— 1225 —

Chlorion-Gehaltes nicht verwenden. Man sieht, dass, wie wohl zu er-
warten war, Silbersalz schwicher adsorbiert wird als Goldsalz. Den
Silbergehalt des Meerwassers, der nach oben hin durch die Loslichkeit
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Fig. 6.

des Silberchlorides begrenzt ist, wird man mit der Holzkohlenmethode
nicht quantitativ erfassen konnen. Man ist hier auf Analysen ange-
wiesen, wie sie von Malaguti und Du Rocher') — Eindampfen, Fillen
mit Schwefelwasserstoff und Kupellieren — versucht worden sind.

Ziirich, Physik.-chem. Laboratorium
der Eidg. Techn. Hochschule.  August 1942.

130. Zur allgemeinen Chemie der Kolloid-Kolloid-Reaktionen. IX.
Reinste hydrophobe Kolloide und Proteine, ihr Schutzmechanismus
von Wolfgang Pauli und Paul Dessauer.

(1. IX. 42.)

L

Der Ausbau der Reinigungsverfahren fiir die hydrophilen und
insbesondere die weit empfindlicheren hydrophoben Kolloide und
deren elektrochemisch-konstitutive Kennzeichnung bildete den Weg
zu einer einwandfreien Analyse ihrer Wechselwirkungen, wie sie nun

1) Ann. chim. [3] 28, 136 (1850); M. Field, C.r. 49, 463 (1859).
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schon an verschiedenen Kolloidpaaren?') insbesondere hinsichtlich des
Zustandekommens des Schutzvermogens oder der Flockungshem-
mung sowie der Sensibilisierung oder der Flockungsverstirkung be-
gonnen werden konnte. Nicht anders wie sonst in der Chemie erwies
es sich hier, dass die Kenntnis des Aufbaues und der Anordnung
der reaktionsfihigen Gruppen auf den Teilchen die Grundlage fiir
die Erklirung der Kolloid-Kolloid-Reaktionen bilden muss.

Die Eigentiimlichkeiten der hochgereinigten Koloide miissen dabei Beriicksich-
tigung finden. Samtliche negativen Hydrophoben werden, wie schon vor Jahren gezeigt
werden konnte, durch weitgehende Reinigung hydrolytisch in acidoide Sole — mit H- als
Gegenion — iiberfithrt. Eine etwaige Rolle dieser H:-Ionen muss durch nachtrigliche
exakte Neutralisation gepriift werden. Die positiven Sole sind im allgemeinen nur als
Kolloidelektrolyte vom Salztypus zuginglich und miissen durch die Reinigung, insbe-
sondere von hydrolytisch abgespaltener Saure, befreit sein. Die richtige elektrodialytische
Reinigung der wasserloslichen Proteine lasst gewisse, meist nicht geniigend beachtete
elektrochemische Besonderheiten derselben hervortreten. Das fiir manche vergleichende
Untersuchungen zweckmaéssige Verfahren, die Proteine in einem Medium héherer Tonen-
starke unter py-Pufferung zu verwenden, schafft fiir die Analyse der Kolloid-Kolloid-
Reaktionen infolge der starken Verzerrung der elektrochemischen Beziehungen zunichst
uniibersichtliche Bedingungen.

Die Herstellung reinster und zugleich fiir unsere Zwecke geniigend monodisperser,
hydrophober Sole ist eine noch nicht geléste Aufgabe. Es kann namlich ein selbst der
Masse nach geringer, feindisperser Anteil infolge seiner grossen Oberfliche und damit der
Zahl seiner reaktionsfahigen Gruppen die Kolloid-Kolloid-Reaktion wesentlich bestimmen.
Eine elektrochemische Charakterisierung der reinen hydrophoben Sole ist daher im allge-
meinen derzeit keine solche der Einzelteilchen, sondern muss sich auf Mittelwerte be-
schranken wie beispielsweise das Kolloiddquivalent K*, d. i. die auf eine freie Ladung des
Gegenions entfallende durchschnittliche Molekelzahl, ferner die mittlere Aktivitit der
Gegenionen bzw. deren mittleren Aktivitatskoeffizienten, oder die mittlere Wanderungs-
geschwindigkeit des Kolloidions.

Die folgende Darstellung unserer Ergebnisse umschliesst zugleich
frithere Beobachtungen und einige noch zu verdffentlichende Teil-
resultate, so dass sie auf die reinsten hydrophoben Sole von Kongo-
blau, Gold, Arsentrisulfid, Antimontrisulfid, Mastix, Eisenoxyd, Alu-
miniumoexyd, Nachtblau sowie auf hochgereinigtes Seralbumin?),
Ovalbumin, ferner zum Teil Leimglutin und den wasserléslichen Glo-
bulinanteil Bezug nehmen kann.

Wie schon erwihnt, werden die reinen hydrophoben, negativen
Sole im allgemeinen streng acidoid, also mit H- als einzigem Gegenion
gewonnen. Sie geben mit unseren reinsten Proteinen stets Flockungen
zum Unterschied etwa von dem ungereinigten Formolgoldsol Zsig-

1) a. W. Pauli und E. Weiss, Bioch. Z. 203, 104 (1928); b. Pauli und L. Singer
ebenda 244, 76 (1932); ¢. K. Ogiw und Pauli, ebenda 250, 535 (1932); d. Pauls, E. Russer
und G. Schneider, ebenda 269, 158 (1934); e. Pault, C. r. Carlsberg Lab., Festschr. S. P. L.
Sorensen 22, 416 (1939); {. Pawli und W. Kitaj, Koll. Z. 82, 43 (1938); Pauli und H. Zent-
ner, Faraday 35, 1234 (1939); Pauli und J. und St. Szper, Faraday 35, 1316 (1939).

Die Bearbeitung der in den Jahren 1936/37 noch in Wien ausgefiihrten Versuche
dieser Mitteilung konnte am chemischen Institut der Universitit Ziirich erfolgen.

%) Abkiirzung fir Serumalbumin.
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mondy’st) und seinen technischen Proteinen, die zu dessen ausge-
dehnten Studien der Schutzkolloidwirkung dienten. Zur Erklirung
dieser Abweichung haben R. Zsigmondy und E. Joell) angenommen,
dass unser Flockungseffekt durch die Positivierung der Proteine sei-
tens der H--Tonen des Hydrophoben zustande kommt. Da diese An-
schauung noch bis in die jiingste Zeit Anhinger findet, sollen einige
dieselbe widerlegende Beobachtungen an unseren reinsten Solen kurz
angefiihrt werden.

Pauli und E. Weiss?) zeigten, dass ein durch Zerstaubung in 2x 1073-n. HCI berei-
tetes Goldsol, wobei die Saure nahe zur Ginze dem Aufbau der aufladenden Au(I)-Chloro-
komplexe auf den Teilchen dient, reinstes Ovalbumin oder Serumalbumin in der gleichen
Weise flockt, auch wenn es gemiss konduktometrischer Titration mit Natriumhydroxyd
vollstandig neutralisiert wird. Das gleiche gilt fiir ein von vorneherein mit K- als Gegen-
ion -—— durch Zerstdauben in 4x 1073-n. KCI — hergestelltes Goldsol, sowie nach K. Ogiu
und Pauli®) fir ein durch Elektrodekantation (EDek) gereinigtes, in Salzsiure zerstaubtes
Goldsol vor und nach der Neutralisation. Ebenso bleibt das Flockungsvermégen eines
hochgereinigten Kongoblau-Sols bei der strengen Neutralisation — konduktometrisch
nach Pauli und E. Weisst), potentiometrisch mittels Glaselektrode nach Pauli und
P. Szarvas®) — unverandert. Ebenso konnte K. Hotfa®) auf Veranlassung Pauli’s das
gleiche fiir das reine Mastixsol feststellen. Der Neutralpunkt wurde durch potentiome-
trische und durch konduktometrische Titration eingestellt.

Demnach ist der acidoide Charakter negativer Sole keine Be-
dingung fiir ihr Proteinflockungsvermdgen und es besteht wenigstens
im Prinzip kein Unterschied in der ausnahmslos gegebenen Flok-
kung reiner wasserlgslicher Eiweisskorper sowohl mit reinen nega-
tiven als auch mit positiven Hydrophoben. Voraussetzung bildet
lediglich der polyvalente zwitterionische Aufbau der Proteine
unter den gegebenen Umstinden, so dass an denselben die fiir eine
interionische Wechselwirkung erforderlichen positiven oder negativen
Gruppen zur Verfiigung stehen.

Fiir das Verstindnis des Mechanismus der reinen Kolloid-Proteinflockung sind im
einzelnen verschiedene Umstéinde zu beachten. Die positiven und negativen ionischen
Gruppen des Eiweiss sind durch Hauptvalenzkrafte fest angefiigte Seitenketten von
Diamino- oder Dicarbonsauren, welche durch eine Reaktion mit den entsprechenden
ionogenen Komplexen der hydrophoben Kolloide nicht von der Proteinmolekel abgelost
werden konnen und iiberdies, wie insbesondere die relativ weit langeren Ketten der Di-
aminoséuren, einen gewissen Spielraum gegeniiber wechselnden Abstanden der aufladen-
den Gruppen des Hydrophoben bieten werden. Nach unseren Erfahrungen kommt auch
eine Ablssung der ionogenen Gruppen des Hydrophoben durch die Reaktion mit der Ei-
weissmolekel in der Regel nicht zustande. Nur die Beobachtungen an dem besonders
lockeren, positiven Nachtblausol?) mit Serumalbumin zeigten auch eine leichtere Zerteil-

1) R. Zsigmondy, Kolloidchemie 5. Aufl., Leipzig 1925; E. Joél, Das kolloide Gold
in Biol. und Med., Leipzig 1925. Daselbst Literatur.

2) Pauli und E. Werss, Bioch. Z. 203, 104 (1928).

3) K. Ogiu und Pauli, Bioch. Z. 250, 535 (1932).

4) Pauli und E. Weiss, Bioch. Z. 203, 104 (1928).

5) Pault und P. Szarvas, erscheint demniéichst.

¢) K. Holta, Bioch. Z. 183, 72 (1927).
)

7y Pauli und E. Fried, unveroffentl. Versuche.



barkeit der Assoziate des Farbstoffes an, wobei die durch van der Waals’sche Krafte zu
grosseren, lilaroten Kolloidteilchen zusammengeschlossenen Farbbasenmolekeln unter teil-
weiser Desassoziation in das tiefblaue Farbsalz {ibergehen und nur unvollstindige Flockun-
gen geben.

Durchaus berechtigt wire die Frage, weshalb die genaue Uberfithrung eines acidoiden
negativen Kolloids mittels Neutralisation in das Salz keinen erheblicheren Unterschied in
der Proteinflockung gibt. Die Reaktion der aufladenden, negativen Gruppen des acidoiden
Hydrophoben mit den positiven Ammoniumgruppen des Proteins unter Inaktivierung
derselben wird dessen Charakter als inneres Salz oder polyvalentes Zwitterion mehr oder
weniger aufheben. Wir miissen nun annehmen, dass dabei die Dissoziation der verbleiben-
den, seitenstindigen Carboxylgruppen — von sauren Hydroxylen kann hier abgesehen
werden — geniigend zuriickgeht, so dass keine ausreichende freie Ladung fiir die Hydrata-
tion und Wasserloslichkeit des Proteins iibrig bleibt. Denken wir uns die H*-Ionen des
acidoiden Hydrophoben etwa durch Alkaliionen ersetzt, so wird das an der Dissoziation
der Carboxylgruppen des Proteins deshalb wenig #ndern, weil es sich um minimale Kon-
zentrationen der Alkaliionen handelt, die sich in diesem Falle meist zwischen 10~5—10"¢-n.
bewegen. Dann wird jedoch die Hydrolyse des Eiweissalzes unter kaum merkbarer py-
Verschiebung geniigen, um die Dissoziation der schwachen Carboxylgruppen praktisch
zum Verschwinden zu bringen. Ein Unterschied durch die Substitution der Gegenionen
muss also nicht zum Ausdruck kommen. Erst ein hoheres py; hebt die Flockung des Pro-
teins mit negativen Hydrophoben auf infolge Beseitigung des ionischen Charakters seiner
positiven Gruppen.

