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In einer Reibe unlangst veroffentlichter Arbeiten wurde
gezeigt, daB die Fallungstitration als eine sehr einfache und
gute Methode sich bewahrt hat, mit deren Hilfe man die durch-
schnittlichen Molekulargewichte (M) und auch die Teilchenform
verschiedener makromolekularer Stoffe leicht bestimmen kann?).
Besonders gute Resultate erhdlt man mit dieser Methode an
der untersten Grenze der MolekilgroBe der makromoleku-
laren Stoffe, also im Falle von M =5000 bis 15000, d.h. im
Gebiet, wo einer osmotischen oder ultrazentrifugalen Methode
verschiedene Schwierigkeiten im Wege stehen, und auch Kryo-
skopie oder Ebullioskopie nicht mehr anwendbar ist.

In drei noch im Druck befindlichen Arbeiten hat Ver-
fasser nun zu zeigen versucht, daf die Fillungstitration auch
an Abbauprodukten der Proteine anwendbar ist, auch dann,
-wenn diese einen durchschnittlichen M von nur 500—2000
haben.

Die Fallungstitration besteht im Folgenden. Titriert man
durch Zugabe eines Nichtlosungsmittels (Fallungsmittel) die

) H. Staudinger, W.Heuer, Z. physik. Chem. (A) 171, 129
(1984); G.V.Schulz, Z. physik. Chem. (A) 179, 321 (1937); G.V.Schulz,
Br. Jirgensons, Z. physik. Chem. (B) 46, 105 (1940); E. Husemann,
J. prakt. Chem. [2] 158, 163 (1941).
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Losung eines untersuchten Stoffes bis zum Tritbungspunkt, so
gilt der Titrationswert {(vcem) als charakteristische Zahl. Mit
Fiallbarkeit (y*) bezeichnet man den Quotient zwischen dieser
Zahl » und dem Gesamtvolumen; wenn z. B. fiir die Titration
5,0 ccm einer Liosung genommen wurde, so ist

w U
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Trigt man in einem Koordinatensystem auf der Abszisse
den log M, auf der Ordinate die Fallbarkeit (%), so besteht
im Falle eines bestimmten Proteins ein geradliniger Zusammen-
hang zwischen Fillbarkeit und log M:

7=« — flogM,
wo « und 4 die Konstanten einer Geraden sind.

Das Molekulargewicht eines Abbauproduktes kann man
am einfachsten graphisch ermitteln, ohne die Anwendung der
eben angefilhrten Gleichung, in der folgenden Weise. Man
titriert die Liosungen des nicht abgebauten Proteins, sowie die
Losungen verschiedener Aminosiuren und Dipeptide mit be-
kanntem Molekulargewicht?). Die Punkte trigt man in das
Koordinatensystem und durch die Punkte zieht man eine Ge-
rade. Jetzt titriert man die Losung des Abbauproduktes, das
ein unbekanntes Molekulargewicht hat, triigt den betreffenden
Wert von y* auf diese Gerade, zieht von diesem Punkt auf
die Abszisse eine Lotrechte und liest den log M auf der
Abszisse ab.

In der vorliegenden Arbeit wurden nun mit dieser Me-
thode einige durch thermischen Abbau gewonnene Abbau-
produkte der Gelatine niber untersucht. Elektrodialysierte
Gelatine wurde in reiner wiBriger Losung gekocht und nach
bestimmten Zeitintervallen verschiedene Proben der Abbau-
produkte untersucht. Die Molekular- oder Teilchengewichte
dieser durch solche Thermolyse abgebauten Produkte wurden
auch kryoskopisch gemessen und gefunden, da die durch Fil-
lungstitration erhaltenen Werte mit den kryoskopischen ver-
haltnism#Big gut tbereinstimmen. Von der Abhingigkeit, die

Y Am wichtigsten sind die Aminosiuren, die in dem Protein-
molekiil den Hauptanteil bilden.
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zwischen Fillbarkeit und Konzentration (¢) bestebt, wurden
ferner ither die Teilchenform der Abbauprodukte SchluBfolge-
rungen gezogen. KFerner wurde gefunden, daB bei einer Er-
niedrigung der Temperatur eine reversible Aggregierung statt-
findet.

