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Molekulargewichtsbestimmungen
durch Fillungstitration

Von B. Jirgensons
Mit 3 Abbildungen
(Eingegangen am 22. Mai 1942)

Die klassischen Methoden der Molekulargewichtsbestim-
mung fiir geloste niedermolekulare Stoffe sind Kryoskopie und
Ebullioskopie. Diese Methoden beginnen zu versagen, wenn
die Molekulargewichte (M) die Grenze M = 10% iiberschreiten.
Die Kryoskopie, die den groBten Anwendungsbereich hat, gibt
im Falle M = 103 noch brauchbare Resultate; oberhalb von
5.103 sind die Differenzen der Gefrierpunkte, besonders im
Falle waBriger Losungen, aber zu klein, so daB Abweichungen
von 410-—-509/, eintreten konnen?). Oberhalb von M =5.10°
beginnt der Anwendungsbereich der osmotischen Methoden,
die in der letzten Zeit von mehreren Forschern zu sehr exakten
Bestimmungsmethoden ansgearbeitet worden sind?). Die besten
Resultate gibt diese Methode im Bereich von M=10*—5.105%
Unterhalb von 10* sind Schwierigkeiten wegen der Durch-
lissigkeit der Membranen; oberhalb von 5.10° sind die Effekte

) In einigen Fillen gibt die Kryoskopie ganz falsche Resultate.
Vgl. K. Hess u. Mitarb., Liebigs Ann. Chem. 448, 99 (1926); H. Stau-
dinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 474 (1935); E. Husemann, Liebigs
Apn. Chem. 527, 195 (1937).

% S.P.L.Sérensen, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 106, 1 (1919);
Wo. Ostwald, Kolloid-Z. 49, 60 (1929); J. Duclaux u. Nodzu, Rev.
gén. Colloides 7, 385 (1929); N. F. Burk u. D. M. Greenberg, J. biolog.
Chem. 87, 197 (1930); G.V.Schulz, Z. physik. Chem. (A) 176, 317
(1936); G. V. Schulz in ,,Die Methoden der Fermentforschung®, herause-
gegeben von Bamanp u. Myrbiick, 8. 717—126.
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zu klein, Sehr zuverlissige Resultate fiir die Kolloide geben
auch die Methoden der Ultrazentrifugierung?). Gute Resul-
tate sind im Gebiet oberhalb von 10% zu erhalten, und mit
den besten Apparaten kann man auch unterhalb von M=10*
mit Erfolg arbeiten. Fiir die Bestimmung der TeilchengroBe,
besonders fiir anorganische Kolloide, sind vor allem die Ultra-
mikroskopie ) und Elektronenmikroskopie5) yon Bedeutung. Die
drei letztgenannten Methoden sind aber wegen der Umstind-
lichkeit nur in beschrinktem Umfang anwendbar. Bei Ver-
tretern polymerhomologer Reihen mit Fadenmolekiilen kann
man gute Resultate auch mit Hilfe der Viscosimetrie erhalten®).
In einigen Fillen dagegen kann man mit der Viscosimetrie
nur Niherungswerte erhalten”). Umstindlicher und fiir prak-
tische Zwecke weniger ausgearbeitet sind die Methoden der
Diffusion®), der Dialyse?) und einige andere?!?).

Uberblickt man die Ergebnisse, so ist ersichtlich, da8
besonders im Gebiete von M =103~10* eine neue einfache
Methode zur Bestimmung des Molekulargewichts von groBer
Bedeutung whre.

Die Fillungstitration ist eine neue Methode der Molekular-
gewichtsbestimmung, die an der Einfachheit alle andere Me-
thoden iibertrifft. Die Methode ist fiir die Glieder ver-
schiedener polymerhomologer Reihen anwendbar. Der
Anwendungsbereich ist sehr groB: von M = 102 bis zu etwa
M=5.105

%) The Svedberg u. K. 0. Pedersen, Die Ultrazentrifuge, 1940;
G. Schramm, Kolloid-Z. 97, 106 (1941).

4 F.V.v. Hahn, Dispersoidanalyse, 1928.

% E. Husemann u. H. Ruska, J. prakt. Chem. [2] 156, 1 (1940);
Naturwigs. 28, 534 (1940); M. v. Ardenne u. H. H. Weber, Kolloid-Z.
97, 392 (1941).

% H. Staudinger, Organische Kolloidchemie, IT. Aufl. 1941, S.189.

%) z. B. H.Staudinger u. H. Warth, J. prakt. Chem. [2] 1565, 261
1940).

( )3) z. B. D.Kriiger u. H. Grunski, Z. physik. Chem. (A) 150,
115 (1930); M. Samec u. Knop, Kolloid-Beih. 89, 438 (1934).

% H.Brintzinger, Z. anorg. allg. Chem. 168, 145 (1927); 196, 33
(1931) u. a.