II.

Versuchsmaterial. Serumalbumin wurde durch fraktionierte Fallung mit Am-
moniumsulfat aus frischem Pferdeserum gewonnen, in der erprobten Weise vordialysiert
und schliesslich mittels Elektrodialyse gereinigt. Der Trockengehalt betrug bei den ver-
schiedenen Solen 1,26—3,269,. Die entsprechenden Leitfihigkeiten variierten zwischen
6—7,4%x107¢r.0.

Ovalbumin wurde in der bewshrten Art mittels Elektrodialyse globulinfrei her-
gestellt. Bei einem Trockengehalt von 3,3% betrug seine spezifische Leitfahigkeit 1,62 x
1075 r.0.

Die Arsentrisulfid-Sole wurden nach dem friiher bekanntgegebenen Verfahren?)
bereitet. In starker, z. B. 50-facher Verdiinnung hergestelltes Arsentrisulfid-Sol (0,029%)
wird mittels EDek auf ca. 19, eingeengt und gleichzeitig so weit gereinigt, dass die Leit-
fahigkeit der oberen Schicht schliesslich weniger als 1% von der des konz. Sols betrigt.
Solche Sole sind — zum Unterschiede von den frither iiblichen — vollstindig klar, orange-
rot und lassen sich gut verschlossen und gegen Licht geschiitzt, ohne Leitfihigkeits-
anderung und ohne Sedimentation aufbewahren.

Tabelle I.

As,S,-Sole I1. II1. 1v. V.
»’ der oberen Schichtx 106r.02 . 3,49 2,75 4,0 4,36
xgdes Solsx104r.0. . . . . . 2,21 2,68 4,1 3,3
#g korrigiert x 104 r.0. . . . . 2,17 2,65 4,06 3,26
a"H x10%n. . . . .. ... 5,43 6,63 10,1 8,15
m As,S;x 102 . . . . L L L, 3,49 3,50 4,25 5,93
Gehaltin%, . . . . ... .. 0,86 0,862 1,046 1,46
Kolloidaquivalent . . . . . . 64 53 42 73

1) Pauli und A. Laubd, Koll. Z. 78, 295 (1937).
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a,]‘E[ bedeutet die aus der korrigierten Solleitfahigkeit errechnete H'-(Leitfahigkeits)-
Aktivitat. Die daraus abgeleiteten relativen K* diirften in diesem Fall, da f, < faH,
nach allen Erfahrungen?!) um etwa 10%, zu gross sein. Der Gehalt wurde durch Einengen
bei 100° im Trockenschrank bestimmt.

Die FeO - OH-Sole sind durch Hydrolyse von Eisen(III)-chlorid-Lésung in der
Hitze bereitet. Nach Vordialyse erfolgte die Reinigung?) mittels Elektrodekantation.

Tabelle II.

FeO-0H-Sole L II. III. IV.
%xgdes Solsx108r.0. . . 3,64 2,50 3,21 2,48
% g korrigiert x 106 r.0. . 2,84 1,70 2,41 1,68
gFe . ... ... .| 245 1,63 2,65 3,48
K* .. ... ... .. 1545 1718 1243 3706

Die Versuche wurden in 10 c¢m hohen ca. 6—7 cm?® fassenden Jenaer-Reagens-
réhrchen ausgefithrt. Diese wurden jedesmal sorgfiltig mechanisch, chemisch und durch
Ausdampfen gereinigt und getrocknet. Die Mischung des hydrophoben Sols mit der Ei-
weisslosung geschah derart, dass in ein Rohrchen Eiweisslosung (evtl. auch Salzlésung),
in das andere das hydrophobe Sol kam. Durch 8—10maliges Umngiessen wurden die beiden
Teile griindlich gemischt (Endvolum 2 cm?). Die fertigen Mischungen wurden verschlossen
24 Stunden im Dunkeln aufbewahrt. Die Ablesung der Tritbungen erfolgte bei seitlichem
Lampenlicht gegen schwarzen Hintergrund. Die Proben wurden mit entsprechenden Kon-
trollen verglichen.

Zeichenerkliarung: = bedeutet Farbenumnschlag ohne Trithung. Die leichteste
Opalescenz bezeichneten wir mit (+ — ). Es war méglich zur Bezeichnung der progressiven
Tritbungen noch die Zeichen: + —, +, -+ zu verwenden. - : milchige Triibung,

die binnen 24 Stunden eben abzusetzen beginnt. Die Bezeichnungen der Niederschlage
sind: +, + +, +++, ii Bei vollstindiger Flockung des hydrophoben Sols (obere

Schicht wasserklar: ii Wenn die obere Schicht bei massenhafter Flockung noch etwas

triibe oder gefarbt ist: + + . Mit +++ und + bezeichneten wir erkennbare Niederschlags-
bildungen mit mehr oder weniger triiber, oberer Schicht. Die Veranderungen von + bis

'_ti bilden eine zunehmende Reihe und waren durch die in zahlreichen Versuchen er-

langte Ubung gut abzuschitzen und zu reproduzieren. Ein exaktes optisches Messver-
fahren kime hier nur fiir den ersten Schwellenwert in Frage, dessen alleinige Bestimmung
ein ganz unvollstindiges Bild der Verhaltnisse liefern wiirde.

Zur Bereitung der Mischungen wurde dreifach destilliertes Leitfahigkeitswasser ver-
wendet, dessen spezifische Leitfahigkeit 0,7—1,0% 1078 r.0. betrug. Samtliche verwen-
deten Gerite waren aus Jenaerglas, entsprechend gereinigt und ausgedampft. Zur Auf-
bewahrung der Losungen dienten Jenaer-Kolben mit Aussenkappenschliff.

A. Seralbumin.
I11.

In Tabelle 111 folgt zundchst an einer Reihe von Beispielen ein
Uberblick iiber den Gang der Flockungsreaktion von reinstem Se-
ralbumin mit verschiedenen negativen und positiven Hydrophoben,

1y Pauli, Helv. 24, 1253 (1941).
2) H. Newrath und Pauli, Z. physikal. Ch. [A] 163, 351 (1933); Pauli und M. Al-
pern, Koll. Z. 76, 130 (1936).



— 1230 —

wobei sich markante Unterschiede gegeniiber dem spéter zu beschrei-
benden Verhalten des Ovalbumin ergeben.

Tabelle III,

Seralbumin %/, 31 16 08 2.5 320 53 196
I I & S I G I 4 A I G [ ¢ i
1,0 oG B - S A G I N . g4 pullh
(I 2 2 I - I S U < I [ 0 I 4
o35 |t [x3 [sr [F (4T s FF
on T3 [T |81 | e | sr sl ¥t
0,05 ++ | e+ tt + RS S IR DL [ 4
0,025 + + + + + b i3 ERA] s
001 . * + - [ 33 ] ttul £
5x10-3 + - + - + Fibl +
25%10°3 | +- - - - t +Hbl| -
1L0% 10-2 .- - . - - +4bl} (+)
5% 1074 - - - - - L
2,5% 104 - - - - - -
1x10~4 - - - - - S
Sx10-5 _ R - - - =p| -
2,5x10°5 - - - - - - -

Wir konnen zunichst die folgende sehr auffallende Feststellung
machen. Es gibt im untersuchten Bereich keine die Flockung losende
oder riickbildende Uberschusswirkung des Seralbumins. Uber drei
Grossenordnungen ansteigender Eiweisskonzentration erstreckt sich
hier das Gebiet der vollstindigen Flockung, ohne dass eine Abnahme
derselben bemerkbar wird. Schliesslich ist etwa das 1000-fache der
zum Auftreten des Flockungsoptimums erforderlichen Menge oder
Teilchenzahl des Proteins vorhanden. In dieser Flockungszone wiwrde
somit eine enorme Uberzahl von Seralbuminteilchen zur Verfii-
gung stehen, um die hydrophoben Teilchen auseinanderzudringen,
zu zerteilen und die Flockung zu hemmen. Der Umstand, dass hier
eine hemmende Uberschusswirkung des Proteins ausbleibt, ist sehr
wesentlich fiir unser Bild vom Mechanismus dieser kompletten Kol-
loidflockung. Mit einem derartigen Verhalten wire nidmlich das Be-
stehen einer assoziativen Wechselwirkung zwischen den Proteinteil-
chen unvereinbar, welche hier notwendig zur Trennung und Ausein-
anderdringung der hydrophoben Teilchen fithren miisste. Hingegen
wird es verstindlich, sobald jede Teilchenassoziation an die Feld-
wirkung des hydrophoben Teilchens gekniipft ist. Die mit den
letzteren verbundenen Proteinteilchen wiirden sich mit ihren freien
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Flachen im Grunde nicht anders verhalten, wie die Teilchen des
reinen elektrolytfreien Seralbumins, dessen osmotischer Druck?) bis
in sehr hohe Konzentrationen linear ansteigt und keinerlei merkliche
Teilchenassoziation verrit.

Fiir die Beziehungen des Hydrophoben zum Protein ergeben sich
weitere wichtige Anhaltspunkte aus dem Studium des Elektrolytein-
flusses auf diese Kolloid-Kolloid-Reaktion, der sich in Schutz- und
Sensibilisierungseffekten kundgibt.

IV.

Vorausgegangene, insbesondere am reinsten Kongoblau- und
Goldsol?) ausgefiihrte Versuche iiber Schutzwirkung und Sensi-
bilisierung durch die Kombination von Protein und Salz
werden nun durch eingehende Untersuchungen mit hochgereinigten
As,5;- und FeO - OH-Solen erginzt, von denen hier nur ein Teil her-
angezogen werden soll. Die Rolle der Anderung von Anion und Kation
des Salzes bleibt einer besonderen Darstellung?3) vorbehalten.

Die folgende Tabelle IV gibt als Beispiel das Verhalten der Kom-
bination FeO-OH - — Sol + Seralbumin bei Variation des Protein-
und Natriumchlorid-Gehaltes.

Tabelle IV.
FeO-0H-Sol 0,0196%+ Seralbumin+ Natriumchlorid.

