wied. Annal. 53, 209, 1894,
0 ®)iZeitschr. f. physikal. Chem, 20, 283, 18986,
< % Journ. Amer. Chem. Soc, 20, 1402, 1907.




Enzymstudien. IL. 167

7. H. Lundénl) hat die Hydrolyse des Trimethylpyridinsalzes von
p-Nitrophenol gemessen und dadurch die Dissoziationskonstante des
Wassers bei 16° zu 0,46 >< 10—14 und bei 259 zu 1,05 >< 10—14 berechnet;
rechnet man aunf 189 um, hat man ca, 0,61 >< 1014,

d) Die Standardlésungen und ihre elektrometrische
Messung; die Hauptkurventafel.

‘Die schon in der Einleitung erwihnten (siehe 8. 147), bei
der colorimetrischen Messung benutzten Standardlosungen sind
die folgenden:

1. Bine 0,1 n-Salzsure (wenn kein MiBverstindnis mog-
lich ist, wird diese L&sung bisweilen ganz einfach mit HCl be-
zeichnet). |

2. Bine 0,1 n-Natriumhydroxydlésung (die Losung wird
NaOH bezeichnet).

3. Eine natriumchloridhaltige 0,1 n-Glykokolldsiung, welche
in einem Liter 7,605 g Glykokoll und 5,85 g reines Natrium-
chlorid enthilt (die Losung wird Glykokoll genannt).?)

4. Eine '/, mol. Losung priméiren Kaliumphosphats, welche
somit 9,078 g KH,PO, in einem Liter enthélt (die Ldsung wird
prim. Phosphat genannt).

5. Eine /,, mol. Losung sekundéren Natriumphosphats,

welche 11,876 g Na,HPO,, 2 H,0 im Liter enthilt (die Losung
wird sek. Phosphat genannt).
| 6. Eine 0,1 mol. Losung sekundiren, Natriumeitrats ; - die~
selbe wird durch Ldsung von 21,008 g krystallisierter Citronen-
siure in' 200 cemn n-Natronldsung und Verdiinnung mittels
Wassers bis zu einem Liter hergestellt (die Losung wird Citrat
genannt).
7. Eine alkahsche Borsiurelésung, hergestellt durch Lésung
von 0,2 g mol. Borsdure (12,404 g) in 100 com n-Natronldsung
und Verdiinnung mit Wasser auf einen Liter (die Losung wird
Borat genannt).

Bei der Darstellung dieser Lidsungen wurde immer destll-
liertes Wasser benutzt, welches durch Auskochen in werzinnten

1) Meddelanden frin Vetenskapsakademiens Nobelinstitut 1, Nr. 8,
1907, ' ' ‘
%) Des geringen Leitvermogens des Glykokolls wegen ist es mit

Riicksicht auf die elektrometrische Messung notwoendig gewesen, Natuium-
chlorid zu der Glykokollsing zu fugen '
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Kupferflaschen von Kohlensiure befreit worden war, und die
verwendeten MeBkolben wie auch die Woulffschen Flaschen,
“welche gur Aufbewahrung dienten (siehe 8. 148), waren im vor-
aus mit kohlensdurefreier Luft gefiillt worden. Gewdhnlich
wurden 4 1 Losung, in zwei 9. Liter-Me3kolben, auf einmal
- dargestellt. Nach Fillung bis zur Marke und gutem Schiitteln
wurde der MeBkolben durch einen zweifach durchbohrten Kaut-
schukstopsel verschlossen, welcher mit zwei Glasrdhren, einer
ganz-kurzen und eiper bis zum Boden des MeBkolbens reichen-
den, versehen war; diese einfache Einrichtung ermdoglichte die
Uberfiihrung der Fliissigkeit aus dem Mefkolben in die Woulffsche
Tlasche, ohne dafB sie mit der dulleren, kohlenstiurehaltigen Luft
in Beriihrung kam.

Die 0,1 n-Salzsiure wurde aus einer mittels Natriumoxalats
ols Urtitersubstanz sehr sorgfiltig eingestellten 1,0 normaler
Salzsiiure durch Verdiinnung hergestellt.

Die 0,1 n-Natriumhydroxydlosung stellten wir durch Ver-
diinnung einer carbonatfreien,’) auf die obengenannto 1,0 n-

- Salzsiiure gestellten, 1,0 n-Natronldsung dar. |

Fiir Darstellung der iibrigen Standardlisungen war es not-
wendig, Stoffe zu benutzen, welche — auBerdem, dafl sie auoch
gonst fiir diesen Gebr@ﬁqh geeignet sind — teils einigermaBen
leicht von hinreichender Reinheit dargestellt werden kinnten,
teils lingere Zeit hindurch sich unveréindert anfbewahren lieBen,
und deren Reinbeit endlich durch einfache Proben zu kon-
trollieren wire. Unten findet man diese Reinheitsproben in

1) 250 g Natriumhydroxyd aus Natrium (C. A. F. Kahlbaum)
wurden mit 300 ccra Wasser in einem engen, mit Glasstipsel versehenen
- Zylinder behandelt. In einer Lauge dieser Stiirke ist das Natrinmearbonat.
unléslich und sinkt im Laufé von ein paar Tagen zu Boden, so daf
eine 86 gut wie vollstindig carbonatfreie Hydroxydldsung abgezogen
werden kann. (Eine entnommene Probe, welche mit kohlonsiiurofreiom
Wasser verdiinnt, mit Phenolphthalein versetzt und durch Zutripfeln von
Salzsiure ganz schwach rosa gefiithbt worden ist, darf durch Zugabo
selbst ziemlich grofer Mengen einer ausgekochten neutral rengierenden
Bariumchloridlésung nicht entfirbt werden), In der Annahme, dal
 dieses einfache und vorziigliche Verfahren zur Darstellung carbonatfrcier
- Natronlauge nicht allgemein bekannt ist, habe ich es hier mitgoteilt
~Zum ersten Male habe jch es bei Herrn Laboratorinmsvorstehor k. A.
~ Petersen, Struers Laboratorium, Kopenhagen, geschen.
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- bezug auf jeden einzelnen der angewandten Korper, welche
alle bei der Firma C. A. F. Kahlbaum zu Berlin in garantiert
reinem Zustand, das heit den hier gestellten Anforderungen
der Reinheit gentigend, zu beziehen sind.

Glykokoll. a) 2 g Glykokoll sollen mit 20 com Wasser
eine klare Losung geben, welche entweder vollig sulfat- und
chlorfrei ist oder hochstens eine &uBerst germge Spur von
Chlorid enthilt. |

b) 5 g Glykokoll diirfen nach Gluhen hochstens 2 mg Asche
hinterlassen.

- ¢) Bei der Destillation von 5 g G‘rlykokoll und 300 com
- 5% iger Natronlauge in einem gewdhnlichen Destillationsapparat
nach Kjeldahl darf die {iberdestillierte Ammoniakmenge nicht
mehr als 1 mg Stickstoff entsprechen.

d) Der Stickstoffgehalt des Glykokolls, nach Kjeldahl be-
stimmt, soll 18,67 + 0,1°/, betragen.

Verschiedene K ahlbaumsche Glykokollpriparate geniigten den ge-
‘samten hier gestellten Anforderungen.

Primires Kaliumphosphat, a) Das Salz muB in
Wasger klar 18slich sein und darf weder Sulfat noch Chlorid
enthalten. /

b) Getrocknet 24 Stunden bei 100° und 20 bis 30 mm
Druck darf das Salz hchstens 0,1°/, verlieren (ca. 5 g werden
fiir die Probe benutzt), und bei nachfolgendem vorsichtigem
Glithen im Platintiegel soll der Gewichtsverlust 13,23 --0,1°/,

betragen. |
Beispisl: Ein Pra.p&rat. von Kahlbaum verlor beim Trocknen
0,01%/, und beim nachfolgenden Gliithen 13,26°,. '

Sekundires Natriumphosphat. Na,HPO,, 2 H,O.
Ein sekundéres Natriumphosphat mit sehr nahe dieser Zu-
sammensetzung beschreibt Julius Thomsen?!); dieser Forscher
hat gezeigt, daB die Aufnahme der ersten zwei Molekiile
Krystallwasser durch das wasserfreie Salz eine gréBere Wirme-
tonung (pro. Molekiil Krystallwasser berechmnet) hervorruft als
die der folgenden zehn. Spéter ist das Salz, soweit mir be-
kannt, nicht erwdhnt worden. Es hat den Vorteil vor den
gewdhnlichen, bekannten Salzen mit zw8lf oder mit sieben mol.
Wasser, daB es bei gewhnlicher Temperatur und gew&hnlichem

1} Thermochem. Untersuch. 8, 120, 1883.
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Feuchtiékeitsgmde der
ganz einfach durch Ver

Zimmerluft luftbestindig ist. Es wird
witterung reinen gewthnlichen Natrium-

phosphats unter passenden Umstinden dargestellt, welche sich
Jeicht beschaffen lassen, und man erhiilt es dann als ein weilles,
- kérniges Pulver, welches beim Stehenlassen nicht zusammen-
backt wie das -gewshnliche Natriumphosphat. Da das Salz
sich jahrelang anverandert aufbewahren lift, cignet es sich
vorziiglich als Standardstoff, da es nur notwendig ist, ein
fiir allemal den Wassergehalt in einer gréferen ¥ortion zu
bestimmen. Die unten aufgefiilhrten Bestimmmungen zoigen
iibrigens, daB der Wassergohalt immer so nshe an dem wvon der
Theorie verlangten legt, daB man bei allen gewdhnlichen
Analysen mit der theoretisch berechneten Zusammensetzung
des Salzes rechnen darf.

Fiir die Darstellung des Salzes verfihrt man am  beston
folgendermaBen: Man breitet reines, gewdhnliches, sekundiires
Natriumphosphat in einigermafen diinnen Schichten auf Papior
sus und 1aBt es, soweit als moglich gegen den Staub gosohiitzt,
bei gewdhnlicher Zimmertemperatur (18° bis 22°) liegon. Boi
taglichem gutem Umriihren, und wenn man die nach einigen
Tagen etwa gobildeten Klumpen zerstSSt, ist die Verwitterung
nach 8 bis 14 Tagen beendet; die CGeschwindigkeit dexr Ver-
witterung ist aber natiirlich von der Temperatur und  dem
Feuchtigkeitsgrade der Luft abhéngig.

Tn feuchten Sommern, wo der Feuchtigkeitsgrad der Luft sehr hoch
ist, geht die Verwitterung nur sohr langsam von stalten, und man gelangt
‘haufig nur zu dem Salz mit 7 ;0. Sobald aber der Feuchtigkoitsgrad bis
509/, oder daranter sinkt, was jaso gut wie immor der I'all ist im Zimmer
wihrend der kalten Jahreszeit, schreitet dio Verwittorung weitor bis zum
Salz mit 2 H,O, und sowohl die Firma C. A. 1. Kahlbaum als auch
~ ich, die wir mehrere Male griBere Mengen des Salzes darstellten, haben
ohne nennenswerte Schwierigkeiten eben den richtigen ‘Wassergehalt be-
- kommen. - Zu bemerken ist jedoch, daB die Verwitterung woiter vor-
schreiten kann, wenn das Salz erwirmt oder die Luft kiinstlich sus-
getrocknet wird; ein solches zu stark abgewissertes Balz unter normale
Verhiltnisse (18° bis 22° C und 30 bis 500/, Feuchtigkeit) gebracht,
‘wird aber mehr bald die Zusammensetzung Na,HPQO,, 2 Hy0 an-
" mehmen, - . -

- Wenn die Verwitterung scheinbar vorbei ist, wiigt man
auf einem Stiick Papier 100 g des Salzes (auf 0,1 g gonou)
und kontrolliert durch erneuertes Wigen mnach ein paar
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Tagen (Liegenlassen an der Luft), ob die Verwitterung zu Ende
ist oder nicht. Verfiigt man iiber e¢ine Probe im voraus
analysierten Salzes von der Zusammensetzung Na,HPO,,
2 H,O, dann ist es zu empfehlen, auch 100 g von diesem Salz
abzuwigen und es als Kontrolle neben die andere Portion zu
legen ; #ndert nun diese Kontrollprobe ihr Gewicht nicht, dann
kann man sicher sein, daf die vorhandenen Temperatur- und
Feuchtigkeits-Verhiltnisse passend sind.