1) R. Signer, Liebigs Ann. Chem. 478, 246 (1930); K. Hess u.
M. Ulmann, Liebigs Ann. Chem. 504, 81 (1938); Ber. dtsch. chem. Ges.
67, 2131 (1934).
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Die Moglichkeit, durch Fallungstitration Molekulargewichte
zu bestimmen, beruht darauf, daB innerhalb einer polymer-
homologen Reihe die Lislichkeit mit steigendem Molekular-
gewicht abnimmt!!). Da die direkte Bestimmung der Loslich-
keit, besonders an den Hochpolymeren, mit verschiedenen
Schwierigkeiten verbunden ist!?), wurde ein anderes Verfahren
angewandt, um die Loslichkeit zu charakterisieren’®). Dieses
besteht darin, daB man bei Losungen verschiedener Glieder
einer polymerhomologen Reihe ermittelt, welche Menge von
einem bestimmten Fallungsmittel zugesetzt werden muB, um
eine soeben beginnende Ausfillung zu erreichen. Dieser Fil-
lungspunkt ist leicht an der auftretenden Triibung zu erkennen
und 148t sich scharf reproduzieren. Es werden also zur Aus-
fallung der Substanz um so kleinere Fillungsmittelmengen be-
notigt, je hoher das Molekulargewicht ist, wie Staudinger
und Heuer an Polystyrolen4), G.V.Schulz und B. Jirgen-
sons an Nitrocellulosen, Stirketriacetaten und Polymethacryl-
saureestern®) und E. Husemann an Abbauprodukten des
Glykogens!®) zeigten. Dasselbe wurde auch von Lovell und
Hibbert an Polyithylenoxyden!”) und von B.Jirgensons an
Abbauprodukten der Proteine?!®) festgestellt.

1) H, Staudinger, Ber, dtsch. chem. Ges. 59, 3019 (1926).

12) Bodenkorperregel — die Loslichkeit ist von der Menge des
Bodenkorpers abhiingig, vgl. Wo. Ostwald, Kolloid-Z. 43, 249 (1927);
41, 163 (1927); 58, 215 (1932); M. Wadano, Kolloid-Z. 93, 324 (1940);
Uber die Erklirung der Bodenkorperregel bei polymolekularen Stoffen,
H.Staudinger u. W. Heuer, Z. physik. Chem. (A) 171, 139 (1934);
H. Staudinger, Org. Kolloidchemie, IL. Aufl,, 1941, 8.89; G. V.Schulz,
Z. physik. Chem. 199, 312 (1937).

13) H. Staudinger u. W. Heuer, vgl. Anm. 12; E. W. Mardles,
Kolloid-Z. 49, 4 (1929).

14 Vgl. Anm.12 u. 18.

%) (.V.Schulzu.B.Jirgensons,Z. physik. Chem. (B)46, 105 (1940).

1) E, Husemann, J. prakt. Chem. (2] 158, 163 (1941).

) E.H.Lovell u. H.Hibbert, J. Amer. Chem. Soc.61, 1916 (1939).

1% B.Jirgensons, J. prakt. Chem. [1] 159, 303 (1942); Kolloid-Z.
98, 70 (1942); J. prakt. Chem. [2] 160, 21 (1942). Uber fraktionierte
Fillung anderer Hochpolymeren vgl. noch z. B. 8. Gliickmann, Kolloid-
Z. 76, 84 (1936); W.O.Baker, W.S.Fuller, J. H. HeiB, J. Amer.
Chem. Soc. 63, 2142 (1941) konnten auch an die w-Oxy-undecansiure
Polyester die M durch Féllungstitration gut bestimmen.
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Die theoretischen Grundlagen der Methode stammen von
G.V.Schulz') sowie von Lovell und Hibbert?). Da die
Abhingigkeit zwischen der Loslichkeit und dem M eine kompli-
zierte ist und die Loslichkeitsversuche auch relativ umstind-
lich sind, wurden neue, einfachere Beziehungen gesucht. Ks
wurde gezeigt, daB eine sehr einfache, lineare Beziehung
zwischen M und der Fillbarkeit besteht. Die Fallbar-
keit (*) ist die Konzentration des Nichtlosungsmittels am Trii-
bungspunkt. Wird v, ccm einer Lisung titriert und v ccm des
Fallungsmittels verbraucht, so ist

* v,
s T v+,

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

C

o & o,

worin ¢; und ¢, die Konzentrationen in den beiden Phasen
und E die Verinderung der potentiellen Energie eines Mols
beim Ubergang von der Phase 1 nach 2 ist. Nach Bron-
sted??) ist I dem Molekulargewicht (M) oder dem Polymeri-
sationsgrad (P) proportional. Bezeichnet man mit ¢ diese
Energiednderung pro Grundmolekiil, so ist

@) E = Ps.

%) G. V. Schulz, Z. physik. Chem. (A) 179, 312 (1937); vgl.
Anm, 15.

