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Enzymstudien.
II. Mitteilung.

Uber die Messung und die Bedeutung der Wasserstoftionen-
konzentration bei enzymatischen Prozessen,’)
Von

$. P. L. Sérensen.
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.)

(Bingegangen am 29. Mai 1909.)
Mit 8 Figuren im Text und 1 Tafel.

Inhalt. Einleitung. 1. Siuregred — Wasserstoffionenkonzentration,
8. 131. —~ 2. Die GréBe der Wasserstoffionenkonzentration,  Der Wasser-
stoffionenexponent, 8. 133, — 3. Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzen.
tration verglichen mit dem der Temperatur. Wasserstoffionenkonzentra-
tionskurven, 8.134. — 4, MeBmethoden zur Bestimmung der Wasserstoff-
ionenkonzentration, 8. 138, — A. Elektrometrisohe Messungen.
8) Die MeBmethode, 8. 150; b) Bestimmung von =, S.153; ¢) Bestim-
mung der Dissoziationskonstante des Wassers, 8. 161; d) Die Standard.
I6sungen und jhre Messung auf elektrolytischem Wege; die Haupt-
kurventafel, 8. 187; e) Besondere Fille, wo die elcktrometrisshe Messung
mit Sohwierigkeiten verbunden ist, S. 190, — B. Colorimetrische
Messungen. a) Das angewandte Verfahren, 5. 201; b) Fehlerquellen der
Methode, S. 208; o) Die untersuchten Indicatoren, 8. 221. — C. Die Be-
deutung der Wasserstofifionenkonzentration bei enzyma-
tischen Spaltungen. a)Invertin, 8, 256; b) Katalase, 8. 284; o) Pepsin,
S. 288; Kurze Ubewsicht, S. 300.

Einleitung.
1. Siluregrad — Wasserstoifionenkonzentration,
Es ist eine wohlbekannte Tatsache, da uie Geschwindigkeit,
mit welcher eine enzymatische Spaltung verlduft, unter anderem

1) Wird gleichzeitig in franzdsischer Sprache in den Compt, rend.

du Lab. de Carlsherg 8, 1, 1809 verdffentlicht.
g%
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von dem Aciditits- oder Alkalinitdtsgrade der vorliegenden
Losung abhéngig ist. Gewdshnlich — ja sozusagen immer —
wird bei enzymatischen Prozessen der Aciditiits- oder Alkali-
nitdtsgrad nach der ganzen zugegebenen Siure- oder Basen-
menge bercchnet und angegehen, und es ist keineswegs iiblich,
auf den Dissoziationsgrad der angewandten Sdure oder Base
Riicksicht zu nehmen; noch seltener wird das Vermogen der
betreffenden Losung, Séure oder Base zu binden, mit in Be-
tracht gezogen.

Fs unterliegt jedoch keinem Zweifel, daf die Ansichten
iiber die Natur der Losungen, welche auf der Theorie Arrhe-
niug’ iber die elektrolytische Dissoziation fulen, auch in solchen
Filler wio die h'er orwithnten zur Anwendung zu bringen sind.
Wenn zum Beispiel eine Pepsinverdauung sich in einer salz-
sauren Losung abspielt, welche in bezug anf ihren Gesamtgehalt an
Salzsiure 0,1 normal ist, dann darf man nicht auler acht 1assen, daf
eins 0,1 normale Salzsiure nicht vollstindig dissoziiert ist, und
daB der ,,wirkliche Séuregrad*, welcher rationell als die Wasser-
stoffionenkonzentration zu bezeichnen ist, infolge dessen
ctwas Kkleiner uls 0,1n ist., Zugleich muB man in Betracht
ziehen, inwieweit die Losung Salze — z. B. Phosphate —, mit
welchen die Salzsiure sich umsetzen kann, oder andere Stoffe,
welohe die Wasserstoffionenkonzentration beeinflussen kénnen,
g enthilt, und namentlich darf man nicht vergessen, dal das
: Substrat, in diesem speziellen Falle ein passender Proteinatoff,

Siure bindet. Da die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung
nur von der anwesenden Menge freier dissoziierter Sdure ab-
hingig ist, und' da selbstverstindlich die an den Proteinstoff
gebundene Séuremenge von der Natur und Menge dieses Stoffes
abhiingb, 8o ist unmittelbar einleuchtend, daB zwei Ldsungen,
deren dio eine z. B. 1y, die andere 5 g Proteinstoff in 100 cem
0,1 n-Balzsiure enthilt, und die folglich nach der allgemein
iiblichen Ausdrucksweise von demselben Siuregrad sind, einen
weit verschiedenen ,,wirklichen Siuregrad‘, eine weit verschiedene

Wasserstoffionenkonzentration haben. :
Das hier iiber den Siuregrad und die Wasserstoffionen-
konzentration einer Pepsinverdauung Gesagte hat fiir alle enzy-
}. matisol:'ten. Prozesse Giiltigheit. Ich habe die Pepsinspaltung
als Beispiel gewiihlt, weil dieser ProzeB am besten bei einer
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groBeren Wasserstoffionenkonzentration vor sich geht, weshalb
die Verhiltnisse hier {ibersichtlicher und wobl auch einiger-
mafBen bekannt sind. Aber auch bei solchen enzymatischen
Vorgiingen, welche sich am besten bei schwach saurer,
‘neutraler oder alkalischer Reaktion abspielen, muB eine ganz
gleiche Betrachtungsweise geltend gemacht werden. Es wird
aus den im letzten Absachnitte (s. 8. 255) dieser Abhandlung an-
gefithrten Beispielen hervorgehen, da die GréBe der Wasser-
stoffionenkonzentration fiir die anderen Enzymspaltungen von
ebenso wesentlicher Bedeutung ist wie fiir die Pepsinverdauung;
der Unterschied liegt nur in der GroBenordnung der Wasserstofi-
ionenkonzentrationen, mit welchen man in den verschiedenen
Fillen zu rechnen hat,

2. Die GriBo der Wagserstoffionenkonzentrationen. Der
Wasserstoffionenexponent.

Wenn man die Konzentrationon der Wasserstoffionen, der
Hydroxylionen und des Wassers in einer wiisserigen Losung mit
beziehungsweise Cy:, Oom' und Cg,o bezeichnet, dann wird, wie .
bekannt, kraft des Gesetzes der chemischen Massenwirkung die
folgende Gleichung gelten:

9’-‘—'-?—<~CQB' == konstant.
Ca,o

Da Cgyo fiir eine wenn auch nur einigermaBen verdiinnte

Ldsung als konstant anzusehen ist, wird auch das Produkt
' Cu- >< Cogr == konstani.

Dieses Produkt, welches gewohnlich, auch in dieser Ab-
handlung, die Dissoziationskonstante des Wassers ge-
nannt wird, wird bei 18° gleich 0,64 >< 10—1* gesetst; in einer
Reihe Messungen, welche hier im Laboratorium ausgefithrt
wurden und in einem gpiteren Abschnitte (3. S. 163) beschrieben
werden, haben wir den Mittelwert 0,72 >< 10—, oder, anders
geschrieben, 10—141¢, gofunden. Die GroBe  ermdglicht, wie
leicht zu ersehen ist, die Wasserstoffionenkonzentration einer
wilsserigen LOsung zu berechnen, wenn die Konzentration der
Hydroxylionen bekannt ist und umgekehrt. Weil natiirlich der
Wert der Dissoziationskonstante des Wassers mit Fehlern be-
haftet ist, und weil weiter die Konzentration der Wasseratofi-
ionen gewihnlich genauer und bequemer als die der Hydroxyl-
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jonen sich bestimmen laBt, ist es rationeller, wie H. Frieden-
thal!) vorgeschlagen hat, soweit als moglich immer die Wasser-
stoffionenkonzentration einer Ldsung zu bestimmen wund in
Rechnung zu bringen, such dann, wenn die Ldsung alkalisch
reagiert. Dieses Verfahren wird deshalb auch im folgenden
gebraucht, indem z. B. eine Lgsung, deren Normalitét, auf
Wasserstoffionen bezogen, gleich 0,01 gefunden ist, mit 0,01 n
oder, unter Weglassung der Normalititsbezeichnung, kurzweg
mit 10~2 bezeiochnet wird. In derselben Weise wird die Wasser-
stoflionenkonzentration einer Losung, welohe auf Hydroxylionen
bezogen, z. B. 0,01 normal ist, durch 10—1> angegeben, indem
101214 5 102 == 10—1*4sb, Vollstindig reines Wasser und wirk-
lich neutrale Lidsungen werden beim Gebrauch derselben Aus-
drucksweise eine Wasserstoffionenkonzentration von 10797 haben,
da 10707 >¢ 10—T07=— 10=1414,

Die Gré8e der Wasserstoffionenkonzentration wird dem-
gemaB durch den auf die Wasserstoffionen bezogenen Normali-
titsfaktor der betreffenden Losung ausgedriickt, und dieser
Faktor wird in der Form einer negativen Potenz von 10
geechrieben, Indém ich iibrigens auf einen folgenden Abschnitt
verweise (8. 8.149), will ich hier nur anfithren,daf ich denNamen
nWasserstoffionenexponent* und die Bezeichnung py-
fir den numerischen Wert des Exponenten dieser
Potenz beniitze. In den drei oben angefiihrten Beispielen
wird py: demgemiB bzw, 2, 12,14 und 7,07.

8. Der Einfln8 der Wasserstoffionenkonzentration verglichen
wit dem der Temperatur. Wasserstoffionenkonzentrations-
kurven,

Die Konzentration der Wasserstoffionen spielt bei enzyma-
tischen Prozessen eine ganz dhnliche Rolle wie die Temperatur.
Unter der Temperaturkurve eines Enzyms versteht man
gewdhnlich die Kurve, welche die in der Zeiteinheit unter ge-
gebenen Umstéinden gespaltete Substratmenge als Ordinaten hat,
wihrend die Versuchstemperaturen als Abazissen dienen. Eine
solohe Temperaturkurve gibt folglich Auskiinfte iiber die Ge-
schwindigkeit, mit welcher das Substrat bei verschiedenen Tempe-

1) Zeitsobr. f. Elektroohem. 10, 114, 1904,
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raturen, aber bei sonst gleichen Verhiltnissen gespalten wird,
and zeigt des weiteren, wie bekannt, daB es fiir jedes einzelpe
Enzym eine bestimmte Temperatur, die Optimaltemperatur,
gibt, bei welcher die Spaltung ihre groBte Geschwindigkeit er-
reicht. In der Nihe der Optimaltemperatur — in der Optimal-
zone — verlduft die Spaltung mit ungefihr ebenso grofer
Sohnelligkeit wie bei der Optimaltemperatur selbst, in gréSerer
Entfernung aber nimmt die Geschwindigkeit zu beiden Seiten
ab, gewshnlich am stirksten bei steigender Temperatur, so dap
das Substrat so gut wie nicht gespalten wird, wenn die Tempe-
ratur hinreichend niedrig, bzw. hoch ist. Dafl die Geschwindig-
keit der Spaltung mit sinkender Temperatur abnimmt, hat
gewiB nicht in einer Destruktion des Enzyms seinen Grund;
dagegen kann man kaum bezweifeln, daB das starke Absteigen
der Temperaturkurve bei Temperaturen iiber denen der Optimal-
zone von einer unter diesen Umsténden stattfindenden Zer-
storung des Enzyms herrithrt. Die Temperaturkurve ist somit
als die Differenz zweier Kurven aufzufassen, die wirkliche
Temperaturkurve, welche nicht nur unter, sondern walrschein-
lich auch iiber der Optimalzone mit der Temperatur gleichformig
steigend verlaufen wird, und andererseits die. ZerstSrungskurve
des Enzyms, die bei niedrigen Temperaturen, unter der Optimal-
temperatur, kleinere Ordinaten?) hat, wilhrend sie bei héheren
Temperaturen stark ansteigh, um bald einen Verlauf beinahe
parallel der Ordinatenachse®) zu nehmen.

Es ist leicht zu ersehen, daB eine Kurve, welche mit diesen
zwei Kurven, der ,wirklichen Temperaturkurve und der De-
struktionskurve des Enzyms, gemeinsame Abszissen hat, wihrend
ihre Ordinaten der Differenz der Ordinaten dieser Kurven gleich

1) Selbstverstindlich ist ein soloher Vergleioh nur dann méglich,
wenn die Ordinaten der zwei Kurven in denselben MaBainhciten ausge-
driickt werden. Die Ordinaten der Zemstdrungekurve des Enzyms miissen

deshslb den Unterschied zwischen der im Versuoh gespaltenen Menge

Substrat und der Menge, welche gespalten worden wire, wenn das
Enzym nichts von seinem Wirkungsvermbgen eingebiiBt hitto, angehen.

?) Siche z. B. Th, Madsen et L. Walbum, Recherches sur
U'affaiblissement de la présure. Festskrift tillegnad Olof Hammar-
sten 1008, Abh. Nr. 10; und L. W: Famulener und Thorvald
Madeen, Die Abachwiichung der Antigene durch Erwinaung. Diese
Zeitachr. 11, 186, 1008. '
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gind, ganz wie die gewshnliche Temperaturkurve eines Enzyms
verlaufen wird. Ganz shnliche Verhiltnisse gelten. auch fiir die
Wasserstoffionenkonzentrationskurve eines Enzyms; da-

mit wird die Kurve gemeint, welche man bekommb, wenn '

man die unter den gegebenen Versuchsbedingungen in der Zeit-
einheit gespaltene Substratmenge als Ordinaten benutzt, wahrend
der WasserstofJfionenexponent der Versuchsfliissigkeit als Abszisse
fungiert. Eine solche Wasserstoflionenkonzentrationskurve, welche
gomit iiber die Spaltungsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Was-
serstoffionenkonzentrationen, wenn alles iibrige gleith bleibt, Auf-
klirung gibt, hat (siehe den letzten Abschnitt dieser Abhandlung,
S. 256), ganz wie die Temperaturkurve, jhren Optimalpunkt, ihre
Optimalzone und ihr Absteigen sowoh! bei zunehmender als auch
bei abnehmender Wasserstoffionenkonzentration. Ob die Analogie
zwischen dem Einflusse der Temperatur und dem der Wasserstofi-
ionenkonzentration noch weiter geht, so dafl z. B. das Ahsteigen
des einen Kurvenzweiges von einer langsameren Wirkung des
Enzyms bei den diesem Zweig entsprechenden Ionenkonzentra-
tionen herriihrt, wiihrend das Absteigén des anderen Zweiges in
einer zunehmenden Destruktion des Enzyms bei den ent-
sprechenden Ionenkonzentrationen seine Ursache hat, oder ob
stwa die beiden Kurvenzweige dén Grund ihres Sinkens in dem
letztgenannten Umstande haben, ist von uns noch nicht ex-

perimentell durchgearbeitet worden, aber diesbeziigliche Arbeiten

sind hier im Laboratorium in Angriff genommen,

Durch diesen Vergleich zwischen dem Einflusse der Tempe-
ratur und dem der Wasserstoffionenkonzentration’ — ein Ver-
gleich, welcher bei der Betrachtung der Wasserstoffionenkon-
zentrationskurven sich ganz von selbst aufdringt — habe ich
nur 80 stark wie moglich hervorheben wollen, da8 die Kenntnis
der Wasserstoffionenkonzentration der Fliissigkeit, in weloher
¢in enzymatischer Prozel stattfindet, von ebenso ausschlag-
gebender Bedeutung ist; als die Kenntnis irgendeines anderen

Faktors, z. B. der Temperatur, welcher die Geschwindigkeit des
Prozesses beeinflufSt.

Bevor ich zur Besprechung der Methoden iibergehe, welohe

bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration soloher
Losungeri, wie die hier in Rede stehenden, anwendbar sind,

mag ea zweokmiBig sein, hier vorerst kurz zu begriinden, warum

Y SO

o
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bei der Konstruktion der Wasserstoffionenkonzentrationskurven
mit dem Wasserstoffionenexponenten, und nisht mit dem eigent-
lichen, den Gebalt an Wasserstofiionen direkt angebenden Norma-
lititsfaktor gerechnet wird. ‘

Erstens muB man sioh dann eribnern, wie klein der wirk-
liche Gehalt an Wasserstoffionen ist bei allen Enzymspaltungen,
dic Pepsinverdauung allein awsgenommen. Handelt es sich
z. B. um die Spaltung des Rohrzuckers mittels Invertins, welche
in sochwach saurer Fliissigkeit am besten vor sich geht, und
nehmen wir an, daB die Lésung die fiir diesen ProzeB optimale
Ionenkonzentration besitzt, dann zeigt eine einfache Rechnung,
daB der Gesamtbetrag an Wasserstoffionen in 100 com einer
solchen Xésung kleiner.ist als der Gehalt an Wasserstoffionen
in 1 Tropfen 0,1 n-Salzsiure. Das heiBt, anders gesagt, daf
ein Zusatz von nur 1 Tropfen 0,1 n-Natriumhydroxydldsung zu
100 oomn einer solchen Losung, welche mit reinem Zucker und
unter Benutzung einer durch Dialyse oder sonst irgendwie tun-
lichst von séure- oder basebindenden Stroffen befreiten Invertin-
lsung zubereitet ist, ihrem Charakter ganz verindern wird, der-

art, daB sie von schwaoh sauner schwach alkalisch werden wird,:

wodurch jede Wirkung des Enzyms aufhért.’) Da es sich folg-
lich bei Enzymspaltungen gewshnlich um auBerordentlich kleine
absolute Mengen von Wasserstoffionen handelt, wird man leicht
zu der Annahme gefiihrt, daB erst solohe Anderungen ihrer
Konzentration, die eine deutliche Anderung des Wasserstoff-
ionenexponenten herbeifiihren, eine nachweisbare Verdnderung

der Geschwindigkeit der Enzymspaltung bewirken werden.
Eine einfache Rechnung =zeigt, daf eine Verdoppelung oder eine
Halbierung der Jonenkonzentration eine Verminderung, bzw. eine Ver-
griBerung des Ionenexponenten it ca. 0,8 herbeifiihet, so da8 z. B.
eine Losung mit dem Wasserstoffionenexpononten 4,6 eine 2mal so groBe
Wasserstoffionenkonzentration hat als eine Lésung mit dem Exponenten
4,9, diese letztere wieder eine doppelt so groBe Konzentration der Wasser-
stoffionen als eine mit dem Wasserstoffionenexponenten 5,2 und so fort

!) Hine fiir sidure- und basebindende Stoffe ganz {rwie Invertinlsung
18t sich natiirlich nicht darstellen; es macht aber keine Schwierigkeiten,
sine Enzymidsung dorzustellen, welohe so rein ist, daB die Wirkung
kleiner Mengen alkalischer Stoffe, z. B, von alkalisch reagierenden Glas.
sorten herrihrend, deutlich zu spiiren ist. Siehe z. B. die schne Arbeit
G. Bertrands, Recherchea sur 'influence paralysante exercée par certains
soides sur Is laccase, Bull ‘de la Soc. chim, de France([4), 1, 1120, 1807.

«
i
i
'
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Das hier Angefiihrte scheint indessen nicht nur fiir die-
jenigen Enzymspaltungen zu gelten, welche bei kleinen Wasser-
stoffionenkonzentrationen stattfinden, sondern insofern als die
bisher ausgefiihrten Versuche ein Urteil dariiber erlauben, auch
fiir die Pepsinverdauung. Auch hier bedingt eine Verdoppelung
der Wasserstoffionenkonzentration keine durchgreifende Anderung
der Qeschwindigkeit des Prozesses, obschon hier von stark
sauren Flilssigkeiten die Rede ist, indem die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration der Pepsinverdauung bei 10—!bis 10—*
liegt.

Kurz, es hat sich, was die bisher untersuchten enzymatischen
Prozesse betrifit, gezeigt, daB die Anderung der Geschwindig-
keit des Prozesses von der relativen GroBe der Anderung der
Wasserstoffionenkonzentration und nicht von dem absoluten Wert
derselben Anderung abhéingt. Infolgedessen ist es bei Studien
dieser Art zweckmiBig, nicht mit den absoluten Werten der
Wasserstoffionenkonzentrationen, sondern mit ihren Logarith-
men, dag beiflt, mit dem Wasserstoffionenexponenten zu rechnen.
In dieser Weise ausgedriickt, wird eine Anderung der Ionen-
konzentration z. B. von 10—® auf 10—* dieselbe Bedeutung
hahen wie eine Anderung von 10—% auf 10—,

8o ist es auch mdglich, den EinfluB der Wasserstoffionen-
konzentration in ibersichtlicher Weise graphisch darzustellen,
mittels der Ionenkonzentrationskurven, wia oben erwihnt. Das
wiirde kaum tunlich sein, falls man die eine oder die andere
absolute Menge Wasserstoffionen, z. B. die der Xonzenfration
10~" entsprechenden, als Einheit der Abszissen benutzen wiirde.
Losungen mit der Wasserstoffionenkonzentration 10— und 105
einerseits und 10—% und 10~° andererseits wiirden in diesem
Falle durch die Abaszissen 10 und 100 bzw. 0,1 und 0,01 re.
présentiert werden, und noch ungiinstiger wire die Sachlage,
wenn die graphiache Darstellung einen noch gréferen Bereich
von Ionenkonzentrationen umfassen sollte.

Ot diese ZweckmiiBigkeitsgriinde, welche mich die
hiererwihnteBezeichnungsweise derWasserstoffionenkonzentration
zu benutzen bewogen haben, eine wirkliche Ursache decken,
ob, mit anderen Worten, die Wasserstoffionenkonzentration
nicht mit ihrem absoluten Betrag, sondern mit ihrem Logarith-
mus in den mathematischen Ausdruck des Zusammenhanges
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zwischen dem Q(eschwindigkeitsverlauf des Prozesses und der
Yonenkonzentration der Versuchafliissigkeit eintritt, das wird
sich erst entscheiden lassen, wenn wir {iber ein weit aus-
gedehnteres Versuchsmaterial verfiigen als das zurzeit vor-
liegende,

4. MeSmethoden zur Bestimmung der Wasserstoffionan-
konzentration.

Solche Ldsungen, wie diejenigen, von welohen bei enzy-
matischen Spaltungen die Rede ist, enthalten so gut wie immer
gréBere oder kleinere Mengen von unvollstindig dissoziierten
Verbindungen (z. B. schwachen Séuren oder schwachen Basen)
oder von hydrolysierbaren Stoffen (z. B. Phosphaten oder Ver-
bindungen der Proteinstoffe oder deren Spaltungsprodukten mit
Siuren oder Basen). . Der Gesamtbetrag dieser siimtlichen
Stoffe bestimmt den Inhalt der Lisung an Wasserstoff- und an
Hydroxylioner, deren Produkt nach demn frilher entwickelten
konatant sein soll, Wird das Gleichgewicht einer Ldsung ge-
stort, etwa durch Zusatz von ein wenig Base, d. h. durch Zu-
fuhr von Hydroxylionen, miissen eben solche verbraucht werden,
um das Gleichgewicht wiederherzustellen.