Diese Krgebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten

anderer Verfasser?).

Versuchsmethoden. KErgebnisse.

10 g Gelatine (Golddruck) wurde in dest. Wasser 1 Tag gewaschen,
dann 1 Tag bei niedriger Spannung und 2 Tage bei 120 Volt clektro-
dialysiert. Es wurden dabei sehr diinne Cellophanmembranen ver-
wendet. Die Gelatine wurde nachher in heiffem Wasser aufgelost, bis
zu 2%, mit dest. Wasser verdiinnt, und im ausgekochten Kolben aus
Jenaer Glas mit einem RiickfluBkiihler gekocht. Nach 3, dannp nach 6,
12, 24 und 48 Stunden vom Beginn der Erhitzung wurden aus dem
Kolben Proben genommen, filtriert und fiir die Titratiou verwendet.

Die Titratiopn wurde in der iiblichen Weise mit reinem Aceton
ausgefithrt. Zu 5,0 oder 10,0 cem der Ldosung wurde unter stetigem
Umschwenken tropfenweise bis zur beginnenden Tritbung Aceton zu-
gesetzt. Da die Ldsungen temperaturempfindlich sind, so wurde die
Titration in einem Thermostaten bei bestimmter Temperatur, meistens
bei 15° vorgenommen. Die Viscositiitsmessungen wurden mit dem Ost-
waldschen Viscosimeter, das eine Wasserzahl von 81,3 Sekunden hatte,
bei 25° im Thermostaten aunsgefithrt. Das py wurde mit einer Chin-
hydronelektrode gemessen. Die kryoskopischen Bestimmungen wurden
in der tiblichen Weise mit einem guten Beckmannschen Thermometer
unter allen notigen VorsichtsmaBnahmen ausgefiibyt. Jede Bestimmung
wurde mindestens 3-mal ausgefiihrt, wobei verschiedene Proben der
Lésung und des Lidsungsmittels genommen wurden.

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen und Ab-
bildungen zusammengestellt. In der Tab.l sind die Kigen-
schaften der Abbauprodukte im Vergleich mit der Gelatine
kurz zusammengestellt, Bemerkenswert ist hier die stetige
Abnahme der Viscositit mit dem Grad des Abbaues, sowie die
Unabhiingigkeit der Fillbarkeit von einer geringen Anderung
des py.

In der Tab. 2 und Abb.1 ist die Abhingigkeit der Fall-
barkeit vom durchschnittlichen M oder Teilchengewicht sicht-
bar. Es wurden immer moglichst gleich vorbehandelte Lo-

9 0. Gerngross, Graf O. Triangi, I’. Képpe, Ber. dtsch. chem.
Ges. 63, 1606 (1930); M. Frankel, Z. physik. Chem. 167, 26 (1927).
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Tabelle 1

i v e
1 v-Wert fiir
Jub Farbe einer | "sp emer‘ 5,0 cem einer
Substanz 29/-igen Lisung 5 "o-18 t P | 959 -igen
| Losung | [Losg. bei 15°
Gelatine nicht abgebaut farblos | 0,177 ‘ ' 5,32 2,02 cem
Durch 3 Std. Thermo- ’s 0,048 5,38 2,80
lyse abgebaut (I, .
Dureh 6 Std. Thermo- selir schwach 0,044 5,40 3,48
lyse abgebaut (II5) gelblich !
Dureh 12 Std. Thermo- |schwach gelblich-{ 0,083 15,35 3,72
lyse abgebaut (I11,,) braun :
Dureh 24 Std. Thermo- |schwach gelblich-| 0,021 5,20 5,05
lyse abgebaut (IV,,) braun ’

Durch 48 Std. Thermo- | gelblich-braun = 0015 [522| 6,13
lyse abgebaut (V) ;

Tabelle 2
Abhingigkeit der Fillbarkeit (y*) vom Molekunlar- oder Teilchengewicht
bei ¢ = 0,8%,; T=15°