NaCi R AR R T T S
normal ceoo 2 2822222 2c22cee
Seralbumin ON—‘:\:\:;:\::\:\:;::;;
in 9, o~ ~ & ~ &
0,0 tprr it - oo o o L Lo
1,5 ¢4 EEEEIEIE R T IR AR SRS Sh i s G ¢4
10 L Il RS R T
sx1000 | gr]r ottt 2 e w sl
25x107 | gl ottt o s nnnn
1x1071 Hlt ottty Sl un
sx10 | stle ot ot w Al ke
25%x1072 | 3] w e mt gt Sl e ooy
1x102 | stla s s nk e nen
, 23 SRR IR LI IR
sx107% | e TT R N AN
25%103 | e 8388t gt e a1t e o
1x 1073 e :zi:: i+ - .-
R A Ry - - -
2,5% 1074 B 3 3R A o4 o gl o1 22:'3 el - e e - -
1x10~4 SRk nann 11:5 frd- - - - - - -
Sx1000 | - BRI AR el - - oo -
iy
2,5% 10°5 S I3 S 7o s 308 < HF 2 QA

1) Pauli und P. Feni, Koll. Z. 67, 288 (1934).
2) Pauli und L. Singer, Bioch. Z. 244, 76 (1932); K. Ogiu und Pauli, ebenda 250,
535 (1932). 3} P. Dessauer und Pauli, erscheint demnichst.
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Die erste Vertikalreihe zeigt den Gang der Proteinflockung des Hydrophoben ohne
Natriumehlorid, die erste Horizontalreihe die reine Natriumchlorid-Flockung ohne Pro-
tein. Die Tabelle ist durch die Koordinaten der Schwellenwerte des Proteins und des
NaCl in vier Quadranten (I—IV) mit dem Mittelpunkt A geteilt. Das Gebiet der Schutz-
wirkung ist durch Fettstrich, das der Sensibilisierung durch Strichelung eingerahmt.

Danach findet sich in einem kleinen Gebiet eine Schutzwirkung
durch Protein mit fiir sich allein nicht flockenden Salzkonzentratio-
nen, es gibt jedoch keine Schutzwirkung von Salz mit niedrigen Pro-
teinkonzentrationen, die unterhalb der Schwelle der reinen Protein-
flockung des HMydrophoben gelegen sind. Die Sensibilisierung oder
Steigerung der Flockbarkeit erscheint hingegen an niedrige Protein-
konzentrationen gekniipft. Ihr unterer Grenzwert liegt fir unser
FeO - OH-Sol bei 5 x 10-59%, Serumalbumin, was einer Molaritit von
etwa 7 x 10-%-m. Eiweissteilchen entspricht. Wie die Schitzung der
Relation der Teilchenzahlen der beiden Kolloide lehrt, wird hier die
Wahrscheinlichkeit sehr gross, dass mit einem Proteinteilchen mehrere
hydrophobe Teilchen zusammentreffen.

Fiir sehr niedrige Proteinkonzentrationen wird als typische Wech-
selwirkung nukleare Aggregation (Pauli) angenommen, wobei
die Teilchen des Hydrophoben sich nm zentrale Proteinteilchen als
Kern anlagern (Fig. 1).

O Protein % Hydrophobes
Fig. 1.

a Nukleares Aggregat schem.
b Nukleare Aggregate mit Proteinbricke.
¢ Zunahme der Proteinteilchen, Ubergang zur alternativen Aggregation.

Um die Verhéltnisse bei der nuklearen Aggregation zu iiber-
blicken, denken wir uns als Grenzfall zuniichst ein Proteinteilchen in
ein hydrophobes Sol geniigender Konzentration z. B. ein Kongoblau-
Sol von 3,15 x 10-2g/L oder unser FeO - OH-Sol mit 1,96 x 10-1g/L
eingebracht. Nach einer gewissen Zeit wird die Oberfliche des Pro-
teinteilchens unter Reaktion seiner zugidnglichen positiven Gruppen
mit einer Anzahl von Kongoblauteilechen bedeckt sein. Solche nukle-
are Assoziate haben wohl teils durch die Uberschneidung der Gegen-
ionenwolken infolge der dichten Aneinanderlagerung der Primérteil-
chen des Hydrophoben, teils infolge Neutralisation von aufladenden
Gruppen des Hydrophoben durch entgegengesetzte des Proteins an
Gesamtladung stark eingebiisst, doch besitzt das Aggregat an seiner
iiberwiegend hydrophoben Oberfliche einen Rest von ionogenen
Gruppen und damit freier Ladung. Diese reicht im allgemeinen zur
Stabilitit der nuklearen Sekundéirteilchen im Dispersionsmittel aus.
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Eine weitere Anlagerung von hydrophoben Teilchen kann jedoch aus
elektrostatischen Griinden nicht erfolgen. Ein Sol mit solchen Teil-
chen flockt nicht spontan und kann unter Umstéinden infolge Erhal-
tung oder selbst eines Ansteigens der Ladungszahl des zusammenge-
setzten Einzelteilchens, verglichen mit den urspriinglichen Primir-
teilchen, eine gleichbleibende oder sogar etwas erhohte Wanderungs-
geschwindigkeit (Wg) im elektrischen Feld aufweisen. Dennoch be-
steht eine ausserordentliche Empfindlichkeit gegen jede, selbst geringe
weitere Verminderung der Teilchenladung, weil dieselbe dann zum
Tragen des vervielfachten Teilchengewichtes nicht ausreicht. Ein Sol
mit Teilchen dieser Art koaguliert auf Zusatz sonst nicht flockender
Elektrolytmengen, es ist sensibilisiert.

Durchaus im Sinne des Bildes einer nuklearen Aggregation sind die Beobachtungen
von Pauli mit Ogtu') gelegen, welche fanden, dass der (blauen) Flockung von reinem Gold-
sol durch reine Albumine ein Gebiet niedrigeren Proteingehaltes vorausgeht, in welchem
nur ein Farbumschlag in Blau, also stabile blaue Solbildung erfolgt (Tab. III). In diesem
Bereich besteht jedoch Sensibilisierung gegen Elektrolytzusatz. Diese erstreckt sich von
5x1073%, Albumin bis zum Schwellenwert der Flockung bei etwa 4x 10-%9, Albumin.
Es haben zuerst Kirchner und Zsigmondy?) angenommen, dass das Aneinanderriicken der
priméren Goldsolteilchen im Aggregat einen Farbumschlag gegen Blau bewirkt, den sie
auch im Versuch durch Vergrosserung des Abstandes der Teilchen wieder nach Rot re-
versibel machen konnten. Sie zeigten nimlich an in rotem Goldsol gequollenen Gelatine-
hiutchen, dass diese durch Trocknen blau und durch Anfeuchten und Quellen wieder
rot werden. Pauli und E. Russer®) haben diesen Versuch mit gleichem Erfolg an hoch-
gereinigter Gelatine und reinstem Goldsol wiederholt, so dass der Einwand einer Elektro-
lytkoagulation beim Trocknen und Konzentrieren ausgeschaltet ist.

Steigt man in etwas héhere, fiir sich jedoch nicht vollstindig mit
dem Hydrophoben flockende Proteinkonzentrationen, so werden die
Flockungen schon durch sehr niedrige, selbst mehrere Grossenord-
nungen unter dem Schwellenwert des Salzes liegende Elektrolytzu-
gaben vollstindig, sie erscheinen also gleichfalls sensibilisiert. Die
wachsende Zahl der Proteinteilchen wird dazu fithren, dass sie zuneh-
mend als Briicken zwischen den urspriinglichen nuklearen Assoziaten
dienen konnen, und dieselben, wie dies die Fig. 1c andeutet, zu héhe-
ren, sekundiren Aggregaten verbinden. Dabei wird auch eine zusitz-
liche starke Abnahme der Gesamtladung durch Uberschneidung der
Gegenionensphiren und gesteigerte Inaktivierung erfolgen (Ein-
schlusseffekt). Solche schwach aufgeladene Sole mit grossen Teilchen
zeigen sich gegen sehr niedrige Elektrolytkonzentrationen, z. B.
5 x 10-3-n. NaCl (Tab. I), flockungsempfindlich.

Sehr aufklirend fiir die Kolloidaggregation im Sensibilisierungsbereich erwies sich
auch ein Versuch (Pault und E. Weiss, 1. c.), an Stelle des mittels seiner positiven Gruppen
mit Kongoblausol reagierenden, zwitterionischen Proteins das einsinnig positive Alumi-
niumoxydsol zu setzen. Auch hier zeigte sich schon bei 1,25x 107%%, Aluminiumoxydsol
eine Sensibilisierung des gebildeten, offenbar nuklearen Aggregates mit dem verwendeten

1) K. Ogiu und Pauli, Bioch. Z. 250, 535 (1932).

2) F. Kirchner und R. Zsigmondy, Drude Ann. Physik [4] 15, 573 (1904).

3) Pauli und E. Russer, Koll. Z. 58, 22 (1932).
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Kongoblausol von 3,15 1073, indem die keines der beiden Einzelsole flockend= Durch-
stromung mit Kohlendioxyd zur vollstindigen Koagulation fiihrt. Der Schwellenwert der
reinen Kolloid-Kolloid-Flockung (ohne Kohlendioxyd) lag bei 4x107°% Aluminium-
oxydsol. Eine véllig analoge Sensibilisierung bei Kohlendioxyd-Durchstrémung zeigt die
Kombination Protein+ Kongoblausol, wobei der Schwellenwert der flockenden Protein-
konzentration bei manchen Eiweisskérpern selbst um einige Grgssenordnungen herab-
gesetzt wird. Hier kommt noch die gesteigerte Elektropositivierung und Feldwirkung des
Proteins seitens der gelosten Kohlenséure zu ihrer Elektrolytwirkung hinzu.

Wird die angelagerte Proteinmenge mit allmidhlichem Anstieg
der Eiweisskonzentration schliesslich gross genug, so dass es einen
geniigenden Anteil der Oberfliche des Aggregates bildet, dann kann
das gleiche Aggregat in niedrigem Salzgehalt Sensibilisierung, in
hoéherem bereits Schutzwirkung zeigen. Dieses Gebiet ist in unserem
Beispiel offenbar klein (Tabelle 1V) und fallt zufillig zwischen die
untersuchten Albuminkonzentrationen 5 x 10-% und 1 x 10-29,.
Beim Kongoblausol (Pauli und Singer 1. ¢.) findet sich hingegen bei-
spielsweise fiir den gleichen Gehalt von 0,02 %, Seralbumin zwischen
1,56-n. bis 5 x 10-3n. NaCl Schutzwirkung und von 1 x 10-3 bis
1 x 10-4%n. Na(Cl Sensibilisierung. Bei unserem As,S,-Sol fand sich
dahnlich fir 2,5 x 10-29%, Seralbumin im Bereiche von 2,0-n. bis
7,5 x 10~2-n. NaCl Schutzwirkung und von 5 x 10-2-n. bis 5 x 10~%-n.
Na(l Sensibilisierung. Analoge Verhéltnisse zeigten FeO - OH- und
As,8;-Sole mit Ovalbumin.

Die Sensibilisierung darf nach sdmtlichen bisherigen Erfahrungen
an hochgereingiten Proteinen und hydrophoben Kolloiden als eine
bestimmte Art der Aggregation von Kolloiden definiert werden,
welche die Flockbarkeit erhoht, Dieser Aggregationstypus ist in unse-
rem Fall ein nuklearer, mit dem Protein als Kern, der zu einem mehr
oder minder rein hydrophoben Aufbau der Teilchenoberfliche fiihrt.

V.