Ein soloher Verbrauch kann z, B. dadurch entstehen, da
die Hydrolyse anwesender Salze schwacher Siuren zuriick-
gedrangt wird, oder dadurch, daB Hydroxylionen sich mit
Wasserstoffionen zu Wasser vereinigen, was wiederum eine Nen-
bildung von Wasserstoffionen (z. B. durch weitere Dissoziation
schwacher Sfuren oder weitere Hydrolyse etwaiger ‘Salze
schwacher Basen) mit sich bringt. Ein Zusatz von Basen oder
Séuren zu solchen Lisungen bewirkt somit nicht nur die Neu-
tralisation einer liquivalenten Menge Shure oder Base, sondern
es werden auch Dissoziations- und Hydrolyseprozesse hervor-
gerufen, deren Umfang natiirlich von der Art und Menge der
anwesenden Stoffe abhingt, deren quantitativer Verlauf aber
sich gewthnlich jeder Berechnung entzieht. '

Hat man es z. B, mit einer Lisung eines Proteins in Pepsin-Salz-
siure zu tun, dann kann man durch Titrierung mittels eines passend
gewihiten Indicators feststellen, wieviel Sdure die Lésung entbialt {iber
die Menge hinaus, welche erforderlich ist, um die Wasserstoffionenkon-

zentration, bei welcher der Indicator umachligt, zu geben, Daraus kann
aber nichts gefolgert werden beziiglich der Tonenkonzentration der Lieung

. ...
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vor der Tiﬂrierung; denn die titrierte Siluremenge war gowiB nur teil-
weiso frei, toilweise war sic an Proteinstoffe gebunden, von denen sie
erst wihrend der Titrierung nach und nach abgespalten worden ist,

Es ist demnach einleuchtend, daB eine Methode
bei welcher die Konzentration der Wasserstoffionen
wahrend der Messung abgeindert wird — und das gilt
ja von der ganzen grofen Gruppe von Methoden,
welohe auf titrimetrischen Bestimmungen der Aci-
ditit oder der Alkalinitdt basiert sind — fiir die Be-
stimmung dieser Konzentration unbrauchbar ist.

Auch eine von H. Dreser?!) seit ein paar Jahren publizierte Me:
thode zur Bestimmung der freien Salzsiure im Magensaft entgeht den
oben erwiihnten Fehlorquellen nicht ganz. Dreser hehandelte den Magen-
saft mit festem Bariumoxalal nder Bariumobromat und bestimmte die
dadurch in Losung gegangenc Bariursmenge. Zu gleicher Zeit verdiinnte
er eine Salzefiure so weit, drB sie gegen Lauge durch Tiipfeln mit
Kongo titriert denselben Inhall an ,freier* Salzsfiure wie der Magensaft
zeigte, und ermittelte, wieviel Barium durch Behandlung der genannten
Bariumsslze mit dieser Stiure unter den gleichen Bedingungen wis mib
derm Magensaft in Ldsung ibergefithrt wurde. Aus don in solcher Weise
gefundenen Berytmengen berechnet Dreser die ,Aviditat des Magen-
saftes. Dreser bemerkt selbst, daf eine gewdShnliche Titriermethode
fiir die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration unbrauchbar ist;
er sight aber nicht, dafi dis von ihm vorgeschlagene Methode Fehler-
quellen von gleicher Art in sich birgt, indem der Magensaft nicht ohne
woiteres mit der reinen verdiinnten Salzsfiure zu vergleichen ist. Der
erstere enthilt einen Teil gebundener Salzsiure, die Menge dieser letzteron
ist unter anderem von der Art und Menge der aunwesenden stickstofl-
haltigen K&rper abhingig — und diese gebundene Salzsiure kann zum
Teil durch das Schiitteln mit dem unldslichen Bariumsalze abgespalten
werden, Die Bestimmungen der ,,Aviditit® derselben Flissigkeit geben
ihm dann auch verachiedene Resultats, je nachdem er das Chromat oder
das Oxalat anwendet,

Eine andere groBe Gruppe von MeBmethoden. bilden die-
jenigen, welche zur Messung der Wasserstoff- oder Hydroxyl-
ionenkonzentration einer Ldsung jbr Verm&gen, solche Prozesse
katalytisoh zu beschleunigen, deren Geschwindigkeit propor-
tional der Ionenkonzentration der Versuchsfliissigkeit ist, heran-
ziehen, ’ :

Die #lteste dieser Bestimmungsmethoden ist ‘die Rohr-
zuckerinversionsmethode, welche auf W. Ostwalds An-

1) Reitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8. 285, 1906.



Enzymstudien.” IL 141

regung und auf den Untersuchungen W. Ostwalds!) fuBend,
von F. Albin Hoffmann?) ausgearbeitet wurde.

Wie bekannt, wird der Rohrzucker durch Behandlung mit
Séuren invertiert, und die Geschwindigkeit der Inversion ist
der Wasserstoffionenkonzentration proportional, wenn die Siure
hinreichend verdiinnt ist, wie es von W. Palmaer?®) spiiter
dargetan wurde. Vergleicht man nun die Geschwindigkeiten der
Inversion einer Rohrzuckerldsung, wenn alles iibrige gleish bleibt,
bei Behandlung einerseits mit der zu untersuchenden Lésung, an-
dererseits mit einer passenden verdiinnten Salzséure, deren

Wasserstoffionenkonzentration sich leicht berechnen liBt, dann

werden diese Geschwindigkeiten sich direk( wie die Ionenkon-
zentrationen verhalten, Da die zu untersuchende Losung (z. B.
eine Probe Magensaft) bisweilen optisch aktive Stoffe, deren
Drehung durch Erwirmung verdndert wird, oder inverticrende
Enzyme enthalten kann, so mufl man natiirlich durch passende
Kontrollversuche eventuelle Nebenprozesse elimninieren.

Kurze Zeit nachher verédffentlichte F. A, Hoffmann eine
Methode gleicher Art und ebenfalls auf den Untersuchungen
Ostwalds fuBend.*) Eine wissrige Losung von Methylacetat
wird durch Stehenlassen in Kssigsiure und Methylalkohol ge-
spalten. Der Geschwindigkeitsverlauf dieses Prozesses wird
katalytisch beschleunigt durch Zusatz einer S#ure, und auch
hier ist die Geschwindigkeit der Verseifung proportional der
Wasserstoffionenkonzentration. Auch Hydroxylionen: besitzen
bekanntlich die Fahigkeit, die Speltungegeschwindigkeit der
Alkylsalzo zu beschleunigen. J. Shields®) hat damit den Ge-
halt an Hydroxylionen in L@sungen von Salzen schwacher
Sduren ermittelt, indem er die verseifende Wirkung der be-
treffenden Losungen Athylacetat gegeniiber maf.

1) Journ, f. prakt. Chem. N, F, 20, 385, 1884.
2) Centralbl. f. klin, Med, 10, 793, 1889.
3) Zeitschr. f. physikal, Chem. 22, 402, 1897.

4) W. Ostwald, Journ. f prakt. Chem. N. F. 28, 440, 1883 —
J. Walker, Zeitschr. {f, physikal. Chem. 4, 322, 1889. — F. A, Hoff-
mann, Verhandlungen des X. internationalen medizinischen Kongresses,
Berlin 1890; Abteilung V, 8. 201. '

8) Zeitschr. f. physikal. Chem. 12, 167, 1893.




m

1;2 8. P. L. Sdrensen:

Von derselben Art ist auch eine von K. Koelichen?')
vorgeschlagene Methode zur Messung der Konzentration von
Hydroxylionen. Koelichen hat gefunden, deB die Umwand-
lung von Diacetonalkohol in Aceton

CH,.CO.CH,.C(OH)(CH,), =2 CH,.C0.CH,
treiwillig und unter bedeutender Ausdehnung des Volumens
verlduft, so daB der Prozef sich dilatometrisch messen liBt.
Die Hydroxylionen beschleunigen den Vorgang, dessen Ge-
schwindigkeit mit ihrer Konzentration proportional ist.

Endlich baben G. Bredig und W. Fraenkel?) in der
neuesten Zoit eine schdne Methode der Bestimmung von Wasser-
stoffionenkonzentrationen ausgearbeitet, indem sie als Grund-
lage die von Th, Curtius?®) beschriebene Spaltung des Diazo-

essigesters durch verdiinnte Sdure unter Entwicklung von freiem
Stickstoff benutzen: :

N,:CH.COOC,H, -+ H,0 =N, - CH,OH.COOC,H,.
Da der entwiokelte Btickstoff sich leicht messen 1486, da
forner die Reaktion genau nach erster Ordnung verlduft und
die Reaktionsgeschwindigkeit proportional’ der Wasserstoffionen- l
konzentration ist, und da endlich die katalytische Wirkung '
sehr groB ist, so daB selbat ziemlich schwache Konzentrationen von ‘
Wasserstoffionen (bis zu /., herunter) gemessen werden kénnen, 5
80 ist dieso Methode offenbar in vielen Féllen vor den sonst am
meisten benutzten Messungsmethoden — durch Inversion von
Rohrzucker und durch Verseifung von Metylacetat -— vorzuziehen.
Abgesehen von der Methylacetatmethode und der damit
anslogen Shieldschen Methode, erfiillen alle diese Methoden
den obenerwihnten Hauptanspruch: daf die Konzentration der
Wasserstoffionen nicht wihrend -der Messung geindert wird,
und selbst bei der Methylacetatmethode ist die von der bei
der Spaltung gebildeten Essigsiure herriihrende Vermehrung
; der Wasserstoffionen nur ganz geringfiigig, indem die Essig-
. sidure, wie bekannt, nur wenig dissoziilerb ist,

1) Zeitschr, f. physikal. Chem. 88, 129. 1900, — Vgl, auch W, Will
und G, Bredig, Umwandlung von Hyoscyamin in Atropin durch Basen,
Ber, 4. Deutsch. chem. Ges. 21, 2777, 1888.

%) Zeitsohr. f. Elektrochemie 11, 525, 1905; Zeitachr, f physikal.
Chem, G0, 202, 1807. — Vgl, auch Bror Holmberg, ibid, €2, 728, 1908.

) Journ, £ prakt. Chem. N. F. 88, 396, 1888,
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Wenn diess Methoden trotz des hier angefithrten nur eine
sehr kleine Anwendbarkeit fiir den hier in Rede stehenden
Zweck besitzen, hat es vornehmlich seinen Grund darin, daB
gie nur bei verhéltnismiBig groBen Konzentrationen der Wasser-
stoff- oder Hydroxylionen beuutzt werden kénnen, so dafl schon
deshalb ihre Anwendbarkeit sich auf eine einzige enzymatische
Spaltung, die Pepsinverdauung, beschrinkt. Wiirde man z. B.
den Versuch machen, die Rohrzuckerinversionsmethode zur
Bestimmung niedrigerer Wasserstoffionenkonzentrationen, bei-
spielsweise solcher in der Niéhe des Optimalpunktes des Enzyms
Invertin (siehe S. 266) heranzuziehen, dann miilte man, um
eine von der Wirkung der Wasserstoffionen allein herriithrende
Inversion zu bekommen, eine sehr hohe Temperatur benutzen.
Welche Fehler man dadurch zu begehen ausgesetzt wiire, laBt
sich nicht leicht iiberschauen; mit den oben erwdhnten Dis-
soziations- und Hydrolysenverhiltnissen vor Augen ist es aber
selbstverstindlich, daB die Temperatur, bei welcher man
die Wasserstoffionenkonzentration miBt, so nahe wie
mdglich an derjenigen liegen mufl, die man bei dem
enzymatischen Prozessebedacht ist anzuwenden, dessen
Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration
man zu messen bezweckt. _

Hierzu kommt aber noch, daB bei der Anwendung mehrerer
von diesen Methoden — z. B. der der Robrzuckerinversion,
der Methylacetatverseifung und der Diacetonalkoholspaltung —
die sogenannte ,,Neutralsalzwirkung‘'?) sich geltend macht, und
endlich, wag nicht am wenigsten ins Gewicht fillt, daB, wiahrend
das Verfahren wenig zusammengesetzten Ldsungen gegeniiber
einfach und leicht ist, es sich oft iiberhaupt nicht anwenden
liBt, wenn man es mit solchen sehr komplizierten Gemischen
zu tun hat, wie diejenigen, von welchen bei enzymatischen
Spaltungen die Rede ist. So haben (. Bredigund P. F. Rip-
ley®) gezeigt, dal3 die schonste der oben erwihnten Methoden,
die Diazoessigestermethode, ganz unbrauchber wird, sobald
selbst nur kleine Mengen von Chlor- oder Sulfationen zugegen

1) Sv. Arrhenius, Zeitschr. f, physikal. Chem. 1, 110, 1887; 4, 237,
1889 und 31; 197, 1899.

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 40, 4015, 1907. — Siehe auch:
W: Fraenkel, Zeitschr. . physikal. Chem. 60, 202, 1907,
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gind, weil dann, unter Anderung der W asserstoffionen-
konzentration, Nebenprozesse eintreten, wie z. B.

N,:CH.COOG,H, - HCl =N, +- CH,Cl.COOC,H,.

Zu bemerken ist ferner, daB Taav. Laitinen?) den Hy-
droxylionengehalt des Blutes mittels der oben angefiihrten Di-
acetonalkoholmethode Koelichens zu ermitteln versucht hat,
dabei aber zu Werten von einer ganz anderen GroBenordnung
als der gewdhnlich gefundenen gelangt ist.

Ich bin daher der Ansicht, daf beienzymatischen
Prozessen auch nicht diese zweite Gruppe von MeB-
methoden fahig ist allgemeine Anwendung bei der Be-
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration zu fin-
den, und in den seltenen Fillen, wo eine der ge-
nannten Methoden benutzt werden kann, dies nur
unter Wahrnehmung geniigender Kontrolle und Kritik
geschehen darf. , .

Es gibt noch zwei Verfahrungsweisen, durch weloche die

X Wasserstoff- oder Hydroxylionenkonzentration einer Lisung be-

: stimmt werden kann, niimlich die Gaskettenmessung und
diec Bestimmung mittels Indicatoren, auch die elektro-
metrische, bzw. die colorimetrische Methode genannt.

Diese beiden Verfahren werden hier im Laboratorium bei
enzymatischen Untersuchungen benutzt. Sie erginzen einander,
indem die elektrometrische die genaueste, dabei aber auch bei
weitem die wmstindlichere ist, wahrend die colorimetrische
Methode wohl etwas weniger genau ist, dafiir aber sich durch
eine aulerordentlich einfache Ausfithrung auszeiochnet. Die
letatere eignet sich somit vorziiglich z. B. fiir die vorléufigen,
orientierenden Versuche, welche notwendig sird, ehe man den
Plan zu einem genaueren Studium der Abhéngigkeit zwischen

Enzymwirkung und Wasserstoffionenkonzentration entwerfen
kann,

Indessen wird nicht nur in der Enzymologie, sondern auch

— und zwar in gleichem Ma8 — in den damit verwandien

Zweigen der Wissenschaft das Bediirfnis einer einfachen Methode

~ zur Bestinmung der Wasserstoffionenkonzentration sich fithl-

A bar machen. Es ist darum der Hauptzweok dieser Ab-

1) Festskrift tillegnad Olof Hammaraten 19806,  Abh, Nr. 9.



Enzymstudien. II. - 146

handlung, erstens eine ausfiihrliche Beschreibung der
colorimetrischen Methode zu geben, wie sie hier im
Laboratorium wihrend einer Reihe vonJahren durch-
gearbeitet worden und am praktischsten zu gebrauchen
ist, und zweitens die Brauchbarkeit sowohl der colorime-
trischen als auch derelektrometrischen Methode unter
verschiedenen Umstinden auf einer breiten kritisch-
experimentellén Grundlage zu beurteilen.

Die elektromeirische Methode, Wird eine mit Platin-
schwarz bedeckte Platinplatte in eine wilrige — saure, neu-
trale oder alkalische — LOsung getaucht und die Lésung mit
Wasserstoff gesittigt, so findet man zwischen der Platinplatte
und der Ldsung eine Potentialdifferenz, deren Grofe gesetz-
miBig von der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung ab-
hingt.') Es wird deshalb méglich sein, die Wasserstoffionen-
konzentration der betreffenden Ldsung durch Messung dieser
Potentialdifferenz zu ermitteln. Das praktische Verfahren einer
solchen Spannungsmessung, welche in jiingster Zeit vielfach
Anwendung gefunden hat, wird hier den Hauptziigen nach als
bekannt angesehen. Ubrigens ist auf einen folgenden Abschnitt
zu verweisen (Hauptabschnitt A, Elektrometrische Messungen
S.“IBO), wo eine Reihe Einzelheiten des Verfahrens beschrieben
werden, wie wir es bei unseren elektrometrischen Messungen
anwenden (S, 1566), wo ferner die bei elektrometrischen Messungen
in Losungen versohiedener Natur erreichbare Genauigkeit ausfiihr-
lich besprochen wird (8. 166, S. 176 und 8. 200) und wo
schlieflich mehrere Fille beschrieben werden, in welchen die
Anwendung dieses Verfahrens besonders Schwierigkeiten bietet
(S. 190). . :

Die colorimetrische Methode. Der Umachlag des In-
dicators bel einer gewdhnlichen Titrierung bedeutet ja, wie
bekannt, daB die Konzentration der Wasserstoffionen der vor-
liegenden Lisung eine gewisse GréBe von der einen oder der
anderen Seite her erreicht oder iiberschritten hat. Diese GréSe,
welche fiir die verschiedenen Ipdicatoren verschieden ist, gibt
die Ionenkonzentration beim Umschlagspunkte des betreffenden
Indicators an. Es ist daher einleuchtend, da8 man von der

1) W. Nernst, Zeitschr; f; physikal. Chem, 4, 129, 1888,
Blochemisohs Zeltachrift Band 21, 10
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Tarbennuance, welche eine Lisung beim Zusatz eines Indikators
snnimmt, imstande ist zu schliefen, wie weit diese Losung eine
grofere oder eine kleinere Wasserstoffionenkonzentration besitzé
als diejenige, welche dem Umschlagspunkt des benutzten In-
dicators entsprichs, '

Diesés ganz einfache Prinzip bildet die-Grundlage der In-
dicatormethode oder der colorimetrischen Methode. Die Grund-
Jage ist seit langer Zeit bekannt, aber erst durch die schonen
Untersuchungen von Friedenthal und Salm?!) ist das zer-
strente Material durchgearbeitet ‘und an gewissen Stellen ver-
vollstindigt worden, so daf es ihnen mdglich geworden ist,
eine vollstindige Reihe Indikatoren mit Umschlagspunkten bei
den verschiedensten Ionenkonzentrationen 2zusammenzustellen.
Friedenthal und Salm gebithrt somit die Ehre, die erste
colorimetrische Methode zur Bestimmung der Wasserstoffionen- .
konzentration ansgenrbeitet zu haben; sie haben aber wihrend
ihrer Arbeit offenbar ganz andere Zwecke verfolgt, als die-
jenigen, welche fiir meine Untersuchungen maBgebend gewesen
gind,. Wiirde jemend das Verfahren von Friedenthal und
Salm, besonders die von ihnen empfohlenen Indicatoren, direkst
und ohne Kritik, auf solche Lisungen wie die der enzymati-
schen Spaitungen anwenden, so wiirde er, was mechrere Bei-
spiele im folgenden lehren werden (siche 8. 217 und S. 218)
in die grobsten Irrtiimer verfallen konnen. Ein Indicator, der
zufriedenstellende Resultate gibt, wenn die Losung einfach
zusammengesetzt ist, kann gegeniiber Lisungen von' Protein-
stoffen oder deren Spaltungsprodukten ganz unbrauchbar sein.
Es ist deshalb notwendig gewesen, die Brauchbarkeit jedes ein-
zelnen Indicators solechen Ldsungen gegeniiber durchzupriifen,
und zwar sowohl, wmn die unbrauchbaren zu verwerfen, als
auch um die Genauigkeit zu ermitteln, welohe die brauchharen
zu erreichen gestatten. _ '

Diese sehr umfassende und langwierige Arbeit — wir haben
etwa 100 Indicatoren untersucht, von denen eine ganze Reihe

1) H. Friedenthal, Zeitschr, {. Elektrochemie 10, 113, 1904, —
Ed, 8alm, ibid. 10, 341, 1004; 12, 99, 1808, — Ed. Salm und H:
Friedenthal, ibid, 18, 125, 1807. — Ed. 8alm, Zeitachr, f. physilal..
Chem. 57, 471 1906; 68, 83, 1908; vgl. auch W. Saleasky, Zeitschr. f.
Elektrochem. 10, 204, 1004, und Bruno Fels, ibid. 10, 208, 1904,
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hier im Laboratorium dargestellt worden sind — welche, ab-
gesehen von einigen Unterbrechungen, uns mehrere Jahre hin-
durch beschiftigh hat, ist jetzt zu einem wenigstens vorldufigen
AbschluB gebracht. Es sei hiermit nicht gesagt, daB8 nioht
noch etwas zu wiingchen ibrig bleibt mit Riicksicht auf ejne
Vervollkommnung des Verfahrens z. B. durch Einfiigung neuer
Indicatoren an Stellen, wo solche erwiinssht erscheinen, oder
durch Vertausch der benutaten gegen neue von groferer An-
wendbarkeit oder mit schirferem Umschlag (siche z. B. S. 248),
DaB unsere hier erwihnten Untersuchungen — ein paar ver-
einzelte Noten in einer frilheren Abhandlung?) ausgenommen —
nicht frither veroffentlicht worden sind, liegt darin, daB ich es
im Interesse der Sache besser gefunden habe, die Methode nicht
frither zu publizieren, als jhre Brauchbarkeit durch praktische
Anwendung wihrend lingerer Zeit festgestellt wiire, und als
hinlangliche Versuchsdaten ein Urteil iiber die damit zu er-
reichende Genauigkeit moglich machen wiirden.

Die Einzelheiten der Methode wird man in einem spéteren
Abschnitt (Hauptabschnitt B, Colorimetrische Messungen S. 201)
ausfiithrlich beschrieben finden, hier muf ich mich damit be-
gniigen, das Verfahren in seinen Hauptziigen zu skizzieren.