T i
Substanz l ¥* log M :
Glykokoll . . . . .. . Loo60 L 181 |
Alapin . . . . .. Coe 0,70 : 1,95 !
Glycil-glyein . . . . . . | 0,65 i 2,12 |
Glycil-leaein . . . . . . | 0,64 ' 2,27 '
Intcrpol Wert M
j 0.55 | von log M (interpol.)
Abbauprodukt V. . . . | » E 2,95 890
) A - 0t 2 500
. 1 0.40 i 3,95 8 900
; 0. ... | O | 411 12 800
I, . ’ : 4,50 31 600
” 8 | b
|
(zelatine (elektrodialysiert) :
in Wasser ‘ 0,29 | 4,95

sungen der Abbauprodukte verwendet und bei konstanter Tem-
peratur 4-15° titriert. Die Werte der Fillbarkeit sind auch
auf eine konstante Konzentration am Triibungspunkt der fall-
balen Substa,nz, namlich auf ¢=0,3°, umgerechnet?) (von der

) Nimmt man gleiche Anfangskonzentration, so ist die Konzen-
tration der fillbaren Substanz am Triilbungspunkt bei verschiedenen
Substanzen nicht die gleiche, z. B. fiir die Aminosduren braucht man
sehr viel das Fillungsmittel, und ¢ am Triilbungspunkt ist dann viel
kleiner als im Falle des Proteins (bei gleicher Anfangskonzentration).
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weiter angefiihrten Konzentrationsabhingigkeit der Fallbarkeit).
Fiir die Gelatine selbst in reinem Wasser wurde das Teilchen-
gewicht 90000 genommen?). Aus der Tab. 2 ist nun zu er-
sehen, daB die durch thermolytischen Abbau erhaltenen Pro-
dukte ein durchschnittliches Teilchengewicht von 1000 bis
etwa 30000 haben. Man muB besonders hervorheben, daf
man hier nur iiber ein durchschnittliches Teilchengewicht
sprechen kann, da die Losungen polydispers sind und schon
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Abb. 1. Die Abhingigkeit der Fillbarkeit (") vom Logarithmus des
Molekulargewichts (log M)

durch geringe Anderung der Temperatur eine reversible Ande-
rung der TeilchengriBe erfolgt.

Die durchschnittlichen Teilchengewichte der beiden am
weitesten abgebauten Produkte wurden nun auch kryoskopisch
bestimmt. Die Resultate sind in der Tab. 3 zusammengestellt.

Die Ubereinstimmung kann man als befriedigend bezeichnen.
Aus der Tab. 3 ist noch ersichtlich, daB die 4-Werte im Falle
des Abbauproduktes IV,, sich mit jeder Bestimmung verkleinern.
Das kann leicht durch den EinfluB der Temperaturerniedri-
gung erklirt werden, da bei niedriger Temperatur bekanntlich
eine Aggregierung der Teilchen stattfindet. Deshalb sind auch

%) 0. Gerngross, Triangi, Képpe, Ber. dtsch. chem. Ges. 63,
1606 (1930).
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die kryoskopisch ermittelten Werte fir M eher zu hoch als
zu niedrig zu betrachten.

Tabelle 3

Kryoskopische Bestimmungen. Gelist 0,5 g Substanz in 25,0 g Wasser
¥ P g g g )

K = 1850
I durch
d Miryoss. Fillungstitration

Abbauprodukt IV,, 0,016 2300 2500

0,014 2600

0,011 3300
Abbauprodukt Vg 0,028 1300 9300

0,028 1300

0,031 1200

Dall die Gelatine durch solehe Thermolyse wirklich so weit ab-
gebaut ist, wurde ferner durch Dialyseversuche bestitigt. 20 cem der
Ldsung des IV,, bzw. V,, wurde durch eine Kollodiummembran gegen
40 cem dest. Wasser 1 Tag dialysiert; je 10 cem von der Innen- sowie
AuBenfliissigkeit wurden dann eingedampft und 2 Stunden bei 110° ge-
trocknet. Im Falle des IV,, wurde in 10cem der Innenfliissigkeit
0,0370 g Trockenriickstand, in 10 ccm AuBenfliissigkeit 0,0277 g Trocken-
riickstand gefunden, Die Teilchen passieren also leicht durch die Poren
der Membran.

