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Zusammenfassung.

Fiir nachfolgende Untersuchungen wurde eine Reihe formalde-
hydgehirteter Caseinpriparate hergestellt. Die Hirtung geschah
einerseits durch Einlegen in Formaldehydlésungen verschiedener Kon-
zentration, andererseits durch Einwirkenlassen von Formaldehyd-
ddmpfen aunf trockenes Casein (,,Gasgerbung*‘). In beiden Fillen
wurde der zeitliche Verlauf der Formaldehydbindung iiber 30 Tage
verfolgt. Dieselbe hat sich am Schlusse dieser Zeit stark verlangsamt,
ein Endwert fiir die gebundene Formaldehydmenge ist jedoch noch
nicht erreicht. Es wurde gefunden, dass der Formaldehydgehalt der
Priparate zudem stark davon abhingt, wie lange dieselben nach der
Hirtung ausgewaschen werden (Versuche bis 24 Tage), resp. wie lange
man sie — nach der Gasgerbung — an der Luft liegen lisst.

Bern, chemisches Institut der Universitit,
Organische Abteilung.

109. Die Umsetzung des Caseins mit Formaldehyd.

IV. Der Einfluss der Formaldehydgerbung auf das Quellungs-
vermogen des Caseins?)
von Hs. Nitschmann und H. Hadorn.
(4. V. 43))

TUber die Quellung im allgemeinen und die der Proteine im beson-
deren ist ausserordentlich viel gearbeitet worden?). Trotzdem ist es
heute noch nicht moglich, alle Erscheinungen theoretisch ein-
heitlich und widerspruchsfrei zu deuten. Auch die Quellung des
Caseins ist wiederholt Gegenstand der Untersuchung gewesen. So
haben J.R.Kaiz?), ferner R. Fricke und J. Liicke®) Dampfdruck-
isothermen des Caseins aufgenormmen. Jedoch ist uns nicht bekannt,
dass #dhnliche Messungen schon an mit Formaldehyd gehirtetem
Cagein ausgefiihrt worden sind.

Praktisch besonders wichtig ist naturlich die maximale Quellung,
wie sie sich in gesittigtem Wasserdampf oder schneller noch beim
Einlegen in Wasser einstellt. Aber gerade die exakte Bestimmung
dieser Werte stosst, wie gleich noch gezeigt wird, auf erhebliche
Schwierigkeiten. Dampfdruckisothermen dagegen konnen verhiltnis-
missig leicht aufgenommen werden. Wir stellten uns die Aufgabe,

1y III. Mitteilung: Helv. 26, 1075 (1943).

2) Zusammenfassende Darstellungen: J. R. Kafz, ,,Die Quellung®, Ergebn. exakt.
Naturw. 3, 372 (1924); W. Pauli und Valkd, Kolloidchemie der Eiweisskorper, S. 207
(1933). 3y Z. EL Ch. 36, 308 (1930).
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diejenigen von ungegerbtem und gegerbtem Casein miteinander zu
vergleichen.

I. Die Dampfdruckisotherme des Caseins und ihre Ver-
schiebung durch die Formaldehydgerbung.

Die Dampfdruckisotherme gibt die Beziehung zwischen dem
Wasserdampfdruck (wenn es sich wie hier um Wasser als Quellungs-
mittel handelt) und dem Wassergehalt der Losung oder des Gels
fiir eine bestimmte Temperatur wieder. KEs ist iiblich und zweck-
missig, statt des absoluten Dampfdruckes die relative Feuchtigkeit
der mit dem Gel im Gleichgewicht befindlichen Atmosphire anzu-
geben, weil diese im Gegensatz zu ersterem nur wenig temperatur-
abhingig ist. Zur Aufnahme der Dampfdruckisothermen benutzten
wir eine der #ltesten und einfachsten Methoden, die es gibt.

Kleine Mengen Casein, welche bei Zimmertemperatur im Hochvakuum neben
Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden waren, wurden in kleinen
Exsikkatoren iiber Schwefelsiure-Wassermischungen von bekanntem Dampfdruck auf-
bewahrt, bis sich Gleichgewicht eingestellt hatte. Die Gewichtszunahme des Caseins
entspricht dem aufgenommenen Quellungswasser. Die absolute Genauigkeit der Werte
kann also nicht grosser sein als die der Dampfdruckwerte der Schwefelsdurelésungen, die
man zu Grunde legt. Wir arbeiteten mit 8 verschieden konzentrierten Schwefelsiuren,
deren Wasserdampfdrucke wir dem Tabellenwerk von Landoli- Bornstein (5. Aufl., Bd. II,
1395—6) entnahmen. Aus dem Dampfdruck der betreffenden Schwefelsdure und aus dem
Dampfdruck des reinen Wassers bei derselben Temperatur ergibt sich die relative Feuch-
tigkeit der Gleichgewichtsatmosphére. Innerhalb von 3° darf der relative Dampfdruck
als temperaturunabhiingig angesehen werden. Hochste Temperaturkonstanz war deshalb
fiir unsere Zwecke nicht erforderlich. Wichtig ist aber, dass die Exsikkatoren allseitig
ganz gleiche Temperatur aufweisen und nicht einseitig Wirme abgeben oder aufnehmen.
Rasche Temperaturschwankungen sind unbedingt zu vermeiden, da sonst Gefahr besteht,
dass Schwefelsaure und Casein im Inneren des Exsikkators vor der Wagung nicht ganz
gleiche Temperatur hatten. Die nachfolgenden Messungen wurden wihrend einiger
Sommerwochen in einem Kellerraum gemacht, wo die Temperatur nur sehr langsam
zwischen 17 und 19° schwankte. Die Einwagen an Casein betrugen 0,1 bis 0,15 g, die
Menge der beigefiigten Schwefelsdure ca. 50 em?, so dass ihre Konzentration durch den
Wasseraustausch mit dem Casein nicht merklich verindert werden konnte. Durch vor-
sichtiges Schwenken der Exsikkatoren wurde von Zeit zu Zeit fiir richtige Durchmischung
der Schwefelsdure gesorgt. Zur schnelleren Gleichgewichtseinstellung wurden die Ex-
sikkatoren nach der Beschickung rasch evakuiert. Beim Wiederéffnen wurde die Luft,
die man einstrdmen hess, langsam durch eine Waschflasche strémen gelassen, welche
Schwefelsidure der gleichen Konzentration wie die im Exsikkator enthielt. Diese Vorsichts-
massregel ist besonders bei den wasserarmen Priparaten unerldsslich, da dieselben aus
der Luft sehr rasch Feuchtigkeit aufnehmen. Die Wigeglischen mit dem Casein wurden
nach dem Offnen des Exsikkators sofort geschlossen und gewogen. Derart wurde alle
24 Stunden gewogen, bis Gewichtskonstanz erreicht war. Dies war meist schon am dritten
Tag der Fall.