Sobald es sich um mehr als eine rein qualitative Schidtzung
handelt, wird es unmdglich sein, die Stérke oder die Nuance
einer Farbe zu beurteilen, wenn man nicht iiber Farben &hn-
licher Stdrke oder #hnlicher Nuance zum Vergleiche verfiigt.
Deshalb ist es unsere erste Aufgabe gewesen, Standard-

16sungen darzustellen, durch deren Vermischung in passenden ‘

Verhiltnissen man sich nach Bediirfnis Vergleichsfliissigkeiten
von jeder gewiinschten, im voraus genan - definierten Wasser-
stoffionenkonzentration verschaffen konnte. Diese Standard-
16sungen sollten leicht darzustellen und ferner von solcher Be-
schaffenheit sein, daB die dadurch bereiteten Vergleichsfliissig-
keiten immer, praktisch genommen, dieselbe Wasserstoffionen-
konzentration haben wiirden, selbst wenn die StandardlSsungen
Monate hindurch, z. B. in alkalisch reagierenden Glasflaschen,
aufbewshrt gewesen wiren. Wie ein folgender Abschnitt (siehe
8. 167) dartut, ist es uns gelungen, diesen Teil der Aufgabe

1) Diese Zeitsehr. 7, 52 und 97 bis 08, 1907,
io*
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vollie zu lasen, Fine Reihe einfacher Stoffe, deren Reinheit
durch spiter beschriebene Proben nachzuweisen ist, und welche
bei der Firma C. A. F. Xahlbaum, Berlin, in garantiert
reinemn Zustande zu haben sind, werden in ausgekochtem Wasser
gelost, Die Losungen werden in Woulffschen Flaschen suf-
bewahrt, welche mit einer Biirette und den gewdhnlichen Ein-
richtungen versehen sind, um das Abziehen obne Zutritt der
RKohlensiiure der Luft zu gestatten. Durch Abmessen und Ver-
mischen dieser Losungen in passenden Vechéltnissen ist man im-
stande, Vergleichsfliissigkeiten irgendeiner gewiinschten Wasser-
stoffionenkonzentration von etwa 10~! bis etwa 10— dar-
zustellen. Auf der Hauptkurventafel, welche in verkleinertem
Mafstabe (siehe S. 176) dieser Abhandlung beigegeben ist, ist
die Wasserstoffionenkonzentration irgendeiner dieser Mischungen
bequem graphisch abzulesen.

Die niichste Frage, die Wahl passender Indicatorem, ist
mit ungleich groSeren Schwierigkeiten verkniipft gewesen. Die
allermeisten Indicatoren verbinden sich mit den genuinen Pro-
teinen, ja einige verbinden sich sogar mit den Spaltungspro-
dukten mehr oder weniger abgebauter Proteine, und wenn auch
nicht immer ein sichtbarer Niederschlag dadurch entsteht, wird
doch der Indicator gewdhnlich eine andere Farbe annehmen,
und der Indicator ist somit unter solchen Umstinden un-
brauchbar. Es ist deshalb, wie schon frither erwihnt, not-
wendig gewesen, die Brauchbarkeit jedes einzelnen Indicators
zu priifen und die durch denselben erreichbare Genauigkeit
gegeniiber vielen verschiedenen Gemischen, besonders von
Proteinen und deren Spaltungsprodukten in der Weise zu er-
mitteln, daB man die wirkliche Wasserstoffionenkon-
zentration des Gemisches durch eine elektrometrische
Messung, die somit als Fundamentalmethode diente,
feststellte. Es wiirde zu weit fithren, hier den Einzelheiten
der gewonnenen Resultate niher zu treten; ich muB mich da-
mit begniigen, auf den Hauptabschnitt B zu verweisen, wo eine
passende Auswahl von experimentellem Material zusammen-
gestellt ist; hier mag ich nur bemerken, da8, wihrend einzelne
Indicatoren, wie p-Nitrophenol und Phenolphthalein, eine sehr
ausgedehnte. Anwendbarkeit besitzen, andere, z. B. dss von den
Physiologen so sehr beliebte Kongorot, dagegen ganz auBer




Enzymstudien, II. 149

stande sind, Dienste zu leisten, sobald selbst verhiltnismiBig
stark abgebaute Proteinstoffe anwesend sind.

Der letzte Abschnitt dieser Abhandlung (Hauptabschnitt C,
die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration- bei enzymati-
schen Spaltungen 8. 256) enthiilt die Beschreibung einiger Versuchs-
reihen, welche mit verschiedenen Enzymen ausgefiihrt wurden und
bei welchen die Wasgerstofiionenkonzentration mittels der oben
skizzierten colorimetrischen Methode gemessen wurde. Damit
habe ich erstens bezweckt, die Einzelheiten der Methode bei
ihrer Anwendung bei enzymatischen Studien darzulegen. Zweitens
aber, und nicht am wenigsten, ist es meine Absicht gewesen,
durch diese Beispiele, weloche Teile groferer Reihen von Unter-
suchungen bilden, die groBe, bisher aber zu wenig beachtete
Rolle, welche die Wasserstoffionenkonzentration bei enzymati-
schen Prozessen spielt, ans Licht zu ziehen. Endlich habe ich
die Benutzung von ,,Puffern bei enzymatischen Studien
befiirworten wollen. Ich habe schon im vorausgehenden er-
wahnt, daB ez schwierig sein kann, die Konzentration der
Wasserstoffionen konstant zu halten bei solchen Enzymspal-
tungen, wo weder das Substrat noch seine Spaltungsprodukte
siuren- oder basenbindend sind, was u. a. bei der Inversion
des Rohrzuckers durch Invertin der Fall ist, und zwar, weil
z. B. alkalieche Bestandteile des Glases oder in anderen Fallen
die Kohlensdure der Luft einen wesentlichen EinfluB auf die
Ionenkonzentration ausiiben koénnen. In solchen Fillen ist es
zweokentsprechend, die Konzentration der Wasserstoflionen fest-
zulegen durch Zusatz eines Puffers, das heiSt eines passenden
Salzgemisches, welches iibrigens die Geschwindigkeit der Enzym-
reaktion nicht wesentlich beeinfluBt, dessen Bedeutung aber
die ist, dal es die Wasserstoffionenkonzentration wihrend des
Versuches konstant hilt, indem der Puffer von soloher Natur
ist, daB die Zufuhr klciner Mengen Siure oder Base nur un.
" wesentliche Anderungen der Ionenkonzentration wird hervor
rufen kénnen. Die Natur selbst arbeitst mit solchen Puffern,
gewdhnlich. passenden (Gemischen von Phosphateén, bisweilen
auch von Carbonaten oder von Proteinen oder deren Abbau-
produkten (siehe S. 187). Es ist leicht verstdndlich und wird
iibrigens aus den im letzten Abschnitte dieser Abhandlung auf-
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gefiibrten Beispielen deutlioh hervorgehen, dafl passende Ge-
mische der frilher erwihnten, bei der colorimetrischen Methode
benutzten Standardlésungen, vorziigliche Puffer abgeben.

Es kann, wié schon frither angedeutet, woh! keinem Zweifel
unterliegen, da die Frage, weliche den Gegenstand dieser Ab-
bandlung bildet, die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzen-
tration bei enzymatischen Prazessen weit mebr als die eigent-
liche Enzymologie umfaBt; die GréSe der Wasserstoffionen-
konzentration ist zweifellos ein Faktor, mit dem bel allen bio-
logischen Prozessen zu rechnen ist. Da es beim Studium
eines solohen Prozesses oft von groSer Bedeutung sein kann,
die Versuchsbedingungen, und darunter auch die Ionenkonzen-
tration, soweit als irgend mdglich wéhrend der ganzen Ver-
suchsdauer konstant zu halten, ist es nicht sohwer, Fille zu
nennen, wo ein solcher Zusatz eines pagsenden Puffers von
grofem Nutzen sein kann. Ein naheliegendes Beispiel gibt
die Zusammensetzung der Nihrfliissigkeiten fiir Mikroorganismen
ab, welche oft durch ihr Wachstum die Ionenkonzentration
des Substrates éndern, insofern letzteres nicht passende Mengen
von siuren- oder basenbindenden Stoffen, d. h. von einem
passenden Puffer, enthiilt.

- ‘Bel der Ausarbeitung der experimentellen Grundlage, auf
- welcher die vorliegende Abhandlung fuBt, hat Herr 8. Palitzsch
mir vorziigliche Hilfe geleistet. XEr hat mit groBem Geschick
und unermiidlichem Interesse den weitaus grofiten Teil der im
folgenden erwihnten elektrometrischen Messungen ausgefiihrt,
so daB es mir eine angenehme Pflicht ist, auch an dieser
Stelle ihm meinen besten Dank abzustatten.

A. Elektrometrische Messungen. -
8) Die MefSimethode.

Bei allen Messungen dieser Art haben wir immer dieselbe
Versuchsanordnung benutzt: Das Element, dessen elektromotori-
sche Kraft wir gemessen haben, bestand aus einer Quecksilber-
Kalomelelektrode -in einer 0,1 n-Kaliumochloridlssung und einer
Platin-Wasserstoffelektrode in der zu untersuchenden Lisung
als Elektrodenfliissigkeit. Das Diffusionspotential zwischen den

I
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zwei Elektrodenfliissigkeiten wurde in der von .N. Bjerrum?)
angegebenen Weise eliminiert, indem zwischen die zwei Elek-
trodenfliissigkeiten eine 3,56 n- bzw. eine 1,75 n-Kaliumchlorid-
losung eingeschaltet und der. Unterschied der dadurch ge-
fundenen Potentisle als Extrapolationsaddend benutzt wurde.

R. Abégg und A. C. Cumming?) schlagen vor, statt des Kalium.
chlorids Ammoniumnitrat zu gebrauchen. Dieses Salz ist viel lislicher
in Wasser ale Kalinmoblorid, und die Jonen desselben wandern sbenfalls
mit beinshe derselben Geschwindigkeit. Xs unterliegt keinem Zweifel,
daB man bei Untersuchung saurer Fliissigkeiten sich gewShnlich mit Vor-
teil starker Ammoniumnitratidsungen bedienen kann, wodurch das Dif-
fusionspotential ganz verschwindet und die jedenfslls etwas unsichere
Extrapolation somit vermieden wird; das Ammoniumnitrat ist aber bei
Untersuchung alkelischer ¥liissigkeiten nicht zu gebrauchen, und da ich
es fiir riohtiger halte, immer dieselbe Versuchsanordnung anzuwenden,
babe ich das Verfahren Bjerrums vorgezogen, welohes sowohl sauren
als auch alkalischen Fliissigkeiten gegeniiber gute Dienste leistet.

Ubrigens ist sowohl die Versuchsmethodik, als auch die
theoretische Grundlage elektrometrischer Messungen mittels
Wasserstoffelektroden so oft und so ausfiihrlich beschrieben?)
worden, daf ich mich hier mit einigen Bemerkungen iiber die
Einzelheiten des angewandten Verfahrens begniigen kann.

Das benutzte WasserstofielektrodengefdB war ganz der-
sélben Art wie das in der unten zitierten Abhandlung N, Bjer-
rums abgebildete. Im groBen und ganzen habe ich die Arbeits-
weise des Herrn Dr. Bjerrum befolgt, und es ist mir eine

1) Zeitsohr, f. physikal, Chem, 53, 428, 1005.

3) Zeitsohr, f. Elektrochem. 13, 17, 1907.

%) Ich verweise hier auf cine Reihe Arbsiten — im wesentlichen
physiologische Zweoke verfolgend - von Stefan Bugarszky und Leo
Liebermann, R. Hiber, Ladislaus v. Rhorer, P. Fraenckel,
G. Farkas, Fr. Tangl, Alexander Szili, H. Benedict und meh-
reren, deren Hauptabhandlungen in Pfliigers Archiv der letzten

"10 Jshre wu finden sind. Auch die Abbandlung Carlo Foas in
Archivio di Fisiologia 3, 368, 1908 verdient Erwihnung. Eine sehr aus-
fahrliche Besohreibung sowohl der Methode, als auch ihrer praktischen
Austithrung findet man in H., J. Hamburger: Osmotischer Druck und
Tonenlehre in den medizinischen Wissenschaften 2, 332, 1804. Auch hei
R. Héber in seiner Physikalischen Chemie der Zells' und der Gewebe,
2. Aufl. (1006) Kap. V findet man eine ausfiihrliche Beschreibung. Endlich
ist die Methode beschrieben von N. B jerrum: Det Kgl. Daaske Viden-
skabernes Selsk. Skr. [7] Naturv, og mathem. Afd. 4, 13, 1906,
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angenehme Pﬁi:':ht, ihm auch an dieser Stelle fiir die Liebens-
wiirdigkeit zu danken, mit welcher er uns immer bei der Aus-
fihrung dieser Messungen erlaubt hat, von seinen reichen Er-
fahrungen Nutzen zu ziehen.

Sowohl] die platinierten Platinelektroden als auch die Queck-
silber-Kalomelelektroden wurden dargestellt ganz wie in: Ost-
wald-Luther, Physiko-chemische Messungen (1802) angegeben.

Die Messungen wurden nach der Kompensationsmethode Pog- .

gendorffs ausgefiihrt. Als ,Nullinstrument' diente ein Lipp-
mannscher Capillarelektrometer mit ovalem,; ziemlich weitem
"Cepillar. Der 1 m lange MeBdraht war in Millimeter geteilt
und sorgfiltig korrigiert durch eine Reihe von Messungen,
weloche am physikalischen Laboratoriam des hiesigen Polytechni-
kums dank dem Wohlwollen des Herrn Professor K. Prytz
von den Herren Thorkelsson und Hansen ausgefithrt wurden.
Ich bitte diese Herren, meinen herzlichsten Dank empfangen
zu wollen.

Als Normalelement wurde angewandt ein Westonelement,
welches bei 18° eine elektromotorische Kraft von 1,0191 Volt
besaB,

Der verwendete Wasserstoff wurde dargestellt durch Elektro-
lyse einer 10°/,igen Kalilauge mittels Elektroden von Eisen.
Er wurde zuerst zweimsal mit einer alkalischen Pyrogallollsung
gewaachen, nachher mit reinem Wasger und dann durch ein
Zylinderglas mit reiner Baumwolle geleitet, ehe er in dem Elektro-
dengefi8 anlangte, woselbst er mit etwas der zu untersuchenden
Lisung gewaschen wurde (s. auch 8. 158).

Die Messungen wurden ausgefithrt in einem Zimmer, wo die
Temperatur so nahe wie miglich konstant gleich 18° — Normal-
temperatur fiir alle Versuche — gehalten wurde; nur #uBerst
selten hat eine Abweichung von */,° stattgefunden. Die Baro-
meterhShe hat wihrend der langen Zeit, iiber welohe sich die
Versuche erstreckt haben, sehr stark variiert (von 722 bis
7804 mm) und die Messungen sind deshalb auf einen Druck von
760 mm feuchten Waeserstoffs reduziert worden.!) |

1} W. Ostwald, Leh.rbuoh der allgemeinen Chemie, 2. Aufl., 2,

Teil 1, 8. 895, 1893. — F. J. Smale, Zeitachr. f physik. Chem. 14,
582, 1804.
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b) Bestimmung von =,

Bezeichnet man mit m, die elektromotorische Kraft eines
Elementes bestehend aus einer Quecksilber-Kalomelelektrode
in einer 0,1 n-Kaliumchloridldsung und einer Platin-Wasserstofi-
elektrode in einer Elektrodenfliissigkeit, deren Wasserstoffionen-
konzentration (mit einer 1 n-Losung von Wasserstoffionen als
Einheit) gleich ¢, (=10"?) ist, und bezeichnet man mit 7T,
und O, (=107 die entsprechenden GréBen eines anderen, dhn-
lichen Elementes, dann wird man haben:

7y, =Klog 30, M
P

wo K mit ausreichender Anndherung gleich
0,0577 -}- 0,0002 (1° — 189)1)

gesetzt werden kann. Da alle in dieser Abhandlung bespro-
chenen Messungen bei 18° ausgefiihrt sind, wird K hier gleich
0,0577 sein.

Ermittelt man durch Versuche das m, einer Elektroden-
fliissigkeit, z. B. einer passenden Salzsdure, deren Wasserstoff-
ionenkonzentration Op aus der Normalitdt (:S'p) und dem Dis-
roziationggrade («) der Séure berechnet werden kann, und setzt
man die Werte von a7, und O’p in obenstehende Gleichung (I)

ein, so wird diese nur noch die Unbekannten x, und C, ent- - -

halten; es ist dann mdéglich, den Wert des 2, mittels irgend
eines gegebenen Wertes von C, zu berechnen und umgekehrt.
Ist nun 'z, die elektromotorische Kraft eines Elementes der
hier behandelten Art, und ist die Elektrodenfliissigkeit der
Wasserstoffelektrode desselben 1-normal in bezug auf die Wasser-
stoffionen (C,==10°=1), so wird, wie man sogleich sieh¢:

. 1
7, =1, == 0,0577 log gf’- ==, — 0,0677 log (II)
»

—0;' .
In dor folgenden Tabelle 1 ist eine bedeutende Anzahl
von Messungen zusammengestellt, welche mit Salzsiure ver-

') W. Nernst, Zeitschr, f. physik. Chem. 4, 129, 1889; Zeitsobr. v

f. Elektrochem: 10, 630, 1904.
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schiedener Konzentrationen ausgefiihrt sind, um den Wert der
GréBe m, zu bestimmen, o

Der erste Stab der Tabelle enthiélt die Zusammensetzung
der Losungen, Man sieht, da3 wihrend die Konzentration
der Salzséure stark varilert (von 0,1n bis 0,005 n), ist. die
Konzentration der gesamten Chloride, einen einzelnen Versuch
ausgenommen, unveréndert dieselbe geblieben, und zwar gleich 0,1n.
Ich habe nun mit Arrhenius?®) angenommen, daB die Salzsiure
in allen diesen Versuchen den gleichen Dissoziationsgrad (a) besitzt.
Unter Benutzung des von Kohlrausch?} gegebenen Wertes
des Aquivalent-Leitvermégens von 0,1 n-Balzstiure bei 18° (351),
und unter der Voraussetzung, daB des XAquivalent-Leitvermdgen
bei unendlicher Verdiinnung gleich 383 ist, wird « gleich 0,9165.
In dorselben Weise findet man in dem einzigen Versuche mit
0,01 n-Salzsiure ohne Zugabe von Natriumchlorid ¢ gleich
0,0681. ' S

Im zweiten Stab der Tabelle ist die Wasserstoffionenkon-
zentration (C) der Ldsungen angegeben; man bekommt dieselbe
einfacherweise durch Multiplikation des Normalititsfaktors der
Siure mit» dem Dissoziationsgrad derselben. Der dritte Stab

enthilt die Werte des Produktes 0,0577log 15

Im vierten und fiinften Stab findet man die mit eingeséhalteten
1,76 n-, bzw. 3,6 n-Kaliumchloridldsung gemessenen elektro-
motorischen Kréfte, und im sechsten Stab den mittels dieser
beiden Zahlen extrapolierten Wert des n. Der lotzte Stab
endlich enthiilt den mittels der obenstehenden Gleiochung (IT)
berechneten Wert des =,.

 Tabelle 1. Die elektromotorische Kraft 7,

eines Elementes, welohes aus einer Quecksilber-Kalomelelektrode
in einer 0,1 n-Kaliumchloridlésung und aus einer Platin-Wasser-
stoffelektrode in einer l-normalen Idsung von Wasserstoffionen
bei 18° besteht. '

1) Zeitachr. f. physik. Chem. 81, 204, 1899.

) F.Kohlrausohund L. Holborn, Das Leitvermogen der Eloktro-
lyte, 1898, 8. 160.-
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Die "Vereuchslasungen hatten
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Selzsiure Notrium- | o g [ = e |

chlorid | 8 = LN
0ln . 0,0918, | 0,059 | 0,4086 | 0,4020 | 0,3074 | 0,3375

” . " 0,4082 | 0,4029 | 0,3976 | 0,3377
0,06 n+ 3,08 n | 0,04568, {0,0773|0,4210 [ 0,418¢4 | 0,4149 | 0,3376
0,02 n+0,08 n | 0,0183, | 0,1002 | 0,4416 | 0,4401 | 0,4387 | 0,3385
0,01 n—-0,00 n } 0,00016; | 0,1176 | 0,4569 | 0,4560 { 0,4551 | 0,3375
0,006 n +~0,095n | 0,00458; } 0,1350 | 0,4783 | 0,4733 | 0,4733 | 0,3383
0,01 n (chne) | 0,00966, | 0,1163 | 0,4599 | 0,4871 | 0,4543 | 0,3380

0,02 n+0,08 n | 0,0183, |0,1002|0,4402 ] 0,4392 | 0,4382 | 0,3380
. . . | 0,4300 | 0,4382 | 0,4374 | 0,3372
0,01 n--0,00 n | 0,00916, | 0,1176 | 0,4578 | 0,4568 | 0,4560 | 0,3384
" " . | 04569 | 0.4563 | 0,4557 | 0,3381
0,006 +-0,095n | 0,00458, | 0,1350 | 0,4733 | 0,4733 | 0,4733 | 0,3383

n . . 10,4726 | 0,4728 | 0,4726 | 0,3378

0,ln 0,00165 | 0,0599 | 0,4070 | 0,4022 | 0,3974 | 0,3375
" » | 0:4084 | 04015 | 0,3966 | 0,3367
. . . | 0,4085 | 0,4017 | 0,3069 | 0,3370

" " . | 0,4063 10,4015 | 0,3067 | 0,3368
0,06 n-+0,04 n | 0,064, |0,0727!0,4167 | 0,4134 | 0,4101 |0,3374
o " . | 04170 | 0,4134 | 0,4098 | 0,3371
0,04 n0,08 n | 0,0866, |0,0828 | 0,4252 | 0,4227 { 0,4202 | 0,3374
M . .. | 04251 | 0,4225 | 0,4199 | 0,3371
0,02 n40,08 n | 0,018, |0,1002|0,4405 | 0,4390 | 0,4375 | 0,3373
" . . | 0,4404 | 0,4380 | 0,4374 | 0,3372
0,01 n-}-0,00 n | 0,00918, | 0,1178 | 0,4566 | 0,4565 | 0,4544 | 0,3368

M . . | 0,4500 | 0,4563 | 0,4548 | 0,3370

0,ln 0,0916 |} 0,0599 | 0,4082 | 0,4032 | 0,3982 | 0,3383
0,06 n40,04 n | 0,0549, |0,0727 | 0,4187 | 0,4148 | 0,4109 |0,3382
" " " 0,4187 | 0,4146 | 0,4105 | 0,3378
0,04 n-+0,08 n | 0,0386, |0,0828 | 04267 | 0,4241 | 0,4215 | 0,3387
” " " 0,4273 | 0,4243 | 0,4213 | 0,3385 . :
0,02 n4-0,08 n | 0,0183, |0,1002 ! 0,4418 | 0,4402 | 0,4386 ((,3884 gt

" » - 0,4419 | 0,4403 | 0,4387 10,3385 /!
» » " 0,4420 | 0,4406 ; 0,4392 | 0,3390 ) §
» n « 0,4410 | 0,4393 | 0,4376 | 0,3374 ;

| | | Mittel | 0,3377

Die starken Querlinien der Tabelle bezeichnen, daf die
zusammengestellien Messungen in vier Versuchsreihen zerfallen,
aus denen der erste vor etwa drei Jahren von mir perstnlich,
dio drei anderen zu verschiedenen Zeiten spdter von Hermn
8. Palitzsch ausgefiihrt wurden, '
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Der Mittelwert des x,, mittels samtlicher Meésungen be-
rechnet, ist 0,3377, und die Abweichung von diesem Mittelwert
ist pur in einem Falle gréfer als 1 Millivolt, gewOhnlich aber
viel kleiner. Die Abweichungen der Versuche sind somit von
derselben GriBe wie in den Messungen Bjerrums?); die von
mir gefundene Durchschnittszabl (0,3377) liegt indessen um
ein Millivolt hoher als die von Bjerrum erhaltene (0,3367),

" gtimmt aber iibrigens mit dem Mittelwert (0,3376), welchen
Bjerrum unter Benutzung der Planckschen Formel zur Eli-
mination des Diffusionspotentials aus seinen Versuchen berechnet
-hat, vorziiglich iiberein. .