Die Anforderungen hinsichtlich der Reinheit sind die
folgenden :

a) Das Salz muBl klar 18slich in Wasser sein und weder
Sulfat noch Chlorid enthalten. .

b) Beim Trocknen 24 Stunden bei 100° und 20 bis 30 mm
Druck und nachfolgendem vorsichtigem Glithen, bis das Gewicht
konstant wird, soll der gesamte Gewichtsverlust 25,28 --0,19/,
betragen. Fir die Probe werden etwa 5 g angewandt.

Kine Reihe von mir zu verschiedenen Zeiten dargestellter Priparate
haben einen Gewichtsvorlust von bzw. 205,24 — 25,23 — 25,530 —
25,239/, crlitten; ein von C. A. . Kahlbaum cmpfangenes Salz ver-
lor 25,369/,.

Citronensiure. a) Die Sdure muB klar l8slich in
Wasger sein und darf weder Schwefelséure noch Salzséure ent-
halten. Der Aschengehalt, in 6 g der Siure bestimmb, darxf
nur ganz geringfiigig sein.

In zwei zu verschiedenen Zeiten von C. A, F, Kahlbaum emp-
fangenen Priparaten fand ich nur etwa 0,019/, Asche.

b) Der Gehalt von Krystallwasser wird durch Trocknen
bei 70° und 20 bis 30 mm Druck bis zum konstanten Gewicht |
ermittelt ; die Siure mufB hierbei véllig farblos bleiben, und
der Gewichtsverlust 8,58--0,1°/, betragen. Bei 100° verliert
die Citronensiure alles Wasser im Laufe der ersten 24 Stunden,
durch weiteres Trocknen verliert sie aber noch mehr und wird
briunlich.

Eine Citronensiure von Kahlbaum wverlor hei 700 wihrend acht
lagen in allem 8,589/, und wihrend der folgenden § Tage nichts; eine
andere Probe hat 8,569¢/, verloren.

¢) Die Aciditdt der Citronensiiure wird durch Titrierung
nittels 0,2 n-Bariumhydroxydlosung und Phenolphthalein als
Indicator festgestellt. Bs wird zur ausgesprochenen roten IMarbe
und nicht zu einem schwachen rétlichen Tone titriert., Trotz .
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des Niederschlages von Bariumeitrat ist der Umaschlag sehr
scharf. Bei Anwendung von Natriumhydroxyd bleibt die Iliissig-
keit klar; der Umschlag ist aber weniger scharf. Werden un-
gefahr 30 com 0,2 n-Ba.riumhydroxydlﬁsung’ verbraucht, so darf
die verbrauchte Menge nicht mehr als hdéchstens 0,1 cem von

der berechneten abweichen.

Als Beispiele mogen einige mit Kahlb aumschen Priiparaten aus.
gefithrte Titrierungen dienep.‘:‘-"Vb?})gg.uoht 20,35 oder 20,40 cem 0,2 n-Bar,
" (berechnet 29,36 com);’ veij‘mﬁ-dhﬁ' 36,43 com 0,2 n-Bar. (berechnet
36,48 com).

Borséure. 20 g Borsiure werden mit 100 ccm ausge-
kochtem Wasser in einem kleinen Kolben auf starl siedendem
Wasserbade erwiirmt, wodurch alles in Losung gehen muB.
Nach Abkiihlung der Lésung, zuletzt in HEiswasser, wodurch
der groBte Teil der Borstiure wioder ausfiillt, wird filtriert und
abgesaugt und das Filtrat auf etwaige Verunreinigungen
untersucht.

a) Das Filtrat darf weder Sulfat noch Chlorid enthalton.

b) In kleine Reagensgliiser werden 3><0com des Filtrats
abpipetﬁiert und zu jeder Probe 2 Tr. Methylorangeldsung
(0,1 g Methylorange in 11 Wasser) gegeben, wodurch alle droi
Proben orange gefirbt werden miissen. I'iigt man jebzt 1 Tr.
0,1 n -Natriumhydroxydlssung zu der einen Probe, 80 mul sie da-
durch gelb werden, wihrend 1 Tr. 0,1 n-Salzstiure zu einer
anderen der Proben gefiigt, dieselbe ausgesprochen rot macht.

Diese einfache Probe fuBt auf der Tatsache, dafl e¢ine
whsserige Losung reiner Borstiure mit Methylorange versetzt die
 Umschlagsfarbe des Indicators (vgl. 8. 186) annimmt, aber al-
~ kalische bzw. saure Reaktion zeigh, wenn kleine Mengen von
‘Basen oder von fremden S#uren zugegen sind. IControllver-
suche mittels reiner, mehrere Male umkrystallisiertor Borsiure
‘haben gezeigt, daB diese Probe es ermdglicht, einen Gehalt an
 Basen oder an fremden, einigermafen starken Siuren zu ent-
decken, wenn derselbe in 1 g Borsiiure wenigstens einen Tropfen

einer 0,1 n-Lésung entspricht,

. ©) 20 com vom Filtrate, 4 g Borséiure entsprechend, werden

e _e_inem gewogenen Platintiegel eingeda.mpfb, mit etwa 10 g
duflicher FluBlsiiure und etwa & com konzentrierter Schwefel-
dure versetzt, dann wieder cingedampft, gegliiht und gewogen.
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Das Gewicht des Gliihriickstandes, ndtigenfalls fiir den Gehalt
der FluBsiure an nicht . fliichtigen Stoffen korrigiert, darf nicht
mehr als 2 mg betragen.

Zwei verschiedene Kahlbaumsche Préparate von Borsiure ent-
sprachen den gesamten hier gestellten Anforderungen.

‘Die Wasserstoffionenkonzentration verschiedener passender
Gemische der erwihnten Standardlésungen wurde in der oben
beschriebenen Weise (siehe S. 150) elektrometrisch bestimmt;
die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen III bis VI zusammen-
gestellt. Der erste Stab der Tabelle enthilt die Zusammen-
setzung von 10 com des Gemisches; der zweite Stab enthillt
die gefundene elektromotorische Kraft sz eines Elementes, welches
aus einer Quecksilber-Kalomelelektrode in 0,1 n-Kaliumchlorid-
lésung und einer Platin-Wasserstoffelektrode mit der vorliegen-
den Lésung als Elektrodenflissigkeit besteht; der dritte Stab
endlich gibt den Wert des Wasserstoffionenexponenten (pg*),
welcher mittels Gleichung V (8. 160) aus der gemessenen elektro-
motorischen Kraft = berechnet ist.

Die angefiilhrten Werte des sz sind Durchschnittszahlen
von mindestens zwei, gewdhnlich aber von mehreren Bestim-
mungen, welche zu verschiedenen Zeiten mittels verschie-
~ dener Elektroden und mit verschiedenen Lésungen aus-
gefiihrt sind. Um einen Begriff von der Ubereinstimmung zu
geben, werde ich hier die MeBergebnisse einzelner, der Kontrolle
der Elektroden wegen besonders héufig gemessener Lésungen
mitteilen:

Mit der Mischung ,,8 com Glykokoll ~ 2 ccm HCI* wurden
die folgenden Werte von =« gefunden:

0,5064 -— 0,6066 — 0,5049 — 0,6067 — 0,5063 — 0,5063 — 0,5064
— 0,6067 — 0,6057 — 0,6087 — 0,5070 — 0,6068 — 0,5064 —
0,6064 — 0,5085 — 0,5066 — 0,5052 — 0, 5052
Mittel 0,6063.

Das Gemisch ,,3 ccm sek. Phosphat —I— 7 com prim. Phos-
phat gab die folgenden Werte
0,7111 —0,7111 —0,7112 — 0,7104 — 0,7108;
Mittel; 0,7109.
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Tabelle ITII. Glykokollmischungen.
o D-. el Die clok WD or
e olek- - , ; - N aggor-
Zusammensetzung tlromo- Vz:g?fa_r Zus&mrr:;;r;setzum_, tromo- | st 0?,?_1'
der torische |[lonenex- a0l torische jlONENEX-
Mischung Krafh ponent Misohung Kraft | Ponent
Pa Py
10 com Glykokoll [02.0,6900]ca. 6,106 |[L0 com Gilykokoll |ea.0,6900]ca. 6,106
Glykokoll 9,9 ocm Glykolkoll
g’glf%xﬂ conﬁ Ici){O(i 0,5022 | 4,411 0,1 cem NaOX} 0,7883 7,800
Gilykokoll 9,76 com Glykokoll
g’ﬁc&% ongI-ICI 0,6680 | 3,901 -} 0,26 com NaOIL} €,8130 8,237
9,5 com Glykokoll 0,6 com Glykokoll
~+ 0,6 com HCl | 0,6600 | 3,679 -}-0,5 com NaOH| 0,8325 | 8,575
g cem Glykokoll -}- f ooma Glykokoll -} N
1 com HOL 0,6306 | 3,341 1 com NaOH 0,85629 8,929
8 com Glykokoll -}- 8 com Glykokoll -|- |
2 com HCl 0,5068 | 2,022 2 oom NaOF. 0,8780 0,304,
7 cem Glykokoll - 7 com Glykokoll -|-
3 com HCl 0,4881 | 2,607 3 com, NaQH 0,89082 0,714
6 com Glykokoll -}- 6 oom Glykokoll -} .
- 4 cem HCI 10,4692 | 2,279 4 com NaOIL 0,0228 | 10,140
B com Glykolkoll -}- 6,6 com Glykololl
"~ 5 com HOL 0,4492 | 1,932 wj-4,5 com NaOX| 0,0425 | 10,482
4 com. Glykokoll - 8,1 com Glykolcoll
6 coma HCL 0,4326 | 1,645 ~4,9com NaOF| 0,07(3 | 11,087
3 com Glykokoll ~|- 6 com Glykokoll -}
7 ecom HCL 10,4196 | 1,419 b com NaQIL 0,0000 | 11,306
2 cem Glykokoll -- 4,9 com Glykolroll
8 ccm HCI 0,4009 | 1,251 |- 5,1 com NaOF) 1,0060 | 11,666
1 cem Glykokoll -} 4,6 com Glykokoll
9 com HCI 0,4038 | 1,146 || -|]-5,6 comNaOH] 1,0366 | 12,005
10 com HCl 0,3076 | 1,038 {4.ccm Glykokoll -}~
_ 8 com NaQH 1,0631 | 12,399
3 com Glykokoll -}~
7 com NaOH 1,0090 | 12,674
2 com Glykokoll -}~
8 com NaOX 1,0795 | 12,856
L com Glykolkoll ~}-
9 com NaOIL 1,0862 | 12,972
10 com NaOH 1,0016 | 13,006

Fiir ,,9 cem Glykokoll 4~ 1 cem NaOH** haben wix gefunden:
0,852_5 — 0,8526 — 0,8529 — 0,85626 — 0,8532 —- 0,8629 — (,8631
S  —0,8528 — 0,8531 — 0,8533;

- Mittel:

-0,85629,

| Wle -man ersieht, ist die Abweichung vom Mittelwerte nur
In gane vereinzelten Féllen grofer als 1 Millivolt, gewdhnlich
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Tabelle IV. Phosphatmischungen.

176

. Der Dieelok Der
Zusammensetzung [ © ¢10K-| Wasser- Zusammengetzung [01€ ®1ek-| Wasser-
der tromo- | stofi- der tromo- | stoff-
i torische ionenex- ] torische |lonenex-
Mischung g | Doment || Misohung S oncnt
Pg - Pq-
10 cem sek. Phos- 4. com sek. Phos-
phat . . . . .} 0,8167 | 8,302 phat - 6 com
9.9 cem sek. Phos- prim. Phosphat{ 0,7210 | 6,643
phat -}~ 0,1 ccm _ 3 com sek. Phos-
prim. Phosphat{ 0,8092 | 8,171 phat 4- 7 com
9,75 com sek. Phos- ' prim. Phosphat{ 0,7109 | 6,468
phat -|- 0,25 ccm 2 com sek. Phos-
prim. Phosphat{ 0,8015 ! 8,088 phat - 8 com
9.5 cem sek. Phos- prim: Phosphat| 0,6977 | 6,239
phat 4 0,5 com 1 com sek. Phos-
prim: Phosphat|{ 0,7914¢ | 7,863 phat -|- 9 com |
9 cem sek. Phos- : prim. Phosphat{ 0,6787 | 5,910
phat |- 1 cem 0,5 com sek. Phos-
prim. Phosphat| 0,7790 | 7,648 phat - 9,5 cem .
8 com sck. Phos- prim. Phosphat| 0,6608 | 5,600
~phat -- 2 oom 0,25 cem sek., Phos-
prim. Phosphat| 0,7616 | 7,347 phat ~}- 9,75 com ’
7 cemn mek. Phos- prim. Phosphat| 0,6438 | 5,305
phat ~- 3 com 10,1 com sek. Phos-
prim. Phosphat| 0,7600 | 7,146 phat 4~ 9,9 com
6 com sek. Phos- prim. Phosphat| 0,6248 | 4,976
phat - 4 com . 10 ccm prim. Phos-
prim. Phosphat} 0,7402 | 6,976 “phat . . . . ] 0,6980 | 4,529
b com sek., Phos- . _
phat -~ 5 com ‘ :
prim. Phosphat} 0,7308 | 6,813

aber weit kleiner. Ioh glaube deshalb, daB man hier auf eine
dhnliche Genauigkeit, wie bei der Begtimmung von 7, (siehe
5. 166) rechnen darf, und zwar, daB die in den Tabellen an-
gefithrten Werte des 1 weniger als 1 Millivolt von den wahren
Werten dieser GroBe abweichen (siehe auch unten 8. 178).