Das Wasserbindungsvermogen des Caseins zeigt wie das der
meisten anderen Gele Hysteresis, d. h. der Wassergehalt bei einer
bestimmten relativen Luftfeuchtigkeit ist verschieden, je nachdem
ob man ein trockenes Gel Wasser aufnehmen, oder ein feuchteres
Wasser abgeben lisst (vgl. Tab. 1). Der — scheinbare — Gleich-
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gewichtszustand, der sich einstellt, ist also von der Vorgeschichte
des Gels abhingig. Die Werte fiir den Wassergehalt werden bei Be-
wasserung stets tiefer gefunden als bei Entwisserung. Wie iiblich
haben wir beide Werte bestimmt und daraus das Mittel genommen.

Tabelle 1.
Wassergehalt von gegerbtem und ungegerbtem Casein bei verschiedener relativer Luft-
feuchtigkeit (g Wasser pro 100 g trockenes Casein).

Konz.der|? ive |

g:;ger /(’flll?:fve‘ 02T | 38T | G 7f |Casein| Fehler-

in %4 feuchtigk. 0,19% F.| 3,199 F.|2,93% F.| H breite

84 48 0,9 Bewisserung 0,7 " 0,7 0,8 0,97 -+ 0,1
Bewisserung 2,0 E 2,0 2,0 2,2

73,13 4,9 Entwisserung 2,5 2,4 24 2,9 4 0,15
Mittel 2,3 2,2 | 2.2 2.6
Bewisserung 4,0 4,0 4,2 4,4

64,47 12,8 Entwisserung 5.3 5,1 5,0 5,7 + 0,2
Mittel 4,9 4,6 4,6 5,1
Bewiigserung 8.1 | 7,8 7,8 8,1

52,13 33,0 Entwasserung 9.4 8.8 8.8 94 + 0,2
Mittel 88 | 8,3 8.3 8.8
Bewi#sserung 12,3 12,1 11,8 12,4

37,69 61,9 Entwésserung 15,2 14,7 14,6 15,4 40,2
Mittel 13,8 13,4 13,2 13,9 J
Bewéisserung 18,6 18,1 ‘ 16,8 17,8

24,26 82,7 Entwésserung 20,2 ¢ 19,9 ! 194 20,56 + 0,2
Mittel 19,4 19,0 | 186 | 19,7
Bewéisserung 27,4 25,9 23,6 28,5 ;

9,82 94,4 Entwasserung 29,2 27.4 24,2 29,4 + 0,8
Mittel 28.6 26,7 23,9 ‘ 29,0

5,0 97,5 Bewésserun, ‘ 31,2 29,4 26,6 33,0 | + 2,5

| g€ | l

Wir begannen mit vollig trockenem Casein, welches mit der Schwefel-
sdurereihe mit steigendem Wassergehalt bewéssert wurde. Alsdann
wurde die gleiche Reihe umgekehrt durchlaufen bis zur erneuten
Trocknung im Hochvakuum. Zur Kontrolle wurde dann die Be-
wisserung nochmals ausgefiihrt; dabei wurden genau dieselben Werte
gefunden wie das erste Mal. Die Hysteresis ist also an ein und dem-
selben Priparat genau reproduzierbar. Wir untersuchen folgende
4 Priparatel):

1. Praparat: Ungegerbtes Casein, eigenes Priparat, Ausgangsprodukt fiir die nach-
folgenden gegerbten Proben.

1) Niheres iiber die Herstellung der in dieser Untersuchung verwendeten Préparate
findet sich in der III. Mitteilung, Helv. 26, 1075 (1943).
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2. Praparat: 0,2 T: 1 Tag Nassgerbung mit 0,2-proz. Formaldehydlosung, ,»normal®
ausgewaschen, Formaldehydgehalt 0,19%.

3. Priparat: 38 II1: 28 Tage Nassgerbung mit 38-proz. Formaldehyd, ,,erschop-
fend*“ ausgewaschen, Formaldehydgehalt 3,19%.

4. Priparat: G7f: 7 Tage ,feuchte Gasgerbung, 6 Tage an der Lutt gelegen,
nicht ausgewaschen, Formaldehydgebalt 2,93%.

g H,0 pro 100 g trock. Casein

. Vi
fy/c 7f
16 /

o
A

20 40 60 80 100
9y relat. Luftfeuchtigkeit
Fig. 1.
Wasserdampfdruckisothermen von ungegerbtem (H)
und von gasgegerbtem (G 7f) Casein.

Die Feuchtigkeitsgehalte dieser Priparate bei 8 verschiedenen
relativen Wasserdampfdrucken finden sich in Tabelle 1. Die ange-
gebenen Werte bedeuten g Wasser, die von 100 g trockenem Casein
gebunden werden. Fig. 1 zeigt zunichst die mit den Mittelwerten
erhaltene Dampfdruckisotherme des ungegerbten Caseins. Sie fillt
von 60 %, relativer Luftfeuchtigkeit an aufwirts sehr genau mit der-
jenigen von J. R. Katz') zusammen. Unterhalb dieser Werte liegen
unsere Wassergehalte etwas tiefer?)., Die zweite der eingezeichneten
Kurven ist diejenige des gasgegerbten Priparates. Wir werden die
Dampfdruckisothermen im Anschluss an die Quellungsversuche in
fliissigem Wasser eingehender diskutieren. Es sei vorldufig auf fol-
gende Punkte aufmerksam gemacht:

1. Die Dampidruckisotherme von gegerbtem Casein zeigt eine vollstindig analoge
S-Form wie die von ungegerbtem. Kriftig gegerbtes Casein (38 III, G 7 f) bindet bei

1) L c., Werte auch im Buch von Pauli-Valkd.
%) Vgl. die logarithmische Darstellung der Isothermen in Fig. 4, in welcher die
Werte von Katz miteingezeichnet sind.
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allen Feuchtigkeitsgraden der Atmosphiire weniger Wasser als ungegerbtes. Die Unter-
schiede sind aber merkwiirdig gering; sie sind um so grosser, je hoher die relative Feuch-
tigkeit ist.