Jedermann, der mit Wasserstoffelektroden gearbeltet ha.t
wei3, daB es, wenn sonst die Elektrode in Ordnung ist, keine
Schwierigkeiten macht, bei Messungen solcher Lisungen wie die-
jenigen, von welchen hier die Rede ist, konstante Resultate zu
erhalten, d. b, wiederholto Messungen ein und derselben Lésung
weichen gewdhnlich nur um einige Zehntel Millivolt von ein-
ander ab, Es kénnte demnach sonderbar erscheinen, beim
ersten Blick auf die Tabelle hier einer etwas gréfleren Nioht-
iibereinstimmung zu begegnen, Zur Erlduterung dieses Ver-
héltnisses habe ich alle unsere MeGresultate mitgeteilt und
werde nur noch einige Bemerkungen iiber die Umstinde an-
kniipfen, welche die Genauigkeit des Resultates wiirden be-
einflussen konnen.

Diese Bemerkungen gelten nicht nur fiir die eben be-
sprochenen Messungen, sondern im groBen und ganzen auch
fiir die im folgenden beschriebenen Messungen einfach zusammen-
gesetzter Lisungen, bei welchen man auf eine dhnliche Uber-
einstimmung wie bei der Bestimmung von 7, rechnen kann
und jn der Tat auch bei wiederholten Messungen wihrend der
verflossenen Zeit eine solohe erreicht hat (s. z, B. 8. 175).

Die untersuchten Losungen waren alle mit solcher Sorgfalt
dargestellt, daB ihre Zusammensetzung gewiB niemals einen
elektrometrisch mefbaren Unterschied aufgewiesen hat.

Es kamen gewdhnlich mehr als eine Kalomelelektrode zur
Anwendung, und jedenfalls wurde eine Elektrode verworfen

1y Siehe Zeitachr. f. physikal. Chem. 53, 432, 1005; Det Kgl. danske
Vidensk, Selskabs Skr. [7] naturv. og math. Afd. 4, 15, 1906; Studier
over basiske Kromiforbindelser 1908, 8, 38.
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wenn sie, was einzelne Male vorgekommen ist, Resultate gab, die
mehr als ein paar Zehntel Millivolt von den mit Hilfe von
anderen Ialomelektroden unter sonst gleichen Umstinden ‘er-
nittelten Werten abwichen. Auch die Kalomelelektroden kénnen
demnach nicht Febler von nennenswerter Bedeutiing ver-
ursacht haben.

Xtwas anders liegt die Sache in betreff der Wasserstoff-
elektroden, Es ist allgemein bekannt, daB eine Wasserstoff-
elektrode sich nicht immer wie die andere verhilt, und zwar
kann es, wenn auch nur selten, vorkommen, da8 eine hisher
tadellose Elektrode pldtzlich falsche Resultate liefert. Man
darf es daher nicht unterlassen, den Wasserstoffelektroden eine
besondere Aufmerksamkeit zu widmen und in irgendeiner Weise
zu kontrollieren, inwiefern sie normal sind oder nicht. Wir
haben diese Kontrolle derart ausgeiibt, daB wir von Zeit zu
Zeit oder auf gegebene Veranlassung einzelne passende Gemische
der spiiter beschriebenen Ldsungen, z. B. ein Gemisch von
8 Raumteilen Glykokolllssung -}- 2 Raumteilen 0,1 n-Salzséure
mafen. Diese Gemische sind von einer Zusammensetzung ge-
wihlt, welche CGewidhr dafir leistet, daB eine geringe Verun-
reinigung, z. B. alkalische Bestandteile des Glases, keinen Ein.
fluf avf das Resultat der Messung ausitben kann, und welche
die Extrapolation und somit auch den dadurch bedingten Fehler
hinféllig macht. Auf diese Weise bekommt man eine gute Kon-
trolle, welche das Verwerfen abnorm wirkender Rlektroden er-
mdoglicht; es ist aber klar, daB hier immer die Méglichkeit eines
nicht kieiner als '/, Millivolt zu schétzenden Tehlers vorliegt.

Auch die angewandte Methode aelbst, die Elimination des
Diffusionspotentials durch Extrapolation, birgt selbstverstiind-
lich eine Fehlerquelle in sich, welohe man nicht auBler acht
lassen darf. Andererseits zeigt die Tabelle nicht die geringste
Arideutung einer Abhiingigkeit zwischen der Gréfle der Extra-
polation und dem Werte von n,, Der Wert der Extrapolation
sinkt in solchen Losungen, in welchen die Konzentration der
Chlorionen als konstant betrachtet werden darf, einigermafBen
in demselben Verhéltnis wie die Konzentration der Wasserstoff-
ionen, '
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Man hat somit kaum Grund anzunehmen, daB das durch-
schnittliche Mittel fiir s, infolge der Extrapolation wesentlich
nach der einen oder der anderen Richtung hin verschoben sei.

Zieht man dagegen in Betracht, wie die Extrapolationen
der einzelnen Versuche von dem eben angefithrten Mittel der-
selben abwoichen, so wird man sehen, daB der Fehler, mit
welchem die Einzelbestimmungen behaftet sein kdnnen, kaum
kleiner alg ein halbes Millivolt geschitat werden kann.

Bei Messungen dieser Arb ist eine mdéglichst vollstandige
Isolation aller benutzten Apparate von wesentlichem Belang.
Wenn auch dies selbstverstiindlich sein mag, mache ich doch °
darauf aufmerksam, weil uns wihrend dieser Arbeit eine Reihe

- von Schwierigkeiten begegunet sind, die offenbar von einer mangel-
haften Isolation herriihren. Wir beseitigten dieselben erst, in-
dem wir alle Teile des MeBapparates, .dem Rate des Herrn
Prof. Prytz folgend, auf Paraffinklétze stellten und den Wasser-
stoff auf dem Wege vom elektrolytischen Entwicklungsapparat
nach dem FElektrodengefill zwei Chlorcaloiumréhren mit einem
zwischenliegenden Glasrohre passieren lieBen. Durch diese letztere
Anordoung erreichten wir jedenfalls, dafB kein Hiéutchen von
FPeuchtigkeit an der Innenseite des Rohres als Leiter der Elek-
trizitiit auftreten konnte. Friiher konnten wir bisweilen einen
groBeren oder kleineren Ausschlag des Capillarelektrometers
wahrnehmen, wenn wir dem Kurzschluf unterbrachen oder
wiederherstellten, selbst wenn das Elektrometer in einen Strom-
kreis nicht eingeschaltet war, Nachdem aber diese Vorsichts-
mafregeln zur Anwendung gekommen waren, haben wir niemals
einen sicher wahrnehmbaren Ausschlag des Elektrometers kon-
statieren konnen, wenn der Stromkreis unterbrochen war. Ich
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betone dieses Verhiltnis deshalb so stark, weil es mir scheinen
will, als ob die Ursache der Abweichungen zwischen den Ver-
suchsergebnissen der Tabelle 1 in solchen zum groBen 'Teil
unkontrollierbaren Fehlerquellen zu suchen ist. Da die Mittel-
werte von 7, in den vier Versuchsreihen beziehungsweise 0,3379,
0,3379, 0,3371 und 0,3383 betragen, und da die beiden letzteren,
voneinander am meisten abweichenden Reihen nach der. Ein-
fibrung der obengenannten Vorsichtsmafregeln ausgefiihrt sind,
scheint. es mir darauf zu deuten, daB es wegen solcher unbe-
kannter Fehlerquellen wie die obenerwhhnten wahracheinlich
~ Zeitperioden geben kann, in welchen die Messungen durch-
gehends etwas zu klein ausfallen, und andere Zeiten, wo das Gegen-
teil der Fall ist, auch wenn man iibrigens ganz unter denselben
Bedingungen arbeitet. Dasselbe sonderbare Verhiltnis thaben
wir nicht nur bei diesen zwei Versuchsreihen konstatiert, sondern
wir haben bei unseren vielen und langen Reiben von Messungen
des Bfteren Gelegenhelt gehabt, etwas dhnliches wahrnehmen
zu konnen.

Zieht man dies alles in Erwiigung und erinnert man sioh,
daB die hier erwihnten Messungen durch zwei Personen, zu
weit verschiedenen Zeiten und mit ganz verschiedenen Lisungen
und Elektroden vorgenommen wurden, so glaube ich kaum,
daB man eine groBere Ubereinstimmung der in den einzelnen
Versuchen gefundenen Werte des x, als die von uns gefundene
erwarten darf. Andererseits meine ich, daB die grofie Anzahl
der Versuche uns berechtigt, den Mittolwert des ,:0,3377 als
sehr nahe an dem richtigen zu betrachten, und dlesen Wert
haben wir deshalb immer im folgenden gebraucht. .

- Wird diege Zahl in die Gleichung (II) (8. 153) fiir x, ein-
geaotzt, 80 nimmt dieselbe folgende Form an:

71, = 0,3377 - 0,0577 log — 0 (I1T)

C,, das ja den Normalitiitsfaktor der Losung auf Wasser-
stofionen bezogen oder, mit anderen Worten, die Zahl der
Grammatome Wasserstoffionen pro Liter bedeutet, ist in den
gesamten in dieser Abhandlung behandelten Féllen kleiner als 1
und kann gleich 10— gesetzt werden. Fiir die Zahl p schlage
ich den 'Namen , Wasserstoffionenexponent” und die
Bohreibweise pg: vor. Unter dem Wasgserstoffionen-
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exponenten (pg-) einer Ldsung wird dann der Brigg.
sohe Logarithmus des reziproken Wertes des auf
Wasserstoffionen bezogenen Normalil‘;ﬁ.tSf&'ktors ‘der
L3sung verstanden.?) '

Setzt man in die obenstehende Gleichung (III) statt C,

den Wert 10~¥g- ein, so hat man:

71 = 0,877 - 0,0877 >< p (Iv)
und ’
s1— 0,887
Vo 10,8877 v
Pu 0,0677 V)

Man ersieht, daB die beiden letzten Gleichungen sowohl
die Borechnung von n aus der Wasserstoffionenkonzentration
oder dem Wasserstoffionenexponenten als auch die umgekehrte
Berechnung ermdglichen. ,

Man ersieht ebenfalls, daB das Verhiltnis zwischen 7z und
pu- sich graphisch durch eine Gerade susdriicken 1i8t, die,
wenn die Werte des = als Ordinaten und die des pg- als
Abszissen eingetragen werden, die Ordinatenachse im Punkte
0,3377 schneidet und deren Richtung durch den Faktor 0,05677
villig bestimmt ist. Eine Anderung des Wertes des x, (0,3377)
wird somit diese Gerade im XKoordinatensystem verschieben,
nicht aber ihre Richtung verindern. Dagegen wird ihre Rioh-
tung verschieden sein fiir die verschiedenen Temperaturen, in-

" dem der Faktor 0,0577 nur bei 18° Giiltigkeit hat (siehe S. 153},

Auf der Hauptkurventafel, welche diese Abhand-
lung in verkleinertem Malistabe (sieshe S. 176) begleitet,
findet man diese Gerade leicht, sie ist als die Ex-
ponentiallinie bezeichnet. Ihre Bedeutung ist die,
daf man mittels ihr ohne jegliche Rechnung, in rein
graphischer Weise einen gemessenen ‘Wert von & in

den entsprechenden Wert von py-, oder umgekehrt,
umsetzen kann. '

!) Weil nur selten von stirkeren Wasserstoffionenlésungen als

_ l.normalen die Rede soin wird, habo ich die obenstehende Definition

des Wasserstoffionsnexponenten gewihit, Derselbs wird danach gewdhnlich
eine positive Zahl sein, und nur in den seltenen Ausnahmefillen, wo
man es mit stirkeren Wasserstoffionenlosungen als der 1-normalen zu
tun bat, wird er negativ sein,
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¢) Bestimmung der Dissoziationskonstante des
Wassers. '

Wenn es aunch, wie schon in der Einleitung (siehe S. 133)
erwihut, am rationellsten ist, mit der Wasserstoflionenkonzen-
tratioh zu rechnen, weil diese sich genauver als die der Hy-
droxylionen direkt ermitteln JidBt, kinnen doch viele Fille vor-
kommen, wo man es der besseren Ubersichtlichkeit wegoen vor-
ziehen wiirde, den Hydroxylionengehalt einer alkalischen Fliissig-
keit anzugeben, und die genaue Kenntnis der Dissoziations-
konstante des Wassers ist deshalb von grofSem Belang. Diese
GroBe ist, wie es am Ende dieses Abschnittes hervorgehen wird,
bisher auf vielen verschiedenen Wegen mit ziemlich gut liber-
einstimmenden Resultaten bestimmt worden., Ich habe indes
geglaubt, daf eine Neubestimmung auf elektrometrischem Wege
und im Zusammenhange mit unseren {ibrigen elektrometrischen
Messungen nicht ohne Interesse sein wiirde; ioh werde daher
in diesem Abschnitt einige Versuohsreihen erwibnen, die wir
zu diesem Zweck ausgefiihrt haben.

Das Prinzip des Verfahrens war das ganz einfache, durch
" elektrometrische Messungen der oben erwihnten Art die Wasser-
stoffionenkonzentration passender verdiinnton Lésungen von
Natriomhydroxyd zu ermitteln, in dom der Dissoziationsgrad und
demzufolge die Konzentration der Hydroxylionen der Losungen
im voraus bekannt waren. Das Produkt der gemessenen Kon-
zentration der Wasserstoffionen und anderseits der berechneten
der Hydroxylionen gab dann die gesuchte Grige. ‘

AuBerdem hat diese Arbeit uns Gelegenheit geboten, zt
kontrollieren, inwiefern die Extrapolation, welche bei Messungen
von Natriumhydroxydlsungen verschiedener Stirke natiirlich
eine verschiedene GroBe besaB, Fehlerquellen von wesentlichee
Bedeutung verbarg. Das folgende wird dartun, daB solches
nicht der Fall war, und wir sehen darin einen Beweis dafiir,
daB die Extrapolationamethode Bjerrums auch bei der Messung
selbst recht stark alkalischer Fliissigkeiten zu empfehlen ist.

In der Tabelle IT sind die gemachten Versuche zusammen-
gestellt,

Biochemische Zeltachrift Band 21, : 11
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Tabelle II.
Digsoziationskonstante des Wassers bei 18° (Cx:>< Con).
Die Versuchslésungen hatten | leie:m Do Dissoriationa.
I Ty - | bereor. konatante des
droxyl-}] =« n ‘Wasser- vassers
sonson ot | o | 07 s S
onzen- X alium-|Kalium-! (axtra- onen~ == :
dle Zussmmensetaunk | tration | chlorid.| oblorid-| pollert)| konsents. >
(C'om’ {l6sung) | Idsung) (g Ry
=101 =10~7) | pf-g >
P

0,1 n-Natriun- ' .
bydroxyd-Lsg. . . {1,075 |1,0849] 1,0871{1,0893| 13,026 | 14,101 0,79,
» » | 1.0861)1,0880i1,0899( 13,036 |14,111] 0,77,

. »  |1,0873)1,0892/1,0911| 13,057 |14,132] 0,734
» » | L0876)1,0895/1,0014] 13,082 | 14,137 0,72,
o »  |1,0852/1,0871/1,0890| 13,021 |14,008] 0,80,

\ »  |1,0848]1,0867|1,0886; 13,014 |14,089| 0,81,
0,05 0-NaOH-Lsg.
~+0,05 n-NaCl-Lsg.| 1,376 |1,0700| 1,0713,1,0726| 12,788 | 14,112, 0,77,
C » |1,0699 1,0708{1,0717; 12,721 {14,097 0,80,
0,02 n-NaOH.-Leg. , : ‘
-4~ 0,08 n-NaCl-Lsg.! 1,776 |1,0480) 1,0488'1,0496| 12,338 |14,113| 0,77,
» | L0478/ 1,0487|1,0406} 12,338 |14,118| 0,77y

n
0,01 n-NaOH-Lsg,
-} 0,08 n-NaCl-Lsg.| 2,075 |1,0815]1,03151,0315 12,024 | 14,000/ 0,79,
» ” 1,0318| 1,0316/1,0316! 12,028 | 14,101 0,79,

0,1 n-Natrium- : !
hydroxyd-Leg. . . |1,075 |1,0890! 1,0910/1,0030| 13,090 |14,165! 0,68,
. s |1,0885 1,0002/1,0018) 13,071 | 14,148/ 0,714
. . » 11,0884{1,0000(1,0016| 13,066 | 14,141 0,725
0,06 n-NaOH.-Lsg:

4-0,04 n-NaCl-Leg. (1,207 {1,0767| 1,07801,0793| 12,853 | 14,160 0,709
. " » | 1,0772|1,0786|1,0800| 12,865 |14,162] 0,68,
0,04 n-NaOH.-Lsg: '
+- 0,06 n-NaCl-Lsg.| 1,474 {1,0673!1,0883(1,0698| 12,679 | 14,153 0,70,
; " » | 1,0876;1,06851,0005| 12,683 | 14,157 0,89,
0,02 n-NaOH.-Lsg.
0,08 n-NaCl-Lsg.| 1,776 |1,0509) 1,0514/1,0519! 12,378 | 14,153 0,704
» » |1,05081,0514]1,0620( 12,379 |14,164] 0,70,
0,01 n-NaOH.-Lsg: :
0,09 n-Nall-Lsg.| 2,075 11,0845 1,0845/1,0345| 12,076 |14,161| 0,704
N » | 1,0348)1,0343|1,0343; 12,073 | 14,148 0,71,
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Tabhelle II (Fortsetzung)

Dle Versuchsldsungen batten I | Dle aus | Die Digogiabions
S U i 11 *
die Hy- . be;::,:',', konstants des
droxyi- F 4 n Wasser- Wassers
kotman- LT U (okon | o, |35 p o 1o
alium- Xallum-| (extra-! ionenr |-— 10—p w10~
die Zusammensetzung |trn.tion chlorid-| chlorid-| pollert)| koazantr. 10—7 > 10—
OH' 16song) lysang) (CH « T —1-‘
_10--6) = 10"‘?) P + q !k>’ 107
z 2 Lt

0,1 n-Natrium.
_hydroxyd-Lsg. . . |1,075 {1,0887' 1,0002/1,0017 13,067 | 14,142] 0,72,
. |, |1,0880{ 1,0901{1,0022/ 13,078 | 14,151! 0,70,
" » | 1,0873/1,088011,0005| 13,047 | 14,122 0,75,
" » [ 1,0872/1,0805/1,0918 13,069 | 14,144/ 0,71,
" » | 1,0877i 1,0902!1,0027 13,085 | 14,160, 0,69,
0,06 0-NaOH-Lsg.
+ 0,04 n-NaCl-Lsg.| 1,207 {1,0759] 1,0771{1,0783 12,835 | 14,182 0,73,
. » |1,0763]1,077811,0793| 12,853 | 14, 150 0,705
. »  |1,0762{1,07781,0704| 12,854 14,101’ 0,704
0,04 n-NaOH.T
-+ 0,06 n-NaCl-Lag.| 1,474 |1,0068] 1,0670(1,0600| 12,674 | 14,148] 0,71,
1, 11,0873)1,0683.1,0803| 12,670 | 14,153 0,70,
0,02 n-NaOHLh .
+o.osn-Na01-ﬁg. L7756 | 1,0507| 1,06121,0617, 12,374 | 14,149, 0,71,
) »  11,0807] 1,081411,0521] 12,381 | 14,166/ 0,80,

Der Mittelwert (siehe 8. 164) der Dissoziationskonstante
des Wassers: 0,72 >< 1014 =10"1414,
Cn'=00;;'(f1'ir reines Wasser und neutrale Lisungen)
=0,85 >< 107 =10"7%7, =~

Im ersten Stabe der Tafel ist a.ufgefﬁhrt die Zusammen.
setzung der untersuchten Losungen. Man ersieht, daB, wihrend
die Konzentration des Natriumhydroxyds stark wechseit (von
0,1n bis 0,01 n), der Gesamtgehalt an Natrium in allen Ver-
suchen dagegen unverdindert derselbe (0,1n) ist, und deshalb
habe ich mit demselben Dissoziationsgrade (¢) des Natrium-
hydroxyds (vgl. S.154) bei allen Versuchen gerechnet. Wenn
die Zahl Kohlrauschs?) fiir das Aquivalent-Leitvermdgen einer
0,1 n-Natriumhydroxydlosung bei 18° (183) benutzt wird, und
das Aquivalent-Leitvermdgen bei unendlicher Verdiinnung gleich
217,6 (der Summe der Wanderungsgeschwindigkeiten der zwei
Tonen 43,6 174)%) gesetzt wird, so wird a gleich 0,841.

1) F.Kohirausch und L. Holborn, Das Leitvermdgen der Elsk.
trolyte, 1898 8. 160,

?) Kohlmulch Lehrbuch der praktischen Physik, 1601, 'S. 598,
11+
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Im zweiten Stab ist die aus dem Dissoziationsgrade und
dem Natriumhydroxydgehalt berechnete Konzentration der Hy-
droxylionen angegeben.

Im dritten und vierten Stabe findet man die bei Ein-
schaltung einer 1,75 n- bzw. 3,5 n-Kaliumchloridlésung-gemessenen
elektromotorischen Kriifte, im fiinften Stabe den mittelst dieser
beiden Werte extrapolierten Wert des z, und im sechsten den
aus dem extrapolierten 7 nach Gleichung (V) (8. 160) berech-
neten Wert des Wasserstoffionenexponenten.