29 E. H. Lovell u. H. Hibbert, J. Amer. chem. Soe. 61, 1916
(1939).

) Vgl.auch H.Erbring u.K.Sakurada, Kolloid-Z. 73, 191 (1934).

*) J. N. Bronsted, Z. physik. Chem. (A), Bodenstein- Festband
279 (1931).

Journal f. prakt. Chemie [2] Bd.161. 8
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Setzt man in der Gleichung (1) statt E Pe, so erhilt man
1] P:|[RT

3) r e :

Das Verteilungsgleichgewicht wird also um so einseitiger, je
hoher der Polymerisationsgrad des Stoffes ist. Setzen wir nun
der einen Phase ein Fiallungsmittel zu, so verindern wir die
Ubergangsenergie. Es wird angenommen, daB & dem Gehalt
der betreffenden Phase an Fallungsmittel (y) proportional ist

) e=A4+ By,

worin 4 und B Konstanten sind. Von (8) und (4) bekommt
man dann:

(5) b ePA+BYIRT
Ce
oder
¢ _pA+By
(6) ln;2 = BT

Die Giiltigkeit dieser Gleichung wurde zuerst von Schulz an
dem Verteilungsgleichgewicht zweier Polyithylenoxyde zwischen
‘Wasser und einer Mischung von Chloroform und Benzol nach-
gewiesen %),

Von der Gleichung (6) kann man nun leicht die Be-
ziehungen zwischen der Loslichkeit (¢ oder ¢, /c,) und Fall-
barkeit (y), sowie zwischen Fiallbarkeit und Polymeri-
sationsgrad ermitteln, wenn man die anderen GroBen kon-
stant setzt. Fir die Abhingigkeit ¢ = f(;)p, r erhilt man dann:

O Inc=a—by,

worin ¢ und b Konstanten sind. Die Giultigkeit dieser Glei-
chung wurde an Polystyrolen, Stirketriacetaten, Nitrocellulosen,
Polymethacrylsiureestern %), Polytithylenoxyden?5), bei vielen
Proteinen, sogar bei der Aussalzung?%) und bei Abbauprodukten
der Proteine??) erwiesen. Auch bei den Abbauprodukten des
Glykogens gilt die Gleichung (7)2%). KEs sind aber auch Aus-

23) G, V. Schulz, vgl. Anm. 19.

24) Vgl. Anm. 15. %) Vgl. Anm. 20.

26 B. J. Cohn, Physiol. Rev. 5, 410 (1925); S.P. L. Sérensen,
Kolloid-Z. 53, 102, 170 (1930).

7 B. Jirgensouns, J. prakt. Chem. [2] 159, 303 (1942); Kolloid.-Z.
98, 70 (1942); J. prakt. Chem [2] 160, 21 (1942).

28 B, Husemann, J. prakt. Chem. [2] 1568, 163 (1941).
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nahmen bekannt, z. B. bei den Proteinen?’), wenn kein linearer
Zusammenhang zwischen Loslichkeit (Konzentration der fill-
baren Substanz am Tritbungspunkt) und der Konzentration des
Fallungsmittels besteht.

Die Gleichung (7) ist auch insofern wichtig, da man von
der Neigung der Geraden (Konstante b) SchluBfolgerungen iiber
die Teilchenform ziehen kann. Sind die Teilchen kugel-
férmig, so sind die Geraden verschiedener Glieder einer polymer-
homologen Reihe parallel; im Falle linearer Molekiile dagegen
haben die Geraden verschiedene Neigung3®). Bei den Proteinen
sind aber die Neigungen der Geraden auch stark vom p, der
Lisung abhingig3?).

Den Polymerisationsgrad oder das Molekulargewicht kann
man von der Abhingigkeit y = f(P)s,p ermitteln. Von der
Gleichung (6) erhalt man
8) 7=+ f / P,
wo « und 3 Konstanten sind. Spiter wurde noch eine dritte
Konstante m eingefithrt (vgl. Anm. 15). Die Fallbarkeit, wie
anfangs angedeutet wurde, ist die Konzentration des Nicht-
l6sungsmittels am Tritbungspunkt und wurde durch »* be-
zeichnet. Die Gleichung (8) erhilt dann folgende Form:

(9) 7= e+ pPm.

Eine bisher stillschweigend gemachte Voraussetzung fiir die
Giltigkeit der Gleichung (8) bzw. auch der Gleichung (2) war,
daB alle Radikale eines Makromolekiils in gleicher Weise mit
dem Losungsmittel in Wechselwirkung treten konnen. Dies
kann nur bei linear gebauten Kettenmolekiilen der Fall sein.
Im Falle sphiromakromolekularen Stoffen dagegen treten nur
die an der Oberfliche befindlichen Teile der Makromolekiile
in Wechselwirkung mit dem Losungsmittel. Sind die Mole-
kille kugelférmig, so nimmt E [vgl. Gleichung(2)] nur propor-
tional P*% zu (vgl. Anm.22). Das ist der Grund der Kin-
fithrung einer dritten Konstante m. Die Beriicksichtigung dieser
Konstante ist insofern wichtig, daB im Falle sehr genauer

#) B.Jirgensons,Biochem.Z.311,332(1942); Kolloid-Z. 98, 70(1942).