- Nur vollstindigkeitshalber soll es bemerkt werden, daB bei
den Messungen der sauersten und der alkalischsten dieser Ge-
mische eine Extrapolation notwendig war, deren GréBe und
Vorzeichen ganz dem entsprachen, was in betreff dieser Frage
oben angefiihrt ist (siehe 8. 157 und S.'166). Natiirlich sind es
~ die extrapolierten Werte des 7, welche in diesen Fillen in
den Tabellen gegeben sind,
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176
Tabelle V. Citratenmischungen.

_.,_.. Der - . Dio olsl Der
- ' Dieelek- ser- gotzun 10 elek-| Wassor-
Zus&mmgnsetzung tromo- Vzﬁgﬁ-“i Zusa,mmg:r g tromt;b . ;ggfg‘;
er . i - torische X-
. ‘ b isonung \ ponont

Mlsohu@ Kraft P;’?n]:f‘ Kraft o D .

RO Y i e AR

10 com Citr. . . . | 0,6238 4,058 [[10 com Citr. . . 0,06238 | 4,068

; 0.5 oom Citr, -}~
0.6 oom Citt | 0107 | 4,887 || “0.5 com NeOIL | 0,6276 } 5,023

e , 9 cem Citr. |-
9 iogzrglﬁ-cll-: | o,6184 4,830 1 ocom NaOI . 0,0326 5,109

8 com Citr. =~

| 8 %ccr‘gm@gbl—l; | o,6081 | 4,652 2 com NaQH .| 0,0443 | 5,314
e . * |7 com Citr. |-

7 gcl;t; ngnﬁb lij 1 opoa3 | 4,447 || 8 oom NaOH .| 0,6500 | 5,508
~|i6 com Citr, ~{-

6 im::lc rgliﬁc'l'i‘. | o776 | 4,158 4 com NeOH. . | 0,6821 | 5,969

5,5 com Citr. -4~ 5,0 com Citr. ;gIL

5 om SMEG . | osess | 8,048 [| 40 com NeOIL) 07050 1 6,331

Citr. 5,256 com Cite, -3 :
? %oﬁamlfi:[oﬁ._ .| 0,5607 | 8,692 4,70 com Nn()li‘l 0,720 | 6,078
4,78 cem Citx, - 5 aom Citr. -]

5,25 ocm HCL . 0,5413 3,520 6 com NaOH . [0,8000-— 0,062
4.5 com Citr. - 0,0200 | 10,002
"5 oom HCI .| 0,6818 | 3,364 (|45 com Gm.o—i}i

4 oom Citr. 8,6 com No 1,0343 § 12,073
8 com HC . .| 0,6092 2,072  |l4 oom Citr) ﬂ? ,
3,38 ‘oom Citr, - 6 com NaQEl .| 1,0811 | 12,304

8,67 com HCl .| 04689 2,274:

3 com Citr. -
‘7 oom HOL . .| 04488 | 1,025

2 gem Citr, -}~
8 com HCL . .| 04105 | 1,418
1 com Citr, 10,4084 | 1,173
- 9 com HCl . . ‘
10 com HOl . . 0,3976 | 1,088
. Die ‘Hauptkurventafel. Auf dor Hauptkurventafel,
~ welche die Originslabhandlung in den ,,Compt. rend. des travaux
du Laboratoire de Carlsberg® begleitet und in verkleinortem
MaBstabe, als Illustration, hier’ beigelegt ist, 1) sind die chen
erwihnten, tabellarisch zusammengestellten Messungen graphisch

1) Hine deutsche Ausgabe der Hauptkurventafel in Originalgrife
zum Gebrauche im Laboratorjum ist im Verlage von Julius Springoer;
" Berlin, Monbijoupl. 3, erschienen und von dort oder durch jede Buch-
hendlung zum Proise von M, 1,00 {inkl, Rolle) zu boziehon. Bei direkter
Zusendung erhtht sich dieser Betrag im Toland am 20 Plg., 1o Ausland
" um 36 Pfg. (Bestellkarto liogh diosem Hefte bei.) '

g
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dargestellt. Die Kurven, die auf der Tafol ,,Glykokoll -}- Salz-
giure, ,,Citrat -}- Natriumhydroxyd wusw. Dbezeichnet sind,
haben die in den letzten Stiaben der Tabellen ITI bis VI ange-
fithrten Werte des Wasserstoffionenxponenten (py) als Abszissen,
und den Gehalt der Mischungen (ausgedriickt durch die Zahl
von Kubikzentimetern in 10 com der Mischung) an bzw. Glyko-
koll, Citrat, Borat und sek. Phosphat als Ordinaten.

Tabelle VI. Boratenmischungen.

paklrim et i e

Der

rm T 1 et el M et T e 5 ks eVt 1 1 e

Der

Zusammensetzung |10 19| Wasser- ||7ugammenso tzung |10 1ok Wassor-
der tromo- | stofl- dor tromo- | stofl-
. torische |lonenex- , torisohe |lonenox-
P Py
10 com Borat ., .{ 0,87090 ; 9,241 [{10 ocom Borat . .| 0,8700 9,241
9,6 cem Borat - 9 com DBorat -}
0,5 com HCI .| 0,8667 | 9,168 1 com NaOH .} 0,8778 | 9,360
9 cem Borat -- 8 ccm Borat -}
1 com HCI . .| 0,8620 | 9,087 2 com NaOH .| 0,8860 | 9,503
8,5 com Borat -I- 7 com Borat -
1,6 com HCl .| 0,8574 | 9,007 3 com NaOH .| 0,8860 | 9,676
8 ccm Borat - 6 cem Borat -
2 com HCl . .1 0,8517 | 8,908 4 ecmy NaOH .| 0,9132 0,974
7,6 com Borat -}~ &6 com Borat |-
2,5 ccm HCl .| 0,8454 | 8,799 5 cem NaOH .| 0,9768 | 11,076
7 ccm Borat | 4 com Borat -
8 cem HCL . .| 0,8384 | 8,678 6 com NaOH .| 1,0518 | 12,370

6,6 com Borat -
3.6 com HCl .§ 0,8285 | 8,500

6 cem Borat
4 cem HCL . . 0,8160 | 8,289

5,'716 com Borat -
4,25 com HCl .| 0,8072 | 8,137

5,6 ccm Borat -
4,6 ccm HCI .| 0,7958 | 7,939

5,25 com Borat -
4,76 com HCI .| 0,7774 | 7,621

5 cem Borat -
b cem HCl . .| 0,7166 6,648

4,75 ccm Borat -}
5,25 com HCl . | 0,4745 2,371

Auf der Hauptkurventafel findet man des weiteren die Hx-
ponentiallinie, welche, wie schon erwiéhnt (siehe S. 160) es méglich
macht, den einem gemessenen s entsprechenden Wert von py-,

und umgekehrt, graphisch abzuleiten. _
Biochemische Zeitschrift Band 21, 12




178 : q. P. L, Sorensen:

PDiese Kurven ermoglichen es gomit, sowohl den Wert des
4 als auch den des P fiir jedes, auch in den Tabellen ITE
bis VI mnicht angefiihrte Gemisch der hier erwithnten Standard-
16sungen abzulesen. Wiinscht man z. B. den Wert diescr beiden,
GroBen fiir das Gemisch ,,8,6 com Glykokoll -}~ 1,4 cem HOL
kennen zu lernen, 80 gucht man die Ordinate 8,6 auf und folgt
der horizontalen Linie bis zum Durchschnittepunkt mit der
Kurve ,,Glykokoll—l—Sa,lzsii,ure“; die Abszisse dieses Punktes ist
3,15, welche 7ahl deshalb das pm- der Mischung angibt. olgt
‘man der horizontalen Linie vom Durchschnittspunkto vwigschon
der Exponentiallinie and der Ordinate dor Abscisse 3,10, findot
man zu Auferst links auf der Kurventafel den Wert 0,619,
weloher somit das 7 des Giemisches angibt.

Die Kurven sind natiirlich. so konstruiert, dafl pic auf dem
in den Tabellen III bis VI gegebonen 7ahlenmaterial [uBen;
dag schlieBt aber nicht aus, dafl die Zoichnung der IKurven
Ausgleichungen. bewirkt haben kann. Iino Zusammeonstellung
der Werte des pw" welche sich aus der Kurventafel graphisch
ableiten lassen, und derjenigen, welcho bei der elektromoetrischen
Megsung direkt gefunden worden sind, war deswegon von Intor-
esse, Iis hat sich dann gezeigh, dafi die Abweichungen zwischoen
den graphisch abgeleitoten and den direkt gomessonen Worten
von pp- immer Kleiner als eine Winheit in dex zweiton Dozimalo
des Wasserstoffionenexponenten sind, was dey groBten Clenauig-
keit entspricht, die man beim Gebrauch dor Kurventafel er-
warten darf, in deren AbszissenmaBstab 1/, mm oben oinor Iin-
heit der zweiten Dezimale des pu entspricht. Da weiter diese
Maximalabweichung des Wasserstoffionenexponenten, 0,01, einor
Abweichung der elektromotorischen Kraft von obwas woniger
als 0,6 Millivolt entspricht, finde ich in der hier orwithnten
‘gohtnen Ubereinstimmung zwischen den aus den kontinuierlich,
ohne Knickpunkte verlaufenden Kurven graphisch abyroloiteoton
und andererseits den direkt ermittolten Werten des iy oine
weitere Stiibze der oben geduBerten Annahmo (sicho 8. 175), dab
die in den Tabellen IIT bis VI angefiihrten Worte des st
‘nicht mit Tehlern groBer als hochstens 1 Millivolt behaftot sind.

Wenn man die Kurventafel betrachtet, sicht man sogleich,
- daB. die Kurven an gewissen Stellen punktiort sind, wodurch
. bezeichnet wird, daB sie an diesen Stellen ganz oder zum
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Teil unbrauchbar sind. Erinnert man sich, daB eine Anderung
der Ordinate der Kurve eine Anderung in der Zusammensetzung
der Mischung bedeutet, wihrend eine Anderung der Abszisse
einer Anderung des Wasserstoffionenexponenten derselben ent-
spricht, denn versteht man leicht, daB die Teile der Kurven
welche beinahe oder ganz parallel der Abszissenachse verlaufen
fiir den hier in Rede stehenden Zweck unbrauchbar gsind, und
zwar weil eine ganz kleine Anderung der Zusammensetzung eine
groBe, bisweilen eine auBerordentlich groBe Anderung der Ionen-
konzentration bedingt. Handelt es sich um Verwendung von
Standardlosungen, welche lingere Zeit z. B. in Woulffschen
Flaschen gestanden haben, so muB man auf dieses Verhiltnis
Bezug nehmen, und ich werde demselben deshalb durch ein paar
Beispiele etwas niher treten.

Wihrend der elektrometrischen Messung eines 8 Tage alten
Glykokolls (,,10 cem Glykokoll* ohne Zusatz weder von HCL
noch von NaOH) wurde » ziemlich schnell konstant und variierte
dann im Laufe von 2'/, Stunden nur von 0,6842 bis 0,6850.
Dasselbe Glykokoll wurde wieder gemessen, als es '/, Jahr alt
war; dann war es aber unméglich, konstante Werte fiir 7 zu
erhalten; es stieg im Laufe von 8 Stunden von 0,7415 auf
0,7515.

Ein anderes Glykokoll, 10 Tage alt, gab schnell konstante
Werte fiir 7z, welche dann wihrend 5 Stunden nur von 0,7002
big 0,7006 variierten. 7 Monate alt wurde dieselbe Glykokoll-
16sung nochmals gemessen mit dem Ergebnis, daB z im Laufe
von 3 Stunden von 0,7708 bis 0,7795 stieg.