In den zwei letzten Stiben endlich ist aufgefiihrt das
Produkt der Konzentrationen der Wasserstoff- und der Hy-
droxylionen der gemessenen Losung, ausgedriickt teils als eine
negative gebrochene Potenz von 10, teils als ein mit 10-¢
multiplizierter Faktor. . '

Die Querlinien der Tabelle bezeichnen, dal die Messungen
in drei verschiedene Versuchsreihen fallen, welche zu verschie-
denen Zeiten mit verschiedenem Material und mit jedesmal
frisch bereiteten Lisungen ausgefiihrt wurden. Eine Durchsicht
des letzten Stabes der Tafel zeigt deutlich, daB der Wert der
Dissoziationskonstante des Wassers durchgehend hoher in der
ersten als in den zwei letzten Versuchsreihen gefunden ist; das
Mittel fiir & in den drei Reihen ist 0,78,, 0,70, und 0,71,. Die
-erste Reihe ist vor, die zwei letzten nach der Einfiihrung der
oben (siehe 8. 158) erwilhnten Vorsichtsmafregeln ausgefiihrt,
weshalb és passend erscheint, den zuletzt gefundenen Werten
das groBte Vertrauen zu bemessen. Da indes die Messungen
der ersten Reihe sonst niohts zu wiinsohen iibrig lieen,-habe
ich es fiir das richtigste gehalten, alle drei Versuchsreihen
mitzuteilen, bei der Berechnung des endlichen Mittels aber
den Werten der zweiten und dritten Reihe ein doppeltes Ge-
wicht den Werten der ersten Reihe gegeniiber beizulegen. Der

in dieser Weige berechnete Mittelwert der Dissoziationskonstante
des Wassers bei 18° wird

0,72 >< 10~1 — 10-141,

Reines Wasser und wirklich neutrale Losungen haben so-

mit die folgende Konzentration der Wasserstoff- und Hydroxyl-
onen:

0,85 >< 107 = 10—,
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Eine Durchsicht des Zahlenmaterials der Tabelle zeigt,
daB die Abweichungen zwischen den Messungsergebnissen gleich
zusammengesetzter LOsungen hier gréBer als in der Tabelle I
gind, -und zwar daB die Abweichung von den Mitielwerten
einzelne Male sogar mehr als 2 Millivolt betrdgt. Ich hebe dies
ausdriicklich hexvor, weil eine so grofSe Abweichung sonst bei
Messungen normalen Verlaufes auBerordentlich selten ist. -

Es geht aus der Tabelle deutlich hervor, daf die Extra-
polation keine Fehlerquelle von wesentlicher Bedeutung in sich
birgt; denn die GriBe der Konstante k im letzten Stabe variiert
gar nicht mit der Extrapolation. Was letztere im' iibrigen be-
trifft, ist sie, verglichen mit der Extrapolation der Messungen
von Salzséiure entsprechender Kcnzentration, wie es zu erwarten
war, bedeutend kleiner und von entgegengesetztem Vorzeichen.
Wie aus der untenstehenden Zusammenstellung erhellt, nimmt
die Extrapolation mit der Konzentration des Natriumhydroxydes
gleichmifig ab:

—
- —

0,06 n- | 0,06 n-|-0,04 n- | 0,02n- | 0,01 n.
Zusammensetzung 0,In. | NaOH | NaOH { NaOH | NaOH | NaOH
"~ der Lgsungen NaOH | 0,04 n-|0,05n-] 0,086n- | 0,08n-]0,09n-

' NaCl | NaCl | NaCl | NaCl | NaCl

Durchschnittliche
GréBe der Extra- )
polation in Millivolt | 1,9 14 ) 11 | 1,0 07 | 00
Zum Vergloich mit dem obon gefundenen Werto der Dissoziations-
konstante des Wassers bei 18°
Cu' >< Oom’ = (0,85 >< 10—7)3 =(,72 >< 1014
sollen unten in aller Kiirze die wichtigsten der bisher ausgefiihrten Be-
stimmungen dieser GriBe angefiihrt werden. Der Temperaturkoeffizient
ist so groB, daB die bei 25¢ gefundenen Werte von Om' und Com' bei
der Umrechnung auf 180 um etwa 249/, verkleinert werden.?) '
‘ 1. Mittels Gaskettenthessung zwischen Normalsiure und Normal-
bage (ndhete Daten fehlen) hat W. Ostwald?) einen Spannungsunter-
schied von ca. 0,7 Volt- gefunden. Daraus berechnet W.Nernst?), dall
die Dissozidtionskonstante des Wassers bei 189 gleich 0,64 >< 10—14 ist:
2. Auf Grund der Beobachtunigen Shields fiber die Hydrolyse des
Natriumacotats findet 8. Arrhenius4) die Dissoziationskonstante des

1) Kohlrausch und Heydweiller, Wied, Annal, 58, 234, 1864
®) Zejtschr. f, physikal. Chem. 11, 521, 1893,

%) Jbid, 14, 155, 1804.

4) Zeitachr, f. physikal, Chem. 11, 827, 1803,
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. Wassers boi 25¢ gleioh (1,125 >< 10~7)2 = ca. 1,27><10-14, Durch Um.
rechnung suf 180 bekommt man ecs. 0,73 >< 10—14, ]

3.J. 7. A Wijsl) hat auf Veranlassung van't Hoffs die
Verseifungsgeschwindigkeit des Methylacetats in reinera Wasser unter-
gucht und darans die Dissoziationskonstante des Wassers bei 24,8° gleich
(1,2 10—7)2 = 1,44 >< 10— berechnet. Bei Umrechnung auf 18° be.
kommt man ungefihr 0,88 >< 10—34,

4. F. Kohlransch und A; Heydweillers) haben das Leitver-
mégen von Wasser, welches mit der moglichsten Sorgfalt gereinigt war,
bestimmt, und dabei gefunden, dafi 1 1 Wasser

bei 18¢; 0,8 >< 10~7 g Wasserstoffionen
und bei 25°: 1,06 ><10—~7 g ”

enthilt;
Das gibt die folgende Dissoziationskonstante des Waasors:
0,8 2 L
_____ -7 ) = 14 0
(1,008 >< 10 ) 0,83 >< 10~14 bei 18
und _
105 10-1) = 1,08 < 10-1¢ bei 25,
1,008 ’ ’

5. R. Lowenherz3) hat die elektromotorische Kraft solcher Ele-
mente gemessen, welche aus zwei Wasserstoffelektroden, die eine in Salz-
siwre (0,1 n oder 0,01n) die andere in Natriumhydroxydlésung .(0,1 n
oder 0,01 n) getaucht, bestanden; eine HAquimolekulare Lithiumchlorid.
lieung diente als Zwischenfliissigkeit, und die Diffusionspotentiale
wurden nach Planck bere hnet, Das Prinzip der Methode war also
ganz dasselbe wie das uonseren Versuchen zugrunde liegende. Aus
acht Versuchen (die grifte Abweichung vom Mittelwerte des = war
3,1 Millivolt) mit 0,1 n-Salzsiure und 0,1 n-Natriumbydroxydlgsung be-
rechnete Lowenberz den Wert 1,187 >< 10—7 und aus 6 Versuchen (die
grofte Abweichung vom Mittelwerte des n war 3,8 Millivolt) mit 0,01 n-
Salzsiure und 0,01 n-Natriumhydroxydlgsung berechnete er den Wert
1,076 >< 10~7. Das Mittel dieser zwei Werte ergibt, daB die Dissoziations-
konstante des Wassers bei 252 bis 269 (1,13 >< 10~7)% == 1,28 >< 1014
oder auf 18° umgerechnet ca. 0,74 >< 10—14,

Aus den spiiteren Jahren kann angefithrt werden:

6. C. W. Kanolt*) bat die Hydrolyse des Ammoniumsalzes von
Diketotetrahydrothiazol untersucht und darsus dis Dissoziationskonstante
des Wassers zu 0,82 >< 1014 bei 259 und 0,48 ><10—14 bei 18° be-
rechnet, :

1) Ibid. 11, 492, 1893; 12, 514, 1893, — Vgl. auch J, J. van Laar,
ibid. 13, 736, 1893.

%) Wied. Annal. 53, 209, 1894,

8) Zeitachr. f. physikal. Chem. 20, 283, 1896,

4) Journ. Amer, Chem. Soc. 28, 1402, 1807,
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7. H. Lundén?) hat die Hydrolyse des Trimethylpyridinsalzes von
p-Nitrophenol gomessen und dadurch die Dissoziationskonstante des
Wassers bei 15° zu 0,46 >< 10—1¢ und hei 259 zu 1,06 <. 10—14 Lerechnet;
rechnet man auf 18% um, hat man ca. 0,60 < 10—14,

d) Die Standardlésungen und ihre elektrometrische
Messung; die Hauptkurventafel.

Die schon in der Einleitung erwihnten (siehe S. 147), bei
der colorimetrischen Messung benutzten Standardlosungen sind
die folgenden:

1. Eine 0,1 n-Salzsiure (wenn kein Mifverstindnis mdg-
lich ist, wird diese Losung bisweilen ganz einfach mit HCl be-
zeichnet),

2. Einc 0,1 n-Natriumhydroxydisung (dle Losung wird
NaOH bezeichnet).

3. Eine natriumohloridhaltige 0,1 n-Glykokolldsung, welche
in einem Liter 7,605 g Glykokoll und 5,86 g reines Natrium-
chlorid enthilt (die Losung wird Glykokoll genannt),®)

4. Eine '/, mol. Losung primiren Kaliumphosphats, welche
somit 9,078 g KH,PO, in einem ther enthalt (die Losung wird
pnm Phosphat genannt),

"5, Bine */,, mol. Ldsung sekundiren Natriumphosphats,
welche 11,876 g Na,HPO,, 2H,0 im Liter enthilt (die Losung
wird sek. Phosphat genannt).

‘6. Eine 0,1 mol. Lisung sekundéren Natriumoitrats; die-
selbe wird durch Losung von 21,008 g krystallisierter Citronen-
sdure in' 200 com n-Natronlésung und Verdinnung mittels
Wagsers bis zu einem Liter hergestellt (die Losung wird Citrat
genannt).

7. Eine alkalische Borséureldsung, hergestellt durch Ldsung
von 0,2 g mol. Borsdure (12,404 g) in 100 ccm nN&tronlosung
und Verdiinnung mit Wasser auf einen Liter (die Losung wird
Borat genannt). '

Bei der Darstellung dieser Lésungen wurde immer destil-
liertes Wasser benutzt, welches durch Auskochen in' verzinnten

o 1) Meddelanden frin Vetenskapsakademiens Nobelinstitut 1, Nr. 8,
1907.

%) Des "geringen Leitvermégens des Glykokolls wegen ist es mib
Riicksicht auf die elektrometrische Mossung notwendig gewesen, Natrinm-
chlorid zu der Glykokolidsung zu fiigen.
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Kupferflaschen von Kohlensiure befreit worden war, und die
verwendeten MeBkolben wie auch die Woulffschen Flaschen,

welohe zur Aufbewahrung dienten (siehe 8. 148), waren im vore
aus mit kohlensiurefreier Luft gefiillt worden. Gewdhnlich

wurden 4 1 Lésung, in zwei 2-Liter-MeBkolben, auf einmal
‘dargestellt. Nach Fillung bis zur Marke und gutem Schiitteln
wurde der MeBkolben durch einen zweifach durchbohrten Kaut-
schulstopsel verschlossen, welcher mit zwei Glasrohren, einer
ganz kurzen und einer bis zum Boden des MeBkolbens reichen-
den, verschen war; diese einfache Einrichtung erméglichte die
Uberfilhrung der Fliissigkeit aus dem MeBkolben in die Woulffsche
Flasche, ohne dafB sie mit der &uBeren, kohlensiiurehaltigen Luft
in Beriihrung kam.

Die 0,1 n-Salzsiiure wurde aus einer mittels Natrmmoxalate
als Urtitersubstanz sehr sorgflltig eingestellten 1,0 normaler
Salzsdurs durch Verdiinnung hergestellt.

Die 0,1 n-Natriumhydroxydlssung stellten wir durch Ver-
diinnung einer carbonatfreien,') auf die obengenannte 1,0 n-
Salzsiiure gesteliten, 1,0 n-Natronlésung dar,

Fiir Darstellung der iibrigen Standardldsungen war es not-
wendig, Stoffe zu benutzen, welche — auflerdem, daB sie auch
sonst fiir diesen Gebrauch geeignet sind — teils einigermaSen
leicht von hinreichender Reinheit dargestellt werden kénnten,
teils l8ngere Zeit hindurch sich unveriéndert autbewahren lieBen,

und deren Reinheit endlich durch einfache Proben zu kon-

trollieren wére. Unten findet man diese Reinheitaproben in

1) 250 g Natriumhydroxyd aus Natrium (0. A. F: Kahlbsum)
wurden mit 300 com Wasser in einem engen, mit Glasstdpsel versshenen
Zylinder behandelt. In einer Lauge dieser Stirke ist das Natriumdarbonat
unléslich und sinkt im Laufe von ein paar Tagen zu Boden, so daB
eine 50 gut wie vollstindig carbonatfreie Hydroxydltsung abgezogen

werden kann. (Eine entnommene Probe, welche mit kohlensdurefreiem

Wasser verdinnt, mit Phenolphthaiein versetzt und dureh Zuttopfeln von
Salzsiiure ganz schwach rosa gefirbt worden ist, darf durch Zugabe

selbst ziemlich grofer Mengen einer .ausgekochten neutral reagierenden

Bariumchloridl¥sung nicht entfirbt werdem). In der Apnahme, daB
~ dieses einfache und vorzitgliche Verfahren zur Darstellung oarbonatireier
Natronlauge nicht allgemein bekannt ist, habe jch es hier mitgeteils.
Zum ersten Male habe ich es bei Herrn Laboratorjumavorstsher Ry A.
Petersen, Struers Laboratorium, Kopenhagen, gesehen,

o~ o .\l___—f.—___.—‘
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bezug auf jeden einzelnen der angewandten Kérper, welche
slle bei der Firma C. A, ¥. Kahlbaum zu Berlin in gardntiert
reinem Zustand, das heiBt den hier gestellten Anforderungen
der Reinheit geniigend, zu beziehen sind. '

Glykokoll, a) 2 g Glykokoll sollen mit 20 ccm Wasser
eine klare Losung geben, welche entweder villig - sulfat- und
ohlorfrei jst oder hdchstens eine #@uBerst geringe Spur von
Chlorid enthilt. :

b) 8 g Glykokoll diirfen nach Glithen héchstens 2 mg Asche.
hinterlassen. _

o) Bei der Destillation von 5 g Glykokoll und 300 cem
5°/,iger Natronlauge in einem gew&hnlichen Destillationsapparat
nach Kjeldabl darf die iiberdestillierte Ammoniakmenge nicht
mehr als 1 mg Btickstoff entsprechen.

d) Der Stickstoffgehalt des Glykokolls, nach Kjeldahl he-
stimmt, soll 18,6871 0,1°/, betragen.

Verschiedene Kahlbaumsocbe Glykokollpriparate geniigten den go-
samten hier gestellten Anforderungen.

Primires Kaliumphosphat, a) Das Salz muB in

Wasser klar ldslich sein und darf weder Sulfat noch Chlorid
enthalten.
. b) Gotrocknet 24 Stunden bei 100° und 20 bis 30 mm
Druck darf das Salz héchstens 0,1°/, verlieren {ca. 5 g werden
fir die Probe benutzt), und bei nachfolgendem vorsichtigem
Glithen im Platintiegel soll der Gewichtsverlust 13,231 0,1°/,
betragen,

Beispiel: FEin Priparat von Kahlbaum verlor beim Trocknen
0,019/, und beim nachfolgenden Gliihen 13,269, ‘

Sekunddires Natrinmphosphat. NaHPO,, 2 H,0.
Ein sekundires Natriumphosphat mit sehr nahe dieser Zu-
sammensetzung beschreibt Julius Thomsen?'); dieser Forscher
hat gezeigt, daB die Aufnahme der ersten zwei Molekiile
Krystallwasser durch das wasserfreie Salz eine gréBere Wirme-
tonung (pro. Molekill Krystallwasser berechnet) hervorruft als
die der folgenden zehn. Spiiter ist das Salz, soweit mir be-
kannt, nicht erwihnt worden. XEs hat den Vorteil vor den
gewdhnlichen, bekannten Salzen mit zwélf oder mit sieben mol.
Wasser, daB es bei gewshnlicher Temperatur und gewdhnlichem

1) Thermochem. Untersuch. 3, 120, 1883,
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Yeuchtigkeitasgrade der Zimmerluft luftbestdndig ist. Ks wird
ganz einfach durch Verwitterung reinen gewdhnlichen Natrium-
phosphats unter passenden Umstéinden dargestellt, welche sich
leicht beschaffen lassen, und man erhdlt es dann als ein weiles,
kémiges Pulver, welches beim Stehenlassen nicht zusammen-
baokt wie das . gewShnliche Natriumphosphat. Da das Balz
sich jahrelang unverdndert aufbewahren liBt, eignet es sich
vorziiglich als Standardstoff, da es nur notwendig ist, ein
fir allemal den Wassergehalt in einer grofleren Portion zu
bestimmen. Die wunten aunfgefithrten Bestimmungen zeigen
iibrigens, daB der Wassergehalt immer so nahe an dem von der
Theorie verlangten liegt, daB man bei allen gewébnlichen
Analysen 'mit, der theoretisch berechneten Zusammensetzung

" des Salzes rechnen darf.

Fiir die Darstellung des Salzes verfihrt man am besten
folgendermaflen: Man breitet reines, gewdhnliches, sekundires
Natriumphosphat in einigermaBen diinnen Schichten auf Papier
sus und 188t es, soweit als mdglich gegen den Staub geschiitzt,
bei gewShnlicher Zimmertemperatur (18° bis 22°) liegen. Bei
tdglichem gutem Umriihren, und wenn man die nach einigen
Tagen etwa gebildeten Klumpen zerstéSt, ist die Verwitterung
nach 8 bis 14 Tagen beendet; dis Geschwindigkeit der Ver-
witterung ist aber natiirlich von der Temperatur und dem
Feuchtigkeitsgrade der Luft abhingig.

In feuchten Sommern, wo der Feuchtigkeitsgrad der Luft sehr hoch
ist, geht die Verwitterung nur sehr langsam von statten, und man gelangi
hiufig nur zu dem Salz mit 7 Hy0. Sobald aber der Fenchtigkeitsgrad bis
600/, oder, darunter sinkt, was jaso gut wie immer der Fall ist im Zimmer
wihrend der kalten Jahreszeit, schreitet die Verwitterung weiter bis zum
Salz mit 2 H,0, und sowohl die Firma C. A. F, Kahlbaum als auch
ich, die wir mehrere Male gréflere Mengen des Salzes dazstellten, haben
ohne nennenswerte Schwierigkeiten eben den richtigen Wasssrgehalt be.
kommen. Zu bemerken ist jedoch, daB die Verwitterung weiter vor-
gchreiton lann, wenn das Salz erwdrmt oder die Luft kiinstlich sus-
getrocknet wird; ein solohes zu stark abgewissertes Salz unter normale
Verhiltnisse (18° his 22° G und 30 bis 509/, Feuchtigkeit) gebracht,
wird aber sebhr bald die Zusammensetzung Na,HPO,, 2 H,0 an-
nehmen, :

- Wenn die Verwitterung soheinbar vorbei ist, wigt man
auf einem Btiick Papier 100 g des Salzes (auf 0,1 g genau)
und kontrolliert durch erneuertes Wigen nach ein paar
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Tagen (Liegenlassen an der Luft), ob die Verwitterung zu Ende
ist oder nicht. Verfiigt man #ber eine Probe im voraus
analysierten Salzes von der Zusammensetzung Na,HPO,,
2 H,0, dann jst es zu empfehlen, auch 100 g von diesem Salz
abzuwigen und es als Kontrolle neben die andere Portion zu
legen; dndert nun diese Kontrollprobe ihr Gewicht nicht, dann
kann man sicher sein, dafl die vorhandenen Temperatur- und
Feuchtigkeits-Verhiltnisse passend sind. '

Die Anforderungen hinsichtlich der Reinheit gind die
folgenden : '

a) Das Salz muB Kklar léslich in Wasser sein und weder
Sulfat noch Chlorid enthalten,

b) Beim Trocknen. 24 Stunden bei 100° und 20 bis 30 mm
Druck und nachfolgendem vorsichtigem Gliihen, bis das Gewicht
konstant wird, soll der gesamtc Gewichtsverlust 25,28 4-0,1°%/,
betragen. Fiir die Probe werden etwa 5 g angewandt.

Eine Reihe von mir zu verschiedenen Zeiten dargestellter Priiparate
haben einen Q(ewichtsverlust von buw. 25,24 — 285,23 — 25,30 —
25,239/, erlitten; ein von C. A. F. Kahlbaum empfangenes Salz ver-
lor 25,369/,

Citronensiure. a) Die Sdure mulB klar loslich in
Wasser sein und darf weder Schwefelsiure noch Salzsiure ent-
halten. Der Aschengehalt, in 5g der Siure bestimmt, darf
nur ganz geringfiigig sein.

In zweli zu verschiedenen Zeiten von C. A. ¥, Kahlbaum emp-
fangenen Prépsraten fand ich nur etwa 0,019/, Asche,

b) Der Gehalt von Krystallwasser wird durch Trocknen
bei 70° und 20 bis 30 mm Druck bis zum konstanten Gewicht
ermittelt; die S#ure muB hierbei vollig farblos bleiben, und
der Gewiohtsverlust 8,68--0,1°/, betragen. Bei 100° verliert
die Citronenséure alles Wasser im Laufe der ersten 24 Stunden,
durch weiteres Trocknen verliert sie aber noch mehr und wird
briunlich,

Eine Citronensiure von Kahlbaum verlor bei 70¢ wibrend acht
Tagen in allem 8,568°/, und wihrond der folgenden 5 Tage nichts; eine
andere Probe hat 8,509/, verloren.

¢) Die Aciditét der Citronenssiure wird durch Titrierung
mittels 0,2 n-Bariumhydroxydlésung und Phenolphthalein als
Indicator festgestellt. Ks wird zur ausgesprochenen roten Farbe
und nicht zu einem schwachen rotlichen Tone titriert. Trotz

e —
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des Niederschlages von Bariumocitrat ist der Umschlag sehr
scharf. Bei Anwendung von Natriumhydroxyd hleibt die Fliissig-
keit klar; der Umschlag ist aber weniger scharf. Werden un-
gefahr 30 com 0,2 n-Bariumhydroxydiésung verbrancht, so daxf
die verbrauchte Menge nicht mehr. als hoohsbena 0,1 acm von
der berechneten abweichen.

Als Beispiele mdgen einige mit Kahlbaumachen Préparaten aus-
gefithrts Titrierungen dienen: Verbraucht 29,35 oder 29,40 ocm 0,2 n-Bar.
(berechnet 29,36 cecm); verbrauncht 36,43 com 0,2 n-Bar. (berechnet
36,48 ocm). :

Borsiure. 20 g Borsiure werden mit 100 ccm ausge-
koohtem Wasser in einem kleinen Kolben auf stark siedendem
Wassérbade erwirmtb, wodurch alles in Ldsung gehen muB,
Nach Abkiihlung der LGsung, zuletzt in Eiswasser, wodurch
der groBte Teil der Borsiure wieder ausfillt, wird filtriert und

abgesaugt und das Filtrat suf etwaige Verunreinigungen

untersucht.

a) Das Filtrat darf weder Sulfat noch Chlorid enthalten.

b) In kleine Reagensgliser werden 3>< fcom des Filtrats
abpipettiert und zu jeder Probe 2 Tr. Methylorangeldsung
(0,1 g Methylorange in 11 Wasser) gegeben, wodurch alle drei
Proben orange gefarbt werden miissen. Fiigt man jetzt 1 Tr.
0,1 u-Natriumhydroxydlésung zu der einen Probe, so mu8 sie da-
durch gelb werden, wihrend 1 Tr. 0,1 n-Salzsiure zu einer
anderen der Proben gefiigt, dieselbe ausgesprochen rot macht.

