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Mitteilung aus dem Chemischen Institut der Universitiit Riga 

Molehulargewichtsbestimmungen 
durch Ftillungstitration 

Von B. Jirgensons 
Mit 3 Abbildungen 

(Eingegangen am 22. Mai 1942) 

Die klassischen Methoden der Molekulargewichtsbestim- 
mung fur geloste niedermolekulare Stoffe sind Kryoskopie und 
Ebullioskopie. Diese Methoden beginnen zu versagen, wenn 
die Molekulargewichte (M) die Grenze M = los iiberschreiten. 
Die Kryoskopie, die den gro6ten Anwendungsbereich hat, gibt  
im Falle M = lo3 noch brauchbare Resultate; oberhalb von 
5.103 sind die Differenzen der Gefrierpunkte, besonders im 
Falle wa6riger Losungen, aber zu klein, so da6 Abweichnngen 
von 2 10 - 50 eintreten konnen l). Oberhalb vou M = 5 .  lo3 
beginnt der Anwendungsbereich der osmotischen Methoden, 
die in der letzten Zeit von mehreren Forschern zu sehr exakten 
Bestimmungsmethoden ausgearbeitet worden sind ". Die besten 
Resultate gibt diese Methode im Bereich von M =  10' -5.106. 
Unterhalb von 104 sind Schwierigkeiten wegen der Durch- 
lassigkeit der Membranen; oberhalb von 5 .  lo5 sind die Effekte 

l) In einigen Fiillen gibt die Kryoskopie gane falsche Resultate. 
Vgl. K. H e s s  u. Mitarb., Liebigs Ann. Chem. 448, 99 (1926); H. S t a  u-  
d i n g e r ,  Ber. dtsch. ehem. Ges. 68,474 (1935); E. H u s e m a n n ,  Liebigs 
Ann. Chem. 627, 195 (1937). 

') S.P.L.Sorensen,  HoppeSeyler's Z. physiol. Chem. 106, l(1919); 
Wo. O s t w a l d ,  Kolloid-Z. 49, 60 (1929); J. D u c l a u x  u. N o d z u ,  Rev. 
gbn. Colloides 7, 385 (1929); N. F. Burk u. D. M. G r e e n b e r g ,  J. biolog. 
Chem. Si,  197 (1930); G. V. S c h u l z ,  Z. physik. Chem. (A) 176, 317 
(1936); G. V. Sch u Iz in ,,Die Methoden der Fermentforschung", heraue- 
gegeben von B a m a n n  u. Myrbi ick ,  S. 717-726. 
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zu klein. Sehr zuverlassige Resultate fur die Kolloide geben 
auch die Methoden der Ultrazentrifugierung Gute Resul- 
tate sind im Gebiet oberhalb von lo4 zu erhalten, und rnit 
den besten Apparaten kann man auch unterhalb von M = lo4 
mit Erfolg arbeiten. Fur die Bestimmung der TeilchengrtiBe, 
besonders fur anorganische Kolloide, sind vor allem die Ultra- 
mikroskopie 3 und Elektronenmikroskopie 5, von Bedeutung. Die 
drei letztgenannten Methoden sind aber wegen der Umstand- 
lichkeit nur in beschranktem Umfang anwendbar. Bei Ver- 
tretern polymerhomologer Reihen mit Fadenmolekiilen kann 
man gute Resultate auch rnit Hilfe der Viscosimetrie erhaltenO). 
In  einigen Fallen dagegen kann man mit der Viscosimetrie 
nur Naherungswerte erhalten 7. Umstandlicher und fur prak- 
tische Zwecke weniger ausgearbeitet sind die Methoden der 
Diffusion 7, der Dialyse 4 und einige andere lo). 

nberblickt man die Ergebnisse, so ist ersichtlich, da8 
besonders im Gebiete von M =  lo3- lo4 eine neue einfache 
Methode zur Bestimmung des Molekulargewichts yon groSer 
Bedeutung wiire. 

Die Fallungstitration ist eine neue Methode der Molekular- 
gewichtsbestimmung, die an der Einfachheit alle andere Me- 
thoden ubertrifft. Die Methode ist f u r  d ie  Gl ieder  ver- 
sch iedene r  polymerhomologer  Re ihen  anwendbar .  Der 
Anwendungsbereich ist sehr grog: von M E  lo2 bis zu etwa 
iM=5*105. 

9 T h e  S v e d b e r g  u. K. 0. Pedersen', Die Ultrazentrifuge, 1940; 

3 F. V. v. Hahn,  Dispersoidanalyse, 1928. 
j) E. Huse,mann u. H. Ruska,  J. prakt. Chem. [2] 166, l(1940); 

Naturwiss. 28, 534 (1940); M. v. Ardenne u. H. H. Weber,  Kolloid-Z. 
97, 322 (1941). 

6, H. Staudinger ,  Organische Kolloidchemie, 1I.Aufl. 1941, S. 189. 
') z. B. H.Staudinger  u. H. Warth, J. prakt. Chem. [2]166,261 

(1940). 
z.B. D . E r i i g e r  u. H. Grunski ,  Z. physik. Chem. (A) 150, 

115 (1930); M. Samec u. Knop,  Kolloid-Beih. 39, 438 (1934). 
") H. Brintz inger ,  Z. anorg. allg. Chem. 168, 145 (1927); 196, 33 

(1931) u. a. 
lo) R. S igner ,  Liebigs Ann. Chem. 478, 246 (1930); K. H e s s  u. 