2. Die Unterschiede zwischen den 3 untersuchten gegerbten Caseinen kénnen somit
auch nicht gross sein und man muss schon relative Feuchtigkeiten von iiber 60%, ins
Auge fassen, um deutliche Differenzen zu bemerken. Das nassgegerbte Priparat mit
0,19% Formaldehyd scheint ungefihr in der Mitte zwischen dem ungegerbten Casein
und dem nassgegerbten mit 3,19% zu Hegen, trotzdem das letztere 17mal mehr Gerbstoff
enthilt als das erstere. Besonders interessant ist der Vergleich der Zahlen fiir das nass-
gegerbte Praparat 38 I1I und das gasgegerbte G 7 f. Der Formaldehydgehalt der beiden
ist fast gleich; der des gasgegerbten etwas niedriger. Von 809 relativer Luftfeuchtig-
keit an zeigt sich unzweideutig, dass das gasgegerbte Produkt weniger Wasser aufnimmt
als das nassgegerbte. Das Wasserbindungsvermégen hingt also von der Art, wie die
Gerbung durchgefiihrt wurde, ab, auch wenn die gebundene Gerbstoffmenge gleich ist.

Die Tatsache, dass die Differenzen mit zunehmender XLuft-
feuchtigkeit immer deutlicher werden, fordert dazu auf, die vor-
liegenden Daten durch Messungen bei 1009, relativer Luftfeuchtig-
keit zu erginzen. KEs bietet jedoch grosse Schwierigkeiten, das
maximale Quellungsvermégen zu ermitteln, indem man das Gel
einfach neben reinem Wasser ins Gleichgewicht kommen lisst. Bei
sehr hohen relativen Feuchtigkeiten will sich bei den Priparaten
keine Gleichgewichtskonstanz einstellen, denn kleinste Temperatur-
unterschiede innerhalb des Exsikkators bewirken schon, dass der
Wasserdampf iiber dem Priparat ein wenig iiber- oder untersittigt
ist. Da die Dampfdruckisotherme in diesem Gebiet sehr steil ver-
liuft, wirkt sich dies auf den Wassergehalt der Priparate sehr stark
aus?t).

Wir versuchten deshalb, auf anderem Wege zu einer Bestimmung
des maximalen Quellungsvermogens zu gelangen. Wenn es, wie bei
uns, nicht auf eine absolute Gréssenbestimmung, sondern nur auf
vergleichende Messungen ankommt, kann bei pulvrigen oder kérnigen
Substanzen das Sedimentationsvolumen der gequollenen Substanz
gute Dienste leisten.

II. Vergleichende Messungen der maximalen Quellung.
1. Das Sedimentationsvolumen.

Die Bestimmung ist ausserordentlich einfach und wurde fol-

gendermassen ausgefiihrt:

Von jedem Priparat wurden 0,56 g auf 1 mg genau abgewogen und in graduierte
Reagenzgliser von 11,3 mm innerem Durchmesser eingefiillt. Das Casein wurde zunéchst
mit ca. 5 cm?® Wasser iibergossen und mit einem Glasstab griindlich durchmischt. Der
Glasstab wurde zuletzt abgespritzt. Jetzt wurden die Gliser mit Gummistopfen ver-
schlossen und wihrend einer Stunde hiufig umgeschiittelt?). Nun wurden die Glaser

Y Vgl. z. B. P.v. Schréder (Z. physikal. Ch. 45, 76 (1903)), der beim Quellen von
Gelatine in Wasser und in gesittigtem Wasserdampf stark differierende Werte erhielt
und diesen Effekt als ,,scheinbaren* Widerspruch zum 2. Hauptsatz diskutiert.

?) Die fiir die maximale Quellung erforderliche Zeit hiangt vom Dispersitatsgrad
des Caseins ab.



— 1089 —

bis zur 10 cm?®-Marke mit Wasser aufgefiillt, nochmals durchmischt und dann verschlossen
in vertikaler Stellung im Kiihlschrank bei 0° stehen gelassen. Von Zeit zu Zeit wurde das
Sedimentationsvolumen abgelesen. Nach 3 Tagen hatte dasselbe jeweils seinen kon-
stanten Endwert erreicht.

Natiirlich hiingen die Sedimentationsvolumina nicht nur von der
Quellung, sondern auch vom Verteilungszustand des Stoffes ab. Wir
konnen also nur solche Priparate miteinander vergleichen, die durch
Gerbung aus dem gleichen Casein hergestellt worden sind. In der
Tat gaben das Casein von Merck und unser eigenes Priparat ganz
verschiedene Werte. Tabelle 2 enthélt die Quellungsvolumina von
4 verschieden stark gegerbten Caseinen sowie vom Ausgangsprodukt.
Es handelt sich um das staubfeine Priaparat von Merck. Die fertigen
Proben waren durch ein Mehlsieb Nr. 10 gesiebt worden, welches sie
fast ohne Riickstand passierten. Zur Gerbung dieser Priparate war
5-proz. Formaldehydlosung verwendet worden. Temperatur bei der
Gerbung 17°; ,,normal‘ ausgewaschen.

Tabelle 2.

Sedimentationsvolumina nassgegerbter Caseine, gequollen in Wasser.,

Zeichen des Gerbzeit % CH,O0 Sed.-vol. nach

Priparates in St. im Prip. 3 Tagen in cm?
Casein M ungegerbt 0 3,9
K1M 1 0,23 2,65
K2M 17 1,56 2,25
K3M 48 1,88 2,3
K4M 188 : 2,37 2,3

Tabelle 3 enthilt die Quellungsvolumina einiger gasgegerbter Pra-
parate. Ausgangsmaterial gleich wie bei Tabelle 2.

Tabelle 3.
Sedimentationsvolumina gasgegerbter Caseine, gequollen in Wasser.
f bedeutet ,,feuchte‘* Gasgerbung, die Zahl nach G bedeutet die Gerbzeit in Tagen (bei 59).