Diese einfache Probe fullt auf der Tatsache, ‘da eine
wiisserige Losung reiner Borsiure mit Methylorange versctzt die
Umschlagsfarbe des Indicators (vgl. 8.188) annimmt, aber al-
kalische bzw. saure Reaktion: zeigt, wenn kleine Mengen von
Basen oder von fremden Siuren zugegen sind. Kontrollver-
suche mittels reiner, mehrere Male umkrystallisierter Borsiure
haben, gezeigt, daf diese Probe ‘es ermiglioht, einen Gehalt an
Bagen oder an fremden, einigermafen starken Sduren zu ent-
decken, wenn derselbe in 1 g Borsiiure wenigstens einen Tropfen
einer 0,1 n-Lésung entspricht. '

c) 20 com vom Filtrate, ¢ g Borsdure entsprechend, werden
in einem gewogenen Platintiegel eingedampft, mit etwa 10 g
kituflicher FluBsiure und etwa 6 com konzentrierter Schwefel-
ghure versetzt, dann wieder eingedampft, gegliiht und gewogen.

|
l
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Das Gewicht des Glithriickstandes, nétigenfalls fiir den Gehalﬁ
der FluBssure an nicht fliichtigen Stoffen korrigiert, darf miocht
mehr als 2 mg betragen.

Zwei verschiedene Kahlbaumsche Priparate von Borsiure ent-
sprachen den gesamten hier gestellten Anforderungen.

Die Wasserstoffionenkonzentration verschiedener passender
Gemische der erwihnten Standardlosungen wurde in der oben
beschriebenen Weige (siehe S. 150) elektrometrisch bestimmt;
die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen I11 bis VI zusammen-
gestellt. Der erste Stab der Tabelle enthilt die Zusammen-
setzung von 10 ccm des Gemisches; der zweite Stab enthilt
die gefundene elektromotorische Kraft = eines Elementes, welches

aus einer Quecksilber-Kalomelelektrode in 0,1 n-Kaliumchlorid-

lésung und einer Platin-Wasserstoffelektrode mit der vorliegen-
den Lésung als Elektrodenfliissigkeit besteht; der dritte Stab
endlich gibt den Wert des Wasserstoffionenexponenten (pg-),
welcher mittels Gleichung V (S. 160) aus der gemessenen elektro-
motorischen Kraft sz berechnet ist.

Die angefilhrten Werte des s sind Durchschnittszahlen
von mindestens zwei, gewdhnlich aber von mehreren Bestim.
mungen, welche zu verschiedenen Zeiten mittels verachie-
dener Elektroden und mit verschiedenen Lésungen aus-
gefiihrt sind. Um einen Begriff von der Vbereinstimmung zu
geben, werde ich hier dic MeBergebnisse einzelner, der Kontrolle
der Elektroden wegen besondeirs hiufig gemessener Liosungen
mitteilen: .

Mit der Mischung ,,8 ccm Glykokoll 4- 2 com HC]“ wurden
die folgenden Werte von n gefunden:

0,6084 — 0,5065 — 0,5049 — 0,6067 — 0,6063 — 0,5063 — 0,6004
— 0,6067 — 0,5057 — 0,6067 — 0,5070 — 0,6068 — 0,5064 —
0,5084 — 0,5066 — 0,5066 — 0,56062 — 0,50562;
Mittel 0,6063.
Das Gemisch ,,3 ccm sek, Phosphat -+ 7 com prim, Phos-
phat'* gab die {olgenden Werte: ‘

0,7111 —0,7111 —0,7112 — 0,7104 — 0,7108;
Mittel: 0,7109.
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Tabelle III. Glykokollmischungen.

Dio olek-| worr Dio olek: woc
18 eleK-| Wasser- o P *) Wasser-
. Zusamn:lengetzung tromo- | stoff. Zuumu:iensetzung tromo- | stoff.
. er torizalie [ionENEX- : :r torisohe |ionenex.
Mischung Kraft | PoRORS Misohung Kraft | PORODS
Py Py
10 com Glykokoll |ca.0,6900|ca. 6,106 110 com Glykokoll fes.0,6000/0s. 6,106
9.9 ccm Glykokoll 9,9 oom G‘lykokolli
~-0,1 com HCl | 0,5922 | 4,411 -+0,10cm NaOH| 0,7883 | 7,809
9,75 eom Glykokoll 9,756 com Glykokoll
-} 0,25 oem HCI 0,5680 | 3,901 {{ -0,250c0m NaOH| 0,8130 | 8,237
9,5 ocm Glykokoll 9,6 ccm  Glykokoll .
-~} 0,6 com HCl] 0,6500 | 3,879 —-+-0,5cem NaOH; 0,8325 | 8,575
9com Glykokoll +- 9 com Glykokoll -
1 com HCl 0,5305 | 3,341 1 com NaOH | 0,8520 | 8,920
8 oom Qlykokoll +- 8 com Glykokoll -
2 com HCI 0,8063 | 2,022 2 com NaQH | 0,8780 | 9,364
T eem Glykokoll 4 7 com Glykokoll + ‘
8 com HCI 0,4881 | 2,807 8 com NaOH 0,8082 : 9,714
6 ocm Glykokoll + 6 com Glykokoll -4
4 com HQl 0,4602 | 2,279 4 com NaOH | 0,8228 | 10,140
6 cem Glykokoll 4 5,6 com Glykokoll
6 ocom HCL 0,4492 | 1,032 +-4,5comNaOH| 0,9425 | 10,482
4 com Glykokoll 4- 5,1 cem Glykokoll
6 com HCI 0,4326 | 1,645 4-4,9com NaOH| 0,9763 | 11,087
8com Glykokoll + 5 ccm Glykokoll -J-
7 com HCI _ 0,4196 | 1,419 5 ccmm NaOH 0,9900 | 11,306
2 ccm Glykokoll - 4,9 com Glykokoll
8 com HCI 0,4099 | 1,251 - 6,100m NaOH]| '1,0050 | 11,5653
1 com Giykokoll - 4,5 com Glykokoll
9 com HCI 0,4038 | 1,146 —+8,5ccma NaOH| 1,0356 | 12,008
10 com HCl 0,8976 | 1,088 |i4 com Glykokoll - ,
6.com NaOH 1,0531 | 12,309
3 com Glykokoll 4
7 cem NaOH | 1,0690 | 12,674
oom Glykokoll -H
8 com NaOH | 1,0705 | 12,856
1 0om Glykokoll -4
9 oom NaOH 1,0862 | 12,972
10 ccm NaOH | 1,0816 | 13,066

Fiir ,,9 com Glykokoll -} 1 com NaOH* haben wir gefunden:
0,8525 — 0,8526 — 0,8529 — 0,8525 — 0,8532 — 0,8529 — 0,8531
— 0,8528 — 0,8531 — 0,8633;

Mittel: 0,8529.

Wie man ersieht, ist die Abweichung vom Mittelv;verbe nur
in ganz vereinzelten Fillen griBer als 1 Millivalt, gewdhnlich
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Tabelle IV. Phosphatmischungen.

Der Der

Zusammensetzung Dio elek- Wassor- [|Zusammensetzung Dieelek-, Wasser.
der tromo- | stoff- . der tromo- | stoff.
. torische [1ON€NREX- . torische {lonenex-
Mischung Kraft | PODEDY Mischung Kratt | PoRent
pE. pH.
10 com sek. Phos- 4 com sek. Phos-
phat . . . .. 0,8167 | 8,302 phat - 8 com
9.9 cem sek. Phos- prim. Phosphatu 0,7210 ; 6,643
phat 4- 0,1 com 3 com sek; Phos. i
prira. Phosphat| 0,8092 { 8,171 phat -+ 7 com
9,76 com sek. Phos. prim. Phosphat{ 0,7109 | 6,468
phat - 0,25 cem| 2 com sek. Phos-

prim. Phosphat| 0,8015 | 8,038 phat - 8 com
9,5 cen sek, Phos- ' prim. Phosphat] 0,6977 | 6,239
phat -+ 0,6 com 1 com sek. Phos- :
prim: Phosphat| 0,7014.| 7,863 phat 4 9 com
9 com sek. Phos- H prim. Phosphat{ 0,6787 | 5,910

phat < 1 ocom 0,6 com sek, Phos-
prim. Phosphat] 0,7790 | 7,648 phat -} 9,6 com|
8 cem sek. Phoas- prim. Phosphat| 0,6608 | 5,600
phat |- 2 com 0,25 aom sek. Phos-
prim. Phosphat] 0,7616 | 7,347 }| phat- 9,75 com
7 oom sek. Phos- prim. Phosphat| 0,6438 | 5,305
phat -} 3 ocm ) 0,1 com sek. Phos-
prim. Phosphat| 0,7600 | 7,146 phat |- 9,9 cem
6 com sek. Phos- prim; Phosphat| 0,6248 | 4,976
phat 4 4 oem 10 cem piim, Phos-
- prim. Phosphat| 0,7402 | 6,976 phat . . . .. 0,5000 | 4,529
5 cem sek. Phos-
phat -~ 5 com

prim. Phosphat| 0,7308 | 6,813

aber weit kleiner. Ich glaube deshalb, dal man hier auf eine
dhnliche Genauigkeit, wie bei der Bestimmung von 7, (siehe
S. 186) rechnen darf, und zwar, daB die in den Tabellen an-
gefilhrten Werte des = weniger als 1 Millivolt von den wahren
Werten dieser GréBe abweichen (siche such unten 8. 178).

Nur vollstindigkeitshalber soll es bemerkt werden, daB bei
den Messungen der sauerston und der alkalischsten dieser Ge-
mische eine Extrapolation notwendig war, deren GréBe und
Vorzeichen ganz dem entsprachen, was in betreff dieser Frage
oben angefiihrt ist (siche §. 157 und S. 165). Natiirlich sind es
die extrapolierten Werte des z, welche in diesen Fillen in
den Tabellen gegeben sind.
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Yy ; .
Tabelle V. Citratenmischungen
Der Der
icolek- car- ' Dieelek- .
Zusammensetzung ]2:2;2_ vg:”g'ﬂ'-‘_’ Zusammensetzung tromo- “:‘t:‘é’f
der torische lionenex- der torische jioneneXx-
Miachung Kraft = | PORERt J| Mischung Kraftx | PODOR
Pa P -
10 com Citr, . . .| 0,6238 | 4,858 [{10 com Citr. . .| 0,6238 | 4,958
Citr, 9,6 cem  Citr,
9’%,;%?::: iicl+. 06197 | 4887 || 0,6 com NaOH | 0,6275 | 5023
ite. 9 com Citr. -
? mflﬂcﬁf .10,6164 | 4,830 1 com NaOH .| 0,8325 | 6,100
Citr, ) 8 com Citr, -
8 ;c::;m HCI.‘}‘. .1 0,6081 | 4,652 2 oom NaOH .| 06443 | 5,314
Citr, 7 com Citr,
7 .%o:mlHCl_': .} 0,5043 | 4,447 8 ocom NaOH .} 0,6500 | 5,508
Citr. 1 8 com Citr. 4
8 zuamlHCl—l‘. .4 0,6776 | 4,168 4 cem NeOH .| 0,6821 | 5,000
5,6 Citr. 5,6 com City, -
4,c5°!:cm HC-1+.. 0,6655 | 3,048 ’4,5 ccm NaOH { 0,7030 | 6,381
5 com Citr, 5,25 com Citr.
goocm HCI+. .105507 | 3,692 4,75 com NuOH | 0,7230 | 6,678
4,75 com Citr, - 5 cem Citr, --
’5,22 com HC]F: 0,5413 | 3,520 5 oom NaOH . {0,8600—; 9,052—
4,6 cem QCitr, 4 ) 0,8200 | 10,092
"85 com HCl .| 0,6318 | 3,364 1|45 cem Citr. -}
4 com Citr. + 6,6 com NaOLl | 1,0343 | 12,073
6 com HCl. .| 058002 | 2,072 ll4 com Citr,
3,38 oom Citr, -+ 6 com NaOH .| 1,0511 | 12,384
8,67 com HC! .| 0,4089 | 2,274
3 com Citr, -
7 com HCl , .| 04488 | 1,925
2 ocom Citr, +

8 oom HCl ., .] 04195 | 1,418

1 com Citr. 4- | 0,4054 | 1,178
9 com HCI ., .

10 com HCOl . .| 0,3976 | 1,038

Die Hauptkurventafel. Auf der Hauptkurventafel,
welche die Originalabbandlung in den ,,Compt. rend. des travaux
du Laboratoire de Carlsberg® begleitet und in verkleinertem
MaBstabe, ale Ilustration, hier beigelegt ist,!) sind die eber

erwhnten, tabellarisoh zusammengesteliten Messungen graphisch

!) Eine deutache Ausgabe der Hauptkurventafel in OriginalgrsBe
zum Gebrauche im Laboratorium ist im Verlage von Julius Springer,
Borlin, Monbijoupl. 3, erschienen und von dort oder duroh jede Buch.
handlung zum Preise von M. 1,60 (inkl. Rolle) zu bezishen. Bsi direkter
Zusendung erhSht sich dieser Betrag im Inland um 20 Pig., im Ausland
um 35 Pfg. (Bestellkarto liegt diesem Hefte bei.) . '

S PR



A )
S. P. L. Strensen, Enszymstudien IL

)

i hpere
1- (=
~

[t

]
L]

7300 -
/

1,180

1,180
/

110
/

\
1,780 I ‘
. A
A
i \

[

7,700
1,080 /
4080
1,00
1030
1000 |-L
0,500
0,950
030

L
a.%\——

e T
V
19

Sy,

Zns
£z7)

L

40// v
Byl
207>

o,
e
.,%
“
Z
1

0,930

0,900 /
0,880 N
0,850 \
0,40
0,830

00 |- / ‘ -
o / F= / Lopal\ + \Sakzsdurd

0,750 ‘ VA Zat
o170 A Vi
o720 [ 4
910 / 4
4620 / -
0650 A
giw0 [i X

[ A

0630 .
gio0 13 et . i

-

i

o

9500
o560
0540
0,520

+
N II
0.500 P :
E o440 r/ ] /
/

pe
D
=3
=
<

o460
avo
§ om0 =
§ g
§ 438 ‘/
R 2360 ]
g 230 4
" t 4
]

0,300 3 r 7. r73
02 ar a 28 7 13 1 96 18 ¢ 32 2% 35 J 3 3¥ 35 3¢ 4‘ 2 4% 46 48 s &% 54 411 %49

Biochemische Zeitachrift Band 21.




B > 7
5/\ ‘
/ A |
/ N LT
/ 2\ / g
/ =\
A =
B \
N\ ~
/1 T\ A
: ll \\\ T
§ o
3] \ —
3‘/ : \\ L 7
3 \ A
Y, \ /
/1 1\ A
\ '//
1) X P
il 3R
7 =T *‘;‘o}
7 d b
4 L %,v\a\ p
P Citpar, + Wapron i S N
e 3
4
\
\
3
l‘ '
Q 2
i\
|E
\
\ .
| 1
\l

T % 10 8 5,3 49 45 44 I 23 3¢ a7 37 70 13 1% N5 N4 7 W2 %y R 04 12 B2 74F mf Ba 13 B3 B9 135 Ba ¥

Verlag von Julius Springer in Berlin,



dargestellt.
sdure‘’

Enzymstudien. II.

177

Die Kurven, die auf der Tafel ,,Glykokoll -{- Salz-
,,Citrat -} Natriumhydrexyd* usw. bezeichnet sind,

-haben die in den letzton Stiben der Tabellen IIT bis VI ange-
fiilhrten Werte des Wasserstoffiononxponenten (py-) als Abszissen,
und den Gehalt der Misohungen (ausgedriickt durch die Zahl
von Kubikzentimetern in 10 com der Mischung) an bzw. Glyko-
koll, Citrat, Borat und sek. Phosphat als Ordinaten.

Tabelle VI. Boratenmischungen.

' DI Der Di Deor
Zusammensetzung feelek:) Waser- Zusammensotzung ioelek-| Wasser-
der tromo- | stoff- der tromo- | stoff-
. torische |ionenex: . tori ionenex-
Mischung K::;:.: ponent J{-  Mischung K::;:h: ponent
Py 15: 4
v o1 Rorut . . § 0,8709 | 9,241 10 com Borat. .| 08700 ,. 9,241
95 cm . b4 9 cem  Borat -
0,6 com HCl .. 0,8C27 | 9,168 1 com NaOH .| 08778 | 9,360
9 oom Borat - : 8 ccm Borat '
1 cem HCl . .| 0,8620 | 9,087 2 com NaO 0,8880 | 9,503
8,6 com Borat-+-{ 7 com Borat 4
1,5 com HCl .| 0,8674 | 9,007 3 ccm NaOH .| 08060 | 9,670
8 ccm Borat : 6 com Borat -}
2 com HC! . .| 0,8517 | 8,008 4 ccm NaOH .]0,0132 | 9,974
7,6 com Borat - {16 com Borat
2,6 ccm HCI .| 0,8454 | 8,799 5 com NaOH .| 09768 | 11,076
7 com Borat - 4 oo Borat -
3 cem HC1 ., .} 0,8384 | 8,678 6 cem NaOH .| 1,0518 | 12,378
6,6 com Borat
3,5 cem HCI 0,8285 | 8,508
6 ccm Borat
4 ccm HCI . .} 0,8160 | 8,280
5,75 com Borat-4 |
4,25 com HC! . § 0,8072 | 8,137
8,6 ccm Borat -
4,5 ccm HC] .| 0,7958 | 7,939
5,28 com DBorat -+
4,75 com HCl .| 07774 | 7,621
8 oom Borat |
5 ocom HCl . .| 07155 { 0,648
4,75 ocra Borat <
5,25 com HCI .| 04745 | 2,371

Auf der Hauptkurventafel findet man des weiteren die Ex-
ponentiallinie, welche, wie schon erwahnt (siehe 8. 160) es moglich
macht, den einem gemeésenen 7 entsprechenden Wert von py-,

und umgekehrt, graphisch abzuleiten.
Blochewmische Zeltschrift Band 21,
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Diese Kurven erméglichen es somit, sownhl den Wert der
n als auch .den des py fiir jedes, auch in den Tabellen III
bis VI nicht angefiihrte Gemisch der hier erwéhnten Standard-
l1osungen abzulesen. Wiinscht man z. B. den Wert dieser beiden
GroBen fiir das Gemisch ,,8,6 com Glykokoll -- 1,4 com HCL«
kennen zu lernen, so sucht man die Ordinate 8,6 auf und folgt
der horizontalen Linie bis zum Durchschnittspunkt mit der
Kurve ,,Glykokoll - Salzséiure”; die Abszisse dieses Punktes ist
3,15, welche Zahl deshalb das py- der Mischung angibt. Folgt
man der horizontalen Linie vom Durchechnittspunkte zwischen
der Exponentiallinie und der Urdinate der Absciese 3,15, findet.
man zu Huolerst links auf der Kurventafel den Wert 0,519,
welcher somit das n des Gemisches angibt..

Die Kurven sind natiirlich so konstruiert, daB sie auf dem
in den Tabellen III bis VI gegebenen Zahlenmaterial fuflen;
dos schlieBt aber nicht aus, daB die Zeichnung der Kurven
Aunsgleichungen bewickt haben kann. ZEine Zusammenstellung
der Werte des py-, wolche sich aus der Kurventafel graphisch
ableiten lassen, und derjenigen, welche bei der elektrometrischen
Messung direkt gefunden worden sind, war deswegen von Inter-
esse. Es hat sich dann gezeigt, daB die Abweichungen zwischen
den graphisch abgeleiteten und den dirvekt gemessenen Werten
von py- immer kleiner als eine Einheit in der zweiten Dezimale
des Wasserstoffionenexponenten sind, was der gréBten Genauig-
keit éntspricht, die man beim Gebrauch der Kurventafe' er-
warten darf, in deren AbszissenmaBstab !/, mm eben ciner Ein-
heit der zweiten Dezimale des py: entspricht. Da weiter diese
Maximalabweichung des Wasserstoffionenexponenten, 0,01, einer
Abweichung der elektromotorischen Kraft von etwas weniger:
als 0,6 Millivolt entspricht, finde ich in der hier erwihnten
schinen Ubereinstimmung zwischen den aus den kontinuierlich,
ohne Knickpunkte verlaufenden Kurven graphisch abgeleiteten
und andererseits den direkt ermittelten Werten des py- eine
weiters Stiitze der oben geiuBerten Annahme (siche 8. 175), da8
die in den Tabellen III bis VI angefihrten Werte des =
nicht mit Fehlerd groBer als hichatens 1 Millivolt behaftet sind.

Wenn man die Kurventafel betrachtet, sicht man sogleich,
da8 die Kurven an gewissen Stellen punktiert sind, wodurch
bezeichnet wird, daB sie an diesen Stellen ganz oder zum
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Teil unbrauchbar sind. Erinnert man sich, daB eine Anderung
der Ordinate der Kurve eine Anderung in der Zusammensetzung
der Mischung bedeutet, wihrend eine Anderung der Abszisse

einer Anderung des Wasserstoffionenexponenten derselben ent-

spricht, dann versteht man leicht, dal die Teile der Kurven
welche beinahe oder ganz parallel der Abszissenachse verlaufen
fiir den hier in Rede stehenden Zweck unbrauchbar sind, und
zwar weil eine ganz kleine Anderung der Zusammensestzung eine
groBe, bisweilen eine auflerordentlich groBe Anderung der Ionen-
konzentration bedingt. Handelt es sich um Verwendung von
Standardlésungen, welehe lingere Zeit z. B. in Woul ffschen
Flaschen gestanden haben, so muB man auf dieses Verhiltnis
Bezug nehmen, und ich werde demselben deshalb durch ein paar
Beispiele etwas ndher treten. '

Wihrend der elektrometrischen Messung eines 8 Tage alten
Glykokolls (,,10 ccm Glykokoll® ohne Zusatz weder von HCl
noch von NaOH) wurde n ziemlich schnell konstant und variierte
denn im Laufe von 2!/, Stunden nur von 0,6842 bis 0,6850.
Dasselbe Glykokoll wurde wieder gemessen, als es !/, Jahr alt
war; dann war es aber unmdglich, konstante Werte fiir n zu
erhalten; es stieg im Laufe von 3 Stunden von 0,7415 auf
0,7615. :

Ein anderes Glykokoll, 10 Tage alt, gab schnell konstante

Werte fiir =, welche dann wihrend 5 Stunden nur von 0,7002
bis 0,7008 variierten. 7 Monate alt wurde dieselbe Glykokoll-
l16sung nochmals gemessen mit dem Ergebnis, daB n jm Laufe
von 3 Stunden von 0,7706 bis 0,7795 stieg.