M. U l m a n n ,  Liebigs Ann. Chem. b04, 81 (1933); Ber. dtsch. chem. Ges. 
67, 2131 (1934). 

G. Schramm, Kolloid-Z. 97, 106 (1941). 
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Die Moglichkeit, durch Fallungstitration Molekulargewichte 
zu bestimmen, beruht darauf, daB innerhalb einer polymer- 
homologen Reihe die Los l i chke i t  mit steigendem Molekular- 
gewicht abnimmt 1l). Da die direkte Bestimmung der Loslich- 
keit, besonders an den Hochpolymeren, mit verschiedenen 
Schwierigkeiten verbunden ist l2), wurde ein anderes Verfahren 
angewandt, rim die Loslichkeit zu charakterisieren lS). Dieses 
besteht darin, daB man bei Liisungen verschiedener Glieder 
einer polymerhomologen Reihe ermittelt, welche Menge von 
einem bestimmten Fallungsmittel zugesetzt werden muB, um 
eine soeben beginnende Ausfallung zu erreichen. Dieser Fal- 
lungspunkt ist leicht an der auftretenden Triibung zu erkennen 
und lBBt sich scharf reproduzieren. Es werden also zur Aus- 
fallung der Substanz um so kleinere Fallungsmittelmengen be- 
notigt, je hoher das Molekulargewicht ist, wie S t a u d i n g e r  
und H e u e r  an Po l~s ty ro len~~) ,  G.V.Schulz und B. J i r g e n -  
s on s an Nitrocellulosen, Starketriacetaten und Polymethacryl- 
s&ureestern16) und E. H u s e m a n n  an Abbauprodukten des 
Glykogens le) zeigten. Dasselbe wurde auch von Love11 und 
H i b b e r t  an Polyathylenoxydenl7) und von B. J i r g e n s o n s  an 
Abbauprodukten der Proteine 18) festgestellt. 

*l) H. S t a u d i n g e r ,  Ber. dtsch. chem. Gee.. 59, 3019 (1926). 
Is) BodenkGrperregel - die Liislichkeit ist von der Menge des 

Bodenkiirpers abhiingig, vgl. Wo. O s t w a l d ,  Kolloid-Z. 43, 249 (1927); 
41, 163 (1927); 68, 215 (1932); M. W a d a n o ,  Kolloid-Z. 93, 324 (1940); 
Uber die Erklarung der Bodenkiirperregel bei polymolekularen StoEen, 
H. S t a n d i n g e r  u. W. H e u e r ,  Z. physik. Chem. (A) 171, 139 (1934); 
H. S t a u d i n g e r ,  Org. Kolloidchemie, II.Aufl., 1941, 5 .39;  G.V.Schulz, 
Z. physik. Chem. 179, 312 (1937). 

13) H. S t a u d i n g e r  u. W. H e u e r ,  vgl. Anm. 12; E. W. M a r d l e s ,  
Kolloid-Z. 49, 4 (1929). 

14) Vgl. Anm. 12 u. 13. 
Is) G. V. S c h u l z  u. B. J i r g e n s  o n s, Z. physik. Chem. (B) 46,105 (1940). 
16) E. H u s e m a n n ,  J. prakt. Chem. [2] 123, 163 (1941). 
l') E. H.Lovel1 u. H . H i b b e r t ,  J.Amer. Chem. soc.61,1916 (1939). 
'*) B. J i r g e n s o n s ,  J. prakt. Chem. [l] 169, 303 (1942); Kolloid-Z. 

98, 70 (1942); J. prakt. Chem. [2] 160, 21 (1942). Uber fraktionierte 
Fallung anderer Hochpolymeren vgl. noch z. B. S. G l u c k m a n n ,  Kolloid- 
Z. 76, 84 (1936); W. 0. B a k e r ,  W . S . F u l l e r ,  J. H. HeiB,  J.Amer. 
Chem. SOC. 63, 2142 (1941) konnten auch an die w-Oxy-undecansaure 
Polyester die M durch Fallungstitration gut bestimmen. 
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Die theoretischen Grundlagen der Methode stammen von 
G.V.SchulzlO) sowie von Lovel l  und Hibbert20). Da die 
Abhangigkeit zwischen der Liislichkeit und dem M eine kompli- 
zierte ist und die Loslichkeitsversuche auch relativ umstand- 
lich sind, wurden neue, einfachere Beziehungen gesucht. Es 
wurde gezeigt, daB eine s e h r  e infache ,  l i n e a r e  Beziehung 
zwischen M und  d e r  F a l l b a r k e i t  besteht. Die Fallbar- 
keit (y*) ist die Konzentration des Nichtlosungsmittels am Trii- 
bungspunkt. Wird v,, ccm einer Losung titriert und II ccm des 
Fallungsmittels verbraucht, so ist 

r* = 2.. . 
v + vug 

Die theoretischen oberlegungen von Schu lz  sind mit der 
Annahme verkniipft, daB bei der Fallung das Gemisch in zwei 
flussige Phasen sich trennt, wobei der makromolekulare Stoff 
die eine Phase, anreichert. Eine solche Trennung und Ab- 
scheidung einer fliissigen Phase ist auch tatsachlich oft zu 
beobachten"), und nach G. V. Schulz  kann man auch einen 
stark gequollenen Niederschlag einer fliissigen Phase gleich- 
setzen. Fur  die Verteilung eines Stoffes zwischen zwei nicht 
mischbaren Flussigkeiten, in denen er molekular gelost ist, 
gilt die Bol tzmannsche Gleichung 

worin c1 und c2 die Konzentrationen in den beiden Phasen 
und E die Veranderung der potentiellen Energie eines Mols 
beim nbergang von der Phase 1 nach 2 ist. Nach Bron-  
s tedZ2) ist E dem Molekulargewicht ( M )  oder dem Polymeri- 
sationsgrad (P) proportional. Bezeichnet man mit E diese 
Energieanderung pro Grundmolekul, so ist 

(2) E = PE. 