30) G. V. Schulz u. B. Jirgensons, vgl. Anm. 15.

3 Vgl. Anm. 29. In einigen Fillen kann die Konstante b sogar
das Minusvorzeichen auf Plus #ndern.

3*
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Messungen die Resultate der Fillungstitration SchluBfolge-
rungen fiber die Teilchenform zu ziehen erlauben (vgl. Abb. 2).

Schulz ging von der Voraussetzung aus, daB der Boden-
korper als fliissige Phase abscheidet bzw. daB der Niederschlag
stark gequollen ist. Lovell und Hibbert (vgl. Aom. 20), die
mit Polyithylenoxyden gearbeitet hatten, fanden dagegen, daf
bei diesen Stoffen, die krystallinische Niederschlige geben,
zwar die Gleichung (7), nicht aber die Gleichung (8) oder (9)
giiltig ist. Auf Grund der Beziehungen, die zwischen Loslich-
keit und Losungswirme, sowie zwischen Schmelzpunkt und P
bestehen, gelangen diese Forscher zu einer Gleichung
(10) RTInc= RInP+ AP + ,E:Pf,_},

a+bP " a+bP’’

worin a, b, 4, B Konstanten sind. Diese Gleichung wurde
an molekular einheitlichen Polyathylenoxyden bestitigt.

SchiieBlich wurde von B. Jirgensons’? eine empirische
Bezichung zwischen Fallbarkeit und M vorgeschlagen:

(11) 7= —flog M,

wo ¢, und 3, Konstante sind. Diese Beziehung wurde an
verschiedenen Beispielen der Reihen Aminosiuren—Polypeptide—
Protein gepriift und als giiltig erwiesen (vgl. Anm. 36, 38, 39).

Das Hanptziel der Fallungstitration ist die Bestimmung
von Molekular- oder Micellargewicht. Im Falle der Hoch-
polymeren, wo das M sich zwischen 10* und 10° bewegt, sind
die Niederschlige entweder stark gequollen oder sogar fliissig.
In diesen Fillen sind die Gleichungen (8) bzw. (9) mit Erfolg
anwendbar. Bei den Titrationen in den Reihen Aminosiuren—
Polypeptide—Proteine, wo streng genommen keine echten polymer-
homologen Reihen vorliegen, und die Werte von M zwischen
102 und 105 d. h. in 4 Zehnerpotenzen variieren kdnnen, gilt
die Gleichung (11).

Um die Berechnung der Konstanten zu entbehren, ist es
sehr vorteilhaft, die gesuchten Molekulargewichte graphisch
zu ermitteln. Im Falle der Abbauprodukte der Proteine ver-
fahrt man folgendermaBen. Man titriert die Losungen der
wichtigsten Aminoséuren und des Proteins. Von den GroBen

8% B. Jirgensons, J. prakt. Chem. [2] 159, 303 (1942).
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des betreffenden log M und den Werten von ;* wurde eine
Gerade konstruiert. Dann titriert man die Losungen des Ab-
bauproduktes, dessen M unbekannt ist, und mit Hilfe der
Geraden ermittelt man von dem y*Wert den log M.

Die Titration wird mit 1,0—10,0 ccm einer Ldsung bei
konstanter Temperatur ausgefithrt. In einem kleinen Kélbchen
miBt man die Losung, stellt es in ein groBes Becherglas mit
Wasser, das konstante Temperatur hat, und unter stindigem
Umschwenken titriert man mit dem Nichtldsungsmittel. Ist
die Tritbung schon durch kleine Mengen des Nichtlosungs-
mittels erreichbar, z.B. 1,0—2,0 ccm, so mufl man eine Mikro-
biirette verwenden. Sind die Titrationswerte hoch, z. B. 10 bis
20 ccm, so kann man brauchbare Resultate auch mit einfacher
Biirette erhalten.