Man ersieht somit, daB dic Standardlésung ,,Glykokoll
als solche gar nicht als Vergleichsfliissigkeit bei Wasserstofi-
ionenmessungen zu verwenden ist, und zwar weil kleine Mengen
alkalischer oder saurer Verunreinigungen die Xonzentration
ihrer Wasserstoffionen ganz bedoutend verschisben konnen.')
DaB es sich in der Tat nur um ganz kleine Mengen dieser Ver-
unreinigungen handelt, geht daraus hervor, daf Mischungen von
Glykokoll und HCl bzw. NaOH immer denselben Wert fiir =
geben, ungeachtet des Alters des Glykokolls; nur bei denjenigen

1) Daf stark verdiinnte Losungen von Siuren oder Basen sus dem-
selben Grunde sich ‘als Vergleichefliissigkeiten nur schlecht eignen, ist
leicht verstindlich. '

12¢
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Glvkokollmisohungen, welche sehr arm an HCl, baw. an NaOH
sir;d; macht sich der Einflul des Alters der Glykokolldsung
nooh fijhlbar,

8o haben wir z. B. gefnnden, daf die Mischung ,.9,9 com
Glykokoll 40,1 com HCI* 71==0,5022 gab, wenn die Glykokoll-
lgsung frisch war; war dieselbe aber '/, Jahr alt, bekamen wir
7z =0,0036. ‘

Ebenso gab die Mischung ,.9,9 com Glykokoll - 0,1 cem
NaOH® n = 07882 (frisches Glykokoll) und » == 0,7922
(t/, Jahr altes Glykokoll).

Das Versetzen des Glykokolls mit nur ganz wenig Siure
oder Base vermindert somit die Unsicherheit in wesentlichem
Grade; aber nur erst diejenigen Mischungen, welche etwas reicher
an HCl oder NaOH sind, diirfen als vom Alter des Glykokolls
unbeeinfluBt angesehen werden. . '

Die Mischung ,,9,75 com Glykokoll -} 0,25 com NaOH*

Frisches Glykokoll . . . . . . . = =0,8130
7 Tage altes Glykokoll . . . . . 7= 10,8129
'), Jabr altes Glykokoll, . . . . # == 0,8140

1/, Jahr altes Glykokoll . . . . ==0,8166

Die Mischung ,,8,6 cora Fiysokoll + 0,5 com NaOH*,
Frisohes Glykokoll . . . . . . . # == 0,8326
1), Jehr altes Glykokoll . . . . »==0,8334
1/, Jabr altes Glykokoll . . . . #=0,8331

Die Misochung ,8 com Glykokoll 4-1 com NaOH*.

Dio oben (siehe S. 174) angefiihrten 10 Messungen sind mit Glykokoll-
losungen von weit verschiedenem Alter (1 Tag bis 1/, Jahr) ausgefiihet;
n variierte nur von 0,8526 bis 0,8533, E

Ubereinstimmend mit dem hier Gesagten ist die Kurve,
welche Mischungen von Glykokoll und NaOH betrifft, von
110 cem Glykokoll** bis ,,9,76 cem Glykokoll + 0,26 com NaOH*
punktiert, und aus analogen Griinden.ist die Kurve der Mischungen
von Glykokoll und HCl von ,,10 com Glykokoll“ bis ,,9,5 com
Glykokoll 4 0,6 ccm HCI* ebenfalls punktiert.

Von der Phosphatenkurve ist der Zweig, dessen End-
punkt dem unvermischten priméren Phosphat entspricht, voll
ausgezogen bis zum Ende, weil diese Standardlésung nicht vom
Alter beeinfluBt zu sein acheint; der andere Zweig dagegen ist
von 9,75 ccm sek. Phosphat |- 0,26 ccm prim. Phosphat bis
»10 oom sek. Phosphat‘‘ punktiert.
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Das gefundene =
- Die Zusammensetzung wenn die Standardlésungen
der Phosphatmischungen frisch her- | O Monate
gestellt sind [ alt sind
Unvermischtes prim#res Phosphat . . . . 0,6090 . 0,5985
Unvermischtes sekundiires Phosphat . . 0,8167 0,8087
9,9 com sek. Phosphat -I- 0,1 cem prim. ’
Phosphat . . . . . .. . ... L v 0,8002 0,8035
9,756 com sek. Phosphat -+ 0,25 com prim.
Phosphat . . . . . . . .. .. e 0,8015 0,7970
9,5 com sek. Phospbat - 0,5 com prim. j,
Phosphat . . . . . .. ..., 0,7914 0,7805
9,0 com gek. Phosphat 4 1,0 com prim. -
Phosphat . . . . . . . ... . ... " 0,7790 0,7778
8,0 cem sek. Phosphat 4 2,0 cem prim. |
Phosphat . . . . . . . ... .. .. 07816 | 0,7613

Infolge von Messungsergebnissen ganz gleicher Art sind
Teile der Citrat- und der Boratkurve punktiert,

Es erhellt aus den oben angefiihrten Beispielen,
daB die Benutzung der punktierten Teile der Kurven
dic Gefahr eines Fehlers von mehreren Millivolt mit
sick bringt, besonders dann, wenn die Standard-
16sungen nicht frisch hergestellt sind. Unter gewdlin-
lichen Verhiltnissen dagegen, und spezisll fiir alle
colorimetrischen Messungen glaube ich die Benutzung
der gesamten voll aufgezogenen Kurventeile in ihrem
ganzon Umfange empfehlen zu k&nnen. In besonderen
Fillen jedoch, wo man einer Genauigkeit von etwa
1 Millivolt sicher sein will, ist der Gebrauch der-
jenigen voll aufgezogenen Kurventeile, welche den
punktierten am nidohsten liegen, kaum anzuraten, es
seéi denn, dall die Standardlésungen einigermaBen
frisch zubereitet sind.’)

1) Bei einem enzymatischen Provesse, der Pepsinverdauung, kann
von gréBeron Wasserstoffionenkonzentrationen die Rede sein als derjenigen,
welche dem Wasserstoffionengehalt einer 0,1 n-Salzsiure entspricht. In
solohen Fillen haben wir als Vergleichsfliissigkeiten eine Reihe von ver-
diinnten Salzstiuren benutzt, welche mittels der frither erwihnten genan
titrierten n-Salzeiure dargestellt waren, und deren Wasserstoffionenkon-
zentration gemalB den Zahlen Kohlrauschs fiir das Aquivalent-Leit-

vermdgen bei 18° berechnet wurde. Die untenstehende Tabelle gibt den-
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Auch die Form der Kurven gibt zu einigen Bemerkungen
AnlaB. . '
Erstens ersicht man, d48 alle drei Kurven natriumhydroxyd.
haltiger Mischungen (Glykokoll - NaOH, Citrat + NaOH und Borat
- NaOH)bei der Ordinate 5, somit 5 com NaOH -5 ccm bzw, Gly-
kokoll, Citrat oder Borat entsprechend, einen Wendepunkt haben.
Unter der Ordinate 5 (d. h, den (emischen, welche an NaOH
am reichsten sind, entsprechend) laufen die drei Kurven neben-
einander her und fallen bald beinahe zusammen, weshalb auch
nur die Kurve der Glykokollmischungen gezeichnet ist. Die
‘Urs&che dieses Zusammenfallens der Kurven ist die, dafB die
Hydroxylionenkonzentration dieser Ldsungen se grof ist, dal}
die Hydrolyse der Natriumsalze von Glykokoll, Citronensiure
und Borsiure so gut wie vollstindig zuriickgedringt ist. Diese
Natriumsalze, welche pro Molekiil Glykokoll, Citronensdure und
Borsdure Dbzw. 1, 3 und 1 Atom Natrium enthalten, wirken
daher unter diessn Umstinden wie andere normale, nicht hydro-
lysierte Natriumsalze, z. B. Natriumchlorid, und die Hydroxyl-
i ionenkonzentration der. Lisung wird sozusagen ausschlieflich
j durch den UberschuB an Natriumhydroxyd bestimmt, wobei
jedoch die durch das anwesende Natriumesalz bedingte un-
vollsténdige elektrolytische Dissoziation desselben natiirlich nicht
aufler acht zu lassen ist,

Um diese Sachlage weiter zu erhellen, habe ich in Tab. VII
.die fiir eine Reihe Mischungen von 0,1 n-Natriumchloridlosung
(oder ein anderes nicht hydrolytisch spalthares Natriumsalz)
und 0,1 n-Natriumhydroxyd berechneten Konzentrationen der
Hydroxyl- und Wasserstoffionen zusammengestellt, indem der
Dissoziationsgrad stets gleich 0,841 gereohnet ist (siehe S. 163).
Die 2wei letzten Stibe der Tabelle enthalten teils den fiir diese

80 berechneten Wasserstoffionenexponenten dieser verdiinnten Salzsiuren
ap; das fiir S&uren zwischenliegender Konzentrationen geltende Py wird
durch graphische Interpolation gefunden:

0,1 n-Salusiure, py.=103; | 0,6n-Balzsiare, pg.=0,29,

0152 . =086 | 070 » =023,
02 n » » =074, | 0,8n » » ==0,18,
0,3 n " w =057 | 0,9n " » =014,
0,4 n " n =046, | 1,0n " : » ==0,104

0l5 n ” ” =0:a7o
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Lisangen berechneten Wasserstoffionenexponenten . (p'), teils den
fiir die entsprechenden Glykokollmischungen experimentell ge-
fundenen Wasserstoffionenexponenten (p).

 Tabelle VIL.

Vergleiche zwischen Mischungen von Natriumsalz des Glyko-

kolls und Losungen von Natriumhydroxyd einerseits und

von Natriumchlorid und Natriumhydroxydlésungen
andererseits. '

“Fir die entsprachende Mischung— Der expe-
von 0,1 n-Natriumehloridldsung | rimentetl
und 0,1n-Natriwmhydroxydldeung | gefundene

usammensetzun wird berechnet’ .| Wassor.
der ZGlyl:Eollmischuigen Hydroxyl-| Wasser- atoﬁxonex;-
| |y | s
A“‘Z’I‘!’{“mt ATk <0,841! 14, 14g ¢ kokolll-
. =10wg |- :.—.—‘;p' | sung?)
——eem g A N I
0 com Glykokoll-L10comNaOH . .| 0,1n 1,07, 13,08, 13,084
1 cem Glykokoll -+ 8 cem NaOH (= Gly-
kokollnatrium 1-8 ccm NaOH) . . . | 0,08n 1,17, 12,864 12,9%,
2com Glykokoll - 8 cem NaOH. (== Gly- )
kokollnatrium -{-6 cem NaOf) . . . | 0,06n 1,29, 12.84, 12,85,
3 com Glykokoll |- 7 cem NaQH (== Cily- ‘
kokollnatrium +4- 4 comNaOH) . ... | 0,04n 1,47, 12,66, 12,67,
4 com Glykokoll -+ 6 oom NaOH (=Gly-
kokollnatrivm -+ 2com NaOH) . . . [ 0,02n 1,77, 12,36, 12,39,

4,6 com Glykokoll L 6,5 cem NaOH
(= Glykokollnatrium - lecm NaOH)| 0,0ln 2,07, 12,08, 12,00,
4,9 cem Glykokoll 4- 5,1 cem NaOH
(==Glykokollnatrium4-0,2ccaNaOH) | 0,002n 2,15 11,38, 11,58,
5 oom Glykokoll - 5 nom NaQH (= Gly-
kokollnatrium -+ 0 com NaOH) . . nentral 7,07, 1,076 | 11,304

Die im grofen und ganzen schéne Ubereinstimmung der
Werte von p und p' zeigt, daB Glykokollmischungen, welche
einen nur eijnigermaBen bedoutenden UberschuB an Natrium-
hydroxyd enthalten, im wesentlichen als eine natriumhydroxyd-
haltige Losung eines normalen nicht hydrolysierten Natrium-
salzes aufzufassen sind.’) DaB die Hydrolyse nicht vollstindig

1) Vgl. Tabelle IT, zweiten Stab (8. 162).

%) Vgl. Tabelle IIT, lotzten Stab (S. 174).

3) Dz es in diesem Zusammenhang von Interease ist, das Verhalten
normaler Salze schwacher S#uren unter entaprechonden Umstdnden ken-
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zuriickgedriingt ist, zeigt sich dadurch, daB p durchgehends
otwas griSer als o' ist, was gewil nicht Versuqhsfehlern zu-

nen zu lernen, werde ich als Beispiel einige mit Carbonat- und Phosphat.
lsungen susgefiihrte Messungen hier anfiihren,

Von chlorid- und sulfatfreiem abgowdssertern Natriumocarbonat
(C. A, F, Kahlbaum) wurde des reine, wasserfreie Salz durch Erhitzen

"nach G, Lunge dargestellt; ein Gehalt an Hydroxyd oder Bicarbonat

konnte nicht nachgewiesen werden (siehe S. P. L. Sérensen und A. C.
Andersen: Zeitschr. £. analyt. Chem, 45, 220, 1906).

Fine 0,06 mol. Lsung dieses Balzes gab elektrometrisch gemessep
7=0,9049, was pg- == 11,39, entspricht. Setzt man die Dissoziations-
konstante decs Wassers = 10—1414, so wird die Hydroxylionenkonzen-
tration der gemessenen Lisung==10—275 gein, welches nach einer ein-
tachen Rechnung 3,569/, der Natriumoarbonatkonzentration entspricht.
Der 8o gefundene Hydrolysegrad des Natriumoarbonats stimmt gut mit
dem von K. Koelichen (Zeitschr. f. physikal. Chem. 33, 173, 1809)
mittels der Diacetonalkcholmethode gefundenen, ist aber nicht un-
bedeutend kleiner als der von J. Shields (Zeitsohr. f. physikal. Cher.
12, 175, 1893) mittels der Athylacetatmethode bestimmte Wert des Hydro-
lysegrads von Natriumoarbonatldsungen dhnlicher Stérke.

Die elektrometrisohe Messung eines Gemisches von ,9 com 0,05
mol. NayCOy— 1 com 0,1 n-NaOH", welches somit in bezug auf seinen
gesamten Nutriumgehalt 0,1n wer, gab a ==1,0855, py+ = 12.09; ent-
sprechend. Man sieht mithin, doB der Wasserstoffionenexponent dieser
Migchung wohl ein wenig hoher ist als der des Gemisches ,,9 ocm 0,1 n-
NaCl4-10om 0,1n-NaOH* (pg. == 12,08;; siche Tabelle VII), die Hydro-
lyse des Natriumcarbonats ist aber dooh o weit zurilokgedriingt, daf
nur wenig mehr als 19/, des Natriumoarbonats nooh hydrolysiert ist.

Tber das normale Natriumphosphat gibt J, Shields (1, ¢, 8. 181
u. 187) an, daB es in whfriger Ldsung vilig hydrolysxert sei, gomif
der Gleichung:

Na, PO, 4~ H,0 = Ns,HPO, -} NaOH;
dies Ergebnis stimmt aber nicht mit dem unsrigen.
Durch elektrometrische Messung der folgenden vier Gemische:
8) 9 com 0,05 mol. Ne,HPO,+1 cam 0,1n-NaOH

b) 68/3 » 0,08 , " +31/3 w 0ln »
c) 6 " 0l05 1 ” +4 ” ("ln ”
H2 , 005 , " +8 ., 0}n

wurde gefunden: '
8) i ==0,9860, pg- == 11,21¢; die entspr, OH'-Konzentr. 1,2 >< 103

b) x=1.0870 ,, ==1211; . " 0,5 >< 103
O) = 1,0490 y» = 12v327; ” ”» ” 16|4>< 10-38
d) x==1,0820 , =1289; ., ., " 574 >< 10—3

Wenn das normale Natriumphosphat in waBriger Losung vollstindig
bydrolysiert wiire, dasin miiten die hier besprochenen vier Lisungen
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zurechnen ist. Indes macht sich die Hydrolyse des Glykokoll-
natriums erst an solchen Gemischen stéirker geltend, welche
wie ,,4,9 com Glykokoll 4- 5,1 com NaOH'* nur einen ganz
kleinen UberschuB an Natriumhydroxyd enthalten.

Man mochte erwarten, da8 der andere Zweig der Glyko-
kollkurve einen #hnlichen Wendepunkt bei dem: Gemische
wb com Glykokoll + 5 cem HCI“ (der Verbindung von 'gleiche_n
Molekiil.n Glykokoll und Salzsiiure entsprechend) hatte; ein
solcher Wendepunkt 148t sich viellsicht eben wahrnehmen,
tritt aber jedenfalls nicht deutlich zutage. Die Ursache dazu

eine Hydroxylionenkonzentration haben, welche durch die ganze zu.
gegebene Menge Natriumhydroxyd unter Beriicksichtigung des gesamten
Natriumgehalts bestimmt wiirde. Da alle vier Lisungen auf Natrium
bozogen 0,1 n sind, so muB die Hydroxylionenkonzentration, wenn die
Voraussetzung richtig wire, 0,841 mal bzw. 0,01, 0,033, 0,04 und 0,08 be-
tragen, oder unders ausgedriiockt, 10--Smal bezw. 8,4, 28,0, 33,8 und 67,3.
Man sisht sogleich, da diese Zshlen weit grofler sind, als die oben an-
gefiihrten, experimentell gefundenen Werte der Hydroxylionenkonzen.
tration; die Hydrolyse ist mithin nicht vollstindig gewesen.
Uber die Grife des Hydrolysegrades gibt die folgende Berechnung

Auskunft:
Die gesamte OH'-Konzentration der 8 b ¢ d

untersuchten Ldsungen ist ., . 10—8 <12 9,6 154 574
OH’-Konzentration, herriihrend von

dem fiir die Bildung des normalen

Phosphats {iberschiissigen NaOH 10-3 <0 0 84 58,9
Also OH'-Konzentration (k) von der

Hydrolyse des normalen FPhos-

phats herrithrend . . .
OH'-Konzentration (K), wenn das

normale Phosphat vollstindig

hydrolysiert ware . . . . . l0-3><84 ' 280 252 84

13«12 95 7,0 0

k in 9/, von K ausgedriickt . . . 14 34 28 0
k in °/y der mol. Konzentration des _
normalen Phosphats ausgedriickt 12 29 23 0

Es hat sich somit hersusgestellt, daB die Hydrolyso am weitesten
vorgesohritten ist in der Lsung b, welobe sekundires Phosphat und
Natriumhydroxyd eben in dem Verb#ltnis enthillt, in welchem sie sich
unter Bildung des normalen Phosphats verbinden; allein auch in diesem
Falle ist nur etwa ein Drittel dieses Salzes hydrolysiert. ,Die Hydrolyse
konn durch Zusatz eines der Hydrolyseprodukte, sek. Phosphat oder
NaOH noch weiter zoriickgedringt werden, ja im Versuche d, wo der
UberschuBl an Natrinmhydroxyd ziemlich bedeutend ist, ist doa normale
Phosphat offenbar iberhaupt nioht hydrolysiert.
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ist in dem Umstand zu suchen, daB der saure Charakter des
Glykokolls stirker als der basisohe hervortritt.

Der andere Zweig der Citratkurven dagegen zeigt einen
deutlichen Wendepunkt beim Gemische ,,3,33cem Citrat -}~ 6,87cem
HCOI* (freier Citronensiure entsprechend), und die Boratenkurve
hat ebenfalls an ihrem zweiten Ast einen ausgesprochenen
Wendepunkt beim Gemische ,,5 com Borat - 5 cem HCI
(freier Borsdure ' entsprechend). In allen Boratmischungen,
weloche reicher an Salzsiiure sind, als die eben genannte, ist
die Borsiure fiir die Grife der Ionenkonzentration ganz be-
langlos, indem diese Grofe lediglich durch den Salzsénureijber-
schuf und das anwesende Natriumchlorid bedingt ig.

Es fﬁﬁge nur noch erlaubt sein, ein paar Bemerkungen iiber die
Umsténde zu machen, welche bei der Wahl der eben besprochenen
Standardlésungen fiic mich ausschlaggebend gewesen sind.

Schon in einer von Fr. Weis hier im Laboratorium aus-
gefilhrten, im Jahre 1902 vortffentlichten Arbeit?) iiber die
proteolytischen Enzyme des Malzes wurde auf die groSe Rolle
aufmerksam gemacht, weloche der Clehalt an Phosphaten bei
der Proteolyse spiclt. TInd zwar hat Weis in Ubereinstim-
mung mit den Angaben von A. Fernbach und L. Hubert?
gefunden, daf das proteolytische Verm&gen eines Malzauszuges
bei Zugabe von Sduren so lange gesteigert wird, bis das an-
wesende sekundire Phosphat vollkommen in primiires verwandelt
ist; durch weiteren Siurezusatz aber niramt das proteolytische Ver-
migen wieder ab. ¥ine Zugabe von Basen andererseits hemmt
die Proteolyse um so mehr, je grofSer die zugegebene Menge ist;
besonders aber zeigt sich die Hemmung, wenn mehr Base zu-
gesetzt wird, als notwendig ist, um das anwesende primiire
Phosphat in sekunddres zu verwandeln.

Eine Reihe von Versuchen iiher das proteolytische Enzym
der Hefe, welche von den Herren Ingenieur Fr. Petersen und
Chemiker P. R. Sollied hier im Lahoratorium in den Jahren
1902 und 1903 ausgefiihrt wurden, hatten ebenfalls gezeigt, dafl
die Menge der in den Versuchfliissigkeiten anwesenden priméiren

o B e e i e B b R T

1) Comptes rendus des travaux du Laboratoire de Carlsberg 5, 211
und Zeitachr. f. d. ges. Brauwesen 2§, 568, 1003.
%) Compt. rend. 181, 293, 1800. '
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und sekundiren Phosphate einen wesentlichen Einfluf auf die
Schnelligkeit der Proteolyse ausiibte.

Da man ferner aus den Untersuchungen Fernbachs?)
wufite, daB auch die l6sende Wirkung der Diastase Stiirke
gegeniiber von den anwesendcen Phosphaten abhiingig ist, indem
die priméren den ProzeB beschleunigten, die sekundiiren ihn
aber hemmten, war der Gedanke naheliegend, daBl man es hier
mit einer allgemeinen Wirkung der genannten Salzmischung zu
tun hatte.