'9 G. V. Schulz ,  Z. physik. Chem. (A) 179, 312 (1937); vgl. 

ao) E. H. Love l l  u. H. Hibbert ,  J. Amer. chem. SOC. 61, 1916 

9 Vgl. auch H.Erbring u. K.Sakurada, Kolloid-Z. 73,191 (1934). 
29 J. N. Bronsted,  Z. physik. Chem. (A), Bo denstein-Festband 

Anm. 15. 

(1939). 

279 (1931). 
Journal f. prakt. Chemie [2] Bd. 161. 3 
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Setzt man in der Gleichung (1) statt E P E ,  so erhalt man 

(3) 

Das Verteilungsgleichgewicht wird also um so einseitiger, je  
hijher der Polymerisationsgrad des Stoffes ist. Setzen wir nun 
der einen Phase ein Fallungsmittel zu, SO verandern wir die 
obergangsenergie. Es wird angenommen, daB E dem Gehalt 
der betreffenden Phase an Fallungsmittel (7) proportional ist, 

worin A und B Konstanten sind. Von (3) und (4) bekommt 
man dam:  

- = e p ( A +  B ~ ) / R  T 
C2 

(4) E = A + B y ,  

(5) 
oder 

l n 5  = p A + B y  . 
C2 R T  

Die Gultigkeit dieser Gleichung wurde zuerst von Schulz  an 
dem Verteilungsgleichgewicht zweier Polyathylenoxy de zwischen 
Wasser und einer Mischung von Chloroform und Benzol nach- 
gewiesen 23). 

Von der Gleichung (6) kann man nun leicht die Be- 
ziehungen zwischen der L o s l i c h k e i t  (c oder c1/c2) und FE‘B11- 
b a r k e i t  (y), sowie zwischen F a l l b a r k e i t  und Polymer i -  
s a t i o n s g r a d  ermitteln, wenn man die anderen GroBen kon- 
stant setet. Fu r  die Abhangigkeit c = f (y)p, erhiilt man dann: 

(7) l n c = a -  b y 7  
worin a und b Konstanten sind. Die Gultigkeit dieser Glei- 
chung wurde an Polystyrolen, Starketriacetaten, Nitrocellulosen, 
PolymethacrylsHureesternZ4), Polyathylenoxyden ”),, bei vielen 
Proteinen, sogar bei der Aussalzung 26) und bei Abbauprodukten 
der Proteine ”) erwiesen. Auch bei den Abbauprodukten des 
Glykogens gilt die Gleichung ( 7 ) 9 .  Es sind aber auch Aus- 

as) G. V. Schulz, vgl. Anm. 19. 
24) Vgl. Anm. 15. 
26) E. J. Cohn,  Physiol. Rev. b, 410 (1925); S. P. L. S S r e n s e n ,  

e7) B. J i r g e n s o n s ,  J. prakt. Chem. [2] 159, 303 (1942); Kol1oid.-Z. 

es) E. H u s e m a n n ,  J. prakt. Chem. [2] 168, 163 (1941). 

*$) Vgl. Anm. 20. 

Kolloid-Z. 53, 102, 170 (1930). 

98, 70 (1942); J. prakt. Chem [2] 160, 21 (1942). 
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nahmen bekannt, z. B. bei den ProteinenZ9), wenn kein linearer 
Zusammenhang zwischen Lijslichkeit (Konzentration der fall- 
baren Substanz am Triibungspunkt) und der Konzentration des 
Fallungsmittels besteht. 

Die Gleichung (7) ist auch insofern wichtig, daJ3 man von 
der Neigung der Geraden (Konstante b) SchluBfolgerungen iiber 
d i e  Te i lchenform ziehen kann. Sind die Teilchen kugel- 
fGrmig, so sind die Geraden verschiedener Glieder einer polymer- 
homologen Reihe parallel; im Falle linearer Molekiile dagegen 
haben die Geraden verschiedene Neigung 30). Bei den Proteinen 
sind aber die Neigungen der Geraden auch stark vom pH der 
Losung abhangig31). 

Den Polymerisationsgrad oder das Molekulargewicht kann 
man von der Abhangigkeit y = f ( P ) c , T  ermitteln. Von der 
Gleichung (6) erhalt man 

wo a und P Konstanten sind. Spater wurde noch eine dritte 
Konstante m eingefiihrt (vgl. Anm. 15). Die Fallbarkeit, wie 
anfangs angedeutet wurde, ist die Konzentration des Nicht- 
losungsmittels am Triibungspunkt und wurde durch y* be- 
zeichnet. 