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

Tabelle 1

Cyclohexanmenge in Kubikzentimetern, die zu benzolischen Losungen
von Polymethacrylsiureester bis zur Tritbung zugesetzt wurden
(Konzentration der Ausgangslosungen 0,5 und 1%

0,5%,-ige Losungen 1,0%,-ige Losungen
M - :
: Mittel- [Abweichg.! 4. Mittel-| Abweichg.
Einzelwerte | wert o Einzelwerte wert o, °

13300 (11,12 |11,20 | 11,16 | 0,4 | 10,81 |10,39 |10,35 | 0,4
28500 | 8,53 | 8,56 | 8,55 | +0,2 8,10 | 8,14 | 812 | +0,25
50000 7,16 | 7,14 | 7,15 | £0,15 | 6,87 6,88 | 6,88 | :x0,15
75000 6,90 | 7,00 | 6,95 | 0,7 6,74 | 6,65 | 6,70 | +0,65
83500, 6,68 | 6,74 | 6,71 | +045 | 6,45 | 6,40 | 6,48 | +04
138000 6,40 | 6,33 | 6,37 | +0,5 6,26 | 6,21 | 6,24 | 40,3
246000 | 6,16 | 6,08 | 6,12 | +0,6 584 | 5,90 | 587 | +05
440000 6,03 | 6,02 | 6,025 +0,25 | 592 | 596 | 594 | 0,35

Die Schirfe der Endpunkte ist auch von der Auswahl des
Losungs- und Fillungsmittels abbingig. Im Falle der Abbau-
produkte der Proteine, sowie an den Proteinen selbst, erhilt
man mit Aceton scharfe Endpunkte, so daB man verhiltnis-
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miBig rasch titrieren kann. Mit Methyl-, Athyl- oder Propyl-
alkohol dagegen kommt die Opalescenz und Tritbung oft nur
sehr stetig zutage, so daB man mit diesen Fliissigkeiten oft
keine zuverlissigen Resultate erhalten kann. Die Giltigkeit
des einen oder anderen Fallungsmittels kann man am besten
durch Reihenversuche entscheiden, indem Koagulationsserien
mit ansteigenden Mengen des Nichtlosungsmittels eine lingere
Zeit beobachtet werden?3),

Die Resultate der Fallungstitration sind in den folgenden
Tabellen und Abbildungen dargestellt33s).

In der Abb. 2 sind die y*-Werte gegen !

LI .
7 yp ™ P
aufgetragen, Man erhilt Gerade, wenn man »* gegen 2

P
oder gegen 1711—) auftrigt, was mit den oben erwiahnten Schlu8-

folgerungen in Einklang steht, da die Glykogene bekanntlich
korpuskulare Molekiile haben3). Aus den Tab.2, 3 und 5
sind auch die 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 +10°/,
Schlechter ist die Ubereinstimmung bei Polystyrolen und Poly-
methacrylsiureestern?®) (Tab. 5).

Aus den Tabellen ist zu ersehen, daB die Fallungstitration
mit Erfolg bis zu M =10°% anwendbar ist. Weiter werden die
Versuchsfehler schon zu groB. Die besten Resultate sind im
Bereich von M =10°—5.10% zu erhalten.

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

) B. Jirgensons, Kolloid-Beih. 44, 285 (1936); Kolloid-Z. 61, 41
(1982); Z. physik. Chem. (A) 158, 56 (1931); Biochem. Z. 240, 218 (1931)u. a.

33%) Die Tab. 1—3 und Abb. 1 stammen von der Arbeit Schulz
und Jirgensons (vgl. Anm. 15), die Tab. 4 sowie Abb. 2 von der Arbeit
Husemann (vgl. Anm. 18). Die P-Werte in der Tab. 4 sind nach der
Gleichung (9) berechnet, wobei m als gleich ?/; angenommen wurde.

3#) E, Husemann u. H. Ruska, J. prakt. Chem. [2] 156, 1 (1940);
E.Husemann, J. prakt. Chem. [2] 158, 163 (1941).

85 G.V.Schulz u. B. Jirgensons, Z, physik. Chem. (B) 46, 114
(1940).
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Tabelle 4
Abbauprodukte des Glykogens, P osmotisch und durch Fillangstitration
Nr. des oh . P nach Abweichung
Priparates P osmotisc Y Gleichung (9) in 9/,
I 2780 0,374 2650 — 4T
v 1630 0,383 1650 + 11
\ 1240 0,390 1240 ! + 0
VI 850 0,405 780 |~ 83
Vil 680 0,412 640 | — 59
VITL 320 0,454 290 ! -10
X 228 0,472 230 ! + 0,9
X | 125 0,533 124 | — 08
Tabelle 5
P osmotisch und durch Fillungstitration. Polystyrole und Poly-
methacrylsiureester
. P durch [Abweichung
M P osmotisch Fllung o)
Polystyrole 36 000 346 343 -1
Benzol-methanol 82 000 790 820 + 4
165 000 1585 1650 + 4
225000 | 2160 1830 —15
305 000 2930 3600 +-22
Polymethacryls.- 13 500 185 182 -2
wethylester 23 500 235 255 + 4
Benzol-cyclo- 50 000 500 490 - 2
hexan 75 000 750 600 - 20
120 000 1200 1240 + 8,8
246 000 2460 4200 4170