Ferner wurde die Abh#ingigkeit zwischen Fillbarkeit und
Temperatur untersucht (einige Versuche in Tab.4). In allen
Fallen wurde beobachtet, daB die v- bzw. ;*~Werte mit der
Temperatur sich erhhen, d. h. bei erhohter Temperatur erfolgt
Desaggregierung. Dieser Vorgang ist reversibel, was auch von
anderen Forschern schon frither beobachtet wurde (a.a. O.).

Tabelle 4

Fillbarkeit bei verschiedener Temperatur

0,5%, reine Gelatine, py==5,56 2%, Abbauprod. IV,,, py = 5,20
T = T | r
+10° 0,206 + 2° | 0,256
+20° 0,298 +10° 0,310
+30° 0,315 +200 g 0,464
+40° 0,331 : +380° i 0,570

+50° 0,342 ‘ i
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In der Tab. 5 sieht man ferner den Zusammenhang zwischen

Fiallbarkeit und Konzentration der fallbaren Substanz. Titriert
wurde immer 5,0 ccm der Losung.
Tabelle 5
Die Abhingigkeit der I'illbarkeit von der Konzentration. 1'=15°
! - -'_“i“ -
Substanz | CAufang U cem | 7 | “rrabang log ¢, - 10
Gelatine, elektro- | 2,00, | 1,92 | 0218 | 1,409, 2,158
dialysierte Po1,0 | 200 0,28 | 0,715 ¢ 1,854
Pr = 5,32 05 | 204 ! 029 | 035 | 1,550
A R
b ’ b | b )
Abbauprodukt I, | 29, 2,10 0,296 | 1,410 2,149
Py = 5,38 1,0 2,69 0,350 0,650 1,813
0,5 2,82 0,361 0,320 1,505
o | te | wm e | ne
y ) y ,UO 5
Abbauprodukt 1T, 2,0 %/, 2,85 0,320 1,360 2,133
Pr = 5,40 1,0 2,97 0,373 0,628 1,798
0,57 3,48 0,411 0,295 1,470
om, | v | g ok | e
’ 2 b b ?
Abbanprod. 11l 2,09, 2,91 0,368 1,262 2,100
= 5.85 1,0 3,20 0,390 0,610 1,785
Pr =535 ’
0,5 3,72 0,427 0,287 1,458
o, | | s o ) e
) s s y ]
Abbauprod. IV, | 2,09, 4,35 0,465 1,035 2,015
- 1,0 4,53 0,476 0,525 1,720
Pu = 5,20 y y y
0,5 5,0 0,502 0,249 1,396
o, | G un | | e
) y 1,902 ) i
Abbauprodukt V,, | 2,09, 5,20 0,510 0,980 1,991
P = 5,22 1,0 6,00 0,546 0,455 1,658
05 6,78 | 0,574 0,213 | 1,328
0,25 7,02 | 0,618 0,092 | 0,964
0,125 9,05 | 0,645 0,044 | 0,643

Crriabung Wird in der folgenden Weise berechnet:

Orribung = 57g7 ", " CAnfang*
2

5,0

In Abb.2 sind die Zusammenhiinge zwischen Fiallbarkeit
und Konzentration graphisch dargestellt.
Geraden nicht parallel liegen, sondern verschiedene Neigungen

Man sieht, daB die
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haben, die auf die langgestreckte Form der in den Losungen
befindlichen Teilchen hindeuten ?).

Wegen des grofen Einflusses der Vorbehandlung muf man alle
Versuchsreihen im Falle der Gelatine unter miglichst gleichen Be-
dingungen ausfithren. So wurden bei der Titration dieser Abbauprodukte
die heillen Losungen bis zu 15° abgekiihlt und gleich nachher titriert.
L#Bt man dagegen eine Losung z. B. tiber Nacht bei +10 bis +15°
stehen und titriert dann, so erhiilt man niedrigere v-Werte, da eine
Aggregiernng stattgefunden hat.

