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392. C. Endoh, F. E. M. Lange und F. F. Nord: Kryolyse,
Diffusion und TeilchengriBe, IIL Mitteil.l): Untersuchungen an
Gummi arabicum und Poly-acrylsiure.

[Aus d. Veterindr-physiolog. Institut d. Universitit Berlin.]
(Eingegangen am 25. September 1935.)

1) Einleitung.

Auf Grund der frither erhobenen Befunde?) konnte in den ersten Mit-
teilungen dieser Reihe an den Gliedern verschiedenster Kérperklassen der
Nachweis erbracht werden, daf} sowohl lyophile als auch lyophobe Bio-
kolloide unter dem Einflufl des Frostes eine irreversible Desaggre-
gation-Aggregation ihrer Teilchen erleiden. Es oblag uns aber noch,
weitere Beweise dafiir zu erbringen, daB die durch den Frost bewirkte Ver-
idnderung ausschlieBlich physikalischer Art ist und keineswegs struktur-
chemischer Natur sein kann.

Es standen uns hierzu zwei Wege offen. Eine strukturchemische Ver-
anderung miilte im Falle einer Verbindung wie z. B. der Poly-acrylsdure,
wenn man ihr die von Staudinger und Kohlschiitter®) angenommene
Formel zugrunde legt, durch eine Verinderung der Leitfihigkeit zum
Ausdruck kommen.

Andererseits war es erforderlich, noch einen Nachweis dafiir zu er-
bringen, da die durch eine physikalische Vorbehandlung hervorgerufene
Verdanderung der bisher als konstant angesehenen TeilchengréBen gewisser
Kolloide in allen von uns untersuchten Temperatur-Bereichen unterhalb des
Eis-Punktes von Wasser einen irreversiblen Vorgang darstellt. Dieser Be-
weis konnte weiter dadurch ausgebaut werden, dal} wir mit Hilfe der Messung
von Diffusionsgeschwindigkeiten von Ldsungen lyophiler Kolloide
gleicher Konzentration die neu entstandene TeilchengréBe derart verglichen
haben, daB wir die Gegeniiberstellung nicht nur zwischen den Diffusions-
geschwindigkeiten gefroren gewesener bzw. ungefrorener Ldsungen vor-
nahmen, sondern, dall wir gefroren gewesene ILosungen gleicher Konzen-
trationen durch unmittelbares Frieren mit einer solchen Lsung verglichen
haben, die in héherer Konzentration gefroren und nach dem Auftauen auf
dieselbe Verdiinnung gebracht wurde.

Fiir die entgegenkommende Foérderung der Untersuchung sei der Not-
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, der I.-G.-Chemiker-
Hilfe und dem Reichs-Kuratorium fiir Technik in der Landwirt-
schaft verbindlich gedankt. Der eine von uns (C. Endoh) ist der Kaiserl.
Japan. Regierung fiir ein Reise-Stipendium, das ihm die Teilnahme an der
vorliegenden Untersuchung ermdglichte, zu ergebenstem Dank verpflichtet.

1) 1. u. II. Mitteil. ¥. E. M. Lange u. F. F. Nord, Biochem. Ztschr. 278, 173 und
281, Heft 4—6 [1935].

?) F. F. Nord, O. M. von Ranke-Abonyi u. G. Weill, B. 65, 1148 [1932].
Ergebn. d. Enzymforsch. 2, 47 {1933]; hier auch weitere Literatur.

%) B. 64, 2093 [1931].
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2) Leitfahigkeit und konduktometrische Titrationen von gefroren
gewesenen und ungefrorenen Poly-acrylsdure-Lésungen?).

Bei den kolloiden Nicht-elektrolyten wird die Leitfahigkeit in waBriger
I6sung bei gleicher Kolloid-Konzentration durch den Dispersititsgrad be-
stimmt. Je mehr Teilchen vorhanden sind, um so mehr ionisierte Teilchen
konnen gebildet werden, und um so besser ist infolgedessen die Leitfahigkeit.
Entfillt dagegen der groBere Teil der Leitfahigkeit auf die durch Dissoziation
gebildeten H-Tonen, so muB man in Ubereinstimmung mit unseren friiheren
Ausfiihrungen?) iiber die Verianderung der Leitfahigkeit durch Frost-Wirkung
annehmen, daB in diesem Fall eine Anderung des Dispersititsgrades keine
Anderung der I eitfahigkeit hervorrufen kann. Durch das Gefrieren der Poly-
acrylsdure kénnen also der Dispersitidtsgrad und damit die kolloid-chemischen
Eigenschaften geindert werden, nicht aber ihre ILeitfihigkeit, der Disso-
ziationsgrad und die damit verbundenen strukturchemischen Eigenschaften.