(8) y = a + p p ,  

Die Gleichung (8) erhalt dann folgende Form: 

(9) y* = a + PIP". 
Eine bisher stillschweigend gemachte Voraussetzung fiir die 
Giiltigkeit der Gleichung (8) bzw. auch der Gleichung (2) war, 
daB alle Radikale eines Makromolekiils in gleicher Weise mit 
dem Losungsmittel in Wechselwirkung treten k8nnen. Dies 
kann nur bei linear gebauten Kettenmolekiilen der Fall sein. 
Im Falle spharomakromolekularen Stoffen dagegen treten nur 
die an der Oberflache befindlichen Teile der Makromolekiile 
in Wechselwirkung mit dem Losungsmittel. Sind die Mole- 
kiile kugelformig, so nimmt E [vgl. Gleichung(2)l nur propor- 
tional P'/s zu (vgl. Anm. 22). Das ist der Grund der Ein- 
fuhrung einer dritten Konstante m. Die Beriicksichtigung dieser 
Konstante ist insofern wichtig, daJ3 im Falle sehr genauer 

nQ) B.Jirgen s on s,Biochem. 2.311,332(1942) ; Kolloid-Z.98,70(1942). 
"3 G. V. Schulz  u. B. J i r g e n s o n s ,  vgl. Anm. 15. 
3') Vgl. Anm. 29. In einigen Fallen kann die Konstante b sogar 

das Minusvorzeichen auf Plus andern. 
3% 
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Messungen die Resultate der Fallungstitration SchluBfolge- 
rungen uber die Te i lchenform zu ziehen erlauben (vgl. Abb. 2). 

Schulz  ging von der Qoraussetzung aus, daB der Boden- 
kijrper als flussige Phase abscheidet bzw. daB der Niederschlag 
stark gequollen ist. Love11 und H i b b e r t  (vgl. Anm. 20), die 
mit Polyathylenoxyden gearbeitet hatten, fanden dagegen, da8 
bei diesen Stoffen, die krystallinische Niederschl&ge geben, 
zwar die Gleichung (7), nicht aber die Gleichung (8) oder (9) 
gultig ist. Auf Grund der Beziehungen, die zwischen Liislich- 
keit und L6sungswarme, sowie zwischen Schmelzpunkt und P 
bestehen, gelangen diese Forscher zu einer Gleichung 

A P 2  B P2 
a + b P  a + b P  R T In c = R In P + + ~- y , 

worin a, 6, A ,  B Konstanten sind. Diese Gleichung wurde 
an molekular einheitlichen Polyathylenoxyden bestatigt. 

SchlieSlich wurde von B. J i rgensonssz)  eine empirische 
Beziehung zwischen Fallbarkeit und M vorgeschlagen: 

(11) y* = a1 - PI log M ,  
wo a1 und 13, Konstante sind. Diese Reziehung wurde an 
verschiedenen Beispielen der Reihen Aminosauren-Polypeptide- 
Protein gepruft und als giiltig erwiesen (vgl. Anm.36, 38, 39). 

Das Hauptziel der Fallungstitration ist die Bestimmung 
von Molekular- oder Micellargewicht. Im Falle der Hoch- 
polymeren, wo das M sich zwischen lo4 und lo6 bewegt, sind 
die Niederschlage entweder stark gequollen oder sogar fliissig. 
In diesen Fallen sind die Gleichungen (8) bzw. (9) mit Erfolg 
anwendbar. Bei den Titrationen in den Reihen Aminosauren- 
Polypeptide-Proteine, wo streng genommen keine echten polymer- 
homologen Reihen vorliegen, und die Werte von M zwischen 
lo2 und lo6, d. h. in 4 Zehnerpotenzen variieren kiinnen, gilt 
die Gleichung (11). 

Um die Berechnung der Konstanten zu entbehren, ist es 
sehr vorteilhaft, die gesuchten Molekulargewichte g raph i sch  
zu ermitteln. I m  Falle der Abbauprodukte der Proteine ver- 
fahrt man folgendermaBen. Nan titriert die Losungen der 
wichtigsten Aminosauren und des Proteins. Von den GroBen 

$9 B. J i r g e n s o n s ,  J. prakt. Chem. [2] 169, 303 (1942). 
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des betreffenden logM und den Werten von ;/* wurde eine 
Gerade konstruiert. Dann titriert man die Liisungen des Ab- 
bauproduktes, dessen M unbekannt ist, und mit Hilfe der 
Geraden ermittelt man von dem y*Wert den log1V. 

Die Titration wird mit 1,0-10,0 ccm einer Losung bei 
konstanter Temperatur ausgefuhrt. In einem kleinen Kolbchen 
miBt man die Losung, stellt es in ein groBes Becherglas mit 
Wasser, das konstante Temperatur hat, und unter standigem 
Umschwenken titriert man mit dem Nichtlosungsmittel. 1st 
die Triibung schon durch kleine Mengen des Nichtlosungs- 
mittels erreichbar, z. B. 1,0-2,0 ccm, so muB man eine Mikro- 
burette verwenden. Sind die Titrationswerte hoch, z. B. 10 bis 
20 ccm, so kann man brauchbare Resultate auch mit einfacher 
Burette erhalten. 

Die Endpunkte kann man in den meisten Fallen sehr 
genau bestimmen. Man titriert bis zur beginnenden Opales- 
cenz oder Triibung. Besonders scharfe Endpunkte erhalt man 
im Falle einheitlicher Stoffe ; bei uneinheitlichen Substanzen 
sind die Endpunkte weniger scharf. Einige Beispiele sind in 
Tab. 1 sichtbar. 