% 95 48 7 7 ;
_,4@ g W,ﬂ 2w I [ 20 22
Abb. 2. Dic Abbhingigkeit der Killbarkeit vom Logarithmus
der Konzentration
Gerade 1 = Gelatine (nicht abgebaut) Gerade 4 = Abbauprodukt 111,
» 2 = Abbauprodukt T, “ 5 = Abbauprodukt IV,,
y 8= ” Hu » = ” Vis

Besprechung der Ergebnisse

Die Thermolyse der Gelatine wurde besonders eingehend von
GerngroB, Triangi und Kdppe (a. a. O.) untersucht. ¥s wurde
unter anderem gefunden, dall dabei ein irreversibler Abbaun stattfindet.
Wichtig ist ferner die Feststellung, daB die Peptidbindungen anfangs
nicht geoffnet werden, und nur durch eine sehr weitgehende Thermo-

) G.V.Schulz u. Br.Jirgensons, Z. physik. Chem. (B) 46,
105 (1940), besonders S. 112; E. Husemann, J. prakt. Chem. 158, 174
(1941).
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lyse (nach mehrtigiger Erhitzung bei 1009 wird ein geringer Anstieg
der freien Carboxyl- und Aminogruppen bemerkbar. Es wurde deshalb
von den genannten IPorschern angenommen, dal die Gelatineteilchen
keine echten Molekiile, sondern Mizellen sind. Diese Resultate stehen
auch mit denjenigen der Ultrazentrifugierung in Einklang?!). Durch
Ultrazentrifugierung in salzhaltigen Lé&sungen wurden ,Molekular-
gewichte®?) von 10000—70000 gefunden, was auf eine desaggregierende
Wirkung der Salze hindeutet, da durch osmotische Messungen in reinem
Wasser 70000100000 gefunden wurde. In einer noch nicht verdffent-
lichten Versuchsreihe wurde auch vom Verfasser gefunden, daB unter
EinfluB verschiedener Neutralsalze die y*-Werte der Gelatine sich er-
hhen, daB die Salze also desaggregierend wirken. Durch die Fillungs-
titration wurde anch der Befund anderer Forscher bestitigt, dafl die
Gelatineteilchen durch relativ geringe Anderungen der Temperatur
leicht in gréBere Einheiten sich zusammenlagern oder in kleinere Bruch-
stiicke zerfallen.

Das Wertvollste, was durch die Fillungstitration zu er-
reichen ist, ist zweifellos die Moglichkeit, Molekular- oder Mi-
zellargewichte verschiedenster Stoffe (wenn eine polymerhomo-
loge Reihe vorliegt) zu bestimmeun. In den polymerhomologen
Reihen der Nitrocellulosen, Polystyrolen, Abbauprodukten des
Glykogens usw. wurde bisher mit Fraktionen gearbeitet, die
ein mittleres Molekulargewicht von wenigstens etwa 10000
haben. Gerade aber im Gebiet der GréBenordnung von M =104
gibt die Fallungstitration die besten Resultate, und die Er-
gebnisse mit den Abbauprodukten der Proteine zeigen, da8
die Methode auch im Gebiete der GréBenordnung von
M =102 bis 10* mit Erfolg anwendbar ist. Im Falle einer
echten polymerhomologen Reihe sind aber in diesem
Bereich noch bessere Resultate zu erwarten als in
der Reihe Aminosiuren—Polypeptide—Proteine, da die letzten
aus verschiedenen Aminosiuren zusammengesetzt sind und
sich chemisch von den Polypeptiden sowie Aminosiiuren mehr
oder weniger unterscheiden. Deshalb sind die Werte von M
in diesem Falle nur Niherungswerte.

Wichtig ist ferner die Moglichkeit, durch Fillungstitration
die Tellchenform zu bestimmen. In dieser Arbeit wurde ge-

4 K, Krishnamurti u. The Svedberg, J. Amer. chem. Soc.
52, 2897 (1930).

%) (Uber den Molekiilbegriff vgl. II. Staudinger, J. prakt. Chem.
1566, 11 (1940).
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funden, daB die durch Thermolyse gewonnenen Abbauprodukte
langgestreckte Teilchen haben. Da aber die Viscositat dieser
Lésungen verhaltnism#Big gering ist, so muB man annehmen,
dafl die Dissymmetrie im Falle der Abbauprodukte geringer
als bei der nicht abgebauten Gelatine ist.