Zeichen des % CH,O Sed.-vol. nach
Praparates im Prap. 3 Tagen in cm?®
Casein M ungegerbt 3.9
G5M 0,98 2,75
G5fM 1,82 2,2
G20M 2,00 2,3
G20fM 2,29 2,2
G30fM 2,88 2,2

Figur 2 zeigt die Abhingigkeit des Quellungsvolumens vom
Formaldehydgehalt bei nassgegerbtem und bei gasgegerbtem Casein
(Kurven Ia und Ib). Bei der Betrachtung der Kurven fillt folgendes
auf:

69
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. 1. Bei der Nassgerbung geniigt schon ein sehr kleiner Formaldehydgehalt, um
die Que].lung des Caseins sehr stark herabzudriicken. Das Minimum des Quellungsvermao-
gens ist bereits mit ea. 1%, Formaldehyd erreicht, héhere Formaldehydgehalte vermogen
die Quellung nicht noch mehr herunterzusetzen.

cm® Sedimentationsvol.
¢
Ib
3
\\ ~d
la
2 4 <
L5
& K\Q‘;_ o R
/ fa| =~ ©

05 1 15 2 25Y9,CH0

Fig. 2.
Sedimentationsvolumina nassgegerbter (a) und gasgegerbter (b) Caseine,
gequollen in Wasser, I. Koérnung feinpulvrig, II. Kérnung griessférmig.

2. Die Kurve der gasgegerbten Praparate verliuft ahnlich, nur anfangs viel fla-
cher, d. h. gasgegerbte Caseine mit Formaldehydgehalten unter 1,59, zeigen eine stirkere
Quellung als nassgegerbte mit gleicher analytischer Zusammensetzung. Die Erklirung
ist wohl darin zu suchen, dass die ersteren nicht gleichmissig durchgegerbt sind. Bei
den in die Formaldehydlsung eingebrachten Caseinteilchen bewirkt die rasch einsetzende
Quellung, dass der Gerbstoff mit dem Wasser bis ins Innere dringt. Auch das Nachdiffun-
dieren von Formaldehyd geht dank der Quellung ziemlich rasch. Man darf deshalb an-
nehmen, dass die Nassgerbung in nicht allzu verdiinnten Formaldehydlésungen iiber den
ganzen Querschnitt der Teilchen ziemlich gleichmissig verliuft. Anders bei der Gas-
gerbung: Eine Quellung findet nicht statt. Der Formaldehyd kann deshalb nur langsam
durch das sehr dichte Gel hindurchdiffundieren. Die reaktionsfahigen Gruppen in den
Randschichten der Caseinteilchen haben deshalb Zeit, den Formaldehyd abzufangen.
So bekommt man zuerst ein Produkt, dessen Kérner an der Oberfliche kriftig angegerbt
gind, im Inneren aber noch so gut wie keinen Formaldehyd aufgenommen haben. Beim
Einweichen eines solchen Priaparates in Wasser bringt der hohe Quellungsdruck des un-
gegerbten Kernes die Schale der Kérner zum Platzen. Das verhiltnisméissig grosse
Sedimentationsvolumen wird dadurch ohne weiteres verstandlich?).

3. Bei Priparaten mit 1,5 bis 3% Formaldehyd scheinen die gasgegerbten weniger
zu quellen als die nassgegerbten, was in Ubereinstimmung mit den Dampfdruckiso-
thermen stehen wiirde. Jedoch sind die Differenzen zu wenig ausgeprigt, resp. ist die
Fehlerbreite zu gross, als dass man sichere Schliisse ziehen diirfte.

Auch eine weitere Messreihe mit Gerbproben unseres eigenen,
grobkornigen Caseins gestattete nicht, eindeutige Unterschiede im
Quellungsvermogen der nass- und gasgegerbten Priparate festzu-
stellen. Nur bei Formaldehydgehalten unter 19 quollen auch hier
wieder die gasgegerbten Proben aus den oben erwihnten Griinden

1) Das schichtenweise Vordringen der Gasgerbung sieht man besonders schén an
Natriumcaseinatfasern, wie sie im Trockenspinnverfahren aus 25-proz. Lésungen er-
halten werden kénnen. Die Anfangsstadien der Gerbung sind dadurch charakterisiert,
dass die Fasern beim Einbringen in Wasser aufplatzen. Das Innere ist noch wasser-
l6slich, wihrend eine mehr oder weniger dicke Haut ihre Wasserloslichkeit bereits ver-
loren hat.
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stirker. Die Sedimentationsvolumina dieser Reihe sind ebenfalls in
Figur 2 eingezeichnet (Kurven IIz, IIb). Auf die Wiedergabe der
Zahlenwerte verzichten wir angesichts der betrichtlichen Streuung,
welche besonders die Werte der stdrker nassgegerbten Priparate
zeigenl). Bemerkt sei nur noch, dass prozentual die Verminderung
des Quellungsvolumens durch die Gerbung beim pulverférmigen und
beim kornigen Casein gleich ist. In beiden Fillen betrigt das Quel-
lungsvolumen der kriiftig gegerbten Proben ca. 56 %, desjenigen des
rohen Caseins.

2. Gravimetrische Bestimmung der maximalen Quellung.

Da die Bestimmung des Sedimentationsvolumens kleine Unter-
schiede im Quellungsvermogen nicht mit der gewiinschten Deutlich-
keit hervortreten liess, waren wir bemiiht, doch noch mit einer gravi-
metrischen Methode die maximale Quellung zu bestimmen. Wie schon
angedeutet, besteht die Schwierigkeit nur darin, die Substanz im
maximal gequollenen Zustand, aber auch nicht mit mehr als gerade
nur dem Quellungswasser beladen, zur Wigung fertig zu machen.
Kompakte, homogene Gelstiicke kann man nach dem Quellen in
Wasser mit Filtrierpapier rasch abtrocknen und wigen. Bei ge-
quollenen Pulvern oder Fasern ist es unmdglich, auf diese Weise
reproduzierbare Gewichte zu bekommen. Es gelingt aber, wenn man
das anhaftende Wasser durch Zentrifugieren entfernt. Voraussetzung
ist, dass man stets genau dieselben Arbeitsbedingungen einhilt.
Auch diese Methode ergibt wahrscheinlich nicht die absolut richtigen
Werte fiir die maximale Quellung, da die beiden Hauptfehlerquellen —
Zurtickhaltung von kapillar gebundenem Wasser einerseits und Aus-
quetschen von Quellungswasser durch den Zentrifugaldruck ander-
seits — das Resultat in unbekannter Weise beeinflussen. Unsere
Methode ist aber gut geeignet, um Préiparate gleicher Teilchengrosse
miteinander zu vergleichen.