Beim Ubergang zu hoheren Proteinkonzentrationen unter
gleichbleibendem Gehalt an Hydrophoben wire zunichst das Gebiet
herauszuheben, in welchem die Teilchenzahlen beider Kolloide
ungefihr gleich, oder vom Protein nur wenig iiberschritten sind.
Hier werden wiederum die mit allen Erfahrungen in vollem Einklang
stehenden Voraussetzungen gelten, dass 1. weder eine erhebliche
Assoziation der Proteinteilchen untereinander noch eine Vereinigung
der reinen hydrophoben Teilchen erfolgt und dass 2. die Feldwirkung
der letzteren zufolge ihrer aufladenden Gruppen die Anlagerung des
zwitterionischen Proteins mittels seiner entsprechenden, bis zu einem
gewissen Grade polarisierbaren Gruppen bedingt. Dabei findet eine
mehr oder weniger weitgehende Neutralisation der Ladungen statt,
wihrend zugleich die dem Hydrophoben gleichgeladenen Gruppen des
Proteins moglichst aus dem Felde des ersteren gedringt werden. Nicht
mehr zum Bestande eines inneren Salzes gehorend, verlieren dieselben



— 1235 —

als schwache Séduren bzw. Basen durch Dissoziationsriickgang prak-
tisch zur Ginze oder zu einem sehr erheblichen Anteil die freie Rest-
ladung. Gleichzeitig werden damit die komplexe Verkuppelung sol-
cher Gruppen z. B. NH, an die Schwermetallatome des Hydrophoben
oder gewisse im Sinne einer Denaturierung wirksame intramolekulare
Umlagerungen im Protein begiinstigt.

Die wahrscheinlichste primire Grundform des Assoziates wird in
diesem Gebiete das Doppelteilechen aus einem Hydrophoben und
einem Eiweissteilchen sein. Diese Doppelteilchen werden teils aus
sterischen Griinden, teils infolge ihrer verminderten Ladungen ge-
ringere anziehende Feldwirkungen ausiiben, und auftreffende Protein-
teilchen schwerer festhalten. Begiinstigt und am bestdndigsten wird
jedoch unter den moglichen Kombinationen der Aufbau von Quadru-
pol-artigen und hoheren Assoziaten aus den Doppelteilchen sein, in
welchen der hydrophobe Teil jedes Partners auch mit dem Protein-
stiick des anderen reagiert hat, wobei sich die anziehenden Wirkungen
summieren werden (Fig. 2). Diese Art der Bildung hoéherer Assoziate
gibt den Typus der alternativen Aggregation (Pawli). Ein Hin-
weis darauf, dass es zuniichst ein unteres UUbergangsgebiet zur nukle-
aren Aggregatlon (und der Sensibilisierbarkeit durch unterschwellige
Koagulatoren) geben wird, findet sich bereits oben. (Vgl. dazu Fig. 1c.)

Fig. 2.
Alternative Aggregation,
a Elementares Doppelteilchen,
b Kompaktes quadrupolartiges Aggregat,
¢ Lockeraggregat aus kompakten Assoziaten.

Sobald durch Bildung der ersten alternativen Assoziate simt-
liche vorhandenen Doppelteilchen praktisch verbraucht sind, stehen
fiir eine weitere Aggregation ausschliesslich grossere Teilchen zur
Verfiigung. Diese werden jedoch teils infolge der Abnahme der Ladung
und Feldwirkung, teils infolge sterischer Behinderung nurmehr mit-
tels kleiner Beriihrungsstellen untereinander reagieren koénnen. Der
ersten dicht gepackten oder kompakten Assoziatbildung wird also
die Entstehung von grosseren Lockeraggregaten folgen, welche
gemiiss den eingeschlossenen Zwischenriumen ein grosseres Gesamt-
velumen, zugleich aber eine leichtere Durchdring- und Zerteilbarkeit
aufweisen werden. Diese wegentlichen Verschiedenheiten in der Aggre-
gatbildung kommen auch in den weiter unten angefiihrten Reversi-
bilitdtsversuchen zum Ausdruck.
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Dem Schwellenwert der volligen Flockung folgt nun mitsteigen-
dem Eiweissgehalt ein weiter Bereich vollstindiger Koagulation
des Hydrophoben, in welchem das Koagel zunichst proteinarm bleibt,
um in den hochsten Eiweisskonzenfrationen eine, wenn auch sehr
maéassige Zunahme des Eiweissgehaltes erkennen zu lassen.

Diese Zunahme der Flocken an Protein wird unmittelbar erkennbar bei der Goldsol-
flockung durch die Albumine, die in 8x 10~4—2,5x 10729, reinstem Seralbumin voll-
standig und blau ist, in hoheren Eiweisskonzentrationen ebenso vollstindig ist, aber rot
bleibt (Tab. ITI), Im Sinne der angefithrten Erklirung Zsigmondy’s fiir den Farbumschlag
beim Ubergang von trocknender (blau) zu wieder quellender (rot), goldsolhaltiger Gelatine
wiirde es sich in unserem Falle gleichfalls um das Aneinander- oder Auseinanderriicken
der Goldsolteilchen im Albuminkoagel handeln. Die Beobachtung an unseren reinsten
Albuminen spricht jedoch gegen eine — im Anschluss an Untersuchungen K. Hatschek’s?)
iiber Komplexsalze, die unter Dehydratation in Gelatine von 30,4—34%, einen Umbau
mit Farbumschlag erfahren — von F. Eirich?) erorterte, analoge Erklarungsmoglichkeit
fiir den Goldsol-Gelatineversuch. Denn bei den Albuminen besteht in diesem Verdiin-
nungsbereich kein Anlass zur Annahme dehydratisierender Effekte, zumal der Umschlag
in die rote Koagelfarbe gerade in dem hoheren Eiweissgehalt auftritt. Der Umstand, dass
der Farbumschlag der Goldsolflockungen bei den Albuminen in niederen Eiweisskonzen-
trationen, namlich der erste in Blau um 1 x 10749 und in héheren in Rot bei 0,025—0,05%,
erfolgt, macht diese Versuche in mancher Hinsicht eindeutiger als die Versuche in der
ausserordentlich hochprozentigen Gelatine beim Trocknen und Quellen. Wohl handelt es
sich in beiden Fillen offenbar um Aneinander- und Auseinanderriicken der mit Protein
verbundenen Goldteilchen. Allein es besteht auch ein gewisser Unterschied im Mechanis-
mus, indem bei der quellenden Gelatine durch den Wassereintritt neben einer geringen
Desassoziation vor allem eine Vergrosserung der Proteinanteile durch Hydratation erfolgt,
wihrend beim steigenden Albumingehalt durch Einlagerung von weiteren Eiweissteilchen,
bei praktisch konstanter Hydratation derselben, die Abstinde der Goldteilchen im As-
soziat bis zum Rotumschlag vergréssert werden.

Die statistische Bevorzugung des alternativen Aggregationstypus
macht uns auch verstindlich, dass die Flockung bis in sehr hohe Ei-
weisskonzentration, von dieser unabhingig, fortbesteht. Die Kolloid-
mischung verhilt sich in diesem weiten Bereich wechselnder Zusam-
mensetzung so, als ob hier eine annihernd konstante Grosse — das
wire in unserem Falle die Zahl der hydrophoben Teilchen, die den
Sitz der einsinnigen elektrostatischen Krifte darstellen — fiir den
Vorgang massgebend bleibt. Ein bis zur sterischen Behinderung der
Flockung ausreichende Uberschusseffekt wird beim Seralbumin im
untersuchten Bereiche?) nicht bemerkbar. Durchaus entspricht es fer-
ner dem Bilde der alternativen Aggregation, dass hier ein flockungs-
hemmender Effekt auch nicht durch nachtriglichen Zusatz des Ei-
weissiiberschusses hervorgerufen werden kann.

1) E. Hatschek, Faraday 32, 787 (1936).

2y F. Eirich und H. Mark, Erg. d. Naturw. 15, 1 (1936).

3) Bei einer geniigend starken Herabsetzung der Konzentration des Hydrophoben
und relativ hohem Proteingehalt wird jedoch schliesslich eine betriachtliche rdumliche und
zeitliche Hemmung der Flockung zu erwarten sein. Verdiinnungen des Kongoblausols auf
1/, des Stammsols (bis 8x 10749,) liessen bis 1—59%, Seralbumin noch keine Abnahme
der Koagulation erkennen. (Pauli und P. Szarvas, erscheint demnichst.)



— 1237 —

VL
Weitere Anhaltspunkte fiir den Aufbau unserer Kolloid-Kolloid-
Flockungen mit Seralbumin liefert die Priifung ihrer Reversibilitit
beim nachtraglichen Neutralsalzzusatz im Gebiet der Schutzwirkung.
Anschliessend folgen als Beispiel Versuche am reinsten FeO-OH- und As,S;-Sol und
zwar mit den Zeichen (a) bei gleichzeitigem Zusatz von Salz+ Eiweiss (Schutzwirkung),
(b) bei Zugabe des Salzes zur KK-Flockung nach 5 Minuten und (c¢) nach 18 Stunden.

In der Tabelle V sind, wie stets, Sole und Elektrolyte in der Endkonzentration angegeben.
Unter 0,0 ist die reine KK-Flockung angefiihrt.

Tabelle V.
Zeitliche Salz-Reversibilitit der KK-Flockung mit Serumalbumin.
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Die Versuche zeigen, dass bei der Kombination FeO - OH-Sol +
Seralbumin durch nachtriglichen Neutralsalzzusatz eine sehr aus-
giebige Riickbildung der vollstindigen Flockung bis zu sehr feinen
stabilen Triibungen erfolgt, welche noch bei Zusatz nach 18 Stunden
den Zerteilungszustand von Eiweiss + Salz (a) erreichen kann. Beim
As,3,-S0l ist die nachtrigliche Reversibilitit weit geringer und bei
Salzzusatz zur KK-Flockung nach 18 Stunden (¢) nur noch ange-
deutet. Beim Ubergang von 0,01-n. zu 0,1-n. Salz steigt der zertei-
lende Effekt nicht merklich oder nur sehr wenig an.

Dass der quantitative Unterschied der Reversibilitit bei diesen Hydrophoben nicht

einfach deren verschiedenen Ladungsvorzeichen zuzuschreiben ist, lehrt die grosse Re-
versibilitit der Flockung des negativen Kongoblausols mit Seralbumin durch Salzzusatz?),

1) Pawli und L. Singer, Bioch. Z. 244, 76 (1932).



— 1238 —

Die Beobachtungen enthalten noch einen beachtenswerten Hin-
weis betreffend den Aufbau der flockenden Aggregate. Schon die Tat-
sache, dass die Auflosung der einmal gebildeten KXK-Flocken durch
das Neutralsalz in der Regel nur bis zur feinsten Triibung geht, wiirde
dafiir sprechen, dass das Salz nur einen lockeren Anteil des Aggre-
gates zu dispergieren vermag, nicht aber die dichter gepackten Bau-
steine desselben. Zwingend erscheint ferner der folgende Umstand.
Wire das Salz imstande, auch die elementaren Doppelteilchen der
alternativen Aggregate aufzuspalten, so bliebe es unverstéindlich,
weshalb dann die ginzlich abgetrennten Teilchen des Hydrophoben
in der in Wirklichkeit schiitzenden hohen, den Schwellenwert weit
iibersteigenden Elektrolytkonzentration nicht vollstindig koagulieren.
Es muss also ein bestimmter Anteil des Proteins vom Hydrophoben
nicht abtrennbar sein. Nach unserem Bilde vom Zustandekommen
der alternativen Aggregation wire in der Tat zu erwarten, dass die
ersten Doppelteilchen und ihre niederen Kombinationen von stirkeren
Kriften zusammengehalten werden und dass die einem solchen dicht
gepackten Block verbleibenden geringen Ladungsreste nur lockere
weitere Anlagerungen gestatten, welche ein leichtes Eindringen des
Salzes ermoglichen.