gemaf der Gleichung (8) Geraden mit der Neigung 3. Die
Gleichung (8) gilt streng genommen nur dann, wenn die ver-
schiedenen Polymeren am Tritbungspunkt dieselbe Gleich-
gewichtskonzentration (¢) haben. Diese ist niedriger als
die Anfangskonzentration (c):

v
vy + 0
Durch den Zusatz des Fiallungsmittels wird die Liosung ver-
diinnt, und zwar bei jedem KEinzelversuch in etwas anderem
MaBe. In der Abb.1a bis 1d sind in der oberen Geraden die
y*-Werte eingezeichnet, die zur Gleichgewichtskonzentration
¢ =1 gehoren. Sie wurden durch Interpolation aus den Ge-

c

a”
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raden der Konzentrationsabhiingigkeit der Fillbarkeit 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 fibereinstimmdt,
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Abb. 1. Fillbarkeit in Abhingigkeit vom Polymerisationsgrad
a) Ni}ri)lcellulosen aus Acetonlosungen durch Wasser-Acetongemisch
getillt.
b) Stirketriacetate aus Chloroform mit Athylither gefsllt.
¢) Polystyrole aus Benzollosung durch Methanol titriert.
d) Poly-methacrylsiure-methylester aus Benzol durch Cyclohexan gefillt.
O Gleichgewichtskonzentration ¢=1,0 x Anfangskonzentration ¢,=10
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Abb. 2. Abhingigkeit der Fillbarkeit (y*) vom Molekulargewicht

fiir die Abbauprodukte des Glykogens
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Abb. 3. Abhingigkeit der Fillbarkeit (;*) vom Molekulargewicht
fiir die Abbauprodukte der Gelatine
% Die Punkte einiger Aminossiuren und Dipeptide (sowie der Gelatine)
mit bekanntem M
o Die durch graphische Interpolation ermittelten Punkte fiir verschie-
dene Abbauprodukte der Gelatine
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erhilt man auch in diesem Falle einen linearen Zusammen-

hang, also

7= 1P
oder

g
(12) P = el
Die Konstanten sind in Tab.6 zusammengestellt (vgl. Anm. 15
und 35).
Tabelle 6
Konstanten der Gleichungen (8) und (12) fiir 27°C
(¢, = Anfangskonzentration bei der Bestimmung von e’ und §)

. Lﬁsﬁﬁ Vs— Fillungs- i, ,
Geldster Stoff mitt eg’i mitt egi o 8 E o g ic
Nitrocellulosen | Aceton Wasser 0,084 127 {0,084 21 5
Stirketriacetate | Chloroform | Athylither | 0,544 6,0{0,535| 5,2|10
Polystyrole Benzol Methanol | 0,242 | 18,010,237 16,5 10
Poly -1 “gfﬁ;‘i‘:;ti;l; }Benzol Cyclohexan | 0,396 |41 |0,366(21 |10

Fiir praktische Molekulargewichtsbestimmungen eignet sich
besonders die Gleichung{12), da man hierbei die Gleichgewichts-
konzentration nicht auszurechnen braucht.

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

Tabelle 7
Fillbarkeit der Abbauprodukte der Gelatine. 7=15° v, = 5,0 ccm
Substanz cq (%) T cem y* M
Gelatine, elektrodialis. | 2,0 1,92 0,218
Py = 5,3 1,0 2,00 0,286
0,5 2,04 0,290 90 000
0,25 2,05 0,291
0,125 2,15 0,304
Abbauprodukt I 2,0 2,10 0,296
0:25 3;03 01378 (durch Fillung)
0,125 3,67 0,424
Abbauprodukt IT 2,0 2,85 0,320
PE = 5,4 1,0 2,97 0,373 12800
0,5 3,48 0411 (durch Fillung)
I 025 3,74 0,428
[ 0,125 4,62 0,481
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

Substanz ¢, Ol | v eem ¥* M
Abbauprodukt III 2,0 2,91 0,368
=53 1,0 3,20 0,390
Pa 0.5 3,72 o427 | o SO0
0,25 4,68 0484 | (durch Fillung)
0,125 5,18 0,506
Abbauprodukt 1V 2 4,35 0,465
1,0 4,53 0,476 .
’ b 2500
0,5 ,05 0,502 "
0:25 2,52 0:527 (durch Fallung)
0,125 6,50 0,565
Abbauprodukt V 2,0 5,20 0,510
1,0 6,00 0,546 900
3 "
3:25 3:32 g:gzg (durch Féllung)
0,125 9,05 0,645
Glykokoll 2,0 7,55 0,602
1,0 11,48 0,697 75
0,5 16,82 0,770
0,25 23,70 0,827

Die Molekulargewichte der Abbauprodukte wurden durch
graphische Interpolation ermittelt ) bei einer Gleich-
gewichtskonzentration ¢ = 0,3 °/,. Diese wurde von der Konzen-
trationsabhingigkeit der Fillbarkeit durch Interpolation ge-
wonnen. Die Anfangskonzentration ¢, wurde durch fortschrei-
tende Verdiinnung einer 2°/,-igen Grundlosung variiert, so daB
die Herstellung der Losungen und auch die Titration nur sehr
wenig Zeit beansprucht.