Tabe l l e  1 
Cyclohexanmenge in Kubikzentimetern, die zu benzolischen Losungen 

von Polymethacrylsaureester bis zur Triibung zugesetzt wurden 
(Konzentration der Ausgangslosungen 0,5 und 1 

13500 
23500 
50000 
75000 
53500 

138000 
246000 
440000 

jEinzelwerie 

11,12 
8,53 
7,16 
6,90 
G,68 
6,40 
6,16 
6,03 

~ 

~ 

11,20 
8,56 
7,14 
7 , O O  
6,74 
6,33 
6,08 
6,02 

VIittel- 
wert 

11,16 
8,55 
7,15 
6,95 
6,71 

6,12 
6,026 

6,37 

Lbweichg 
"0 , 

f 0,4 
+0,2 
+0,15 
f O,7 
f 0,45 
f 0 , 5  
f 0,6 
f 0 , 2 5  

~ _ _ .  

l,OO/,-ige Losungen 
_____ 

Einzelwerte 

10,31 

6,87 
6,74 
6,45 
6,26 
5,84 
5,92 

8,lO 
10,39 
8,14 
6,88 
6.65 
6,40 
6,21 
5,90 
5,96 

-~ 

dittel 
wert 

10,35 
8,12 
6,88 
6,70 
6,43 
6,24 
5,87 

~~ 

~~ 

5,94 

Die Scharfe der Endpunkte ist auch von der Auswahl des 
Lbsungs- und Fallungsmittels abhangig. Im Falle der Abbau- 
produkte der Proteine, sowie an den Proteinen selbst, erhalt 
man rnit Aceton scharfe Endpunkte, so daB man verhaltnis- 
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maf3ig rasch titrieren kann. Mit Methyl-, Xthyl- oder Propyl- 
alkohol dagegen kommt die Opalescenz und Triibung oft nur 
sehr stetig zutage, so dal3 man mit diesen Fliissigkeiten oft 
keine zuverlassigen Resultate erhalten kann. Die Giiltigkeit 
des einen oder anderen Fallungsmittels kann man am besten 
durch Reihenversuche entscheiden, indem Koagulationsserien 
mit ansteigenden Mengen des Nichtlosungsmittels eine l’angere 
Zeit beobachtet werden 53). 

Die Resultate der Fallungstitration sind in den folgenden 
Tabellen und Abbildungen dargestellt 33s). 

1 1  1 In der Abb. 2 sind die y*-Werte gegen - , -- und - - 
p fl PZI* 

1 aufgetragen. Man erhalt Qerade, wenn man y+ gegen 2T 
oder gegen -~ auftrkgt, was mit den oben erwahnten SchluB- 

folgerungen in Einklang steht, da die Glykogene bekanntlich 
korpuskulare Molekiile haben34). Aus den Tab. 2, 3 und 5 
sind auch d i e  Abweichungen von den durch osmotische 
Bestimmungen ermittelten Polymerisationsgeraden zu ersehen. 
Bei den Nitrocellulosen und Abbauprodukten des Glykogens 
sind die Abweichungen sehr gering, hochstens bis zu flOO/,, 
Schlechter ist die Ubereinstimmung bei Polystyrolen und Poly- 
methacryl~aureestern~~) (Tab. 5). 

Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB die Fiillungstitration 
mit Erfolg bis zu M =lo5 anwendbar ist. Weiter werden die 
Versuchsfehler schon zu groB. Die besten Resultate sind im 
Bereich von M =  103-5.104 zu erhalten. 

In den Abb. 1 a bis 1 d ist die Fallbarkeit gegen den rezi- 
proken Polymerisationsgrad aufgetragen. Hierbei ergeben sich 

1 

v p  

s*j B. J i r g e n s o n s ,  Kolloid-Beib. 44, 285 (1936); Bolloid-Z. 61, 41 
(1932); Z. physik. Chem. (A) 158,56 (1931); Biochem. Z. 240,218 ( 1 9 3 1 ) ~ .  a. 

330j Die Tab. 1-3 und Abb. 1 stammen von der Arbeit Schulz  
und J i r g e n s o n s  (vgl. Anm. 15), die Tab. 4 sowie Abb. 2 von der Arbeit 
H u s e m a n n  (vgl. Anm. 16). Die P-Werte in der Tab. 4 sind nach der 
Gleicbnng (9) berechnet, wobei m als gleich 

E. Husemann u. H. Ruska,  J. prakt. Chem. [2] 156, 1 (1940); 
E. H u s e m a n n ,  J. prakt. Chem. [2] 158, 163 (1941). 

85) G. V. S c h u l z  u. B. J i r g e n s o n s ,  Z. physik. Chem. (B) 46, 114 

angenommen wurde. 

(1 9 40). 
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-_- ~ _ _ _ _ _ _ ~  -. ~ __ - 

111 I 2780 0,374 
1V / 1630 0,303 
v 1240 0,390 

VI ' 8 50 0,405 
V I I  680 0,4 12 

VTTI 320 0,454 
IX 228 0,472 

125 0,533 X I  

- 4,7 2650 
1650 
1240 
780 1 - 8,3 
640 I - 5,9 
290 ' -10 
230 ' + 0,9 
124 ~ - 0,s 

~ 

Polystyrole 
Benzol- methanol 

Polymethacry1s.- 
methylester 

Benzol-cyclo- 
hexan 

M 
._ ~ _. -~ ~- 

36 000 
02 000 

165 000 
225 000 
305 000 

13 500 
23 500 
50 000 
75 000 

120 000 
246 000 

P osmotisch 
__ ~ ~ _ _  

346 
790 

1585 
2160 
2930 

135 
235 
500 
7 50 

1200 
2460 

P durch 
Fallung 

343 
820 

1650 
1830 
3600 

132 
255 
490 
600 

1240 
4200 

____ - 

L b w eichung 
"0 ~ ~ ~ _ _ _ _  _____ 

- 1  
+ 4  
1 - 4  
- 15 + 22 
- 2  
+ 4  
- 2  
- 20 + 3,3 + 70 

gems6 der Gleichung (8) Geraden mit der Neigung p. Die 
Gleichung (8) gilt streng genommen nur dann, wenn die ver- 
schiedenen Polymeren am Triibungspunkt dieselbe GI ei  ch-  
gewich t skonzen t r a t ion  (c) haben. Diese ist niedriger als 
die Anfangskonzen t r a t ion  (CJ: 

c = - U !  . 
vo f 2, c a .  