Die primire Bildung kompakter Aggregate als Vorstufe einer Locker-
aggregation ist offenbar bei Kolloid-Kolloid-Reaktionen durchaus kein vereinzelter
Fall. S8o beschreiben Pauli und L. Hofmann) als erstes Stadium der Reaktion von rein-
stem Ovalbumin oder Seralbumin mit Caseinat eine Abnahme dcr inneren Reibung
entsprechend der Bildung ,,dichter Assoziate, die sich dann unter Reibungserhohung
zu ,,Lockeraggregaten® zusammenlegen. Ein anderes Beispiel dieser Art geben dieselben
fiir die Hitzedenaturierung von verdiinnten Edestinatlosungen, welche mit einem Abfall
der Viskositat verbunden ist, an dessen Stelle jedoch in héheren Konzentrationen bei der
Bildung von Lockeraggregaten (bezogen auf den gleichen Proteingehalt) eine starke Rei-
bungserhéhung tritt. Auch die Beobachtung von 4. Fernaw und Pauli?), dass das elektro-
positive Ceroxydsol bei Radiumbestrahlung im Viskosimeter nach einer Vorstufe von
Reibungsabnahme allméhlich eine starke Viskositdtserhdhung und schliesslich eine ma-
kroskopische Koagulation erfihrt, diirfte gleichfalls ein hierher gehériges Beispiel dar-
stellen, welches sich durch den langsamen Koagulationsablauf als besonders giinstiges
Objekt erweist.

Bei der Zerteilung der KK-Flockung wiren fiir das Neutralsalz
zwei Angriffsmoglichkeiten gegeben: 1. am Hydrophoben, 2. am Pro-
tein. Die hier in Betracht kommenden hoheren Salzkonzentrationen
konnten den hydrophoben Oberflichenanteil der Assoziate lediglich
entladen, also dessen Beitrag zur Teilchenstabilitit zur Génze auf-
heben. Wiirde das Neutralsalz infolge der Entladung des Hydrophoben
die Lockeraggregate aufteilen, dann miisste dies unabhingig vom
Protein geschehen. Das Gegenteil ist jedoch der Fall. So erwies sich
nur die Flockung Serumalbumin + Kongoblau, nicht aber die von
Ovalbumin -+ Kongoblau durch Salz zerteilbar. Ahnlich dem letz-

1) Pauly und L. Hofmann, Koll. Beih. 42, 34 (1935).
%) A. Fernau und Pauli, Koll. Z. 20, 20 (1917).
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teren verhilt sich auch Ovalbumin + As,S,;-Sol in bezug auf die
zeitliche Riickbildungsfihigkeit der KK-Flockung, wihrend Ovalbu-
min und FeO - OH-Sol eine ausgezeichnete Salzreversibilitit besitzt
(s. u.). Diese und andere anzufiihrende Erfahrungen sprechen dafiir,
dass der Zustand des Proteins im Aggregat verschieden sein kann
und die Angriffsmoglichkeit des Neutralsalzes wesentlich bestimmdt.
In der Tat bildet schon das Bestehen einer hoheren Proteinkonzen-
tration und damit eines gentigenden Proteinanteiles an der Aggregat-
oberfliche eine unerlidssliche Voraussetzung fiir den stabilisierenden
Salzeffekt, sowohl bei der simultanen Verhinderung (Schutzwirkung
im engeren Sinne), wie auch bei der nachtriglichen Zerteilung der
KK-Flockung.

Das Salz kann in einem ausgedehnten Konzentrationsbereich?)
die verbliebene Proteinoberfliche durch Vermehrung oder Herstellung
einer freien Aufladung, sowie durch Begiinstigung des zwitterionischen
Zustandes hydratisieren und damit die nach Aufteilung der Locker-
aggregate verbleibenden kompakten Assoziate stabilisieren. In diesem
Sinne sprechen die spiter beschriebenen Wanderungen im elektrischen
Feld. Irreversible Proteininderungen, zu denen im Unterschied vom
Seralbumin gerade das Ovalbumin besonders neigt, wiirden bei der
Aggregation auch als Aufhebung der zerteilenden und stabilisierenden
Neutralsalzwirkung in Erscheinung treten.

B. Ovalbumin.
VII.

Die folgende Tabelle VI bringt zunichst eine Reihe von Bei-
spielen fiir die KK-Reaktion des Ovalbumins mit einer Anzahl nega-
tiver und positiver Kolloide.

Zum Unterschied vom Seralbumin findet sich hier in den ent-
sprechenden héheren Konzentrationen ein hemmender Uberschuss-
effekt des Ovalbumins auf die Flockung einer Reihe von negativen
und positiven Hydrophoben, der in einigen Fillen bis zur vollstan-
digen Aufhebung jeder Niederschlagsbildung gehen kann. Diese Hem-
mung zeigt sich bei Gold- und Kongoblausol, ferner bei Eisenhydr-
oxyd- und Nachtblausol. Sie fehlt nur bei As,S,;- und SbyS;-Sol, die
verglichen mit den anderen Solen mit einer ca. zehnmal so grossen
Gesamtladung gepriift und nicht verdiinnt worden waren. Ein nach-
traglicher Zusatz eines Owvalbuminiiberschusses erwies sich jedoch
auch in jenen Mengenverhiltnissen unwirksam, die bei einmaliger
Zugabe eine Flockungshemmung bewirken,

In niederen, unterschwelligen Ovalbuminkonzentrationen finden sich, wie vor allem
wiederam das Goldsol unmittelbar erkennen lisst, die vollig gleichen Anzeiehen nuklearer
Aggregation wie beim Seralbumin, also die Bildung stabiler blauer Sole zwischen

1) In jenen hoheren Salzkonzentrationen, in welchen es zur Fallung des reinen
Proteins kommt, bleibt auch ein stabilisierender oder dispergierender Effekt aus.
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5% 10~5—1x 10-49%, Ovalbumin, die jedoch stark gegen Elektrolyt oder Einleiten von
Kohlendioxyd sensibilisiert sind. In den héheren Proteinkonzentrationen von 1,25 10-2
bis 5x 10719, tritt an Stelle der typischen blauen eine rote, gleichfalls vollstindige KK-
Flockung auf. In diesem Farbumschlag gegen Rot kommt, wie beim Seralbumin niher
ausgefiihrt wurde, eine gewisse Auseinanderdringung der angelagerten Goldteilchen zum
Ausdruck. In noch hoherem Ovalbumingehalt (1,56 und 2%) erscheint dann die Gold-
flockung zu einer zarten roten Triibung zuriickgebildet. In dem gleichen hohen Konzen-
trationsbereich des Ovalbumins findet sich auch am FeO-OH- und Kongoblausol der
hemmende Uberschusseffekt. Diese Hemmung war betrichtlicher beim Nachtblausol,
dessen Gesamtladung etwa der des Gold- oder Kongoblausols entsprach und das wie das
letztere ab 1x 1032, Ovalbumin vollstindig flockte. Hier wurde bereits mit 0,1%, Oval-
bumin die Hemmungszone erreicht und die lilarote Mischung klar und tiefblau. Noch
stiarker ausgepragt wie beim Ovalbumin fand sich die hemmende Uberschusswirkung beim
reinsten Leimglutin. Fiir das Kongoblausol (3,15x 10729, ) ermittelte sich ein Flockungs-
bereich zwischen 3x 10-4%, bis 7,7 x 10~3%, Leimglutin. Oberhalb sowie unterhalb dieses
Gebietes klare blaue Sole, von denen die letzteren durch ihre Sensibilisierung die nukleare
Aggregation anzeigten und unter 3x 1074% bis herab zu 2x10-%% Glutingehalt mit
Einleiten von Kohlendioxyd vollstindig flockten (Pauli und E. Weiss, 1. c.).

Tabelle VI.

rrecroall vl Rnvingll il vl IRSCY BCETR L R
Ovalbumin®/, | 64 32 1,6 08 22,5 5,5 19,6 5,0
2,0 + + - - +++
1,5 b e * - +F +
1,0 3 tilri + +te |+ +c ] £+ -
0,5 R A i < S [VRFURN (A -
0,25 + + |++ 113 T olster| 22 -
0,1 t * + + + - +Frer ) 32 +
0,05 + + t bt +- le*rer] ++ | + 4
0,025 - - - - =) |+t | ++ | +te
0,01 - - - - - +tepl] 4t | ¥+
$x1073 - - - - - J+++n] +r+ L E2
2,5%x1073 - - - - - T iu +14
1,0x1074 - - - - - T ru| (%)
Sx 1074 - - - - - ru| - -
2,5%10* - - - - - + bl| - -
1%x10~4 - - - - - + bl - -
5x1075 - - - - - = bl - -
2,5x%1073% - - - - - - - -

Fiir diese Flockungshemmungen im Proteiniiberschuss kann nicht,
wie schon ihr unter den gleichen Umstinden beobachtetes, regel-
missiges Ausbleiben bei Seralbumin anzeigt, die blosse rdumliche
Behinderung durch die bedeutende Uberzahl der Proteinteilchen iiber
die des Hydrophoben bestimmend sein. Wesentlich fiir die Wirksam-
keit der Teilchenzusammenstisse wird hier vor allem die Haftfihig-
keit weiterer Proteinteilchen an den ersten gebildeten Assoziaten.
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Da fiir unseren Uberschusseffekt die Variation des Proteins, z. B.
Ersatz des Seralbumins durch Ovalbumin oder Leimglutin, und
nicht die des Hydrophoben den Ausschlag gibt, wird es sich in erster
Linie um die Anlagerung des Proteins an den Eiweissanteil des Asso-
ziates handeln. Beim Leimglutin ist ein solches Verhalten durchaus
zu erwarten, da fiir dasselbe eine starke Zunahme der Teilchenasso-
ziation mit steigender Konzentration charakteristisch ist, die hier den
machtigen Anstieg der Viskositdt bis zur festen Gallertbildung be-
dingt. Beim nativen Ovalbumin findet sich jedoch in unserem Kon-
zentrationsbereich keine etwa durch den Gang des osmotischen
Druckes angezeigte Teilchenassoziation. Hingegen wire hier vor allem
eine molekulare Verinderung durch seine Reaktion mit den Hydro-
phoben in Betracht zu ziehen, die es dann, dhnlich wie dies bei ge-
wissen Denaturierungen festgestellt wurde!), zur Anlagerung von
nativem Eiweiss geeignet macht. Fiir die Beurteilung dieser Moglich-
keiten ergeben sich wertvolle Anhaltspunkte aus dem Studium der
Schutzwirkung.

VIII

Auch beim Ovalbumin kommt die Schutzwirkung auf den Hydro-
phoben durch die Kombination von Protein mit Neutralsalz?)
zustande und ist dann sowohl gegen die reine KK-Flockung, als auch
gegen die Elektrolyt-Koagulation gerichtet. Sie tritt fiir FeO - OH-
ebenso wie fiir As,S,-Sol ansteigend von der Ovalbuminkonzentra-
tion 0,025°9, auf. Der Sensibilisierungsbereich beginnt dagegen bei
2,5 x 10-%9%, Ovalbumin und liegt also ein wenig hoher als bei Ser-
albumin (5 x 10-39,). Alle Beobachtungen sind wiederum aus dem
Bilde einer nuklearen bzw. alternativen Aggregation der beiden Kol-
loidtypen durchaus verstindlich. Die unterschiedlichen Schwellen-
werte der Sensibilisierung von Ovalbumin und Seralbumin wiren
schon aus den Grossenunterschieden ihrer Teilchen zu verstehen, da
das etwas iiber ein Drittel grossere Seralbuminteilchen [Mol.-Gew.
(ohne Hydratation) 70000 gegen 45000 von Ovalbumin] grébere und
damit empfindlichere, nukleare Aggregate mit hydrophober Ober-
fliche bilden wird.