Samtliche Messungen wurden in einem Thermostaten bei der Tempe-
ratur 24.85° L 0.05° ausgefithrt. Wir verwendeten fiir unsere Messungen
zwei LeitfahigkeitsgefiBe (a und b). In den folgenden Tabellen sind die von
uns gemessenen spez. Leitfihigkeiten von verschiedenen Poly-acrylsdure-
I6sungen®) im ungefrorenen und bei verschiedenen Gefriertemperaturen ge-
froren gewesenen Zustande angefiihrt.

Tabelle 1.
0.1-proz. ,geldste’” Poly-acrylsdure, Zelle a.
Briicken- gestopselter

Gefriertemperatur Abschnitt Widerstand Spez. Leitfhgkt..10¢
ungefroren .......... 508.4 400 1.794
—17% . 509.5 400 1.786
—T79% e 509.1 400 1.7887
Tabelle 2.

0.1-proz. ,,geldste” Poly-acrylsdure, Zelle b

X Briicken- gestopselter X
Gefriertemperatur Abschnitt Widerstand Spez. Leitthgkt..104
—20 e 630 2000 1.624
ungefroren .......... 624 2000 1.668
—5% e 630 2000 1.624
—17° L. 634 2000 1.599
—79° .. 631 2000 1.615
Tabelle 3.
1-proz. ,,geldste’ Poly-acrylsdure, Zelle b.
. Briicken- gestipselter )
Gefriertemperatur Abschnitt Widerstand Spez. Leitfhgkt..10¢
ungefroren .......... 630 400 8.15
—20 621.5 400 8.45
5% e 631 400 8.1
—170 637 400 7.9
—79% 637 400 79

4) Die hier beschriebenen Messungen sind im Physikal.-chem. Institut d. Universitit
durchgefiihrt worden. Hrn. Prof. Dr. Bodenstein danken wir auch an dieser Stelle
fiir sein Entgegenkommen. 5) 1. c., Fuflnote 3), S. 1168. ¢) L c., Fullnote %), S. 183.
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Tabelle 4.
2-proz. ,,gel6ste’” Poly-acrylsdure, Zelle a.
N Briicken- gestopselter .
Gefriertemperatur Abschnitt Widerstand Spez. Leitfhgkt..10°

ungefroten .......... 388 100 1.17
—T79% 400 100 1113
—17% .o 390 100 1.16

Tabelle 5.

2-proz. ,,geldste’* Poly-acrylsidure, Zelle b.

. Briicken- estopselter .
Gefriertemperatur Abschnitt %Vi deIr)s tand Spez. Leitfhgkt..108
ungefroren .......... 518 400 1.288
—20 503.5 400 1.365
—5% 498.5 400 1.392
—17° 488 400 1.452
—T79° . 508 400 1.341

Die Genauigkeit unserer Leitfihigkeitsmessungen ermittelten wir durch
Messung der gleichen KCl-1,6sung:

Tabelle 6.
Eine KCl-Losung, Zelle b, Gestopselter Widerstand: 400.
N 452.5 464 475.5 475 485 477.5 491.5
x.10%8 ..o, 1.66 1.60 1.52 1.53 1.47 1.515 1.43

Aus ihr folgt, da man bei unseren Messungen mit Schwankungen von etwa
109, rechnen muB. Diese sind auf den Einflul des Luft-Sauerstoffes und auf
die Abwanderung von Ionen aus dem Glas zuriickzufithren. Die elektrische
MeBeinrichtung gestattete, die Leitfihigkeit mit einer Genauigkeit von
0.189%, zu ermitteln. Vier Messungen der Leitfihigkeit einer und derselben
Fillung der Zelle (zwischen jeder Messung Verinderung der Briicken-
Stellung) ergaben bei einem Rheostaten-Widerstand von 400 Ohm fiir den
Briicken-Abstand jedesmal den Wert 472 4 0.2. Das ergibt fiir die Leit-
fahigkeit einen gréfiten Fehler von 0.189%,. Unsere Messungen der Leitfihig-
keit liefern bei gleicher Konzentration und verschiedenen Gefriertemperaturen
innerhalb der oben angegebenen Schwankungen iibereinstimmende Werte.
Die Messungen der Leitfahigkeit von Poly-acrylsiure-I,6sungen ergaben also
keine Unterschiede zwischen gefroren gewesenen und ungefrorenen Ldsungen.