In der Tab.8 sind die y*-Werte bei der Gleichgewichts-
konzentration ¢=0,3°%/, und die log M [gemiB der Gleichung (11)]
zusammengestellt. Die graphische Ermittlung von unbekanntem
M ist aus der Abb.3 ersichtlich. Mit den Kreuzen sind die
Punkte der Aminosiuren 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 Abbauprodukte bezeichnet. Zieht man von einem

%) B. Jirgensons, J. prakt. Chem. 160, 21 (1942). Diese Abbau-
produkte wurden durch Thermolyse in reiner wibriger Losung einer
elektrodialytisch gereinigten Gelatine gewonnen.
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Kreis auf die Abszisse die Lotrechte, so kann man den log M

direkt ablesen.

Tabelle 8
Die Abhingigkeit y*=f(JL) bei ¢=0,3 fiir Abbauprodukte der Gelatine

Substanz ¥* log M

Glykokoll. . . . 0,69 1,87

Alanin . . . . . 0,70 1,95

Glycil-glyein . . 0,65 2,12

Glyecil-leucin 0,64 2,27

Gelatine . . . . 0,29 4,95

Abbsauprodukt I 0,35 4,50
” 11 0,40 411 durch graphische
” 11 0,42 8,95 Interpolation
” v 0,49 3,41 erp
, v 0,55 2,95

Einige durch Fillungstitration bestimmte Werte des M
wurden durch kryoskopische Messungen nachgepriift. Die
Resultate sind in der Tab.9 zusammengestellt.

Tabelle 9

Vergleich der durch Fillungstitration und durch Kryoskopie ermittelten
Molekulargewichte einiger Abbauprodukte der Proteine

M durch .
Substanz Kl‘f dl;‘{mh. Fillungs- Abw%whung
YOSKOPI® | titration o
Abbauprodukt der Gelatine IV ®7) 2300
2600 2500 — 85
3300
Abbauprodukt der Gelatine V *7) 1300
1300 900 —-29
1200
Abbauprodukt des Edestins ) 6170 3300
4200 —28
5300
Abbauprodukt des Ovalbumins®) 2300 4400 +91
(Liysalbinsiure)
1 40
Abbauprodukt des Caseins49) lggg 1500 440

3" B.Jirgensons, J. prakt. Chem. [2] 160, 21 (1942).

%) B. Jirgensons, J. prakt. Chem. 160, 65 (1942).

%) B. Jirgensons, Kolloid-Z. 98, 70 (1942).

4 B. Jirgensons, Biochem. Z. 257, 429 (1933); J. prakt, Chem,

159, [2] 303 (1942).
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Es ist also mit einer Abweichung von 10—909/, zu rechnen.
Da die Abweichungen positiv und auch negativ sind, so kann
man annehmen, daf das Verfahren im Grunde richtig ist. Die
Griinde, die solche Abweichungen verursachen, konnen folgende
sein. 1. Verschiedenheit in der chemischen Zusammensetzung
und Struktur der einzelnen Glieder der Reihen Aminosiuren—
Polypeptide—Proteine. Die Proteine bestehen aus verschie-
denen Aminosiuren, wobei das Verhiltnis zwischen hydrophilen
und lipophilen Gruppen in verschiedenen Aminosiuren, sowie
verschiedener Polypeptide verschieden ist. 2. Die Loslichkeit
und Féllbarkeit ist von der Ionmisation bzw. p, der Losung
abhingig. Es ist fast unmoglich, immer den gleichen Ioni-
sationsgrad einzuhalten. Der EinfluB von p, ist z. B. bei den
Abbauprodukten des Edestins sichtbar. Die Zahlen von M = 3800
und 4200 (Tab. 9) wurden erhalten von den Titrationen beim p,,
das stark von dem isoelektrischen Punkt des Edestins abweicht,
die Zahl 5300 dagegen beim p, = 6,9, d. h. beim isoelektri-
schen Punkte des Edestins. Die letzte Zahl ist auch mit dem
kryoskopisch ermittelten Wert 6170 in viel besserer Uberein-.
stimmung als die ersten Zahlen. Fiir die Eiweilosungen und
dessen Abbauprodukte kann man auch Salzpuffer anwenden
Man kann so einen konstanten p, gewihrleisten. Jedoch besteht
dann die Gefabr, durch die Einwirkung der Salze die Teilchen-
grobe zu beeinflussen. Wenigstens bei der Gelatine, die labile
Micellen hat, kénnen Neuntralsalze, wie z. B. NaCl, sehr betriicht-
liche Anderungen der y-Werte hervorrufen?), Die Pufferung soll
mit moglichst geringer Salzkonzentration ausgefithrt werden.