Einen gewissen Einblick in die Verinderungen des Eiweisses in-
folge seiner Assoziation mit den Hydrophoben gewadhrt wiederum die
Prifung der Reversibilitiat der XKolloid-Proteinflockung mittels
nachtriglichem Salzzusatz. In der folgenden Tabelle VII bedeutet,

1) Pauli und J. Weissbrod, Koll. Beih. 42, 34 (1935). Diese fanden schon eine Bei-
mengung von /,4,,% denaturierten Ovalbumins im Sinne einer Erniedrigung der Hitze-
gerinnungstemperatur von Seralbumin und Ovalbumin wirksam als Keime einer Asso-
ziatbildung. In 0,19, beigemengt, kann es eine Senkung der Koagulationstemperatur um
25° C bewirken. .

%) Aus rdumlichen Griinden wird von der Wiedergabe von Tabellen abgesehen.
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wie in der vorangegangenen Tabelle V, das Zeichen (a) den gleich-
zeitigen Zusatz von Ovalbumin und Salz, (b) den nachtriglichen Salz-
zusatz nach 5 Minuten und (¢) 18 Stunden nach der Kolloid-Protein-
mischung.

Tabelle VII.

FeO- OH-Sol (0,029,)  Ovalb, (0,25%) | A%Sa-S0l (0.0275%)+ Ovalb.
|

(1%)

nNaCl | 00 |sx107|sx102| 00 |5x1071] 5x10-
+ + 2 + |
a tr + s+ | T + +k
++ N N + n
b ++ - - + + Raps
+ + ‘ o + + +
¢ ++ = == + o+ ++ ++
n. Na,S0, 0,0 1x101 | 1x1072| 0,0 1x1071 | 1x10-2
+ + +
a g ++ + 1 + - +
+ + N N + L
b + + - = + + == T
+ + N N + + +
¢ ++ = &= ++ ++ ++
nEK[Fe(CN)] 00 |1x10°1|1x10-2| 0,0 1% 1071 | 1x10-2
+ + B B + B B
a I + + + o+ (+-)
b ot + + - + 4L
+ + - = 4+t - ==
++ N N + + +
¢ ++ =+ =+ ++ ++ |+t

In allen Versuchen handelt es sich um Fiweiss- und Salzkonzen-
trationen, von denen jede fiir sich allein den Hydrophoben vollstindig
flockt, so dass die bei der Kombination Protein + Salz auftretende
Schutzwirkung stets gegen beiderlei Koagulation gerichtet ist. Wie
beim Seralbumin erscheint auch beim Ovalbumin die KK-Floekung
des positiven FeO - OH-Sols durch nachtriglich (nach 18 Stunden)
erfolgenden Salzzusatz reversibel bis zur feinsten Zerteilung und da-
mit nicht verschieden von der Schutzwirkung in der priméren Salz-
Protein-Mischung. Beim As,S,-Sol dagegen ist das Neutralsalz schon
nach 5 Minuten merklich weniger und nach 18 Stunden nicht mehr
wirksam. Hier ist somit in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des
Seralbumins vollige Irreversibilitit der KK-Aggregate eingetreten,
wahrend bei simultaner Zugabe von Salz + Eiweiss ein weitgehender
Schutz gegen die Flockung besteht. s vermag also das Salz von vorne-
herein das Zustandekommen einer irreversiblen Proteininderung zu
verhindern, wihrend es die bei der Reaktion mit dem negativen Hy-



— 1243 —

drophoben einmal erfolgte, intramolekulare Anderung nicht mehr
riickbilden kann.

Beziiglich des Mechanismus der Zerteilung der KK-Flockung
durch Salzzusatz gelten auch beim Ovalbumin die fritheren Betrach-
tungen iiber primire, kompakte Assoziate und deren Zusammentreten
zu durchreagierenden, groberen Lockeraggregaten.

Eine besondere Frage bildet der Unterschied in der Reversi-
bilitdt der Albuminflockungen mit FeO - OH-Sol einerseits und dem
As,3,-Sol anderseits.

Fiir das Verhalten unseres positiven Hydrophoben muss man
zunichst beriicksichtigen, dass die interionische Wechselwirkung mit
den seitenstindigen Carboxylgruppen des Proteins erfolgt. Man darf
jedoch weiter annehmen, dass jedes Proteinteilchen schon aus topi-
schen Griinden nur mit einem Teil der aufladenden Gruppen des
Hydrophoben (und umgekehrt) reagieren kann. Dann kénnten am
Albumin stets geniigend Carboxylgruppen iibrigbleiben.

Die verfiigbaren, im Assoziat Ovalbumin + FeO - OH-Sol frei-
bleibenden Carboxylgruppen bilden nun in der Tat den Angriffsort
fiir die durch Neutralsalze hervorgerufene Reversibilitit der Aggre-
gation. Der Beweis dafiir hat sich mittels elektrophoretischer
Bestimmungen eindeutig erbringen lassen. Wie die unter ,,elektro-
phoretische Versuche‘ folgenden Beispiele lehren, werden nimlich
Assoziate, die fiir sich allein infolge der Anlagerung des Hydrophoben
einen positiven Ladungsrest durch ihre kathodische Uberfiihrung an-
zeigen, mittels Zugabe von 1,1-wertigem Neutralsalz (z. B. Natrium-
chlorid) elektronegativ, kenntlich an einer rein anodischen Wan-
derung. Eine solche kommt sogar noch zustande, wenn ein entspre-
chendes Salz mit zweiwertigem Kation (Magnesiumchlorid statt Na-
triumechlorid) verwendet wird.

Dieser Neutralsalzeffekt kann hier mit dem gleichen Ergebnis als eine Erhéhung
der Dissoziationskonstante der R-COOH-Gruppen im Sinne von Giintelberg und Schiddi?)
oder als eine Art von Zwischenstufe zwischen dem einen Grenzfall, nimlich der Neutralisa-
tion unter Entstehung von vollstindig dissoziierten R-COO-Na, und dem anderen der
Bildung von undissoziiertem R-COOH bei sinkendem py; (z. B. durch Salzsaure-Zugabe)

beschrieben werden. Zu dem von Ginfelberg und Schiddt in ihrer grundlegenden Arbeit
untersuchten Salzeinfluss auf die zwitterionische, molekulardisperse Aminosulfosiure Me-
thylorange, sowie dem spéiter analog behandelten kolloiden, zwitterionischen Kongoblau?)
kommt nun das angelagerte Protein. Beim Kongoblau tritt die von den Dissoziations-
konstanten abhingige, konstitutive Beeinflussung seitens des Neutralsalzes zugleich als
Verschiebung des Farbumschlages in die Erscheinung, wahrend beim Protein eine intra-
molekulare, unter Umstinden selbst irreversible Umlagerung gehemmt wird, was als
Schutz oder als Flockungsunterdriickung sichtbar wird.

Von besonderem Interesse ist der Fall der Reversibilitit bzw.
der Schutzwirkung durch Lanthannitrat (z. B. 1 x 10-3-n.) gegen-

1) E. Gintelberg und E. Schiddt, Z. physikal. Ch. 135, 393 (1928).
2) Pauli und L. Singer, Bioch. Z. 244, 76 (1932).



— 1244 —

iiber der vollstindigen Flockung von Ovalbumin (z. B. 0,56%,) +
+ FeO - OH-Sol. Hier wird der Effekt durch eine positive Auf-
ladung des Proteins im Assoziat erreicht, wie der elektrophoretische
Ubertithrungsversuch (s. u.) schon erkennen ldsst. Auch dieser Fall
ist jedoch, wie der obige als Reaktion mit den freigebliebenen Car-
boxylgruppen des Eiweissanteiles im Assoziat und zwar durch An-
lagerung und teilweise Inaktivierung von La-- aufzufassen.

Dabei soll es noch offen bleiben, wie weit im einzelnen an der Entstehung der posi-
tiven Uberschussladung am Protein die folgenden Umstinde beteiligt sind: 1. das Gegen-
iiberstehen des 3-wertigen La'* und der einwertigen, in grésseren Abstinden verteilten
Carboxylgruppen, 2. komplexe Verkniipfung des Metallions mit RNH,-Gruppen, 3. ein
am Protein verbleibender Uberschuss von Ammoniumgruppen mit NO’; als Gegenion.
Erst in hoherer Konzentration (iiber 0,25-n.) wirkt das Lanthansalz fiir sich allein eiweiss-
fallend und begrenzt damit das eigene Schutzgebiet.

An den Reversibilititseffekten durch Neutralsalz tritt die Be-
deutung des partiellen Charakters der Protein-Kolloid-Reaktion
besonders hervor, welche bei der alternativen Aggregation einen ge-
niigenden Anteil der Oberfliche dem Eiweiss freilfisst. In dieser ste-
risch bedingten Unvollstdndigkeit erscheint der Unterschied begriindet
gegeniiber der Eiweissreaktion etwa mit einem molekulardispersen
Schwermetallsalz, bei der die Uberzahl oder selbst sémtliche der
bestimmbaren Carboxylgruppen der Eiweissmolekel unter irrever-
sibler, von Neutralsalz unbeeinflussbarer intramolekularer Anderung
desselben reagieren.

Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei der Reaktion von Oval-
bumin mit negativen Hydrophoben. Wo hier nicht von vorneherein,
wie etwa beim Kongoblausol, die Hemmung der reinen KK-Flockung
durch Salz (Schutzwirkung) ausbleibt, dort stellt sich wie beim As,S,-
Sol nach Flockung voéllige Irreversibilitit gegen nachtrigliche Salz-
zugabe ein.

Dass irreversible Veranderungen beim Ovalbumin viel vollstindiger auftreten als
beim Serumalbumin, das zeigt sich auch auf dem ganzen Gebiet der Alkohol- und Hitze-
gerinnung, der Séureflockung und der Schwermetallsalzfallungen ( Pauli und R. Weiss!)).
Die Reaktion mit den aufladenden, ionogenen Komplexen des negativen Hydrophoben
erfolgt iiber die den Diaminosiuren entstammenden, positiven Gruppen des Proteins,
deren lingere und verschieblichere Seitenketten eine vollstandigere Wechselwirkung be-
giinstigen werden. Weiter ergibt sich fir die grosse Variation der in Schutzwirkung und
Reversibilitit zum Ausdruck kommenden Reaktionsunterschiede mit wechselnden nega-
tiven Hydrophoben eine gewisse Analogie zu den Saurefillungen der Proteine. Fiir
diese erscheint namlich nicht in erster Reihe die Stirke der Saure und die H'-Aktivitat,
sondern vor allem der Bau des Siureanions und seine Inaktivierung an den positiven
Gruppen ausschlaggebend. Es geniigt, hier nur auf die Trichloressig-, Sulfosalicyl-, Phos-
phorwolfram-, Ferrocyanwasserstoffsdure u. a. zu verweisen, welche die stirkere Salz-
oder Schwefelsdure an Fillungsvermégen weit iibertreffen. Beim Kongoblausol handelt
es sich um eine Naphthylaminsulfosiure, beim As,S;-Sol um ein Gleichgewicht zwischen
Thioarsenit-, Thioarsenat- und Arsensiureionen?) als aufladende anionische Gruppen.

1) Pauli und R. Weiss, Bioch. Z. 233, 381 (1931).
2) Pault und A. Laub, Koll. Z. 78, 295 (1937).
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Auch hier besteht der wesentliche Unterschied, dass die Reaktion der molekulardispersen
Saureanionen mit simtlichen verfiigbaren positiven Gruppen des Proteins vollstandig
erfolgt, wahrend die Reaktion mit den aufladenden Komplexen der negativen Hydro-
phoben nur eine partielle sein kann.