Man ergieht somit, daB die Standardlésung ,,Glykokoll*
als solche gar nicht als Vergleichsfliissigkeit bei Wasserstofi-
ionenmessungen zu verwenden ist, und zwar weil kleine Mengen
alkalischer oder saurer Verunreinigungen die Konzentration
ihrer Wasserstoffionen ganz bedeutend verschieben kénnen. ')
DaB} es sich in der Tat nur um ganz kleine Mengen dieser Ver-
unreinigungen handelt, geht daraus hervor, daB Mischungen von
Glykokoll und HCl bzw. NaOH immer denselben Wert fiir s
geben, ungeachtet des Alters des Glykokolls; nur bei denjenigen

') Dab stark verdiinnte Lésungen von Siuren oder Basen aus dem-
golben CGrunde sich als Vergleichsfliissigkeiten nur schlecht eignen, ist

leicht verstindlich,
12%
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Glykokollmischungen, welche sehr arm an HCI, bzw. an I\.T-a.OI-I
gind; macht sich der TinfluB des Alters der Glykokolldsung
nOGhSiulﬁzgz;a wir z. B. gefunden, daBl die Mischung ,,9,9 com
Glykokoll - 0,1 com HCL 7z == 0,5922 gab, wenn die }lykolml_l-.
l6sung frisch war; war dieselbe aber 1/, Jahr alt, bekamen wir
7z == 0,6036.

Ebenso gab die Mischung ,.9,9 cem Glykokoll -~ 0,1 cem
NaOH« = = 0,7882 (frisches Glykokoll) und s == 0,7022
(t/, Johr altes Glykolkoll).

Das Versetzen des Glykokolls mit nur ganz wonig Siiure
oder Base vermindert somib die Unsicherheit in wesentlichem
Grade; aber nur erst diejenigen Mischungen, welche etwas reicher
an HGl oder NaOH sind, diirfen als vom Alter des Glykokolls
unbeeinfluBt angesehen werden.

Die Mischung ,,9,756 cem Glykolkoll - 0,26 com Nal)TTe,

Trisches Glykokoll . . . . . . . s == (,8130
7 Tage altes Glykokoll . . . . . s 0,8129
1/, Jahr altes (lykokoll. . . . . == (0, 81440
1/, Jahr altes Glykokoll . . . . oro 0,8160

Die Mischung ,,9,6 com Glykokoll -}- 0,06 oo NaOIL«
Frisches Glykokoll . . . . . . . m==0,83206
1/, Jahr altes Glylkekoll ., . . . s 0,8334.
1/, Jehr altes Glykokoll . . . . o= 0,8331

Die Mischung ,,9 com Glykokoll -f- 1 com NaOQH

Die oben (sishe S. 174) angefiihrten 10 Messungen sind mit Glykololl-
13sungen von weit versochiedenem Alter (1 Tag bis 1/, Jahr) ausgefiihrt;
7z variierte nur von 0,8525 bis 0,8533.

Ubereinstimmend mit dem hier Gesagten ist die Kurve,
welche Mischungen von Glykokoll und NaO betriflt, von
»10 cem Glykokoll* bis ,,9,75 com Glykokoll —{- 0,256 com Na(QZF**
punktiert, und aus analogen Griinden ist die Kurve der Mischungen
von Glykokoll und HCL von ,,10 com Glykokoll* bis ,,9,6 cem
Glykokoll -+ 0,5 cem HOI“ ebenfalls punktiert.

Von der Phosphatenkurve ist der Zweig, doesgen Iind-
punkt dem unvermischten primé#éren Phosphat entspricht, wvoll
ausgezogen bis zum Ende, weil diese Standardlésung nioht vom
Alter beeinflult zu sein scheint; der andere Zweig dagogen ist
von ,,9,75 com sek. Phosphat -}~ 0,26 com prim, Phosphat‘‘ his
5,10 com sek. Phosphat‘ punktiert.
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Dag gefundene =
Die Zusammensetzung wenn die Standardldsungen
der Phosphatmischungen frisch her- 9 Monate
: gestellt sind alt sind
Unvermischtes primires Phosphat . . . . 0,6990 0,5985
Unvermischtes sekundires Phosphat . . . 0,8167 0,8087
9,9 com sek: Phosphat -}~ 0,1 ccm prim. )
Phosphat . . .7, . ., .. . .. .. 0,8092 0,8035
9,76 com sek. Phosphat -]~ 0,25 com prim.
Phosphat . . . . . . ., .. .. .,. 0,8015 0,7970
9,5 cem sek. Phosphat -}- 0,5 cem prim,
Phosphat . . .. . . ., . . .. .. 0,7914 0,7895
9,0 ccm sek. Phosphat - 1,0 cem prim.
Phogphat . . .. . .. 0. .7 .. 0,7790 0,7778
8,0 cem sek. Phosphat - 2,0 com prim.
Phosphat . . .. . . . .. . .. .. 0,7616 0,7613

Infolge von Messungsergebnissen ganz gleicher Art sind
Teile der Citrat- und der Boratkurve punktiert.

Es erbellt aus den oben angefiihrten Beispielen,
daf die Benutzung der punktierten Teile der Kurven
die Gefahr eines Fehlers von mehreren Millivolt mit
~sich bringt, besonders dann, wenn die Standard-
l6sungen nicht frisch hergestellt sind. Unter gewdhn-
lichen Verhiltnissen dagegen, und speziell fir alle
colorimetrischen Messungen glaube ich die Benutzung
der gesamten voll aufgezogenen Kurventeile in ihrem
ganzen Umfange empfehlen zu kénnen. In besonderen
Fillen jedoch, wo man einer Goenauigkeit von etwa
1 Millivolt sicher sein will, ist der Gebrauch der-
jenigen voll aufgezogenen Kurventeile, welche den
‘punktierten am nichsten liegen, kaum anzuraten, es
sel denn, dafB die Standardlésungen einigermafen
_ frisch zubereitet sind.!)

1) Bei einem enzymatischen Prozesse, der Pepsinverdauung, kann
von groferen Wasserstoffionenkonzentrationen die Rede sein als derjenigen,
welche dem Wasserstoffionengehalt einer 0,1 n-Salzsiure entspricht. In
solchen Fillen haben wir als Vergleichsfliissigkeiten eine Reihe von ver-
diinnten Salzsiiuren benutzt, welche mittels der friiher erwihnten genau
titrierten n-Salzsiure dargestellt waren, und deren Wasserstoffionenkon-
zentration gemifl den Zahlen Kohlrauschs fiir dag Aquivalent-Leit-
vermogen bei 180 berechnet wurde. Die untenstehende Tabelle gibt den
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Auch die Form der Kurven gibt zu einigen Bemerkungen
AnlaB. |

Frstens ersicht man, daB alle drei Kurven natrinmhydroxyd-
haltiger Mischungen ( Glykokoll -+ NaOH, Citrat +-NaOH und Borat
|- NaOH)bei der Ordinate 5, somit 5 ccm NaOIL ~|- § com bzw. Gly-
kokoll, Citrat oder Borat entsprechend, einen Wendepunkt haben.
Unter der Ordinate 5 (d. h. den Gemischen, welche an NaOH
am reichsten sind, entaprechend) laufen die drei Kurven neben-
einander her und fallen bald beinahe zusammen, weshalb auch
nur die Kurve der Glykokollmischungen gozoichinet iat. Die
Ursache dieses Zusammenfallens der Kurven ist die, daf} die
Hydroxylionenkonzentration dieser Losungen so grof} ist, dal3
die Hydrolyse der Natriumsalze von Gilykokoll, Citronensiure
und Borsdure so gut wie vollstiindig zuritckgedriingt ist. Dioso
Natriumsalze, welche pro Molekiil Glykololl, Citrononstiure und
Borsiure bzw. 1, 3 und 1 Atom Natrium enthalten, wirkoen
daber unter diesen Umstinden wie andero normale, nicht hydro-
lysierte Natriumsalze, z. B. Natriumehlorid, und die Hydroxyl-
jonenkonzentration der Losung wird sgozusagoen ausschlicBlich
durch den UberschuB an Natriumhydroxyd bestimmit, wobei
jedoch die durch das anwesende Natriumsalz  bedinglte un-
vollstindige elektrolytische Dissoziation dessolben natiirlich nicht
auller acht zu lassen ist.

Um diese Sachlage weiter zu erhellen, habe ich in Tab. VII
die fiir eine Reihe Mischungen von 0,1 n-Natriumchloridldsung
(oder ein anderes mnicht hydrolytisch spaltbares Natriumaalz)
und 0,1 n-Natriumhydroxyd bercchneten Konzontrationen der
Hydroxyl- und Wasserstoffionen zusammengestellt, indem der
Dissoziationsgrad stets gleich 0,841 gerechnet ist (siche 5. 163).
Die zwei letzten Stibe der Tabelle enthalten teils den fiir diese

g0 berechneten Wasserstoffionenexponenten dieser verdiinnten Salzsiiuron
an; dae fiir Siuren zwischenliegender Konzentrationen goltondo py . wird
durch graphische Interpolation gefunden:

0,1 n-Salzsiure, pg.==1,033 | 0,0 n-Selzsiiuro, P ype s 0,204

0,15 n 7 » ==0,86g | O,7n 1 ;1 e 0,823
.02 n ’s ' py ==0,745 | 0,8n ’e s o0 (0,184

0,3 n 12 » =0,675 | 0,81 12 s o 0, Liby
04 n , —0,46, | 1,0n  ,, L e 0,10,
' 0,5 n ) n ==0,87,
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Losungen berechneten Wasserstoffionenexponenten (p'), teils den
fiir die entsprechenden Glykokollmischungen experimentell ge-
fundenen Wasserstoffionenexponenten (p).

Tabelle VII.

Vergleiche zwischen Mischungen von Natriumsalz des Glyko-
kolls und Lésungen von Natriumhydroxyd einerseits und
von Natriumchlorid und Natriumhydroxydlésungen

andererseits.
Fiir die entsprechende Mischung | Der expe.
von 0,1 n-Natriomechloridldsung | rimentell
und 0,1n-Natriumhydroxydlésung | gefundene
ird berechnet Wasser-
Zusammensetzung wir :
. Hvd - W .| stoffionen-
der Glykokollmischungen Die iofle;?;i_ stof%?x?;n- ilzép%ﬁent
ey zentr.1) | exponent riy-
Allalinibit | ojic.<0,841| 14,14, — ¢ | kolollls-
) =10 — q == p' sung 2)
q P’ P
0 cem Glykokoll - 10 cem NaOXIL 0,1ln - 1,075 13,06, 13,06,
¥ com Glykokoll - 9 cermn NaOH (= Gly-
kokollnatrium - 8 com NaOH) . . . 0,08 n 1,17, 12,964 12,97,
2cem Glykokoll - 8 com NaOH (= Gly-
kokollnatrium -}- 6 com NaOH) . . ., 0,06 n 1,29, 12,84, 12,85,
3 cem Glykokoll +- 7 com NaOH (= Gly-
kokollnatrium 4~ 4 com NaOH) . . . 0,04n 1,47, 12,66, 12,67,
4 com Glykokoll 4- 6 com NaOH (= Gly-
kokollnatrium - 2 cem NaOH) . . . 0,02 n 1,77 12,36, 12,39,
4,6 com Glykokoll - 8,5 com NaOH
(= Glykokollnatrium —- lcom NaOH)| 0,0ln 2,07, 12,08, 12,09,
4,9 com Glykokoll - 5,1 cem NaOH
(==Glykokollnatrium--0,2 comNaOH) | 0,002n 2,77 11,36 11,586
Y 5 & &
5 eem Glylkokoll + 5 com NaOH (= Gly-
kokollnatrium -+ 0 cem NaOH) . neutral - 7,07, 7,07, 11,30,

Die im groBen und ganzen schdne Ubereinstimmung der

Werte von p und ' zeigh, da8 Glykokollmischungen, welche
einen nur einigermafBen bedeutenden UberschuB3 an Natrium-
hydroxyd enthalten, im wesentlichen als eine natriumhydroxyd-
haltige Ldsung eines normalen nicht hydrolysierten Natrium-
salzes aufzufassen sind.?) DaB die Hydrolyse nicht vollstédndig

1) Vgl. Tabelle II, zweiten Stab (S. 162).

2) Vgl. Tabelle IIT, letzten Stab (S. 174).

3) Da es in diesem Zusammenhang von Interesse ist, das Verhalten
normaler Salze sohwacher Siiuren unter entsprechenden Umstéinden ken-
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 guriickgedringt ist, zeigb gich dadurch, dafBl p durchgehends
ebwas groBer als p' ist, was gewil nicht Versuchsfehlern zu-

nen zu lernen, werde ich als Beispiel einige mit Carbonat- und IPhosphat-
l6sungen ausgefiihrte Messungen hier anfiihren.