Der dritte Vorwand, mit dem die Abweichungen in der
Tab.9 erklart werden konnen, ist die Unsicherheit der Kryo-
skopie. Fiir die Abbauprodukte des Caseins kann man mit
der Kryoskopie keine iibereinstimmende Zahlen erhalten. Auch
fir die gut dialysierten Losungen der Lysalbinsiuren erhielt
C. Paal*?) seinerzeit nur M =2800—1200, der Verfasser 2300.
C.Kennedy und Gorter*) untersuchten die Lysalbinstiuren
auf den Gehalt der Aminostiuren; sie stellten fest, daB die

4) B.Jirgensons, Biochem. Z. 310, 225 (1942); Biochem. Z. 311,
332 (1942).

4% C. Paal, Ber. dtsch. chem. Ges. 85, 2195 (1902).

43) C'Kenne dy u. R. A.Gorter, J. Amer. chem.Soc. 39, 2734 (1917)..
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Liysalbinstiure aus verschiedenen Aminosiiuren zusammengesetzt
ist, wobei die Molverhiltnisse derselben nicht gleich sind.
Daraus wird die SchluBfolgerung gezogen, daB das M der
Lysalbinsaure viel groBer als 800—1200 sein muB. Es ist
wahrscheinlich, daB der von B. Jirgensons durch Fillungs-
titration gefundene Wert M =4400 und nicht der kryoskopische
(M =800—1200 oder 2300) der richtige ist. Auch die chemi-
sche Zusammensetzung der Abbauprodukte des Caseins spricht
zugunsten einem hoheren M (1500—1800), wihrend die Kryo-
skopie niedrigere Werte ergab. Zur Zeit haben wir aber keine
andere Methode, mit deren Hilfe im Gebiet von M =10%—104
wir die durchschnittlichen Molekulargewichte an einem nicht
einheitlichen Stoff ganz sicher und exakt bestimmen konnten.

Wichtig ist noch der Einfluf der Temperatur auf die
7-Werte. In den meisten Fillen 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%)., Dagegen erniedrigen sich beim Albumin
die y-Werte mit der Temperatur (vgl. Anm.39 und 44). Bei
der Gelatine ist es nachgewiesen, daB mit Erhéhung der Tem-
peratur eine Desaggregierung stattfindet. Dagegenist beim Ov-
albumin eine Aggregierung der Albuminteilchen mit der Tem-
peratur wahrscheinlich.

Aus den Daten der Fiallungstitration, wenn die Fillung
mit verschieden konz. Lidsungen vorgenommen wird, kann nun
auch die Loslichkeit im gemischten Losungsmittel leicht er-
mittelt werden. Man tragt zuerst auf die Ordinate die y, auf
die Abszisse die Gleichgewichtskonzentration (log ¢) der fall-
baren Substanz. Fiir die verschiedenen Polymeren einer Reihe
erhalt man Gerade, die bestimmte Neigungen haben. Zieht
man nun von einem bestimmten y (z.B. y*=0,4 oder y =30Vol.-%/ )
parallel der Abszisse eine Gerade, die die y = f(c)-Geraden
schneidet, so bekommt man in den Schnittpunkten die Loslich-
keiten (¢) der verschiedenen Polymeren in dem betreffenden
Liosungsmittelgemisch. Die so ermittelten Werte von ¢ (Loslich-
keit) kann man nun als Funktion des M graphisch darstellen.
Die Abhiingigkeit, z B. bei den Abbauprodukten des Glykogens,

4) B. Jirgensons, Biochem. Z. 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 Fil-
lungstitration das Molekulargewicht oder die Teilchengrofe an
die Glieder polymerhomologer Reihen sehr einfach und mit
brauchbarer Genauigkeit in den Fillen bestimmen kann, in
denen die Konstanten bestimmt sind. Besondere Apparatur
ist nicht notig. Die Genauigkeit betrigt meistens 5—30°/,.
Fiir viele praktische Zwecke, z. B. wenn man sich iiber die Abbau-
stufe eines Proteins oder Polysacharids orientieren will, und
wo meist die Substanzen uneinheitlich sind, geniigt solche Ge-
nauigkeit vollstindig. Der Anwendungsbereich erstreckt sich
von M ~102 bis zu M ~5.10% Die Genauigkeit ist am groBten
bei M =5.102—5.10% Fir die Messungen braucht man wenig
Substanz und die Bestimmung ist in kurzer Zeit ausfithrbar.
Werden die Losungen verschiedener Konzentration titriert, so
kann man aus den Resultaten der Fallungstitration auch noch
die Loslichkeit der Polymere in Losungsmittelgemischen ver-
schiedener Zusammensetzung sehr leicht ermitteln. AuBerdem
kann man von den Resultaten der Fillungstitration SchluB-
folgerungen iiber die Teilchenform ziehen.