IX.

Elektrophoretische Versuche: Diese wurden in zwei Pauli-Landsteiner’schen
Apparaten mit Platin-Elektroden, in Cl-ionen-haltigen Lésungen mit einer Silber-Anode
ausgefiihrt. Die Proben kamen eine Stunde nach ihrer Bereitung zur Messung. Als obere
Schicht diente eine Eiweisslosung der gleichen Konzentration bzw. deren Mischung mit
dem verwendeten Salz. Die Versuche sind nahe bei 209 C ausgefithrt und fiir diese Tem-
peratur korrigiert. Die Ablesung der scharfen Grenzschicht bot keine Schwierigkeit und
Doppelbestimmungen konnten selbst auf 1%, reproduziert werden. Die stindig kontrol-
lierte Feldstarke betrug meist um 3 V/em. Die Tabelle VIII enthilt neben dem Wande-
rungssinn W, die Wanderungsgeschwindigkeit Wg in ecm? V-1 sek.~? und den Flockungs-
grad KKFIL.

Tabelle VIII

Mischung KKFI W | Wgx10

a) 1,5% Ovalb.

+0,029% FeO-OH . . + kathod. 1,99
b) Wiederholung . . . . + kathod. 2,01
¢) Dasselbe

+ 0,05-n. NaCl + anod. 5,55

d) 0,025% Ovalbumin |
+0,02% FeO-OH . .| ++ anod. | 2,84
e) 0,025% Ovalbumin
+0,02% FeO-OH

+0,05-n.NaCl. . . . + + anod. 4,55
f) 0,00259%, Ovalbumin
+0,029%, FeO-OH . . (+) schwach —
kathod.

g) 0,59 Ovalbumin
+0,029% FeO-OH
+0,001-n. La(NO,), . + - kathod. 4,48

h) 0,59% Ovalbumin
+0,029% FeO-OH
+0,05-n. MgCl, . . . + anod. —

Unter den Ergebnissen sei nur hervorgehoben, dass 1,1-wertiges (NaCl-Reihe c, )
und selbst 2,1-wertiges (MgCl,) Neutralsalz den Schutz unter negativer Aufladung, da-
gegen Lanthannitrat (wie auch Salzsiure) unter positiver Aufladung des Assoziates
bewirkt.

Ferner ist die Wanderung der KK-Flockung ohne Salzzusatz bei 2,5 1073%, Oval-
bumin kathodisch, bei 2,5x 10~2%, Ovalbumin anodisch und in 1,5% Ovalbumin katho-
disch (naheres s. u.).

Ein 2,46 X 10~3-proz. Nachtblausol, das bei 0,01% Ovalbumin flockt, ist in 0,25-proz.
Ovalbumin wieder klar zerteilt analog dem Verhalten von FeO-OH-Sol. In dieser Kon-
zentration war auch seine Wanderung wie beim letzteren kathodisch.

Uber die Wanderung hochgereinigter, wasserléslicher Proteine im elektrischen Felde
unter dem Einfluss von Neutralsalzen (ohne Puffer) liegen relativ wenige Angaben vor.
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T. Ito und Pauli') fanden, dass Ovalbumin und Seralbumin in den Alkalichloriden
bis 0,2-n. stets anodisch wandern. In den Chloriden der Erdalkalimetalle und des Mag-
nesiums tritt in 0,1-n. an Stelle der anodischen eine doppelsinnige Wanderung auf. Da-
gegen zeigt das gleichfalls anodisch wandernde Leimglutin schon in 0,1-n. Alkalichloriden
doppelsinnige Uberfithrung. In Erdalkalichloriden wird es bereits in iiber 1x 10~3-n. dop-
pelsinnig und in iiber 4x 10~3-n. kathodisch wandernd.

Aus den elektrometrischen Bestimmungen von Pauli und Mitarbeitern?) u. a. er-
rechnet sich die maximale Bindung von Lauge und von Siure je g Protein und daraus die
Relation der optimal verfiigharen sauren zu den basischen Gruppen firr Ovalbumin 1,22,
fiir Seralbumin 1,08, fiir Leimglutin 0,7. Diese Werte entsprechen durchaus dem elek-
trophoretischen Verhalten sowie dem noch zu erérternden mehr acidoiden Charakter des
Ovalbumins gegeniiber dem nahe neutralen des Seralbumins.

X.

Eine besondere Beachtung verdient schliesslich noch der eigen-
tiimliche Gang der Fillung des Ovalbumins mit dem FeO - OH-Sol,
abhingig von der Hiweisskonzentration. Wie die Tabelle VI lehrt,
zeigen die FeO - OH-Sole bei 1 x 10-29%, Ovalbumin einen Schwellen-
wert der Triibung, dem in 5 x 10-39, ein erstes Flockungsmaximum
folgt. Bei 2,5 x 10-29%; Ovalbumin tritt nun eine deutliche Flockungs:-
abnahme auf, die jedoch bei 0,19, in eine neuerliche vollstindige
Flockung iiberleitet, welche dann ab 19%, Ovalbumin stark zuriieck-
geht und bei 1,59, entsprechend dem schon erdrterten hemmenden
Uberschusseffekt des Proteins, fast ganz verschwindet.

Bei dem viel diinneren Nachtblausol fallt fast das ganze Flockungsgebiet des Oval-
bumins praktisch mit dem ersten Flockungsbereich beim FeO-OH-Sol zusammen, indem
der erste Schwellenwert bei 51019 Eiweiss liegt und die Flockung bei 1x1072%, ab-
zunehmen beginnt, um bei Uberschreiten von 0,1% zu verschwinden.

Fir das Verstindnis der eigenartigen Differenzierung im Ver-
halten von verdiinntem und konzentrierterem Ovalbumin, das sich
in einer Aufspaltung in zwei Flockungszonen beim positiven Eisen-
oxydsol kundgibt, erwies sich eine schon friither festgestellte elektrc-
chemisch-konstitutive Verschiedenheit der hochgereinigten, wasser-
loslichen Proteine als bedeutungsvoll.

Die elektrochemische Analyse®) des Ovalbumins lehrt namlich, dass hier gegeniiber
dem iiberwiegend zwitterionisch-neutralen Seralbumin und Pseudoglobulin der acidoide
Charakter stirker in den Vordergrund tritt. Dabei kommt es zu einer Protonverteilung
des dissoziierten H- iiber samtliche anwesenden Eiweissmolekeln. Die so erfolgende Bil-
dung von Zwitterionen mit negativer (A’) neben einer geringeren Anzahl von solchen mit
positiver Uberschussladung (A+) lasst sich auf verschiedenen, unabhingigen Wegen nach-
weisen. Die theoretische Behandlung fithrt zu dem experimentell verifizierten Ergebnis,
dass in héheren Proteinkonzentrationen (iiber 1%, ) die Relation der neutralen polyvalenten
Zwitterionen (*A’) zur molekularen Eiweisskonzentration m1 konstant wird. Dabei re-
sultiert fir 39, Seralbumin 849 neutrales ‘A’ gegen 9%, A’, fir Ovalbumint) 41,59,
*A’ gegen 319, A’. Mit sinkendem Eiweissgehalt fallt in 0,55-proz. Ovalbumin der Anteil

1) 1. Ito und Paulr, Bioch. Z. 213, 95 (1929).

2) Pauli und Em. Valkoe, Kolloidchemie d. Eiweisskorper, Dresden u. Leipzig 1933.

3} Paulr, Koll. Z. 40, 185 (1926); 53, 51 (1930); D. v. Klobusitzky und Pauli, Bioch.
Z. 260, 201 (1933).

4) Fir das richtig gestellte Mol.-Gew, = 45000 (ohne Hydratation) eingesetzt.
(G. S. Adair und M. E. Adaar, Proc. R. Soc. [B] 120, 422 (1936); Faraday 36, 23 (1940)).
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‘A’ auf 239,, wihrend A’ auf 459% ansteigt. Bei weiterer Abnahme des Ovalbuminge-
haltes auf 1/,5—"/10p des letztgenannten, somit im ersten Flockungsbereich fiir FeO-OH-
Sol, besteht die Eiweisslosung praktisch fast zur Ginze aus Teilchen mit negativer Uber-
schussladung, da die H*-Ionen-Aktivitidt nur um /;—2/; zuriickgeht. So wird das Oval-
bumin zu einem wohl zwitterionischen, jedoch seinen Uberschussladungen nach zugleich
acidoiden Sol, zu welcher reinen Type es damit einen #usserst interessanten Ubergang
bildet. Im allgemeinen geben entgegengesetzte, einsinnig geladene Kolloide ein Flockungs-
optimum im Gebiete des praktischen Ladungsausgleiches und bei Uberschuss des einen
oder anderen Kolloides stabile Assoziate mit der Ladung des tiberwiegenden Kolloidanteiles.

In den niedrigen Konzentrationen zeigt nun in der Tat das Oval-
bumin am Beginne des ersten Flockungsbereiches eine kathodische,
in der Zone der ersten Flockungsabnahme des FeO - OH-Soles (bei
0,025 %), jedoch eine anodische Wanderung, also negative Ladung
der Assoziate, wie die angefiithrten elektrophoretischen Versuche
lehren, ein Hinweis darauf, dass sich das Ovalbumin hier &hnlich
einem aus einsinnig negativen Teilchen bestehenden Kolloid, wie etwa
acidoides Gummi arabicum?) (G. a.) gegen FeO - OH- oder Nachtblau-
Sol, verhilt. Bei Reaktion der positiven Hydrophoben mit neutral-
zwitterionischen Teilchen kommt es hingegen zu kathodischer Wan-
derung, weil die Restladung des Assoziates elektropositiv wird. Das
ist auch in den hohen Ovalbuminkonzentrationen (1,5%,) der Fall.

Man kann auch den Versuch machen, das niedrig konzentrierte
Ovalbumin im ersten Flockungsgebiet mit FeO - OH-Sol seiner nega-
tiven Uberschussladungen zu entledigen und damit den ausgeprigt
zwitterionischen Charakter herzustellen. Das gelingt in der Tat leicht
mit entsprechenden, sehr kleinen Mengen von Salzsiure oder Lanthan-
nitrate, welche das Protein elektropositivieren. Wie die folgende Ta-
belle TX zeigt, wird von 2,5 x 10-%n. HCl, bzw. 1 x 10~%-n. La(NOjy),
die Aufspaltung in zwei Flockungsgebiete mit FeO - OH-Sol aufge-
hoben und ein einheitliches mit einem einzigen optimalen Bereich
gewonnen. Durch die positive Aufladung wird zugleich das Auftreten
des Uberschusseffektes erwartungsgemiss begilnstigt. Der Ausfall
dieses Versuches entspricht ebenso wie das elektrophoretische Ver-
halten der Assoziate jenem Bilde der elektrochemischen Konstitution
verdiinnter Ovalbuminlésungen, wie es auf anderen Wegen in voraus-
gegangenen Arbeiten gewonnen wurde.

Tabelle IX.
Ovalbumin+ FeO- OH-Sol.

% Ovalbumin, o o0 |6 0095 0,005 | 0,01 | 0,025 | 0,05| 0,1 | 025| 0,5 | 1,0 | 1,5
Zusatz | | .
— | i - 7] | '
[ 1 ! 4+ o+
0,0 [(+~) (+) \+++.+++}++ Sl D B B [ SIS S
1x10%-n. “ \ NI R N B
La(NOg); | ‘+”}++ SR I R PR E=S S
2,6X10~%.n. ‘ ' ++ |+
HCL -y T “ = A (R S N A B B

1y Pauli, E. Russer, G. Schneider, Bioch. Z.