Von chlorid- und sulfat{reiem abgewiissertom Natriumcarbonat
(C. A, F. Kahlbaum) wurde das reine, wasserfreie Salz durch Iirhitzen
nach G. Lunge dargestellt; ein Gehalt an Hydroxyd oder Bicarbonat
konnte nicht nachgewiesen werden (sicho S. P. I. Sdrensen und A, C.
Andersen: Zeitschr. f. analyt. Chem. 45, 220, 19006).

Tine 0,05 mol. Losung diesos Salzes gab eolektromoetrischh gemessen
7 ==0,0949, Was pg- == 11,39, entspricht, Sectwt man dio Dissoziations-
Lkonstante des Wassers = 10—1414, so wird dic Hlydroxylionenkonzon-
tration der gemessenon Lisung s 10—2,76 woin, wolches nach oinoer oine
fachen Rechnung 8,669/, der Natrinmearbonatkonzentration ontspricht.
Der so gefundene Hydrolysegrad des Natriamearbonats stimmmb gut mit
dem von K. Koelichen (Zeitschr. f. physikel. Chom. 33, 173, 1809)
mittels der Diacetonalkoholmethodo gofundenen, ist aber nicht un.
bedeutend Ikleiner als der von J. Shiolds (Zeituchr. I physikal. Chem,
12, 175, 1898) mittels der Athylacetatmothodo hostimmito Werl dos Hydro-
lysegrads von Natriumearbonatidsungon ihnlichor Stitvke.

Die elektrometrischo Messung oines Glemischos von .0 ocm 0,06
mol. Na,COy -}~ 1 cem 0,1 n-NaQIH, wolohes somit in bozug anfl seinen
gesamten Natriumgehalt 0,1n war, gab s - 11,0360, pyp- 12.00, onte
sprechend. Man sieht mithin, dald dor Wassorstoffionenexponont. diosor
Mischung wohl ein wenig hoéher ist als der des Gomdschaes L0 com 0,1 n-
NaCl -4 1 com 0,1 n-NaOH* (pge == 12,003 giche Tabelle VII), die Hydro-
lyse des Natriumocarbonats ist aber doch so weit zurliickgedringt, dall
nur wenig mehr als 19/, des Natriumocarbonats nooh hydrolysiort ist.

Uber dag normale Natriumphosphat gibt J. Shields (L . 3. 181
w. 187) an, daB es in wiBriger Losung vollig hydrolysiert sei, pomiifl
der Gleichung:

NagPQ, -+ Hy0 == NagFIP Oy - NaOIL;
dies Ergebnis stimmt aber nicht mit dem unarigon.
‘Durch elektrometrische Messung der folgenden vier Gominche:
a) 9 ocm 0,06 mol, Na,HPO, ~-1 cem 0,1 n-NaOI]

b) 62/3 " 0:05 L 1) 1y “i”‘ 31/3 133 0:1 n "y
0) 6 3] 0,05 23 [T} "’[“‘ 4 L] 0:1 n LX)
d) 2 s 0,00 »s ‘"I"‘ 8 o O1n "

wurde gefunden:
a) = 0,9850, py =11,21; dio entspr. O’-Konzentr. 1,4 su 10~

b) 7==1.0370 ,, = 12!1105 " 2 Y 0.0 .2 10—
o) m=—1,0400 ,, =12,32, ,, ’s . 15,4 3 10-=8
d) x=1,0820 ,, =12,80,4 ,, »e . 57,4 -7 104

Wenn das normale Natriumphosphat in wiiBriger Lilsung vollatiindig
hydrolysiert wire, dann miiften die hior besproohenen vior Lisungen
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zurechnen ist. Indes macht sich die Hydrolyse des Glykokoll-
natriums erst an solchen Gemischen stiirker geltend, welche
wie ,,4,9 ccm Glykokoll -~ 5,1 cem NaOH** nur einen ganz
kleinen Uberschufl an Natriumhydroxyd enthalten.

Man mdchte erwarten, daB der andere Zweig der Glyko-
kollkurve einen #hnlichen Wendepunkt bei dem Gemische
»86 com Glykokoll +- 5 com HOI* (der Verbindung von gleichen
Molekiilen Glykokoll und Salzsiure entsprechend) hiitte: ein
solcher Wendepunkt 188t sich vielleicht. eben wahrnehmen,
tritt aber jedenfalls nicht deutlich zutage. Die Ursache dazu

eine Hydroxylionenkonzentration haben, welche durch die ganze zu-
gegebene Menge Natriumhydroxyd unter Beriicksichtigung des gesamten
Natriumgehalts bestimmt wiirde. Da alle vier Lésungen auf Natrium
bezogen 0,1 n sind, so muB die Hydroxylionenkonzentration, wenn die
Voraussetzung richtig wiire, 0,841 mal bzw. 0,01, 0,033, 0,04 und 0,08 be-
tragen, oder anders ausgedriickt, 10—3mal bzw. 8,4, 28,0, 33,6 und 67,3.
Man sieht sogleich, dafl diese Zahlen weit grofer sind, als die oben an-
gefiihrten, experimentell gefundenen Werte der Hydroxylionenkonzen-
tration; die Hydrolyse ist mithin nicht vollstindig gewosen.
Uber die GréBle des Hydrolysegrades gibt die folgende Berechnung

Auskunft:
Die gesamte OH/-Konzentration der a b o d

untersuchten Ldsungen ist . . 10~8><1,2 9,5 15,4 57,4
OH/-Konzentration, herriihrend von

dem fiir die Bildung des normalen

Phosphats tiberschilsgigpen NaOH 10—8 <0 0 8,4 58,9
Also OH'-Konzentration (%) von der

Hydrolyse des normalen Phos- :

phats herriihrend . . : . . , 10—3<1,2 9.5 7,0 0
OH'-Konzentration (X), *wenn das

normale Phosphat vollstindig

hydrolysiert wire . . . . : 10—3 ><8,4 28,0 26,2 8,4
k in °/, von K ausgedriickt . . . 14 34 28 0
I in %/, der mol. Konzentration des

normalen Phosphats ausgedriickt 12 20 23 0

Bs bat sich somit herausgestellt, dafl die Hydrolyse am weitesten
vorgeschritten ist in der Lésung b, welche sekundires Phosphat und
Natriumhydroxyd eben in dem Verhiiltnis enth#lt, in welchem sie sich
unter Bildung des normalen Phosphats verbinden; allein auch in diesem
Falle ist nur etwa ein Drittel dieses Salzes hydrolysiert. Die Hydrolyse
kann durch Zusatz eines der Hydrolyseprodukte, sek. Phosphat oder
NaOH noch weiter zuriickgedriingt werden, ja im Versuche d, wo der
Ubersohull an Natriumhydroxyd ziemlich bedeutend ist, ist das normale
Phosphat offenbar tiberhaupt nicht hydrolysiert.
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ist in dem Umstand zu suchen, daB3 der saure Charakter des
Glykokolls stiirlzer als der basische hervortritt.

Der andere Zweig der Citratkurven dagegen =zeigt einen
deutlichen Wendepunkt beim Gemische ,,3,33cem Citrat—|-6,67cem
HCl* (freier Citronensiiure entsprechend), und die Boratenkurve
hat ebenfalls an ihrem zweiten Ast einen ausgesprochenen
Wendepunkt beim Gemische ,,8 com Borat - § cem IICI«
(freier Borsdure entsprechend). In allen Boratmischungon,
welche reicher an Salzsiiure sind, als die eben genannte, ist
die Borsiure fiir die GréBe der Ionenkonzontration ganz be-
langlos, indem diese Grofle lediglich durch den Salzsiiureiibor-
schuB und das anwesende Natriumechlorid bedingt ist,

e i e [E—

Es mége nur noch erlaubt sein, ein paar Bemerkungen tibor die
Umstinde zu machen, welche bei der Wahl der eben besprochenen
Standardldsungen fiir mich ausschlaggebend goweson sind.

Schon in einer von Fr. Weis hior im ILaboratorium aus-
gefithrten, im Jahre 1902 verdffentlichten Arbeit?) {iber die
proteolytischen Enzyme des Malzes wurde auf dic grolic Rolle
aufmerksam gemacht, welche der Gehalt an Phosphaten boi
der Proteolyse spielt. Und zwar halt Weis in Ubercinstim-
mung mit den Angaben von A. FFernbaoh und L. Hubort¥)
gefunden, dafB3 das proteolytische Vermdgen eines Malzauszuges
bei Zugabe von S#duren so lange gesteigert wird, bis day an-
wesendo sekundidre Phospbat vollkommen in primiires verwandolt
ist; durch weiteren SHurezusatz aber nimmt das proteolytische Vor-
mogen wieder ab. Iine Zugabe von Basen andererseits hommt
die Proteolyse um so mehr, je groBer die zugegobene Mengo ist;
besonders aber zeigt sich die Hemmung, wenn mehr Base zu-
gesetzt wird, als notwendig ist, um das anwesende primiire
Phosphat in sekundéres zu verwandeln.

Eine Reihe von Versuchen itber das proteolytische Enzym
der Hefe, welche von den Herren Ingenieur Fr. Petorsen und
Chemiker P. R. Sollied hier im Laboratorium in den Jabren
1902 und 1903 ausgefiihrt wurden, hatten ebenfalls gozeigt, dal
die Menge der in den Versuchfliissigkeiten anwosondon primiiren

1) Comptes rendus des travaux du Laboratoire do Carlsboerg 5, 211
und Zeitschr. f. d. ges; Brauwesen 206, 558, 1903.
2) Compt. rend. 131, 293, 1900,
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und sekundiren Phosphate einen wesentlichen EinfluB auf die
Schnelligkeit der Proteolyse ausiibte.

Da man ferner aus den Untersuchungen Fernbachs?)
wuBte, dafl auch die lésende Wirkung der Diastase Stirke
gegeniiber von den anwesenden Phosphaten abhingig ist, indem
die prim#ren den ProzeB beschleunigten, die sekundiren ihn
aber hemmten, war der Gedanke naheliegend, daB man es hier
mit einer allgemeinen Wirkung der genannten Salzmischung zu
tun hatte.

Da es sich wohl kaum denken lift, daB priméire oder
sekundére Salze als solche enzymatische Prozesse beeinflussen
konnen, weder in der einen noch in der anderen Richtung,
mufl man also die Ursache der Bedeutung dieser Salze fiir die
Enzymspaltung anderswo suchen, und es liegt dann am nich-
sten, an die Wasserstotfionenkonzentration der Versuchsfliissig-
keit zu denken, fiir welche ja das gegenseitige Mengenverhiiltnis
priméren und sekundiren Phosphats maBgebend ist. Wird eine
begrenzte Menge Séure oder Base zu einem solchen Phosphaten-
gemisch gegeben, so bewirkt das nur, daB ein Teil des sekun-
diren Salzes in priméires verwandelt wird oder umgekehrt; der
Gehalt der Lisung an Wasserstoffionen wird aber nicht iiber
die dem primiéren bzw. dem sekundiren Phosphat entsprechende
Konzentration hinaus verschoben. Ein solches Gemisch wvon
Phosphaten bietet somit einen natiirlichen Schutz gegen allzu

schroffe Anderungen der Ionenkonzentration, es wirkt — mit
einem von Fernbach und Hubert®) in diesem Zusammenhang
gebrauchten Bilde — wie ein Puffer?).

1) Ann. de la Brasserie etide la Distillerie, 5 sept. 10 ot 25 oot. 1899;
Wochenschr. flir Brauerei 17, 84, 1900. Vgl. auch die spiiteren Arbeiten
von L. Maquenne und Eug. Roux {iber die Verzuckerung der Stirke
mittels Diastase (zusammenfassende Darstellung: Bull. Soc. Chim. Paris
[3] 85, I bis XV 1906 und Ann. Chim, et Phys. [8] 9, 179, 1906).

2) L e. 8. 295.