Wie groB konnte nun die Dissymmetrie der Gelatine-
teilchen und deren Abbauprodukte sein? Nach rontgenographi-
schen Untersuchungen von Katz und Gerungross!) gibt die
Gelatine Faserdiagramme und es wird deshalb die SchluB-
folgerung gezogen, daf die Gelatine langgestreckte Teilchen
hat. Auch die Untersuchungen der Stromungsdoppelbrechung
zeigten?), daB Gelatine langgestreckte Teilchen hat. Die Dis-
symmetrie ist aber nicht sehr grof. Auch die Viscositit der
Gelatinesole ist kleiner als die Viscositit einiger typischer
Linearkolloide3).

Auf Grund aller diesen Tatsachen kann man annehmen,
daB in einer verd. Gelatinelosung langgestreckte Mizellen vor-
liegen. Diese kann als ein Faserbiindel der Hauptvalenzketten
betrachtet werden. Bei dem Abbau erfolgt nun sehr leicht
eine Desaggregiorung in der Richtung der Lingsachse, da die
Peptidketten durch relativ schwache Krifte zusammengehalten
werden. Da aber die Abbauprodukte niederviscose Losungen
geben, so muB man annehmen, daB auch ein Zerfall in der
Querrichtung stattfindet. HEs ist nicht ausgeschlossen, daB
dabei auch die Peptidbindungen gedffnet werden. Bekanntlich
hatten Gerngross und Mitarbeiter (a. a. O.) eine solche Spal-
tung, wenigstens am Anfang der Thermolyse, nicht festgestellt.
Da wir es hier aber mit langen Peptidketten zu tun haben,
so wird sich eine Spaltung solcher Ketten auf die chemischen
Higenschaften kanm auswirken. Die neugebildeten Endgruppen
(—NH, und —COOH) im Vergleich mit der Gesamtmasse
bilden einen zu kleinen Anteil, so daB sie analytisch kaum
faBbar sein werden, worauf von H. Staudinger in bezug

) J.R. Katz u. O. Gerngross, Kolloid-Z. 39, 180 (1926).

3 E. Kriiger, Z. physik. Chem. 109, 438 (1924).

% Wo. Pauli u. Valko, Kolloidechemie der Eiweifkérper 1933,
S. 241ff; T. Staudinger, Organische Kolloidechemie 1940, besonders
8. 45 -70.
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auf andere Beispiele schon mehrmals hingewiesen wurde.
Im Falle einer weitgehenden Thermolyse wurde aber eine
Aufspaltung der Peptidbindungen auch analytisch sicher be-
wiesen.

Auf Grund dieser Uberlegungen kann man den Abbau der
Gelatine in der in Abb.8 schematisch dargestellten Weise sich
vorstellen.

Abb. 3. Schematische Darstellung des Gelatineabbaus.

1. Modell cines Gelatineteilchens in verd. Lisung bei 10—30°.

2. Schwach abgebaute Gelatine (Produkt I; oder Il; in verd. Lisung
bei 10-—309).

3. Stark abgebaute Gelatine (Produkt IV,, oder V,, bei 10—309).

Zusammenfassung

Durch Elektrodialyse gereinigte Gelatine wurde durch
Kochen mit reinem Wasser abgebaut und die Abbauprodukte
mit der Fallungstitration untersucht. Die durchschnittlichen
Molekular- oder Teilchengewichte der durch solche Thermo-
lyse gewonnenen Produkte wurden bestimmt und mit kryo-
skopisch ermittelten Werten verglichen. Die Ubereinstimmung
ist befriedigend. So wurde an einem neuen Beispiel gezeigt,
daB die Fillungstitration auch im Gebiet M = 103 bis 104
gute Resultate geben kann.

Die Abhiingigkeit der Fillbarkeit von der Konzentration
wurde untersucht. Die Geraden, die die Abhiingigkeit der
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Kallbarkeit von der Konzentration der Gelatine oder deren
Abbauprodukte wiedergeben, sind nicht parallel, was auf eine
langgestreckte Form der in den Losungen befindlichen Teil-
chen hindeutet. Ferner wurde gefunden, daf die Abbauprodukte
sowie die Gelatine selbst bei niedriger Temperatur leichter
fallbar ist als bei hoher, was mit der Anderung der Teilchen-
groBe in Zusammenhang steht.

Dem Vorstand des Analytischen Laboratoriums Herrn Prof. Dr.
M. Straumanis danke ich fiir das grofe Entgegenkommen, das er mir
withrend der Ausfilhrung dieser Arbeit zeigte.