Arbeitsvorschrift.

Man wigt 0,4—0,5 g der lufttrockenen Caseinprobe, deren Feuchtigkeitsgehalt
vorher bestimmt wurde, in ein kleines Becherglas ab und verriihrt sie gut mit 20—30 cm?
Wasser. Zur Quellung wird etwa eine Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen?).

Unterdessen wird ein Goochtiegel mit gelochtem Siebboden gut mit Wasser benetzt,
ein kleines, passendes Papierfilter auf den Boden des Tiegels gebracht und etwas Wasser
aufgegossen. Die Figur 3 zeigt, wie mit Hilfe eines durchbohrten Korkstopfens und eines
Gummiringes der Tiegel bequem in ein Zentrifugenglas eingesetzt werden kann. Das
Glas wird oben verschlossen, damit die Luft iiber der Fliissigkeit mit Wasserdampf ge-
gattigt bleibt. Nun wird eine genau gemessene Zeit lang zentrifugiert (bei uns 10 Min. bei
3000 Touren pro Minute; Abstand Achse—Tiegelboden 11 c¢m) und der Tiegel feucht

1) Sie diirfte wahrscheinlich zur Hauptsache auf ungleiches Auftrocknen der Proben
bei der Herstellung zuriickzufiihren sein.

2) Bei unsern Praparaten war nach dieser Zeit die maximale Quellung stets erreicht.
Bei grobkérnigerem Material miisste eventuell linger gewartet werden.
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in einem verschlossenen Wiigeglas gewogen. Bei Wiederholung dieser Operation gelingt
es, das Gewicht des feuchten Tiegels auf 4 1 mg genau zu reproduzieren. Vollig un-
geeignet sind Filtertiegel mit pordsem Boden, z. B. Glassintertiegel. Es gelingt hier nie,
annihernde Gewichtskonstanz des feuchten Tiegels zu erreichen, da offenbar die in der
pordsen Masse zuriickgehaltene Wassermenge stark variiert.

S

Fig. 3.

Die gequollene Caseinprobe wird nun in den derart vorbe-
handelten und gewogenen Tiegel filtriert unter Verwendung eines
geringen Unterdrucks, der das Papierfilter festdriickt. Es ist darauf
zu achten, dass das Casein stets mit Wasser bedeckt bleibt. Die
gut benetzte Probe (2—3 mm iiberstehendes Wasser) wird ins Zen-
trifugenglas gebracht, wiederum genau gleich lang bei gleicher Um-
drehungszahl zentrifugiert und sofort gewogen. Aus der Gewichts-
zunahme und dem Trockengehalt der abgewogenen Caseinmenge
lasst sich das Quellungswasser berechnen.

Hochste Genauigkeit ist auch von dieser Me-
thode nicht zu erwarten. Bei Wiederholung der
Bestimmung am gleichen Priparat beobachtet man
gelegentlich Streuungen von bis zu 4+ 59, des
Quellungswassers. Die Mittelwerte aus mehreren
Bestimmungen sind jedoch recht gut reproduzierbar.

In Tabelle 4 sind die Ergebnisse, welche wir mit unserer Methode
erhalten haben, fiir einige typische Priparate zusammengestellt. Es
sind dieselben Priparate, fiir die frither die Dampfdruckisothermen

Tabelle 4.
Maximale Quellung von gegerbtem und ungegerbtem Casein in Wasser, gravimetrisch
bestimmt.
| | Ttungsw
; : , g Quellungswasser pro
Zeu}hen des I Bemerkungen % %I;I.?O i 100 g trockenes Casein
Priparates im Prip. | gewogen ( Mittel
— : —
Casein ungegerbt, 0 128,9 |
griessformig 138,9 133,5
1331
021 nass gegerbt 0,19 97,56
mit 0,2-proz. 99,6 98,56
Losung 98.4
G 1 gasgegerbt 0,20 132.,6
119.8 125,9
125,3
38 I11 nass gegerbt 3,19 88,7
mit 38-proz. 92,3 90,5
Lésung
G 71 gasgegerbt 2,93 ‘ 78,6
181 80,8
“ 86,3
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(siehe Tab. 1) aufgenommen worden waren. Nur G 1, eine mit Formal-
dehydgas schwach angegerbte Probe (1 Tag trockene Gasgerbung)
ist neu dazu genommen worden. Alle Priparate wurden aus dem
gleichen Casein hergestellt.

Ein Vergleich der Mittelwerte in der letzten Kolonne zeigt
folgendes:

1. Es bestéatigt sich erneut, dass gasgegerbte Priparate mit sehr kleinen Formal-
dehydgehalten (0,2%) ein viel hoheres Quellungsvermdgen besitzen als nassgegerbte
mit gleich viel Formaldehyd.

2. Es bestitigt sich, dass bei der Nassgerbung die ersten Zehntelprozente Formnal-
dehyd die Quellfahigkeit fast schon ebenso stark herabsetzen wie drei ganze Prozent.

3. Es bestitigt sich, was aus den Dampfdruckisothermen bei Interpolation gegen
1009, relative Luftfeuchtigkeit zu erwarten war, namlich dass ein mit Formaldehydgas
richtig durchgegerbtes Casein ein deutlich geringeres Quellungsvermégen in Wasser
zeigt als ein nassgegerbtes Priparat mit annidhernd gleich viel Formaldehyd.

III. Diskussion der Quellungsversuche.

Wenn man versuchen will, aus den Dampfdruckisothermen und
aus der maximalen Quellung Riickschliisse auf den Gerbprozess
selber zu ziehen, so ist es notig, einige wichtige Tatsachen, die Quel-
lung im allgemeinen betreffend, in Erinnerung zu rufen. Als Ursache
fiir die Quellung kommen in Frage:

1. Die Betitigung molekularer Anziehungskrifte zwischen den Molekeln der beiden
Phasen, welche zu einer Abnahme der potentiellen Energie fiithrt; und

2. die Tendenz zur wahrscheinlichsten Verteilung der Molekeln (Zunahme der
Entropie) oder m. a. W. das osmotische Verdiinnungsbestreben des quellenden Kérpers.