Der Nachweis, dafl die rein chemischen Eigenschaften der Poly-acryl-
saure unter dem EinfluBl des Frostes nicht geindert werden, wird noch besser
durch konduktometrische Titrationen der Siure erbracht. Wir haben Poly-
acrylsiure-Lsungen mit Natronlauge titriert. Die Messungen wurden mit
derselben Apparatur in der Zelle b ausgefithrt. Der Fehler der Leitfihigkeits-
messung bleibt bei ein und derselben Titration wihrend der Messung konstant,
wie aus den Kurvenbildern, welche fiir ungefroren und gefroren parallele
Titrationskurven zeigen, zu ersehen ist.
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Fig. 1. Konduktometrische Titration von geldster Poly-acrylsiure.
Fingeschalteter Widerstand R = 2000£2.

Die'Kurven Nr. 1—5 auf S. 2007—
2009 liefern den gleichen Wert fiir den
Neutralpunkt und wiirden, wenn der
EinfluB des Luft-Sauerstoffs. und der
Loslichkeit des Glases ausgeschaltet
wire, offenbar in eine Kurve zusammen-
fallen. Hieraus folgt, da} nicht nur die
Tonen-Konzentration zwischen unge-
froren und gefroren -gewesenen Poly-
acrylsiure-Losungen die gleiche ist,
sondern auch die Pufferung.

Die in den Kurvenbildern ange-
gebene Anzahl ccm NaOH sind nicht
ccm 0.1-n. NaOH, sondemn bei der ge-
16sten Poly-acrylsidure sind sie mit dem
Titer: 1.018 und bei der gequollenen
mit dem Titer: 1.42857 zu multipli-
zieren. “"Wir erhielten fiir 25 ccm Saure
bis zum Neutralpunkt einen in der Ta-
belle 7 auf S. 2009 zusammengestellten
Verbrauch von auf 0.1-n. umgerech-

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXVIH,

Konzentrat. 0.1 %.
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Fig. 5. Konduktometrische Titration von geldster Poly-acrylsiure. Konzenfrat. 2 %,
Eingeschalteter Widetstand R = 40042

neter Natronlauge. Fine genau 1l-proz. Poly-acrylsiure wiirde, wenn alle
Carboxylgruppen neutralisiert werden, 34.93 cem 0.1-n. NaOH fiir 25 ccm
Sdure bendtigen. Unsere Losungen sind nicht genau 2-, 1- und 0.1-proz.

Tabelle 7.
19, aus 2%, gequoll. durch Verdiinnen aus 29, geldst
hergest. hergest.
i et e —
Konzentration ..... 29% gequ. 19 gequ. 29, gelost 19, gelost 0.19 geldst
cem NaOH ..., 69.432 35.143 67.341 33.544 3.405

3) Verdiinnungs-Versuche.

Im folgenden wird’weiter bewiesen, dal die Wirkung des Frostes auf
lyophile Kolloide irreversibel ist. Eine 2-proz. Losung von ,,geloster ‘Poly-acryl-
siure wurde gefroren und der Diffusionskoeffizient der Siure im ungefrorenen
und gefrorenen Zustande gemessen. Wir fanden eine Abnahme des Diffusions-
koeffizienten, d. h. ein Uberwiegen der Aggregation. Die ungefrorene und die
gefroren gewesene Losung wurden auf 0.19%, verdiinnt und wiederum der
Diffusionskoeffizient bestimmt. Auch im verdiinnten Zustand diffundierte
die gefroren gewesene Losung langsamer als die ungefrorene. Als wir jedoch
die 0.1-proz. Losung direkt bei —17° gefrieren lieBen, zeigte diese, wie aus
unseren fritheren Versuchen zu erwarten war, eine Beschleunigung der Dif-
fusion. Die Aggregation ist also gegen das Verdiinnen bestindig. Dieser
Experimentalbefund unferstiitzt unsere fritheren®) Ausfiihrungen iiber den
Geltungsbereich und die Reichweite der van-der-Waalsschen Krifte.

) Gertrud Weill u. F. F. Nord, Ztschr. physikal. Chem. (A) 166, 5 [1933].
129*
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Die Ausfithrung der Versuche geschah ganz so wie bei unseren fritheren
Diffusionsmessungen. Als Kiltequelle stand uns aber ein von der Firma
Alfred Teves, Frankfurt a. M. gebauter Tiefkiihlschrank zur Verfiigung,
der eine automatische Regulierung der Temperatur zwischen 0° und —30°
ermoglichte und mit einer auBerhalb des Schrankes angebrachten elektrischen
Kontrolle der inneren Luft-Temperatur ausgeriistet war. Der Nutzraum des
Schrankes betrigt etwa 41 X43xX 44 cm. Die Ergebnisse dieses Verdiinnungs-
Versuches sind in folgender Tabelle zusammengestelit.