8) Vgl auch R. Héber, Beitrige z. chem. Physiol, u. Pathol. 3,
528, 1903, sowie die aus den spiateren Jahren stammenden Arbeiten:
G. Bertrand, Bull. Soc. Chim. de France [4], 1, 1130, 1907; L. J.
Henderson, Amer. Journ. of Physiol. 15, 257; 21, 427 — L. J. Hen -
derson und O. F. Black, ibid. 18, 250;: 21, 420. — G. W. Hall, ibid.
18, 283; die filinf letzten Abhandlungen sind nach den Referaten im
Chem. Centralbl. 19086, 1, 1081; 1908, 1, 1190 und 1197; 1908, 2, 385 und
335 zitiert.
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Auch Gemische von normalen und sauren Carbonaten so-
wohl als saure Carbonate mit einem Uberschull von Kohlen-
siure konnen als Puffer wirken und fungieren sicher auch oft
als solche. Hs wurde frither erwilnt (siehe S. 184 Anm.), daB
eine 0,05 mol. Ldsung von normalem Natriumeoarbonat ecine
Wasserstoffionenkonzentration hat, welche dem Wasserstoff-
ionenexponenten 11,39 entspricht. Iine 0,1 mol. Lisung von
saurem Natriumecarbonat hat dagegen den Wassorstoffionen-
exponenten 8,40, und falls diese Lisung mit Kohlonsiure ge-
siittigt wird, sinkt ihr pg- bis auf 6,8bis 6,9"). Hiervaus folgt,
wie es ein Blick auf die Hauptkurventafel zeigh, dal} oine
kohlensdurehaltige Natriumcarbonatldsung als Duffer dicnon
kénnen wird fiir einen Konzentrationsbereich, ihnlich dem-
jenigen; iiber welchen dic Phosphatmischungen sich crstrecken,
aber etwas mehr nach der alkalischen Soeite liegond.

s gibt indesgen einen onzymatigelien I'rozeld - (lie ’epsin-
verdauung  —, dessen optimale Wasserstoifionenkonzentration
ganz auBerhalb des hier erwihnten Boreiches liegt. el dicsem
ProzeB kénnen deshalb weder Phosphate noch Carbonastoe als
Regulatoren benutzt werden; das Substrat selbst, dor I'roteingtofl

1) Solche stark kohlensiiurehaltigen IMligsighkoiton wio dio beiden
letztgenannten lassen sich nicht clektrometrisch messen (siohe niichuton
Abschnitt 8. 190); die hier angefithrten Worto fiiv py;- sind colorimotrisch
gefunden,

0,1 mol. Lésungen zweier vorgehiodenen Proben souren Natrium-
carbonats gaben bei colorimotrigochor Mossung mit Boratenmischungen
als Vergleichsfliissigkeiten und mit Tropiolin 000 Nr. 1 nls Indicator
P - == 8,34 bis 8,46 und mit Phenolphtalein als Indicator g - K380,

Nach Sittigung dieser Ldsungon mit Kohlensiiure bei Zimmertem-
peratur wurde gefunden, mit Phosphatmischungen als Vergloiohslliiseig-
keit und mit

Rosolsdure als Indicator . . oy < 6,80
Neutralrot, . . . . . . c 06,82 und 6,90
Azolithmin . . . . - 6,806

Dagegen zeigten reines, kohlensmuro&,emth&,Los Wasser sowohl als
auch eine kohlenséuregesittigte Natriumehloridlisung oinenwolt niodrigeren
Wasserstoffionenexponenten, indem beide mit Methylomng,e als Indiocator
und Citratenmischungen als Vergleichsfliissigkoiton Py o 4,08, und mit
Glykokollgemischen py- == 4,00 gaben.

Das hier angefiihrte bestitigt vollauf die in der schéinen Arbeit

- W. Kiisters fiber die Titrierung carbonathaltiger Alkalilaugen
Zeitschr. f. anorgan. Chem. 13, 127, 1807) geiuBerton Ansichten.
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und seine Spaltungsprodukte, welche sowohl s#dure- als auch
basenbindend sind, dient hier als Puffer.

Handelt es sich nun um Darstellung von VergleichsAiissig-
keiten, welche #hnliche Konzentrationen der Wasserstoffionen
besitzen wie jene, welche bei enzymatischen Prozessen eine
Rolle spielen, dann liegt der Gedanke sehr nahe, sich der von
der Natur als Puffer verwendeten Stoffe zu bedienen. Die
ersten von uns benutzten Vergleichsfliissigkeiten waren deshalb
die Phosphat- und die Glykokollmischungen, die letzteren,
weil das Glykokoll der einfachste und am leichtesten zu be-
schaffende Vertreter der Eiweifstoffe und ihrer Abbauprodukte
ist. Die Kurventafel zeigt beim ersten Blick, wie schén die
diesen Mischungen entsprechenden Kurven einander erginzen:
die Phosphatkurve heherrscht eben den Bereich, in welchem
die Glykokollkurve absolut unbrauchbar ist. Es ist kaum zu
bezweifeln, daB die iibrigen Abbauprodukte der Proteinstoffe,
wie auch die Proteinstoffe selbst, sich im wesentlichen in der-
selben Weise wie das Glykokoll verhalten werden. Neutrale
Lisungen dieser Stoffe werden demzufolge durch Zusatz selbst
von kleinen Mengen S#ure oder Base weit vom Neutralpunkte
(pr: == 7,07) weggetrieben, es gei denn, daB die Liosungen
Phosphate oder Carbonate enthalten, welche als Puffer Dienste
leisten ' konnen.

Eine n#here Betrachtung der Kurventafel lehrt indessen
bald, dal es wohl, wie oben erwihnt, moglich - ist, mittels
der Phosphat- und Glykokollmischungen Vergleichsfliissigkeiten
tiir den ganzen Konzentrationsbereich von 0,1n-HCI bis 0,1 n-
NaOH darzustellen, die Gestalt der Kurven aber zeigh, dall es
zwei Konzentrationsabschnitte gibt, nimlich da, wo die Phos-
phatkurve endet und die Glykokollkurve (mit HCI bzw. NaOH)
anfingt, in welchen ein Bediirfnis nach anderen Standard-
l6sungen sich fithlbar macht. ~ Da dieses Bediirfnis, wie es die
Kurventafel zeigt, bei dem einen Abschnitt (mit pyg == etwa 4)
besonders dringend ist, und da eben dieser Abschnitt fiir viele
Enzymspaltungen von ganz besonderem Interesse ist (siehe
S. 266), so wurde es bald notwendig, die Phosphat- und Gly-.
kokollmischungen durch neue Standardlésungen zu erginzen.
Unter den Lésungen, die wir im Hinblick auf dieses Ziel unter-
suchten, haben wir die frither erwihnten Citrat- und Borat-
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mischungen auserwahlt, und diese haben sich in jeder Bo-
zichung sehr gut bewihrt.

Noch ist zu bemerken, da@3 aguch Friedenthoal und Salm
in ihren frither erw#hnten Arbeiten (siche S. 146) nach dem
Vorschlage von' Szilys Phosphatmischungen als Vergleichs-
fAiissigkeiten gebraucht haben. Selbstverstindlich beabsichtige
ich nicht, die Prioritét dieser ausgezeichneten Forscher in diesem
Punkt zu bestreiten, andorerseits aber habe ich e¢s auch nicht
unterlassen wollen, den Gedankengang mitzuteilen, welcher fiir
mioch bei der Wahl der Standardldsungen der leitonde go-
wesen ist,

¢) Besondere Talle, in welchen dic elelktromeoetrische
Messung Schwierigkeiten bictot.

Selbst wenn man bei Anwendung der hier beschriobonen
Versuchsanordnung sich im voraus vorgowissert hat, dafd dio
benutzte Platin-Wasserstoffelektrode in jeder Bozichung normal
ist, gibt es doch Fille, wo die elektrometrische Mossung mit
Schwierigkeiten verkniipft ist, weil dic zu untorsuchendoe Iflissig-
keit withrend der Messung entweder selbst vorindoert wird oder
in der einen oder der anderen Weise mit dor Ilektrode in
Wechselwirkung tritt. In diesem Abschnitte wordo ioh cinige
Beispiele dieser Art anfiihren.

1. Flissigkeiten, welche IKohlensiure odor Car-
bonate enthalten, lagsen sich gewshnlich nicht genau eloktro-
metrisch messen, weil der Wasserstoff nach und nach einen
Teil der Kohlensiure austreibt, wodurch dio Tonenkonzontration
eine andere wird. Nur dann, wenn die vorliegende Flissigkeit
go sauer ist, daf die gesamte Kohlensiiure durch den Wasgsor-
stoff verjagt werden kann, ohne dal} die Wasserstoffiononlkon-
zentration sich dadurch merkbar éndert, oder dann, wenn die
Fliissigkeit so allcalisch ist, daB gar keine Kohlensiiure beim
Durchleiten von Wasserstoff ausgetricben wird, ist ecine genauo
elektrometrische Messung durchfiihrbar.

So ist, wie frither erwdhnt (8. 184 Anm.), eine 0,05 mol
Lésung von mnormalem Natriumearbonat clokirometrisch genau
‘meBbar, wogegen dasselbe mit einer 0,1 mol. L&sung von Na-

- triumbicarbonat nicht der Fall ist. Withirend die colorimetrische

Messung der letztgenannten Ldésung py == 8,40 gab (8. 188
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Anm.), war das Ergebnis der elekirometrischen Messung wie
folgt: Die Durchleitung des Wasserstoffs fing um 11 Uhr an,
die Steigerung von z trat besonders stark zutage von 11°6
bis 11°%, zu welcher Zeit die genauen Ablesungen anfangen
konnten; es wurde dunn gefunden:

Zeit 7 D
11°%8 0,8120 . 8,22
113t 0,8218 8,39
1117 0,8283 8,50
113° 0,8341 8,60
12%° 0,8475 8,84
120 0,85643 8,95
230 0,8591 9,04
4.30 0,8682 9,19

Aus diesen Zahlen geht unzweideutig hervor, dafB es un-
mdoglich ist, die Wasserstoffionenkonzentration einer Losung wie
die vorliegende elekfrometrisch zu bestimmen, und zwar weil
es ganz willkiirlich sein wiirde, den Wert pg == 8,39 (nach
Wasserstoffdurchleitung wihrend 11 Minuten), welcher mit den
colorimetrisch gefundenen stimmt, zu wihlen. Fher wire der
etwas hohere Wert py == 8,60 zu akzeptieren, da wir bei
unseren elektrometrischen Messungen gewohnlich nach %/, Stunde
Wasserstoffdurchleitung konstante Resultate bekommen. DaB
es sich bei diesem Versuche wirklich um eine Anderung der
Ionenkonzentration und nicht etwa um eine Vergiftung der
Elektrode handelt, wird zur Geniige bewiesen durch die colori-
metrische Messung der als Elektrodenfliissigkeit benutzten Losung.
Diese hat am Ende des Versuches mit. Glykokollmischungen
als Vergleichsflilssigkeiten und Phenolphtalein als Indicator
P == 9,18 gegeben.

Bei den im folgenden Hauptabschnitt B beschriebenen
Untersuchungen tiber die Brauchbarkeit verschiedener Indicatoren,
fur die colorimetrische Messung solcher Losungen, wie die bei
enzymatischen Spaltungen vorkommenden, haben wir immer
diese eben genannte Fehlerquelle mit in Betracht ziehen miissen,
Ihretwegen haben wir immer die Lésung, welche wir unter-
suchen wollten, tags vorher zubereitet, und mittels Wasserstoff-
durchleitung iiber Nacht dafiir gesorgt, die eventuell anwesende
Kobhlenséiure, welche sich durch diese Behandlung entfernen
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lie3, auszutreiben. Die so behandelte Losung wurde dann so-
wohl elektrometrisch als auch colorimetrisch gemessen, und die Er-
gebnisse miteinander verglichen. Und zwar nahmen wir keine
Riicksicht darauf, ob die Wasserstoffdurchleitung vor der Messung
etwa die lonenkonzentration der Ldsung modifiziert hatte; wir
gingen ndmlich von der, wenn auch nicht selbstverstiindlichen,
doch ziemlich wahrscheinlichen Voraussetzung aus, daf die
(#enanigkeit der colorimetrisschen Messung ganz unabhiingig
davon sei, ob die Losung Kohlensiiure enthilt oder nicht.?)
Bei enzymatischen Untersuchungen kann man sich ge-
wdohnlich derart einrichten, daf man mit so gut wie kohlen-
séurefreien Fliissigkeiten arbeitet, was diese Fehlerquelle bei
der elektrometrischen Messung hinfillig macht. In anderen
Féllen — und zwar besonders dann, wenn es sich um eine
Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration in »,nabiirlichen‘¢
Fliissigkeiten handelt — liegt die Sache oft bedeutend ungiinstiger.
Bine - einigermafen kohlensiurehaltige Probe von Meerwasser
z. B. 1a8t sich nach dem oben beschriebenen elektrometrischen
Verfahren nicht genau messen; man kann aber, wie oben ge-
sagt, die Kohlensdure austreiben und nachher durch Vergleichung
elektrometrischer und colorimetrischer Messungen die Genauig-
keit bestimmen, mit welcher Losungen, die eben das in der
Wasserprobe gegenwiirtige Salzgemisch enthalten, colorimetrisch
gemessen werden koénnen; danach kann man dag Wasser selbst
“colorimetrisch messen und nétigenfalls das Ergebnis korrigieren.
Ein @hnliches Verfahren 1aB8t sich bei der Wasserstoffionen-
messung vieler kohlensdurehaltigen ,,physiologischen*t Fliissig-
keiten nicht anwenden. Blut z. B. ist natiirlich nicht colori-
metrisch zu messen, Plasma und Serum auch nicht, weil es
nicht — wenigstens nicht bisher — moglich gewesen ist, In-
dicatoren zu finden, welche such nur einigermafen zuverlissige
Resultate geben konnten, wenn es sich um die Messung von
Fliissigkeiten, welche groBe Mengen genuiner Proteinstoffe ent-