Molekulare Anziehungskrifte treten besonders bei der Wechsel-
wirkung polarer Gruppen und Molekeln in Erscheinung. Die Proteine
enthalten zahlreiche stark polare Gruppen (—COOH, —OH, —NH,,
—NH—CO—, —O—PO;H, etc.), welche Wassermolekeln an sich
ziehen und richten. Die Begleiterscheinungen der Hydratation dieser
Gruppen sind bekannt. Der Vorgang ist stark exotherm und zudem
mit einer betrichtlichen Volumkontraktion verbunden. Nach J. R.
Katz (1. ¢.) findet fiir 1 g Wasser, das von einer grossen Menge voll-
kommen trockenen Caseins aufgenommen wird, eine Kontraktion von
0,39 em?® statt. In Eiweissgelen und -l6sungen stehen durchschnittlich
0,3 g Wasser pro Gramm Protein fir die Losung anderer Stoffe
nicht zur Verfiigung (sog. nicht lésender Raum) und gefrieren auch
bei starker Abkiihlung nicht®). Die Bindungskrifte bei der Hy-
dratation sind fiir die ersten Wassermengen am grissten und werden
fiir die nachfolgenden immer kleiner. Irgendeine stdchiometrisch
bedingte Grenze fiir die Wasserbindung gibt es nicht, denn eigentliche
Bindung geht ridumlich betrachtet in eine immer schwicher werdende
Richtwirkung auf die Wasserdipole iiber. Immerhin wird man nicht
stark fehl gehen, wenn man annimmt, dass beim Casein die Dampf-

1) Siehe Buch von Pauli und Valkd, S. 157 u.f.
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druckisotherme von 0 bis ungefihr 509, relativer Feuchtigkeit fast
ausschliesslich das Hydrationsbestreben der polaren Gruppen zum
Ausdruck bringt. Dieser Teil der Kurve ist dadurch charakterisiert,
dass sein Verlauf, sowohl fiir gegerbtes wie fiir ungegerbtes Casein,
der Freundlich’schen Absorptionsisotherme

1
a=oa'p In wobei a = adsorbierte Menge
P = Dampfdruck des Adsorbates
o, n = Konstanten (n < 1)

folgt.
log des Quellungsgrades

14
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log °f, relat. Luftfeuchtigkeit
Fig. 4.
Dampfdruckisothermen von ungegerbtem (H) und von gasgegerbtem (G 7f) Casein.
Die gestrichelte Kurve enthilt die Werte von J. R. Kafz fiir gewdhnliches Casein.

Dies ist ohne weiteres aus Fig. 4 zu erkennen. Wie es die Formel
verlangt, verliuft im genannten Gebiet die Isotherme als Gerade,
wenn man den Wassergehalt des Caseins sowie den Dampifdruck in
logarithmischem Masstab auftrigt?). Die schon erwihnte Isotherme
von J. R. Kalz, die hier miteingezeichnet worden ist, zeigt nicht
diesen einfachen Verlauf.

Bei relativen Dampifdrucken von 50 %, an aufwirts nimmt die
Isotherme mehr und mehr einen anderen Verlauf. Hier wird das
osmotische Verdiinnungsbestreben dominierend. Das Wasser dif-
fundiert nach der Richtung, wo seine Konzentration geringer ist,
d. h. in das Gel hinein. Beide Krifte (Hydratation und Diffusion)
ergeben zusammen den Quellungsdruck, der wiederum von J. R.
Katz?) fiir das Casein nach einer Formel von H. Freundlich aus der

1) Bekanntlich gilt die Freundlich’sche Formel nicht nur fir eigentliche Adsorption
an Festkorperoberflichen, sondern auch fiir die Aufnahme von Gasen und Démpfen
durch Fliissigkeiten, wenn starke Krafte zwischen den Molekeln der beiden Phasen auf-

treten. Es sei nur an die Systeme Schwefelsiiure—Wasser und Phosphorsiure—Wasser
erinnert (vgl. J. R. Katz, 1. c., S.392). ?2) L., S.385.
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Dampfdruckisotherme berechnet worden ist. Seine direkte und
exakte Messung bietet wegen der Plastizitit des gequollenen Proteins
Schwierigkeiten. Er ist umso grosser, je wasserirmer das Gel ist.

Dem Quellungsdruck entgegen wirken die Kohisionskrifte
innerhalb des quellenden Korpers. Auch sie haben verschiedene
Ursachen. Es kommen in Frage: Gitterkrifte (sofern geordnete
Bezirke vorhanden sind), van der Waals’sche Kréfte, Dipolkrifte,
Ionenbindungen, Wasserstoffbindungen und schliesslich Haupt-
valenzbindungen, welche moglicherweise die Makromolekeln des
Stoffes mit einander verkniipfen.

Die Wassermenge, welche ein Protein in Beriihrung mit fliissigem
Wasser oder mit Wasserdampf bis zur Gleichgewichtseinstellung
aufnehmen kann, hingt also von einer ganzen Reihe unbekannter
Grossen ab, welche im Auge zu behalten sind, wenn wir uns unserer
eigentlichen Fragestellung zuwenden, die der quellungsvermindernden
Wirkung der Formaldehydgerbung auf das Casein gilt.

1. Wirkt der Formaldehyd dadurch, dass er durch Umwandlung
stark wasseraffiner in wasserabstossende Gruppen die Hydratations-
tendenz des Proteins vermindert ?