269, 158 (1934).
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Abschliessend erscheint es nicht ohne Interesse, den Vergleich
von Ovalbumin und dem rein acidoiden G. a. noch etwas weiter aus-
zufithren, weil daran neben gewissen Ubereinstimmungen auch die
grundsatzlichen Unterschiede in ihren KK-Reaktionen deutlich zu-
tage treten.

Die dem elektrochemischen Bau und der Schutzwirkung von hydrophilen Solen
vom Typus des G. a. sowie der Stirkeabkémmlinge zu Grunde liegenden Gesetzmissig-
keiten waren in einigen vorausgegangenen Untersuchungen') an hochgereinigtem Material
in den Hauptziigen aufgeklirt worden.

Zunichst gilt fiir unsere beiden Hydrophilen, acid. G. a. und
Ovalbumin, die folgende auffallende Analogie in der Wechselwirkung
mit verschiedenen Hydrophoben. Es gibt durch bzw. gegen Salz:

Keinen Schutz bei Kongoblausol?),
Schwachen Schutz bei Goldsol?),

Starken Schutz bei As,Ss;- bzw. Sb,S,;-Sol,
Starken Schutz bei FeO - OH-Sol.

Im Gegensatz zum Ovalbumin finden sich jedoch beim acidoiden
G. a., entsprechend dessen Mangel an positiven Gruppen, keine inter-
ionischen Wechselwirkungen mit negativen Hydrophoben. Demge-
maiss fehlt hier auch jeder Flockungseffekt, ebenso eine nukleare
Aggregation mit der entsprechenden Sensibilisierung. Die Schutzwir-
kung kann dann nicht zugleich gegen eine KK-Flockung, sondern nur
gegen die Elektrolyt-Koagulation des Hydrophoben gerichtet sein. Der
eigenartige, in den Arbeiten dieser Reihe aufgedeckte Salzeffekt auf
die Kolloidflockung mit dem zwitterionischen Protein existiert hier
nicht. Er tritt auch nicht bei der typischen interionischen Flockungs-
reaktion des negativen G. a. (Uronsidure-Komplexe) mit dem posi-
tiven FeO - OH-Sol in Erscheinung. Dagegen gibt es hier erwartungs-
gemiss in niederen G. a.-Konzentrationen eine Sensibilisierung mit
der zugehérigen nuklearen Aggregation.

Durch die Versuche (Pauli und W. Kitaj 1. c.}) wurde als Mecha-
nismus der Schutzwirkung bei G. a. ebenso wie bei Dextrin die Reak-
tion der Monosenglieder dieser Kohlenhydrate in der ersten Koordi-
nationssphire mit den metallischen und halbmetallischen (As, Sb)
Zentralatomen von Oberflichengruppen der negativen Hydrophoben
sehr wahrscheinlich gemacht, die zu einer lockeren oder dichteren
Filmbildung des hydrophilen Soles auf dem Hydrophoben fiihrt.

Waihrend es somit in niedrigen Proteinkonzentrationen zum
Typus der nuklearen Aggregation und zur verstirkten Flockbarkeit
kommt und der eigentliche Schutzeffekt im allgemeinen erst um die
Grossenordnung 10-29, Protein aufzutreten beginnt, kann beim G. a.

1) Vgl. insbesondere Pauli und W. Kitaj, Koll. Z. 82, 43 (1938); ferner Pault und
II. Zentner, Faraday 35, 1234 (1939); Pauli und J. und S¢. Szper, ebenda 35, 1316 (1939).

2) Pauli und L. Singer, L c.

3) K. Ogiv und Pauli, L c.
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und Dextrin durch das Ausbleiben jeder Sensibilisierung die Schutz-
wirkung bei negativen Hydrophoben schon in sehr geringen Konzen-
trationen einsetzen. Diese Schwellenwerte liegen um mehrere Grossen-
ordnungen niedriger als beim Protein, z. B. bei 5 x 10-%9, gegen
Kaliumechlorid und bei 5 x 10-79%, (!) gegen das schon in sehr kleiner
Konzentration den negativen Hydrophoben fillende Lanthannitrat.

Beim positiven FeO - OH-Sol riickt hingegen, entsprechend der
interionischen Wechselwirkung mit den negativen Pflanzengummi-
Solen und dem Auftreten eines Sensibilisierungsgebietes, die Schwelle
der Schutzwirkung in den gleichen, héheren Grossenbereich wie bei
den Proteinen.

Dass bei den Kohlehydratsolen eine sekundire irreversible An-
lagerungsreaktion mit dem Hydrophoben nicht in Frage kommt, zum
Unterschiede von den Proteinen, und dass anderseits bei den Pro-
teinen, wenn auch nicht in der gleichen Dichte wie bei den hoheren
Polyosen, neutrale Gruppen wie - R -NH, fiir die Reaktion in der
ersten Sphire metallischer Zentralatome zur Verfiigung stehen und
eine Anlagerung vermitteln kénnen, darauf soll hier nur kurz ver-
wiesen sein.

Zusammenfassung: 1. Durch Untersuchung der Wechselwirkungen von reinstem
As,S;- und FeO-OH-Sol mit hochgereinigtem Seralbumin und Ovalbumin wird in
Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Arbeiten dieser Reihe an verschiedenen
Kolloid-Paaren festgestellt, dass gereinigte Proteine mit reinsten negativen und positiven
Hydrophoben stets flocken.

2. Diese Kolloid-Kolloid-Flockung (KKFI) beruht auf der interionischen Reak-
tion der aufladenden ionogenen Komplexe des Hydrophoben mit den jeweiligen entgegen-
gesetzten Gruppen des Eiweisses. Bestimmend ist hier der elektrische Feldeffekt des
Hydrophoben und der polyvalent zwitterionische Charakter des Proteins. Bei der Reaktion
mit dem Hydrophoben verliert der Proteinanteil der Aggregate unter Dissoziationsriick-
gang seine freie Ladung, seine Hydratation und Stabilitit (Denaturierung).

3. Durch die Anwesenheit von Elektrolyt, wie z. B. 1,1-wertiges Neutralsalz,
wird diese Veranderung am Protein verhindert. Damit kommt es erst zur Schutzwirkung
durch das Protein, die dann sowohl gegen die KKF1 wie auch gegen die Elektrolytkoagula-
tion des Hydrophoben gerichtet ist. Die bisherigen Ansichten auf diesem Gebiete waren
eine Folge der ungeniigenden Reinheit der verwendeten Kolloide.

4, Geéreinigtes Seralbumin zeigte zum Unterschied von Ovalbumin auch in 1000-
fachem Uberschuss iiber den Schwellenwert seiner vollstindigen KKF1 keine Hemmung
derselben.

5. Die Schutzwirkung bedarf héherer, fiir sich allein flockender Proteinkonzen-
trationen von iiber 1029, in niederen kommt es hingegen zu einer verstarkten Flock-
barkeit durch Elektrolytzusatz, zur Sensibilisierung, die schon in 10-4%, Proteingehalt
erkennbar wird.

6. Durch nachtriglichen Salzzusatz kann die Flockung von FeO-0OH-Sol+ Ser-
albumin in eine stabile feine Zerteilung riickgebildet werden, wie sie bei der Schutzwirkung
in der Mischung primér entsteht. Beim As,S;-Sol+ Seralbumin ist die nachtragliche Riick-
bildung durch Salzzusatz nur andeutungsweise vorhanden. Die gleichen Verhaltnisse finden
sich bei der zeitlichen Reversibilitit dieser KK-Flockungen mit Ovalbumin.
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7. Samtliche Erscheinungen lassen sich im wesentlichen aus zweierlei Typen der
Teilchenassoziation verstehen. In sehr niedrigen Konzentrationen des Proteins bilden
dessen Teilchen iiberwiegend den Kern, die hydrophoben Teilchen die Oberfliche der teils
durch den Gesamtladungsverlust, teils durch den groberen Dispersitiatsgrad flockungs-
empfindlicheren oder sensibilisierten Assoziate. (Nukleare Aggregation.) In héherem
Proteingehalt kommt es zu iiberwiegend alternativer Aggregation, wobei als priméare
Bausteine vor allem Doppelteilchen von Hydrophoben und Protein funktionieren. Diese
treten zunichst zu dicht gepackten, kompakten Assoziaten zusammen, welche nach
Aufbrauch aller kleinen Bausteinen sich nur zu gréberen Lockeraggregaten aneinander
lagern kénnen und welche infolge ihrer leichten Durchdringbarkeit mittels Salzzusatz
zerteilbar sind. Voraussetzung fiir diese Stabilisierung ist, dass das Protein einen genii-
genden Anteil der Oberfliche des Aggregates bildet und dabei keine irreversible Dena-
turierung erfahren hat.

8. Beim Ovalbumin treten vor allem zwei charakteristische Abweichungen gegeniiber
dem Verhalten von Seralbumin bei der KKFI hervor: a) Ein hemmender Uberschuss-
effekt auf die Flockung mit steigendem Eiweissgehalt, b) Bei der Reaktion mit FeO-OH-
Sol das Auftreten zweier Flockungszonen mit je einem Flockungsoptimum, die eine in
sehr niederer, die andere in hoherer Ovalbuminkonzentration.

9. Die Besonderheiten des Ovalbumins erscheinen aus zwei konstitutiven Un-
terschieden desselben gegeniiber dem Seralbumin verstindlich, einerseits aus seiner
grosseren Neigung zu irreversiblen Anderungen, anderseits aus seinem starker
acidoiden Charakter, zufolge dessen in den niedersten Konzentrationen die meisten
Teilchen eine negative Uberschussladung tragen und damit eine zwitterionische Uber-
gangsform zu rein negativen acidoiden Solen etwa vom Typus des Gummi arabicum dar-
stellen. Irreversibel verandertes Ovalbumin lagert nach zahlreichen bisherigen Erfahrun-
gen leicht natives Ovalbumin an. Darauf diirfte auch der flockungshemmende Uber-
schusseffekt in den hoéheren Konzentrationen beruhen.

10. Elektrophoretische Versuche lehrten, dass Neutralsalzzugabe die Dissozia-
tion der Carboxylgruppen des angelagerten Proteins, erkennbar an einer verstiarkten ne-
gativen Aufladung der Assoziate, steigert. Sie zeigten ferner, dass im ersten Flockungs-
abfall des Ovalbumins mit FeO-OH-Sol entsprechend der negativen Aufladung des Oval-
bumins, eine anodische Wanderung der Assoziate auftritt. Sie erwiesen weiter, dass die
Schutzwirkung durch Lanthannitrat erwartungsgemiss auf einer elektropositiven Auf-
ladung des Proteins durch das dreiwertige Metallion beruht. Schliesslich wurde durch
minimale Zusitze von Salzsiure oder Lanthannitrat die negative Uberschussladung ver-
diinnten Ovalbumins beseitigt, worauf an Stelle der Aufspaltung des Flockungsgebietes
mit FeO-OH in zwei Zonen eine einzige mit einem einzigen Flockungsmaximum trat.

11. Am Schlusse wird kurz neben einigen Beziehungen der Schutzwirkung der
Proteine zu denen der hoheren Kohlehydrate der grundsitzliche Unterschied im Me-
chanismus der Kolloid-Kolloid-Reaktion in beiden Fallen kurz erértert.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.