Durch den Zusatz des Fallungsmittels wird die Lijsung ver- 
diinnt, und zwar bei jedem Einzelversuch in etwas anderem 
MaBe. In  der Abb. l a  bis I d  sind in der oberen Geraden die 
y*- Werte eingezeichnet, die zur Gleichgewichtskonzentration 
c = 1 gehoren. Sie wurden durch Interpolation aus den Ge- 
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raden der Konzentrationsabhangigkeit der Fallbarkeit ermittelt. 
Die zweite in die Abb. eingezeichnete Linie verbindet die 
MeBpunkte, bei denen die Fallbarkeit in Losungen von gleicher 
Anfangskonzentration bestimmt wurde. Obgleich bei diesen 
Messungen die Gleichgewichtskonzentration nicht ubereinstimmt, 

C) d) 
Abb. 1. Fallbarkeit in Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad 

a) Nitrocellulosen aus AcetonlBsungen durch Wasser-Acetongemisch 
gefallt. 

b) Stgrketriaeetate aus Chloroform mit Athylather gefallt. 
c) Polystyrole aus Benzollosung durch Methanol titriert. 
d) Poly-methacrylsaure-methylester aus Benzol durch Cyclohexan gef6llt. 
o Gleichgewichtskonzentration c = 1,O x Anfangskonzentratiou c. = 10 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Fiillbarkeit [y*) vom Molekulargewicht 
fur die Abbauprodukte des Glykogens 

40 $0 $J 
Abb. 3. Abhiingigkeit der Fallbarkeit (r*) vom Molekulargewicht 

fur die Abbauprodukte der Gelatine 
x Die Yunkte einiger Aminosiiuren und Dipeptide (sowie der Gelatine) 

mit bekanntem M 
o Die durch graphische Interpolation ermittelten Punkte fiir verschie- 

dene Ahbauprodukte der Gelatine 
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erhalt man auch in diesem Falle einen linearen Zusammen- 
hang, also 

oder 

(12) y*- a' 

;'* = a'+ p./? 

p = 8' . 

Die Konstanten sind in Tab. 6 zusammengestellt (vgl. Anm. 15 

T a b e l l e  6 
Konstanten der Gleichungen (8) und (12) fur 27OC 

(co = Anfangskonzentration bei der Bestimmung von a' und 8) 

und 35). 

0,084 
0,544 
0,242 
0,396 

Gel6ster Stoff ~ Lzgr- 
27 0,084 21 5 

6,O 0,535 5,2 10 
18,O 0,237 16,5 10 
41 0,366 21 10 

Fiillungs- 1 mittel l a  I / + '  

Nitrocelldosen Aeeton Wasser 
Starketriacetate Chloroform Athyliither 
Polvstvrole 1 Benzol 1 Methanol 

Cyclohexan 

Fur  praktische Xolekulargewichtsbestimmungen eignet sich 
besonders die Gleichung (12), da  man hierbei die Gleichgewichts- 
konzentration nicht auszurechnen braucht. 

Ferner sind die Resultate mit Abbauprodukten der Pro- 
teine angefuhrt. 

Tabe l l e  7 
Fallbarkeit der Abbauprodukte der Gelatine. T= 15', 'uo = 5,O ccm 

Substanz 

Gelatine, elektrodialis. 
P H  = 593 

Abbauprodukt I 
PH = 573 

Abbauprodukt I1 
PH = 5,4 

2: cc1n 

1 9 2  
2,OO 
2,04 
2,05 
2,16 

2,lO 

2,82 
2,69 

3,03 
3,67 

2,35 
2,97 
3,48 
3,74 
4,62 

._ -~~~ ~~ 

Y* 
0,278 
0,286 
0,290 
0,291 
0,304 

0,296 
0,350 
0,361 
0,378 
0,424 

0,320 
0,373 
0 411 
0,428 
0,481 

90 000 

31 600 
(durch Fallung) 

12 800 
(durch Fallung) 
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Tabe l l e  7 (Fortsetzung) 

Substanz 

Abbauprodukt I11 
PR = 5,3 

Abbauprodukt IV 

Abbauprodukt V 

Glykokoll 

w ccm 

2,91 
3,20 
3,72 
4,68 
5,13 

~ ~ _ _  
~~ 

4,35 
4,53 
5,05 
5,56 
6,50 
5,20 
6,OO 
6,73 
7,92 
9,05 
7,55 

11,48 
16,82 
23,70 

Y* 
~~ 

0,368 
0,390 
0,427 
0,484 
0,506 
0,465 
0,476 
0,502 
0,527 
0,565 
0,510 
0,546 
0,574 
0,613 
0,645 
0,602 
0,697 
0,770 
0,827 

M 

8900 
:durch Fallung) 

2500 
(durch Fallung) 

900 
(durch Fallung) 

15  

Die Molekulargewichte der Abbauprodukte wurden durch 
gr a p  h i s  c h e I n  t e r p  o l  a ti o n ermittelt 36) bei einer Gleich- 
gewichtskonzentration c = 0,3 Diese wurde von der Konzen- 
trationsabhangigkeit der Fallbarkeit durch Interpolation ge- 
wonnen. Die Anfangskonzentration c, wurde durch fortschrei- 
tende Verdiinnung einer 2 OIo-igen Grundlosung variiert, so daB 
die Herstellung der Losungen und auch die Titration nur sehr 
wenig Zeit beansprucht. 