Die sauren Gruppen (—COOH, —0—PO,H,), welche die Aminogruppen an Zahl
iibertreffen, werden durch den Formaldehyd sicher nicht verindert. Ansatzpunkte sind
fiir diesen im wesentlichen nur die Aminogruppen, sowie die sauren Amidgruppen
{(—NH—CO—). Wir werden uns in einer folgenden Mitteilung mit den hier in Frage
kommenden Reaktionen ausfiihrlich befassen. Jetzt sei nur folgendes festgestellt:

Eine blosse Anlagerung von CH,0, die zur Bildung einer Methylolgruppe
>N—CH,OH fiihren muss, wird die Wasseraffinitit einer Amino- resp. Amidogruppe
durch die Zufiigung einer OH-Gruppe hdchstens noch unterstiitzen. Findet Kondensation
statt, so kommt die Bildung nachstehender Gruppierungen in Frage: —N==CH, und
> N—CH,—N<. Es ist nicht wahrscheinlich, dass dem Stickstoff in diesen Anord-
nungen die Fahigkeit zur Hydratation véllig genommen sein sollte. Zwar wird der basi-
sche Charakter der Aminogruppen durch Formaldehyd vermindert (Grundlage der
Formoltitration nach Soerensen!), aber andererseits werden die N-Methylen-Verbindungen
der Aminoséuren als besonders hygroskopisch beschrieben; sie krystallisieren ebenso
wie ihre Salze mit Krystallwasser?).

Unabhingig von solchen Betrachtungen muss auch aus der Tat-
sache, dass die Dampfdruckisothermen von gegerbtem und unge-
gerbtem Casein bei kleinen relativen Feuchtigkeiten kaum merklich
verschieden sind, geschlossen werden, dass die unter 1. formulierte
Frage zu verneinen ist. Wenn die Hydratation wesentlich herab-
gesetzt wiirde, misste sich dies gerade bei kleinen Dampfdrucken
deutlich bemerkbar machen.

2. Tir die Annahme, dass der osmotische Faktor der Quellung
durch die Gerbung wesentlich verringert wird, liegen keine Griinde
vor.

3. Durch die Gerbung werden die Kohisionskrifte im quellenden
Protein erhoht.

1) H. Franzen und E. Fellmer, J. pr. [2] 95, 2997 (1917).
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Im trockenen Casein sind die Molekeln vor allem durch die
Wechselwirkung ihrer polaren Gruppen miteinander verkniipft.
Durch Wasser wird nur ein Teil dieser Haftpunkte gelost; die Hydra-
tation bewirkt zwar ein Auseinanderdringen der Molekeln, die
Quellung bleibt aber begrenzt. Durch Zusatz von Siuren, Alkalien
oder gewissen Salzen Lisst sich die Quellung unbegrenzt, d.h. bis
zur Losung weitertreiben. Dass die Kohésionskrifte sogar bei
chemisch vollkommen identischen Systemen recht verschieden sein
konnen, zeigen die Hysteresiserscheinungen bei der Quellung (vgl.
Tab. 1). Beim Austrocknen des Gels werden durch das Zusammen-
pressen der Makromolekeln neue Haftpunkte geschaffen. Deshalb
quillt ein solches Gel beim Wiederwissern weniger. Bei der Formal-
dehydgerbung muss angenommen werden, dass ihre Wirkung nicht
-oder mindestens nicht in erster Linie auf der Vermehrung der Neben-
valenzhaftpunkte, sondern auf einer Netzbildung zwischen den
Molekeln durch Hauptvalenzbindungen beruht. Die Bildung von
Methylenbriicken (> N—CH,—N <) bei der Formaldehydgerbung
der Proteine ist schon von verschiedenen Forschern angenommen?),
von andern wieder bestritten?), chemisch aber noch nie einwandfrei
nachgewiesen worden. Wir werden uns in spiterem Zeitpunkt nidher
mit dieser Frage befassen; zunéchst nehmen wir zu ihr nur auf Grund
der Quellungserscheinungen Stellung:

a) Die Quellung der durchgegerbten Priparate ist nicht nur in Wasser, sondern
auch in allen Caseinlésungsmitteln (verdiinnte Alkalien und Sauren, starke Kalium-
rhodanid- und konz. Harnstofflosung usw.) begrenzt. Eine Losung ohne hydrolytischen

Abbau ist nicht moéglich. Eine Erklarung dieser Tatsache ohne Annahme von Haupt-
valenzverkniipfungen ist kaum mdoglich.

b) Fiir die maximale Quellung scheint es nicht viel auszumachen, ob bei der Kalt-
gerbung 1 bis 1,5% Formaldehyd oder mehr aufgenommen wird. Was iiber 1,5%, hinaus-
geht, beeinflusst die Kohasion des Gels nicht mehr. Man muss daraus schliessen, dass
nur diese Menge Formaldehyd sich an der Bildung der Briicken beteiligt. Die Netzbil-
dung zwischen den Makromolekeln im Gel ist also eine verhiltnismassig nicht sehr dichte.
Die Aufnahme der ersten 10—209, Wasser wird durch sie nur wenig behindert. Die
Wirkung der Gerbung wird aber umso deutlicher, je weiter die Quellung fortschreitet.
Eine vollige Dispergierung ist nach der Gerbung wie gesagt iiberhaupt nicht mehr méglich.

4. Vergleich zwischen Nassgerbung und Gasgerbung: Wéihrend
sich nassgegerbte und gasgegerbte Caseinpriparate bei méssigen
Luftfeuchtigkeiten im Wasserbindungsvermégen nicht merklich
unterscheiden, treten deutlich Unterschiede zu Tage, wenn man
sich 100-proz. relativer Feuchtigkeit nihert. Die Quellfihigkeit von
gasgegerbtem Casein ist — wenn man durchgegerbte Priparate
mit dhnlichem Formaldehydgehalt vergleicht — merklich geringer.

1y Siehe z.B. A. Kiinzel, Angew. Ch. 50, 308 (1937); K. H.CGustavson, Svensk.
kem. Tid. 52, 261 (1940); Dyachenko und Shelpakova, J. int. Soc. Leather Trades Chemists
23, 12 (1939).

2y J. H. Highberger und F. O’Flaherty, J. int. Soc. Leather Trades Chem. 23, 131
(1939).
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Erwartungsgemiss treten die Unterschiede noch deutlicher zu Tage,
wenn man die Quellung in noch stiirker quellend wirkenden Medien
als Wasser vor sich gehen lisst. Nachstehend die Sedimentations-

volumina zweier in 0,1-n. NaOH gequollener Priparate (je 0,25 g):
Nassgegerbtes Praparat 38 IIT mit 3,19% CH,0: 2,1 cm?
(asgegerbtes Priaparat G 50 mit 2,319, CH,0: 1,7 cm3.

Der Unterschied im Quellungsvermogen betrigt hier 23,59,
bez. auf den Wert des gasgegerbten Priparates.