1) In solchen Fillen, wo die Wasgerstoffdurchleitung die Ionen-
konzentration der Fliissigkeit so stark dndert, daB der fiir die mit Wasser-
stoff nicht behandelte Fliissigkeit brauchbare Indicator nicht mehr zu
verwenden ist, geniigt natiirlich ein Zusatz kleiner Mengen von einem
passenden Puffer oder ‘auch nur von einer Siure, umn die urspriingliohe
Wasserstoffionenkonzentration wiederherzustellen.
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ha.lten; handelt. In golchen Fillen muB man sich mit der
elektrometrischen Messung in etwas abgeéinderter Form aus-
helfen.') Das Elektrodengefi3 wird beim Anfang des Versuches
mit der zu untersuchenden Fliissigkeit ganz gefiillt und luft-
dicht verschlossen, wonach so viel Wasserstoff zugeleitet wird,
daB das Niveau im Elektrodengefti8 bis zu einem bestimmten
Punkt sinkt, so daB ein Teil der Platinelektrode mit Wasserstofi
umgeben ist. Bei diesem Verfahren werden wesentliche Mengen
Kohlensiure nicht ausgetrieben; es dauert aber gewdhnlich sehr
lange (6 bis 8 Stunden oder mehr), bis die elektromotorische
Kraft konstant wird.2)

2. Liegt zur Messung eine Lésung vor, deren
Wasserstoffionenkonzentration sich stetig #ndert, so
wird es begreiflicherweise unmoglich sein, mittels der elektrometri-
schen Messung die Anfangskonzentration der Lésung, d. h. die Waa-
serstoffionenkonzentration derselbon im Herstellungsaugenblicko,
zu bestimmen. FErst nach Einbringen der Losung in den MeB-
apparas und etwa '/, Stunde Durchleiten von Wasserstoff worden
die Messungsergebnisse zuverldssig, und von nun ab kénnon
Anderungen des Gehalts an Wasserstoffionen messend verfolgt
werden. Man kann dann entweder die Anfangskonzentration
durch graphische Extrapolation finden, oder, wenn dies sich
tun 1aBt, dieselbe colorimetrisch herstellen. In solchen Fillen,
wo es sich um die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration
gerade im Herstellungsaugenblicke der Losung handelt, bictet
die colorimetrische Methode viele Vorteile; auch hier aber wird
man durch eine passende Kombination der beiden Methoden
die besten Resultate erreichen. Als Beispiel werde ioh die
Messung der Anderungen anfiibren, welche die Wasserstoffionen-
konzentration eines Passenden alkalischen Gemisches von Witte-
Pepton und Pankreatin bei Zimmertemperatur erfihrt, Schon

1) Siehe u. a, Ladislaus v. Rhorer (Pfliigers Archiv 86, 586,
1901); @. Farkasg (ibid. 98, 551, 1903); M. Pfaundler (Arohiv fiir
Kinderheilkunde - 41, 161, 1905); Fr. Tan gl (Piiigers Archiv 115, 64,
1906); Alex. 8zili (ibid. 115, 72 und 82, 1906); I. Benediot (ibid. 115,
106, 1906); vgl. auch P, Fraenckel (ibid. 98, 601, 1903).

%) Laut der schdnen Untersuchungen Carlo Fods (Archivio dj
Fisiologia 3, '383, 1908) ist das dooh nicht der Fall mit platinierten und
noch weniger mit palladiierten Goldelektroden, welohe sogar sehr schne]]

ein bestimmtes Potential annchmen,
Blochemische Zieltschrift Band 2], 13
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in einer fritheren Abhandlung?) ist es bemerkt worden, dafl die
Wasserstoffionenkonzentmtion einer solchon Lisung sich stark
und ziemlich schnell sndert auch bei gewdhnlicher Temperatur,

Die Messungsergebnisse sind auf der Fig. 1 graphisch
dargestellt. Die Zeit in Minuten vom Augenblicke des Ver
mischens ab ist als Ordinate, und der zu den vorschiedenen
Zeiten durch Messung ermittelte Wasserstoffionenexponent als
Abszisse benutzt., Die von Herrn 8. Palitzsch ausgefiihirten
elektrometrischen Messungen sind mit FPunkton bezeichnet,
wihrend die von mir zu gleicher Zeit vorgenommenen colori-
metrischen Bestimmungen mit Punkten, welolie  von  einem
Kkleinen Kreis umgeben sind, bezeichnet werdon., Divso lotztoren
sind mit Boratmischungen als Vergleichs(litssigleiton und Phonol-
phtalein als Indicator ausgefiihrt worden.
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Fig. 1.

Es erhellt aus der Tafel, daB die stete Anderung der

| elektromotorischen Kraft nieht von irgend einem Fehler der

Elektrode oder von einer Unsicherheit der Methode iiberhaupt
herrithrt (vgl. 8. 156 und 8. 200), sondern von einer wirklichon

1) Diese Zeitschr. 7, 97, 1907.
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Anderung der Wasserstoffionenkonzentration ; denn die auf gang
anderen Prinzipien fuBende colorimetrische Methode zeigt eine
ganz entsprechende fortgesetzte Anderung. Die Tafel zeigt
ebenfalls, daB der Wasserstoffionenexponent der Lésung im
Augenblicke des Vermischens bedeutend gréBer als der durch
die elektrometrische Messung ermittelte Maximalwert (9,04)
gewesen ist, und es ist leicht zu ersehen, dafl eine Extrapola-
tion iiber die elektrometrisch bestimmten Punkte hinaus etwa
denselben Wert der Wasserstoffionenkonzentration im Ver-
mischungsaugenblicke geben wird, wie jenen (9,3 bis 9,4), welchen
die colorimetrische Messung ergab.

Ohne im f{ibrigen auf Binzelheiten, welche auBer dem
Rahmen dieser Abhandlung liegen, niher einzugehen, ist nur
zu bemerken, daB die Kurve, welche die Anderungen des
Wasserstoffionenexponenten darstellt, sich einer Geraden nihert,
ein Umstand, der darauf hindeutet, daB das Abnehmen des
Gehalts der Lésung an Hydroxylionen im wesentlichen wie ein
monomolekularer ProzeQ3 verlduft.l)

‘ SchlieSlich muB ich noch bemerken, daB die Ubereingtimmung
zwischen den elektrometrischen und den colorimetrischen Bestim-
mungen hier eine auBergew&hnlich gute ist; meistens wird man,
wie es der folgende Hauptabschnitt B dartun wird, mit weniger
scharfen Indicatoren und bisweilen auch mit dem hier ange-
wandten vorziiglichen Indicator, Phenolphthalein, etwas groBere
Abweichungen bekommen. |

3. Die Wirkung des Toluols bzw. des Chloroforms.
BEs ist bei enzymatischen Untersuchungen iiblich, Lisungen zu
verwenden, welche, um den EinfluB der Bakterien zu ver-
hindern, mit Toluol, Chloroform oder dergleichen Antiseptica ge-
séttigt sind, Aus demselben Grunde stellten wir anfangs unsere
Standardldsungen mit Toluol gesattigh dar. Bisweilen, besonders
bei frisch platinierten Blektroden, zeigten sich indessen Schwie-
rigkeiten bei der Messung von Gemischen solcher toluolgesdttigten
Standardlésungen, und zwar dauerte es oft sehr lange, bevor
die elektromotorische Kraft konstant wurde. Tine genauere

1) Vgl. auch die jlingst publizierte Arheit von T. Brailsford-
Robertson und 0. I. A. Sehmidt, Die Rolle des Alkalis bei der Fi-
weiBhydrolyse durch Trypsin (Journ. of Biolog., Chem. 5, 31); hier nach

Chem. Centralbl, 1908, 2, 1267, referiert.
13*
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Untersuchung hat gezeigh, daB frisch platinierte Illektroden
‘durch Toluol oder Chloroform stark beeinfluBt werden — und
zwar stirker, scheint es, in saurer als in alkalischer Flilssig-
keit —, doch kann die Tlektrode durch Einwirkung lingere
" Zeit hindurch und durch wiederholten Gebrauch in mit Toluol
oder Chloroform gesiittigten IMissigkeiten nach und nach ihre
Empfindlichkeit diesen Kérpern gegeniiber verlieren — man
mochte sagen, daf} sie gewissermzmﬁen LHimmunigiort  wivd,
PDie immunisierten Tlektroden gaben gewbhnlich heinahe richtige
Resultate, besonders wenn Wir dafiir Sorge trugen, dall die
angewandten Standardlosungen nur wenig Toluol enthielten, so
daB dasselbe sich durch denWasserstoffstrom leicht und schnell aus-
treiben lieB. Kinige Unsicherheit wurde indessen immor durch
dieses Verhiiltnis verursacht, und da wir andererseits fanden,
dad selbst eine reichliche Schimmelvegetation in don Stendord-
l5sungen keinen meQbaren Tinfluf auf die Wasserstofliononkon-
sentration derjenigen Vergleichsmischungen susiihto, welcho dem
ganzen, vollausgezogenen Teil der Kurven (sieheS. 179) ontsprachen,

50 haben wir in den letzton panr Jahren ausschliofilich mit toluol-

freien Standardlésungen gearbeitot. Die im vorhergehondon be-
sprochenen Messungen, auf welchen die Kurventafol fullt, sind
alle mittels toluolfreier Standardlésungen ausgelithrt worden.

Ich mache auf dieses recht sonderbaro Verhiltnis — von
dessen Ursache und Charakter ich keine zufriedenstellende K-
klirung zu geben imstande bin — deshalb aufmorksom, weil
es meines Wissens bis jetzt nooh unbekannt ist, dal dicse all-
gemein gebrauchten Antiseptica eine Rolle bei clektrometrischen
Messungen der Waaserstoffionenkonzentration apiclen  kinnen.
Insbesondere bei dem oben erwihnten, abgeinderton Verfahron
(siche 8. 193), wo nur eine ganz geringfiigige Monge Wasser-
stoff zugeleitet wird und demzufolge so gut wie alles Toluol
oder Chloroform in der Fliissigkeit verbleibt, wird die hior er-
wihnte Tatsache zweifelsohne oft von Bedeutung sein.

Um die Frage besser zu beleuchten, werde ich cinzelne
der ausgefiihrten Versuche kurz beschreiben.

Die Messungen wurden mittels des von uns gewbhnlich benutzten
- Apparates ausgefithrt, nur war eine kleine mit Toluol oder Chloroform
beschickte Waschflasche dem ElektrodengefiB unmittelbor vorsus ein-
gesoha_lte‘t, pebst einer einfachen Zussmmensteltung von 7 -Rihren, vor-
.b\lnden durch mit Schraubenquetschhéhnen versehene Kautschuksehliucho.
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Diese Anordnung ermdglichte es, einerseite den ganzen Apparat, auch
den Raum tiber dem Toluol bzw. Chloroform, beim Anfange des Ver-
suches mit Wasserstoff zu fiilllen, andererseits wihrend des Verguches
-entweder reinen Wasserstoff oder solochen mit Toluol oder Chloroform
beladenen durch die Elektrodenfliissigkeit streichen zu lassen.