In  der Tab.8 sind die 7"-Werte bei der Gleichgewichts- 
konzentration c= 0,3 und die log M [gem%B der Gleichung (1 l)] 
zusammengestellt. Die graphische Ermittlung von unbekanntem 
M ist aus der Abb.3 ersichtlich. Mit den Kreuzen sind die 
Punkte der hminosauren bzw. Dipeptide und des Proteins be- 
zeichnet. Da diese Substanzen sicher bekanntes M haben, 
wurden sie als Vergleichssubstanzen genommen, und durch diese 
Punkte wird die Gerade gezogen. Mit den Kreisen sind die 
Punkte der dbbauprodukte bezeichnet. Zieht man von einem 

3g) B. J i r g e n s o n s ,  J. prakt. Chem. 160, 2 1  (1942). Diese Abbau- 
produkte wurden durch Thermolyse in reiner waBriger Losung einer 
elektrodialytisch gereinigten Gelatine gewonnen. 
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Glykokoll. . . . 
Alanin . . . . . 
Glycil-glycin . . 
Glycil-leucin . . 
Gelatine . . . . 
Abbauprodukt I 

7, I1 
1 I11 

> 7  IV  
7 1  V 

Kreis auf die Abszisse die Lotrechte, so kann man den logM 
direkt ablesen. 

Tabelle 8 
Die Abhilngigkeit y * = f ( M )  bei c=0,3 fiir Abbauprodukte der Gelatine 

- 
0,69 

0,65 
0,64 

0,‘iO 

0,29 
0,35 
0,40 
0,42 
0,49 
0,55 

log M 
- - _._ ~~ __ 

1,87 
1,95 
2,12 
2,21 
4,95 

durch graphische 
Interpolation 3,41 

2,95 

Einige durch Fallungstitration bestimmte Werte des $1 
wurden durch kryoskopische Messungen nachgepriift. Die 
Resultate sind in der Tab. 9 zusammengestellt. 

Tabel le  9 
Vergleich der durch Fallungstitration und durch Kryoskopie ermittelten 

Molekulargewichte einiger Abbauprodukte der Proteine 

Substanz 

Abbauprodukt der Gelatine IV “3 

Abbauprodukt der Gelatine V 37) 

Abbauprodukt des Edestins 

Abbauprodukt des Ovalbumins 

Abbauprodukt des Caseins‘O) 
(Lysalbinsaure) 

M durch 
Kryoskopie 

2300 
2600 
3300 
1300 
1300 
1200 
6170 

2300 

580 
1550 

M durch 
Flllungs- 
titration 

2500 

900 

3800 
4200 
5300 
4400 

1500 

lbweichung 
“0 

- 8,5 

- 29 

- 28 

+ 91 

+ 40 

‘3 B. J i r g e n s o n s ,  J. prakt. Cbem. [2] 160, 21 (1942). 
B. J i rgensons ,  J. prakt. Chem. 160, 65 (1942). 

89) B. J i rgensons ,  Kolloid-Z. 98, 70 (1942). 
40) B. J i rgensons ,  Biochem. Z. 257, 429 (1933); J. prakt. Chem. 

lG9, [2] 303 (1942). 
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Es  ist also mit einer Abweichung von 10-90 O/,, zu rechnen. 
Da die Abweichungen positiv und auch negativ sind, so kann 
man annehmen, daB das Verfahren im Grunde richtig ist. Die 
Grunde, die solche Abweichungen verursachen, konnen folgende 
sein. 1. Verschiedenheit in der chemischen Zusammensetzung 
und Struktur der einzelnen Glieder der Reihen Aminosauren- 
Polypeptide-Proteine. Die Proteine bestehen aus verschie- 
denen Aminosauren, wobei das Verhaltnis zwischen hydrophilen 
und lipophilen Gruppen in verschiedenen Aminosauren, sowie 
verschiedener Polypeptide verschieden ist. 2. Die Loslichkeit 
und Fallbarkeit ist von der Ionisation bzw. pH der Losung 
abhangig. Es ist fast unmoglich, immer den gleichen Ioni- 
sationsgrad einzuhalten. Der EinfluB von pH ist z. B. bei den 
Abbauprodukten des Edestins sichtbar. Die Zahlen von M =  3800 
und 4200 (Tab. 9) wurden erhalten von den Titrationen beim pE, 
das stark von dem isoelektrischen Punkt des Edestins abweicht, 
die Zahl 5300 dagegen beim pH = 6,9, d. h. beirn isoelektri- 
schen Punkte des Edestins. Die letzte Zahl ist auch mit dem 
kryoskopisch ermittelten Wert 61 70 in vie1 besserer Uberein-. 
stimmung als die ersten Zahlen. Fur  die EiweiBlosungen und 
dessen Abbauprodukte kann man auch Salzpuffer anwenden 
Man kann so einen konstanten pE gewahrleisten. Jedoch besteht 
dann die Gefahr, durch die Einwirkung der Salze die Teilchen- 
groBe zu beeinflussen. Wenigstens bei der Gelatine, die labile 
Micellen hat, kiinnen Neutralsalze, wie z. B. NaC1, sehr betracht- 
liche hderungen  der y-Werte hervorrufen $l). Die Pufferung sol1 
mit moglichst geringer Salzkonzentration ausgefuhrt werden. 