Tabelle 8. Diffusionskoeffizienten von Poly-acrylsidure

Zellkonstaute ky = 0.082. 0.001 9, Poly-acrylsidure entsprechen 6.4 Interferometer-Teilen.
Inhalt des Becherglases: 10 ccin.

. Gefriet- L. Interfero- Diffusions-
Konzentration temperatur Zeit in Stdn. meterwert I koeffizient
1. 29, ungefroren 0.25 209
245
185 215 1.32
Y 220
2. 0.19% ungefroren 5 90 0.553
3. 0.19, —17° 5 95 0.584
1
4. 0.1¢, aus Nr. 5 durch 5 87 0.535
A Verdiinnen herge-
stellt
5. 2% —17° 0.25 84
88
88 83 0.510
71

Tabelle 9. Diffusionskoeffizienten von Gummi-arabicum-Ldésungen.

Zellkonstante ky = 0.0976. 0.001 %, Gummi entspricht 6 Interferometer-Teilen, Inhalt
des Becherglases bei 29,: 20 ccm, bei 0.19%,: 10 ccm.

Gefrier- . Interferometer- Diffusions-
Konzentration temperatur Zeit in Stdn. wert T | koeffizient
1. 2%, ungefroren 0.5 33
32
30 30 0.234
1 25
Y
2. 0.19, ungefroren 5 21 0.1636
)
3. 0.19, —79° 5 23 0.179
1
4! 0.1% aus Nr. 5 durch 5 18 0.140
PR Verdiinnen herge-
= stellt
5. 29, —790 0.5 29
24
23 25 0.195

22
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Ubereinstimmende Ergebnisse wie beim eben beschriebenen Verdiinnungs-
Versuch erhielten wir bei einem ganz analog ausgefithrten Versuch mit
Gummi-arabicum-Losung?). Wir benutzten fiir diesen Versuch eine Zelle
mit der Porenweite G 3, weil die 2-proz. Gummi-Lgsung sich nur schwer durch
eine Membran G4 hindurchsaugen 148t. Die Diffusionskoeffizienten der
Gummi-Loésung sind in der Tabelle 9 aufgefiihrt.

4) Erorterung.

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen war die Beobachtung, dafl so-
wohl lyophile als auch lyophobe Biokolloide unter dem EinfluB des Frostes
je nach ihrer Konzentration eine Desaggregation bzw. Aggregation ihrer
Teilchen erleiden. Die ausgefithrten Diffusionsmessungen haben weiter die
Erkenntnis zu Tage gefordert, daB die bisher als konstant angesehenen
TeilchengroBen gewisser Kolloide sich als von ihrer Vorbehandlung abhéngig
erweisen. Diese Beobachtung trifft sowohl fiir chemisch einheitliche als auch
solche Substanzen zu, welche unter Anwendung der Ultra-zentrifugen-Technik
vielleicht noch verschiedene Sedimentations-Geschwindigkeiten jhrer Teilchen
erkennen lassen wiirden. Aus unseren Versuchen geht einwandfrei hervor,
daB Diffusionsmessungen an der gleichen Substanz, ohne daB diese eine
chemische Veranderung erlitten hatte, die Errechnung verschiedener Teilchen-
gréBen ermoglicht. Die Ermittlung von Molekulargewichten auf dieser Grund-
lage, wie dies z. B. im Falle der Cozymase®) oder des Polysaccharids des
Pneumococcus 111%) geschehen ist, mufl daher dieser Feststellung ent-
sprechend gewertet werden.

Die Ultra-zentrifugen-Technik ist aus dem Bediirfnis hervorgegangen,
,fiir die Biochemie und die Physiologie nihere Kenntnisse iiber die Molekular-
gewichte der Eiweilkérper zu sammeln”?®). Es erhebt sich daher die drin-
gende Frage, zu welchen Ergebnissen ihre Anwendung auf in der hier be-
schriebenen Weise vorbehandelte Kolloide als experimentelle Grundlage zur
Bestimmung von TeilchengréBen fithren wird.

7} Gum ghatti selected von British Drug Houses Ltd., London. — Beziigl.
der Eigenschaften des Substrates und der Losungen vergl. 1. c., FuBnote 2), 8. 1151, und
bei O. M. von Ranke-Abonyi u. F. F. Nord, Kolloid-Ztschr. 58, 200 11932].

8) Fuler, Myrbick u. Nilsson, Ztschr. physiol. Chem. 168, 187 [1927], 225,
125 [1934).

% Babers u. Goebel, Journ. biol. Chem. 89, 391 [1930].

19) The Svedberg, Naturwiss. 22, 230 [1934]; vergl. hierzu aunch die Ausfithrungen
von W.D.ILansing u. F. O. Kraemer, Journ. Amer. chem. Soc. §7, insbesondere
S. 1376 [1935].