Die Mischung ,,5 cem Glykokoll -+ 5 cem HCI* wurde unter Durch-
leiten reinen Wasserstoffs und Benutzung einer neuplatinierten Elektrode
gemessen. BEs wurde gefunden z = 0,4489, und x blieb wihrend 11/,
Stunde beinahe konstant. Der Strom reinen Wasserstoffs wurde jetat
unterbrochen und statt dessen mit Toluol beladener Wasserstoff durch-
geleitet. Schon nach dem Verlauf von 3 Minuten war ein deutliches
Sinken von & (3 bis 4 Millivolt) wahrzunehmen, und dieses Sinken wurde
ziemlich regelm#Big, aber schwicher und schwiicher fortgesetzt, bis ein
Minimum (7 = 0,4202) nach 36 Minuten erreicht wurde. Dann fing =
wieder langsam zu steigen an, obgleich das Durchleiten toluolhaltigen
Wasserstoffs fortfuhr; selbst nach dem Verlaufe zweier Stunden hatte
aber nur den Wert 0,4306 erreicht. Xs wurde nun reiner Wasserstoff
wieder durchgeleitet, was im Laufe von 2 Stunden x auf 0,4487 brachte,
somit in die Nihke des urgpriinglichen Woertes.

Die Elektrode wurde iiber Nacht in reinem Wasser stehen gelassen
und dann fiir die Messung einer frisch bereiteten Portion desselben Gly-
kokollgemisches gebraucht. Es wurde gefunden, beinale wie oben: s —
0,4491 konstant; bei Durchleiten toluolhaltigen Wasserstoffs fing = bald
zu sinken an und erreichte schon in 24 Minuten das Minimum, welches
diesmal nicht niedriger als bei 0,4411 lag. Unter fortgesetztem Durch-
leiten von toluolbeladenem Wasserstoft stieg 7 im Laufe von 11/, Stun-
den bis auf 0,4435, und ein folgendes Durchleiten von reinem Wasserstoff
brachte es in 11/, Stunden wieder suf 0,4491.

Am nichsten Tag wurde der Versuch nochmals wiederholt. x fiel
diesmal im Laufe von 20 Minuten von dem konstanten Wert 0,449]1 bis
zum Minimawert 0,4451, wund stieg wieder unter Durchleiten toluol-
haltigen Wasserstoffs wihrend 3 Stunden auf 0,4487, also fast den nor-
malen Wert; bei nachfolgendem Durchleiten reinen Wasserstoffs stieg «
nur */, Millivols. | '

HEs erhellt deutlich aus diesem und aus mehreren #hnlichen Ver-
suchen, welche hier nicht im Einzelnen Erwéthnung finden sollen, daB
die Elektrode sowohl wihrend der einzelnen Messung, als auch von Mes-
sung zu Messung weniger und weniger empfindlich der Wirkung des
Toluols gegeniiber wird. Es ist gansz auffallend, daBl wir gar keine oder
nur eine HduBerst geringfiigige Wirkung des Toluols in allzalischer Lé-
sung haben verspiiren kénnen (wir haben das Glykokollgemisch ,,6 com
Glykokoll - 4 com NaOH« verwendet), auch dann nicht, wenn die Hlek-
troden neuplatiniert waren. |

Chloroform iibt dagegen einen Einfluf auf die Elektrode, sowohl
in saurer, als auch in alkalischer Ldsung; doch war die Wirkung keines-
wegs auf alle Blektroden dieselbe,
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Als Beispiel einer der gréfleren Wirkungen w.m'de ioh einige Mas.
sungen der Misclumg ,,6 com Glykolkoll - 4 com NaOI* anfithren, Unter
Anwendung einer neuplatinierten Tloktrode und reinen Wasseratoffs hat
dieses Clemisch den konstanten Wert v - 0,0219 pegeben; das Durch-
leiten chloroformbeladenen Wasscrstofls brachte dod o zu stetem, abor
Jangsamem Sinken bis auf 0,8016, withrend 3 Htux'\‘dmn‘ Jubab wurde
wieder reiner Wasserstoff durchgeleitot, was .r im Lanufo cinor Stunde
 wieder auf 0,9121 brachte, und dicsor Wort  blieh unter {fortgesotztor
Durchleitung reinen Wasserstolfs withrend 18 Stundon koustant,

Obgleich « somit woit davon entfernt war, den riohtigon Wort cr-
reioht zu haben, gab die Hlektrode dooh, nach Abspiilen in reinom Wasser,
bei der Messung des Gemisches ,5 com Glykokoll -]+ 6 cemy TICE don
richtigen Wert des =, niimlioh 0,4496; als aber chloroformhaltiver Wasser-
stoff jetzt durchgeleitet wurdo, fiol & im Laufe ciner Stunde hig auf
0,3582, um dann wihrond der nichston 2 Stunden wieder auf 0,3820 zu
steigen. Das nachfolgende Durchloiton reinen Wassoratoffs brachte den
Wert des # wihrend einer Stundo auf 0,4423, und dicser Wert wurde
durch veitores Durchleiten von Wasserstoff withrend 20 Stunden niohd
gelindert.

4. Wird die zu untersuchende Lisung durch die
vereinigte Einwirkung von Wasserstoff und Platin-
gsohwarz beeinfluBt, so licgt eine Anderung dor Wasserstoff-
ionenkonzentration der Ldsung, welohe die elektromotrischo
Messung ungicher oder gar unbrauohbar machen wiiedo, auch
nicht auBer dem Bereich der Moglichkeiten. Noeh schlimmer
liegt die Sache, wenn durch Behandlung der Lisung mit Wasser-
stoff Korper, welche auf die Xlektrode einen nachteiligen Lin-
fluf haben, gebildet werden; ein Beigpiol dieser Art wird jotwb
Erwdhnung finden.

Das Erreichen konstanter Resultate bei der clektrometri-
schen Messung von Proteinstoffldsungen sehr verschiedener Art
und Wasserstoffionenkonzentration ist gewdhnlich nicht mit
groferer Mithe verbunden gewesen (siche S. 200). Nur bei ein
paar Versuchen mit HMithnereiweify, welches erst mit Natrium-
‘hydroxydldsung behandelt und nachher durch Salzsiiure an-
gesiuert war, hat die elektrometrische Messung sich als cine
unbrauchbare erwiesen. Eratens wurde die Platinelektrode durch
die Losung, welche schwach nach Schwofelwassorstoft roch,
stark beeinflul, und zweitens fuhr die Fliissigkeit, auch nach-
dem sie mittels eines Luft- oder Sauerstoffstroms von Schwoefel-
wassorstoff vollig befreit war, fort, unter Einwirkung von Wassor-
stoif, und wenn die RElektrode in sie tauchbte, kleino Mengon

e R ]
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von Schwefelwasserstoff zu entwickeln und die Elektrode merk-
bar zu beecinflugsen; ohne die Gegenwart der letzteren dagegen
wurde durch Durchleiten von Wasserstoff kein Schwefelwasser-

stoff gebildet.?)
Wenn auch ein Fall wie der hier erwéhnte sich nur sel-

tener ereignet, darf man es doch z B. bei Herstellung pas-
sender Lisungen fiir enzymatische Spaltungen nicht unterlassen,
dieses Verhiltnis mit in Betracht zu ziehen, wenn man beab-
sichtigt, die Tonenkonzentration elektrometrisch zu bestimmen.
Ich werde deshalb, sowie auch um einen Begriff von der GréBe
der in Rede stehenden Anderungen zu geben, einige Zahlen

aus einem der Versuche anfiihren.

Die fiir den Versuch benutzte Losung wurde folgendermafBen dar-
gestellt: 375 cem 4.9/, iger Losung von Hithnereiwei wurden mit 50 com
n-Natriumhydroxydissung bei 37° wihrend 5 Tage stehen gelassen
und nachher in allem 70 eccm n-Salzsiure und 255 com Wasser zugegeben.
s wurde ein Wasserstoffstrom iber Nachi durch die Fliissigkeit ge-
leitet, der Geruch von Schwefelwasserstoff war aber noch
nicht vgllig verschwunden. Die Fliissigkeit wurde fltriert und
sowoh!l colorimetrisch als auch elektrometrisch gemesgen,

Die colorimetrischo Messung hat P = 2,68 ergeben, indem als Ver-
gleichsfliissigkeiten Glykokollgemische und als Indieatoren Methylviolett;
Mauvein oder Gentianaviolett dienten — einige der wenigen Indicatoren,
welche in 'Lésungen, die groflere Mengen genuiner oder nur wenig ab-
gebauter Proteine enthalten, einigermafen brauchbar sind.

Nach Wasserstoffdurchleitung wihrend 1/ Stunde wurde eine dem
Werte Py = 1,80 entsprechende elektromotorische Kraft gefunden, durch
fortgesetztes Durchleiten von Wasserstoff nahm dieselbe noch weiter ab,
dermaBen, daB sie nach 6 Stunden dem Werte Py = 1,25 entsprach und
nach weiterer Behandlung mit Wasserstoff wihrend 19 Stunden nur noch
-einen pg. = ca. 0,7 entsprechenden Wert betrug,. -

Durch den bei diesen Versuchen tibrig gebliebenen Teil der Eiweil-
16sung wurde ein Strom. reiner, kohlensiurefreier Luft wihrend 3 Tage
geleitet, was den Geruch nach Schwefelwasserstoff vollgtédndig
zum Verschwinden brachte. Die colorimetrische Messung der so
behandelten Lisung hat beinahe dasselbe Resultat wie oben gegeben;

1) Bs scheint somit ein Zusammenhang zwischen der Bildung von
Schwefelwasserstoff und anderseits der Binwirkung avf die Elektrode zu
bestehen; anderseits aber haben direkte Versuche uns gezeigh, daB wir
einer passend saueren Elektrodenfilissigkeit (wir benutzten die Mischung
»8 cem Glykokoll 4 2 cem HCI*) ziemlich reichliche Mengen von Schwefel-
wasserstoff zufiihren konnten, ohne daB die Elektrode in wesentlichem
Grade darunter litt.
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die elektrometrische Messung dagegen hotb nuchl ‘Nu.sscmtoﬁd:uruhleitung
wihrend 1/, Stunde pg: = 92,29 orgeben, cinen Wert, wolcher jedooh nicht
konstant war, indem er im Laufe von 3 Stunde;} allmiihlich auf 2,08
fiel; die im Tlektrodengefil befindliche Fl}iﬂsiglmit besal
jetat wieder einen deutlichen Geruch nnch Schwefelwassoer-

E"mfzf‘:].ilndlich wurde es versucht, Wasserstoff durch den Rest der ge-
liifteten, schwefelwasserstofffreien Riweillosung und von da durch eine
'Lﬁsung von Bleiacetat zu leiten; die lotztgonannte Lésung wurde aber
von einem Tag bis zum anderen nicht geschwiirat., Tanchte dagegen
wihrend des Durchleitens des Waaserstoffs cino der gowidhuliohen Platin-
olektroden in die Kiweifilosung, dann wurglu dio  Bleiacotatitsung in
24 Stunden deutlich geschwirat.

Es erhellt aus den in dicsem Abgchnitte angefibrten Dei-
gpielen, daf die elektrometrische Mossunyg untor gowissen Um-
stinden micht zuverlissig ist, und daf os demzufolge boi Ilan-
legung und Ausfilrung enzymatischer Untersuchungen  not-
wendig ist, die eben orwithnten Verhilltnigse in Betrvacht zu
ziehen, wenn man die Konzontration dor Wagsoerstoflionen elelktro-
metrisch zu ermitteln besbsichtigt, Da die Unzuverlissighkeit
der Methode in den gesamten besohrichenen Iillon sich dureh
cine stete Anderung der olektromotorischen Iraft dor Lisung
bemerkbar gemacht hat, so darf men gich auf eino elektro-
metrische Messung nicht eher verlassen, big wioderholte Mes-
gungen in angemessenen Zwischonriumon dasselbe Rusultat ge-
liefert haben. Bs ist bel der Messung der komplizierton, oft
nur wenig gekannten Gemische, mit welohen man os bei vielon
enzymatischen Prozessen zu tun hat, kaum miglich, eino cbenso
groBe Genauigkeit zu erreichen, wie jone, mit wolcher die oben
erwihnten Vergleichsfliissigkeiten bogtimmt sind. DBeoi un-
seren Mossungen proteinstoffhaltiger und ihnlichor
Losungen sind wir zufrieden gewesoen, wonn die olok-
tromotorische Kraft im Laufe von etwa 1 Stundo kon-
stant wurde und spiter withrend 2 bis 3 Stunden nur
1 bis 2 Millivolt variierte. Ich bin deshalb dor Ansicht, dal
man bei einer elektrometrischen Messung, auch wenn sie sonst
tadellos verliuft, in derartigen Fillen nicht mit einor grifieren
Genauigkeit als - 3 Millivolt rechnen darf, was einem Iehler

von ca. 5 in der zweiten Dezimale des Wasserstofliononexponenton
entspricht.

(Fortsetzung im néchsten Iofte.)
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