Der dritte Vorwand, mit dem die Abweichungen in der 
Tab. 9 erklart werden konnen, ist die Unsicherheit der Kryo- 
skopie. Fur die Abbauprodukte des Caseins kann man mit 
der Kryoskopie keine iibereiiistimruende Zahlen erhalten. Auch 
fur die gut dialysierten Losungen der Lysalbinsauren erhielt 
C. Paa142) seinerzeit nur M=800-1200, der Verfasser 2300. 
C. Kennedy  und Gorter") untersuchten die Lysalbinsauren 
auf den Gehalt der Aminosauren; sie stellten fest, daB die 

41) B. J i r g e n s o n s ,  Biochem. Z. 310, 225 (1942); Biochem. Z. 311, 

42) C. Paa l ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 2195 (1902). 
43) C , K e n n e  d y  u. R.A.Gor te r ,  J. Amer. chem.Soc.39, 2734(1915). 

332 (1942). 
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Lysalbinsiiure aus verschiedenen Aminosauren zusammengesetzt 
ist, wobei die Molverhaltnisse derselben nicht gleich sind. 
Daraus wird die SchluBfolgerung gezogen, daB das M der 
Lysalbinsaure vie1 groBer als 800-1200 sein muB. Es ist 
wahrscheinlich, daB der von B. J i r g e n s o n s  durch Fallungs- 
titration gefundene Wert M = 4400 und nicht der kryoskopische 
(M = 800-I 200 oder 2300) der richtige ist. Auch die chemi- 
sche Zusammensetzung der Abbauprodukte des Caseins spricht 
zugunsten einem hoheren M (1500-1800), wahrend die Kryo- 
skopie niedrigere Werte ergab. Zur Zeit haben wir aber keine 
andere Nethode, mit deren Hilfe im Gebiet von M = 103-104 
wir die durchschnittlichen Molekulargewichte an einem nicht 
einheitlichen StoB ganz sicher und exalrt bestimmen konnten. 

Wichtig ist noch der EinfluB der Temperatur auf die 
y-Werte. I n  den meisten Fallen werden die y-Werte mit der 
Temperatur erhoht, so z. B. bei den Polystyrolen (vgl. Anm. 15 
und 19), den Abbauprodukten des Glykogens (vgl. Anm. 16), 
sowie der Gelatine “3. Dagegen erniedrigen sich beim Albumin 
die y-Werte mit der Temperatur (vgl. Anm.39 und 44). Bei 
der Gelatine ist es nachgewiesen, daB mit Erhtihung der Tem- 
peratur eine Desaggregierung stattfindet. Dagegen ist beim Ov- 
albumin eine Aggregierung der Albuminteilchen mit der Tem- 
peratur wahrscheinlich. 

Aus den Daten der Fallungstitration, wenn die Fallung 
mit verschieden konz. Losungen vorgenommen w i d ,  kann nun 
auch die Los l ichkei t  im gemischten Losungsmittel leicht er- 
mittelt werden. Man tragt zuerst auf die Ordinate die y, auf 
die Abszisse die Gleichgewichtskonzentration (log c) der fall- 
baren Substanz. Fur  die verschiedenen Polymeren einer Reihe 
erhalt man Gerade, die best,immte Neigungen haben. Zieht 
man nun von einem bestimmten y (z. B. y* = 0,4 oder y = 30V0l.-~/,,) 
parallel der Abszisse eine Gerade, die die y =f(c)-Geraden 
schneidet, so bekommt man in den Schnittpunkten die Loslich- 
keiten (c) der verschiedenen Polymeren in dem betreffenden 
Losungsmittelgemisch. Die so ermittelten Werte von c (Ljslich- 
keit) kann man nun als Funktion des M graphisch darstellen. 
Die Abhangigkeit, z. B. bei den Abbauprodukten des Glykogens, 

44) B. J irgensons ,  Biochem. 2. 311, 332 (1942). 
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ist keine lineare, auch dann nicht, wenn die eine Variable 
logarithmisch genommen wird. 

Zusammenfassend kann man sagen, daB man mit der Fal- 
lungstitration das Molekulargewicht oder die TeilchengroBe an 
die Glieder polymerhomologer Reihen sehr einfach und mit 
brauchbarer Genauigkeit in den Fallen bestimmen kann, in 
denen die Konstanten bestimmt sind. Besondere Apparatur 
ist nicht notig. Die Genauigkeit betragt meistens 5-30 O/,,. 

Fur  viele praktische Zwecke, z. B. wenn man sich uber die Abbau- 
stufe eines Proteins oder Polysacharids orientieren will, und 
wo meist die Substanzen uneinheitlich sind, geniigt solche Ge- 
nauigkeit vollstandig. Der Anwendungsbereich erstreckt sich 
von L%! - lo2 bis zu M - 5. lo5. Die Genauigkeit ist am groBten 
bei M = 5. 1O2-5.IO4. Fur die Messungen braucht man wenig 
Substanz und die Bestimmung ist in kurzer Zeit ausfuhrbar. 
Werden die Losungen verschiedener Konzentration titriert, so 
kann man aus den Resultaten der Ftillungstitration auch noch 
die Loslichkeit der Polymere in Losungsmittelgemischen ver- 
schiedener Zusammensetzung sehr leicht ermitteln. AuBerdern 
kann man von den Resultaten der Fallungstitration SchluB- 
folgerungen uber die Teilchenform ziehen. 