Es liegt kein Grund zur Annahme vor, dass der Chemismus der
Gerbung mit gasférmigem und mit wissrigem Formaldehyd grund-
sitzlich verschieden sei. Fiir die Erklirung des von uns beobach-
teten Effektes gibt es zwei Moglichkeiten:

a) Bei der Gasgerbung werden mehr Methylenbriicken gebildet als bei der Nass-
gerbung, auch wenn total gleich viel Formaldehyd gebunden wird. Diese Frage wird
z. Z. von uns noch experimentell bearbeitet, und wir werden iber die Ergebnisse spéter
berichten.

b) Bei der Gasgerbung befindet sich das Proteingel in ungequollenem Zustand.
Durch die entstehenden Methylenbriicken wird also eine primér schon dichte Struktur
fixiert. Anders bei der Nassgerbung. Beim Einbringen des Caseins in die Formaldehyd-
l6sung findet zuerst Quellung statt.  Dieselbe verlauft rasch und fithrt praktisch ebenso-
weit wie in reinem Wasser. Die sehr viel langsamer verlaufende Gerbung spielt sich also
an einem maximal gequollenen Gel ab. Dies ergibt sich sehr klar aus folgenden einfachen
Versuchen:

In graduierte Reagenzglaser wurden drei Proben a je 1 g ungegerbtes Casein (eigenes
Praparat) abgewogen.

1. Mit 10 cm® Wasser verriihrt, nach beendeter Quellung 20 Stunden stehen gelassen.
Sedimentationsvolumen = 4,2 cm?.

la. Zu der gequollenen Probe I wurden 10 ¢m3 4-proz. Formaldehydlésung gegeben.
Sedimentationsvolumen nach 20 Stunden — 4,2 cm3.

II.  Casein trocken mit 20 ¢cm?® 2-proz. Formaldehyd verriihrt; nach Quellung 20 Stun-
den stehen gelassen.
Sedimentationsvolumen = 4,2 c¢m3.

III. Wie II, aber mit 38-proz. Formaldehyd.
Sedimentationsvolumen = 4,3 cms?.

Durch die Einwirkung des Formaldehyds erleidet das gequollene Protein also keine
direkte Kontraktion. Fir die Quellung macht sich die Gerbung erst bemerkbar, wenn
das Priparat einmal getrocknet worden ist, indem dann bei erneuter Quellung das ur-
spriingliche Volumen nicht mehr erreicht wird.

a Fig. 5. b
Schema der Nassgerbung (a gequollenes Gel) und der Gasgerbung (b entquollenes
Gel) mit Formaldehyd. Die kleinen Kreise bedeuten Methylenbriicken.

In Fig. 5 ist unter extremer Schematisierung versucht worden,
den wesentlichen Unterschied der Gerbung eines gequollenen und
eines entquollenen, trockenen Caseingels darzustellen. Im ge-
quollenen Gel (a) berithren sich die Caseinteilchen, die wir uns als
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langgestreckte Pakete von Fadenmolekeln vorstellen kénnen! )s
hauptsdchlich nur mit ihren Enden. Die Bildung von Methylen-
briicken zwischen den Teilchen ist natiirlich nur an diesen Beriihrungs-
stellen moglich. Weitere Briicken kénnen sich noch innerhalb der
Teilchen bilden; diese verhindern aber nicht, dass das dreidimen-
sionale Hauptvalenznetz, welches sich bei der Gerbung im gequollenen
Zustand bildet, sehr weitmaschig ist. Im entquollenen oder trockenen
Gel (b) sind die Proteinteilchen auch mit ihren Seiten eng aneinander
gepresst. Die statistisch iiber die Beriihrungsstellen verteilten Briicken-
bindungen ergeben ein viel engmaschigeres Netz, das in Wasser wohl
etwas quellen kann, aber lange nicht so stark wie das Gel a.

Zusammenfassung.

Die bekannte Erscheinung, dass das Quellungsvermogen der
Proteine durch eine Behandlung mit Formaldehyd herabgesetzt
wird, wurde am Beispiel des Caseins niiher untersucht. Es wurde
das Wasserbindungsvermogen von verschieden gegerbtem und un-
gegerbtem Cagein in Abhingigkeit vom relativen Wasserdampfdruck
der Gleichgewichtsatmosphire bestimmt (Dampifdruckisothermen).
Durch die Gerbung wird das Wasserbindungsvermoégen herabgesetzt;
der Effekt ist umso stirker, je grosser der relative Wasserdampfdruck
ist. Im Gebiete iiber 50 %, relativer Feuchtigkeit zeigt sich zudem,
dass mit Formaldehyddampf behandeltes Casein (,,Gasgerbung‘‘)
weniger Wasser aufnimmt als solches, das mit wissriger Losung ge-
hirtet worden ist. Auch die maximale Quellung, erreicht durch
Einbringen in Wasser, ist bei gasgegerbtem Casein geringer als bei
nassgegerbtem. Bei beiden Gerbmethoden ist das Maximum der
quellungsvermindernden Wirkung bereits erreicht, wenn der Gehalt
des Caseins an gebundenem Formaldehyd 1 bis 1,569, betrigt. Es
wird eine einfache Methode fiir vergleichende Messungen der maxi-
malen Quellung in Vorschlag gebracht, bei der die Menge des Gel-
wassers nach Abzentrifugieren des bloss anhaftenden Wassers gravi-
metrisch bestimmt wird.

Die fiir den. eigentlichen Gerbeffekt (verminderte Quellfihigkeit)
verantwortliche Reaktion wird angesehen als eine hauptvalenzmissige
Verkniipfung der Proteinmolekeln durch den Formaldehyd. Die
Tatsache, dass die Gasgerbung der Nassgerbung hinsichtlich des
Gerbeffektes iiberlegen ist, findet ihre Erklarung darin, dass wihrend
der ersteren das Proteingel nur sehr wenig gequollen ist und somit ein
engmaschigeres Hauptvalenzraumnetz gebildet wird als bei der Nass-
gerbung, die sich stets an einem stark gequollenen Proteingel abspielt.

Bern, Chemisches Institut der Universitit,
Organische Abteilung.

1y Vgl. hierzu Hs. Nitschmann und H. Guggisberg, Helv. 24,434,574 und spez. 586 (1941,