Da es sich wohl kaum denken laft, daB primiire oder
sekundire Salze als solche enzymatische Prozesse beeinflussen
knnen, weder in der einen noch in der anderen Richtung,
mufl man also die Ursache der Bedeutung dieser Salze fiir die
Enzymspaltung anderswo suchen, und es liegh dann am nich-
sten, an die Wasserstoffionenkonzentration der Versuchsfliissig-
keit zu denken, fiir welche ja das gegenseitige Mengenverhiltnis
primiiren und sekundéren Phosphats ma8gebend ist, Wird eine
begrenszte Menge Siure oder Base zu einem solchen Phosphaten-
gemisch gegeben, so bewirkt das nur, daBl ein Teil des sekun.
déiren Salzes in priméres verwandelt wird oder umgekehrt; der
Gehalt der Losung an Waasserstoffionen wird aber nicht iiber
die dem primiiren bzw. dem sekundéren Phosphat entsprechende
Konzentration hinaus verschoben. Xin eolches Gemisch won
Phosphaten bietet somit einen natiirlichen Schutz gegen allzu
schroffe Anderungen der Ionenkonzentration, es wirkt — mit
einem von Fernbach und Hubert?) in diesem Zusammenhang
gebrauchten Bilde — wie ein Puffer?). '
mde ln Brasserie et de la Distillerie, 5 sept. 10 ot 25 oot. 1899;
Wochenschr, fiir Braverei 17, 84, 1900. Vgl auch die spiteren Arbeiten
von L. Maquenne und Eug. Roux iiber die Verzuckerung der Stirke
mittels Diastase (zusammentfassende Darstellung: Bull. Soo. Chim. Paris
[3] 35, T bie XV 1900 und Ann. Chim. et Phys. [8] 9, 178, 1008),

%) L o. 8. 295. :

%) Vgl. anch R. Hober, Beitrige 7 chem. Physiol, u. Pathol. 8,
528, 1908, sowie die nus den spdteren Johren stammenden Arbeiten:
G. Bertrand, Bull. S8oc. Chim. de France [4], 1, 1130, 1007; L. J.
Henderson, Amer. Journ. of Physiol. 16, 267; 21, 427 — L. J. Hen-
derson und Q. . Black, ibid. 18, 260; 21, 420. — G. W. Hall, ibid.
18, 283; die fiinf letzten Abhandlungen sind nach den Referaten im
Chem. Centralbl. 1906, 1, 1081; 1908, 1, 1190 und 1187; 1908, 2, 335 und
335 zitiert.
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Auch Gemische von normalen und esauren Carbonaten so-
woh! als saure Carbonate mit einem Uberschufi von Kohlen-
giure kbnnen als Puffer wirken und fungieren sicher auch oft
als solche, Fls wurde frither erwiihnt (siche 8, 184 Anm,), daB
eine 0,05 mol. L8sung von normalem Natriumcarbonat eine
Wasserstoffionenkonzentration hat, welche dem Wasserstotf-
jonenexponenten 11,39 entspricht. FEine 0,1 mol. Lgsung von
saurem Natriumcarbonat hat dagegen den Wasserstoffionen-
exponenten 8,40, und falls diese Lsung mit Kohlensdure ge--
sittigt wird, sinkt ihr pg- bis auf 6,8bis8,9'). Hieraus folgt,
wie es ein Blick auf die Hauptkurventafel zeigt, daf eine
kohlenshurechaltige Natriumcarbonatlisung als Puffer dienen
konnen wird fiir einen XKonzentrationsbereich, #hnlich dem-
jenigen, iiber welchen die Phosphatmischungen sich erstrecken,
aber etwas mehr nach der alkalischen Seite liegend.

Es gibt indessen einen enzymatisochen ProzeB — die Pepsin-
verdauung —, dessen optimale Wasserstoffionenkonzentration
ganz auferhalb des hier erwihnten Bersiches liegt. Bei diesem
ProzeB konnen deshalb weder Phosphate noch Carbonate als
Regulatoren benutzt werden; das Substrat selbat, der Proteinstoff

1) Solche stark kohlensiurchaltigen Flijssigkeiten wie die beiden
Istztgenannten lassen sich nioht elektrometrisoh messen (sishe nicheten
Abzohnitt S. 180); die hier angefiihrten Werte flir pg- sind colorimetriach
gefunden, _

0,1 mol. Losungen zweier verschiedenen Proben sauren Natrium-
oarbonats gaben bei colorimetrischer Messung mit Boratenmischungen
als Verglsichsfllissigkeiten und mit Tropiolin 000 Nr: 1 als Indicator
Py = 8,34 bis 8,45 und mit Phenolphtalein als Indicator py. = 8,39.

Nach Bittigung dieser Lisungen mit Kohlensiure bei Zimmertem-
peratur wurde gefunden, mit Phosphatmischungen als Vergleichsfilissig-
keit und mit

Rosolsdure als Yndicator. . ppy = 6,86
Neutralrot, . . . . . . = 6,82 und 6,00
Azolithmin . ., . ..., ; = 6,86

Dagegen zeigten reines, kohlensiiuregesittigies Wasser sowohl als
auch eine kohlensiuregesittigte Natriumehloridlgsung einen weit niedrigeren
Waaserstoffiousnexponenten, indem beide mit Methylorange als Indicator
und Citratenmischungen als Vergleichsflissigkeiten pg: == 4,08, und mit
Glykokoligemischen pg. = 4,00 gaben.

Das hier angefiihrte bestiitigt vollauf die in der schmen Arbeit
F, W. Kiiaters iber die Titrierung oarbonathaltiger Alkalilangen
Zeitsobr. f. anorgan. Chem,. 18, 127, 1897) geiuBerten Ansichten;
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und seine Speltungsprodukte, welche sowohl siure- als auch
basenbindend sind, dient hier als Puffer.

Handelt es sich nun um Darstellung von Vergleichsfliissig-
keiten, welche ihnliche Konzentrationen der Wasserstof{fionen
besitzen wie jeme, welche bei emzymatischen Prozessen eine
Rolle spielen, dann liegt der Gedanke sehr nahe, sich der von
der Natur als Puffer verwendeten Stoffe zu bedienen. Die
ersten von uns benutzten Vergleichsfliissigkeiten waren deshalb
die Phosphat- und die Glykokollmischungen, die letzteren,
weil das Glykokoll der einfachste und am leichtesten zu be-
schaffende Vertreter der Eiweifistoffe und ihrer Abbauprodukte
ist, Die Kurventafel zeigt beim ersten Blick, wie schon die
diesen Mischungen entsprechenden Kurven einander erginzen:
die Phosphatkurve beherrscht eben den Bereich, in welchem
die Glykokollkurve absolut unbrauchbar igt. Es ist kaum zu
bezweifeln, daf8 die tibrigen Abbauprodukte der Proteinstoffe,
wie auch die Proteinstoffe selbst, sich im wesentlichen in der-
selben Weiss wie das Glykokoll verhalten werden. Neutrale
Losungen dieser Stoffe werden demzufolge durch Zusatz selbst
von kleinen Mengen Sdure oder Base weit vom Neutralpunkte
(pr = 7,07) weggetrichen, es sei denn, daB die Losungen
Phosphate oder Carbouate enthalten, welche als Puffer Dienste .
leisten konmen.

Eine ndhere Betrachtung der Kurventafel lehrt indessen
beld, daB es wohl, wie oben erwdhnt, moglich ist, mittels
der Phosphat- und Glykokollmischungen Vergleichsflissigkeiten
fir den ganzen Konzentrationsbereich von 0,1n-HCl bis 0,1 n-
NaOH darzustellen, die Gestalt der Kurven aber zeigt, dall es
zwei Konzentrationsabschnitte gibt, nidmlich da, wo die Phos-
phatkurve endet und die Glykok.llkurve (mit HCl bzw. NeOH)
anfiéngt, in welchen ein Bedirfnis nach anderen Standard-
losungen sich fiihlbar macht. Da dieses Bediirfnis, wie es die
Rurventafel zeigt, bei dem einen Abschnitt (mit pp: = etwa 4)
besonders dringend ist, und da eben dieser Abachnitt fiir viele
Enzymspaltungen von ganz besonderem Interesse ist (siehe
8.266), so wurde es bald notwendig, die Phosphat- und Gly-
kokollmischungen durch neue Standardlésungen zu ergiinzen.
Unter den Losungen, die wir im Hinblick auf dieses Ziel unter-
suchten, haben wir die friiher erwahnten Citrat- und Borat-
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mischungen auserwihlt, und diese haben sich in jeder Be-
zieflung sehr gut bewihrt. '

Noch ist zu bemerken, dal auch Friedenthal und Salm
in ihren frilher erwihnten Arbeiten (siehe 8. 148} nach dem
Vorschlage von® Szilys Phosphatmischungen als Vergleichs-
‘fliissigkeiten gebraucht haben. Selbstverstidndlich beabsichtige
ich nicht, die Prioritit dieser ausgezeichneten Forscher in diesem
Punkt zu bestreiten, andererseits aber habe ich es auch nicht
unterlassen wollen, den Gedankenpang mitzuteilen, weloher fiir
mich bei der Wahl der Standardldsungen der leitende geo-
wesen ist.

o) Besondere F&lle, in welchen die elektrometrische
" Messung Schwierigkeiten bictet.

Sclbst wenn man bei Anwendung der hier beschriebenen
Versuchsanordnung sich im voraus vergewissert hat, daB die
benutzte Platin-Wasserstoffelektrode in jeder Beziehung normal
ist, gibt es doch Fille, wo die elektrometrische Messung mit
Schwierigkeiten verkniipft ist, weil die zu untersuchende Fliissig-
keit wihrend der Messung entweder selbst verindert wird oder
in, der einen oder der anderen Weise mit der Elektrode in
Wechselwirkung tritt, In diesem Abschnitte werde ich einige
Beispiele dieser Art anfithren.

1. Flissigkeiten, welche Kohlensdure oder Car-
bonate enthalten, lassen sich gewdhnlich nicht genau elektro-
metrisch messen, weil der Wasserstoff nach und nach einen
Teil der Kohlensdure austreibt, wodurch die Ionenkonzentration
eine andere wird. Nur dann, wenn die vorliegende Flissigkeit
so sauer ist, daB die gesamte Kohlensiure durch den Wasser-
stoff verjagt werden kann, ohne daB die Wasserstoffionenkon.
zentration sich dadurch merkbar andert, oder dann, wenn die
Fliissigkeit so alkalisch ist, daB gar keine Kohlensiure beim
Durchleiten von Wasserstoff ausgetricben wird, ist eine genaue
elektrometrische Messung durchfiihrbar.

So ist, wie frither erwihnt (S. 184 Anm.), eine 0,05 mol.
Lésung von normalem Natriumcarbonat elektrometrisch genau
meBbar, wogegen dasselbe mit einer 0,1 mol. Losung von Na-
triumbicarbonat nicht der Fall ist. Wihrend die colorimetrische
Messung der letztgenannten Lésung pg- = B,40 gab (S. 188
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Anm.}, war das Ergebnis der elektrometrischen Messung wie
folgt: Die Durchleitung des Wasserstoffs fing um 11 Uhr an,
die . Steigerung von sz trat besonders stark zutage von 11°
bis 11%%, zu welcher Zeit die genauen Ablesungen anfangen

konnten; es wurde dunn gefunden:
Zeit 7

Pr
1108 0,8120 8,22
111 0,8218 , 8,39
11 0,8283 8,50
1130 0,8341 8,60
1220 0,8476 8,84
130 0,8543 8,95
g0 0,8591 0,04
40 0,8682 9,19

Aus diesen Zahlen geht unzweideutig hervor, daB es un.
méglich ist, die Wasserstoffionenkonzentration einer Lisung wie
die vorliegende elektrometrisch zu bestimmen, und zwar weil
es ganz willkiirlich sein wiirde, den Wert pg' == 8,39 (nach
Wasserstoffdurchleitung wihrend 11 Minuten), welcher mit den
colorimetrisch gefundenen stimmt, zu wilhlen. Eher wiire der
etwas hohers Wert pg' = 8,60 zu akzeptieren, da wir bei
-unseren elektrometrischen Messungen gewdhnlich nach /; Stunde
Wasserstoffdurchleitung konstante Resultate bekommen. DaB
es sich bei diesem Versuche wirklich um eine Anderung der
Tonenkonzentration und nicht etwa um eine Vergiftung der
Elektrode handelt, wird zur Geniige bewiesen durch die colori-
metrische Messung der als Xlektrodenfliissigkeit benutzten Lisung.
Diese hat am Ende des Versuches mit Glykokollmischungen
.als Vergleichsfliissigkeiten und Phenolphtalein als Indicator
rr = 9,13 gegeben, .

Bei den im folgenden Hauptabschnitt B beschriebenen
Untersuchungen iiber die Brauchbarkeit verschiedener Indicatoren
fiir die colorimetrisohe Messung solcher Liosungen, wie die bei
enzymatischen Spaltungen vorkommenden, haben wir immer
diese eben genannte Fehlerquelle mit in Betracht ziehen miissen.
Ihretwegen haben wir immer die Losung, welche wir unter-
_suchen wollten, tags vorher zubereitet, und mittels Wagserstoff-
durchleitung iiber Nacht dafiir gesorgt, die eventuell anwesende

- Kohlensdure, welche sich durch diese Behandiung entfernen
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lieB, auszutrciben. Die so behandelte Losung wurde dann so-
woll clektrometrisch als auch colorimetrisch gemessen, und die Er-
gebnisse miteinander vergliohen, Und zwar nahmen wir keine
Riicksicht darauf, ob dic Wasserstoffdurchleitung vor der Messung
etwa die Ionenkonzentration der Lésung modifiziert hatte; wir
gingen nimlich von der, wenn auch nicht selbstverstindlichen,
dooh ziemlich wahrsoheinlichen Voraussetzung aus, dal die
Genauigkeit der colorimetrischen Messung ganz unabbéingig
davon sei, ob die Losung Kohlensdure enthilt oder nicht.?)
Bei eonzymatischen Untersuchungen kann man sich ge-
wohnlioh derart einrichten, daB man mit so gut wie kohlen-
sdurefreien Fliinsigkeiten arbeitet, was diese Fehlerquelle bei
der elektrometrischen Messung hinféllig macht. In anderen
Fillen — und zwar besonders dann, wenn es sich um eine
Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration in ,,nattirlichen’
Fliissigkeiten handelt — liegt die Sache oft bedeutend unglinstiger.
Eine einigermaBen kohlensiurehaltige Probe von Meerwasser
* z. B. JéBt sich nach dem oben beschriebenen elektrometrisohen
Verfahren nicht genau messen; man kann aber, wie oben ge-
sagt, die Kohlenséure austreiben und nachher durch Vergleichung
elektrometrischer und colorimetrischer Messungen die Genauig-
keit bestimmen, mit welcher Losungen, die eben das in der
Wasserprobe gegenwiirtige Salzgemisch enthalten, colorimetrisch
gemessen werden kénnen; danach kann man das Wasser selbst
oolorimetrisch messen und nitigenfalls das Ergebnis korrigieren.
Bin shnliches Verfahren 188t sich bei der Wasserstoffionen-
messung vieler kohlensiurehaltigen ,,physiologischen* Fliigsig-
keiten nioht anwenden. Blut z. B. ist natiirlich nicht colori-
metrisch zu messen, Plasma und Serum auch. nicht, weil es
_nicht -— wenigstens nicht bisher — méglich gewesen ist, In-
dicatoren zu finden, welche auch nur einigermaBen zuverldssige
Resultate geben konnten, wenn es sich um die Messung von
Fliissigkeiten, welche groBe Mengen genuiner Proteinstoffe ent-

1) In solohen Fillen, wo die Wasserstoffdurchleitung dis Ionen-
konzentration der Flitssigkeit so stark dndert, daB der fiir die mit Wasser-
stoff nicht behandelte Fliissigkeit brauchbare Indicator nicht mehr zu
verwenden ist, geniigt natiirlich ein Zusatz kleiner Mengen von einem
passenden Puffer oder auch nur von einer Siure, um die urspriingliche
Wasserstoffionenkonzentration wiederherzustelien,
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halten, handelt. In solchen Fillen muB man sich mit der
elektrometrischen Messung in etwas abgednderter Form aus-
helfen.?) Das Elektrodengefil wird beim Anfang des Versuches
mit der zu untersuchenden Flissigkeit ganz gefiillt und luft-
dicht verschlossen, wonach so viel Wasserstoff zugeleitet wird,
deB das Niveau im ElektrodengefiB bis zu einem bestimmten
Punkt sinkt, so daB ein Teil der Platinclektrode mit Wasserstoft
umgeben ist. Bei diesem Verfahren werden wesentliche Mengen
Kohlensiure nicht ausgetrieben; es dauert aber gewShnlich sehr
lange (6 bis 8 Stunden oder mehr), bis die elektromotorische
Kraft konatant wird.?)

2. Liegt zur Messung eine L&sung vor, deren
Wasserstoffionenkonzentration sich stetig #ndert, so
wird es begreiflicherweise unmdoglich sein, mittels der elektrometri-
schen Messung die Anfangskonzentration der Losung, d. h. die Was-
serstoffionenkonzentration derselben im Herstellungsaugenblicke,
zu bestimmen. Erst nach Einbringen der Lisung in den MeB-
spparat und etwa !/, Stunde Durchleiten von Wasserstoff werden
die Messungsergebnisse zuverliissig, und von nvn ab Lénnen
Anderungen des Gehalis an Wasserstoffionen messend verfolgt
_werden. Man kann dann entweder die Anfangskonzentration
durch graphische Extrapolation finden, oder, wenn dies sich
tun liBt, dieselbe oolorimetrisch herstellen. In solchen Fillen,
- wo es sich um die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration
gerade im Hemtellungsaugenblicke der Lésung handelt, bietet
die colorimetrische Methode viele Vorteile; auch hier aber wird
man durch eine passende Kombination der beiden Methoden
die besten Resultate erreichen. = Als Beispiel werde -ich die
Messung der Anderungen anfithren, welche die Wasserstoffionen-
konzentration eines passenden alkalischen Gemisches von Witte-
Pepton und Pankreatin bei Zimmertemperatur erfdhrt. Schon

1) Siehe u. a. Lsdnslaue v. Rhorer (Pfliigers Archiv 88, 586,
1901); G. Farkas (ibid. 08, 551, 1903); M. Pfaundler (Archxv tiir
Kinderheilkunde 41, 101, 1906); Fr. Tangl (Pfiigers Archiv 116, G4,
1906); Alex. 82ili(ibid. 116, 72 und 82, 1906); H. Benediot (ibid. 115, .
106,_ 1008); vgl. auch P. Fraenokel (ibid, 96, 801, 1903),

3) Laut der schtnen Untersuchungen Carlo Fohs (Archivio di -
Fisiologia 8, 383, 1006) ist das dooh nioh: der Fall mit platinierten und
nooh weniger mit palladiierten Goldelektroden, welche sogar seht schoell
ein bestimmtos Potential annehxsen. _

Biochemische Zeltachrift Band 21, 13
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in einer friiheren Abhandlung?) ist es bemerkt worden, daB die
Wasserstoffionenkanzentration einer solchen Losung sich stark
und ziemlich schnell &ndert auch bei gewéhnlicher Temperatur.

Die Messungsergebnisse sind sauf der Fig. 1 graphisch
dargestelll, Die Zeit in Minuten vom Augenblicke des Ver-
mischens ab ist als Ordinate, und der zu den verschiedenen

" Zeiten durch Messung ermittelte Wasserstoffionenexponent - als

Abszisse benutzt. Die von Herrn S. Palitzsch ausgefiibrten
clektrometrischen Messungen sind mit Punkten bezeichnet,
wihrend die von mir zu gleicher Zeit vorgenommenen colori-
metrischen Bestimmungen mit Punkten, welche von einem
kleinen Kreis umgeben sind, bezeichnet werden. Diese letzteren
sind mit Boratmischungen als Vergleichsfltissigkeiten und Phenol-
phtalein als Indicator ausgefiihrt worden.

—
a3
[—]

£

Die Zeit in Minuten.

2

€ay
=d

°
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' , Lo
84 85 86 81 68 & %0 1. 2 9%
Der Wasserstoffionenexponent p,;-.

» Fig. 1.
Es erhellt aus der Tafel, daB die stete XAnderung der
elektromotorischen Kraft nicht von irgend einem ¥ehler der

Elektrode oder von einer Unsicherheit der Methode {iberhanpt
herrithrt (vgl. 8. 156 und 8, 200), sondern von einer wirklichen

1) Diese Zeitschr. ?; 97, 1907,
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Anderung der Wasserstoffionenkonzentration; denn die .auf ganz
anderen Prinzipien fuBende colorimetrische Methode zeigt eine
ganz entsprechende fortgesetzte Anderung. Die Tafel zeigt
ebenfalls, daB der Wasserstofiionenexponent der Losung im
Augenblicke des Vermischens bedeutend grgBer als der durch
die elektrometrische Messung ermittelte Maximalwert (9,04)
gewesen ist, und es ist leicht zu ersehen, daB eine Extrapola-
tion iiber die elektrometrisch bestimmten Punkte hinaus etwa
denselben Wert der . Wasserstoffionenkonzentration im Ver-
mischungsaugenblicke geben wird, wie jenen (9,3 bis 9,4), welchen
die oolorimetrische Messung ergab.

Ohne im iibrigen auf Einzelheiten, welche auBer dem
Rabhmen dieser Abhandlung liegen, niher einzugehen, ist nur
zu bemerken, daB die Kurve, welche die Anderungen des
Wasserstoffionenexponenten darstellt, sich einer Geraden nihert,
ein Umstand, der darauf hindeutet, daB das Abnehmen des
Gehalts der Lisung an Hydroxylionen im wesentlichen wie ein
monomolekularer Proze verliuft.}) :

Schlieflich muB ich noch bemerken, daB die Ubereinstimmung
gwischen den elektrometrischen und den colorimetrischen Bestim-
mungen hier eine auBergewohnlich gute ist; meistens wird man,
wie es der folgende Hauptabschnitt B dartun wird, mit weniger
scharfen Indicatoren und bisweilen auch mit dem hier ange-
wandten vorziiglichen Indicator, Phenolphthalein, etwas griBere
Abweichungen bekommen,

3. Die Wirkung des Toluols bzw. des Chloroforms.
Es ist bei enzymatischen Untersuchungen iiblich, Losungen zu
verwenden, welche, um den Einfla der Bakterien zu ver-
hindern, mit Toluol, Chloroform oder dergleichen Antiseptica ge-
skttigh sind, Aus demselben Grunde stellten wir anfangs unsere
Btandardlésungen mit Toluol gesdttigt dar. Bisweilen, besonders
bei frisch platinierten Elektroden, zeigten sich indessen Schwie-
rigkeiten bei der Messung von Gemischen soloher tolnolgesittigten
Stendardlésungen, und zwar dauerte es oft sehr lange, bevor
die elektromotorische Kraft konstant wurde. FEine genauere

1) Vgl auch die jilngst publizierte Arbeit von T. Brailsford.
Robertson und C. L. A, Schmidt, Die Rolle des Alkalis bei der Ei-
weiBhydrolyse durch Trypnm (Journ. of Biolog. Chem. 5, 31), hier nach

Ohem. Centralbl, 1808, 2, 1267, referiert,
13+
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Untersuchung hat gezeigt, da8 frisch platinierte Elektroden
durch Toluol oder Chloroform stark beeinflult werden — und
gwar stirker, scheint es, in saurer als in alkalischer Fliissig- -
keit —, doch kann die Elektrode durch Einwirkung léungere
Zeit hindurch und durch wiederholten Gebrauch in mit Toluol
oder Chloroform gesattigten Fliissigkeiten nach und nach ihre

- Empfindlichkeit diesen Korpern gegeniiber verlieren — man

moohte sagen, daB sie gewissermaBen ,immunisiert” wird.
Die immunisierten Eleltroden gaben gewdhnlich beinshe richtige
Resultate, besonders wenn wir dafiir Sorge trugen, daf die
angewandten Standardldsungen nur wenig Toluol enthielten, so
daf dasselbe sich durch denWasserstoffstrom leicht und schuell aus-
treiben lie8. Einige Unsicherheit wurde indessen immer durch
dieses Verh@ltnis verursacht, und da wir andererseits fanden,
daB selbst eine reichliche Schimmelvegetation in den Standard-
l16sungen keinen mefBbaren EinfluB auf die Wasserstoffionenkon-
zentration derjenigen Vergleichsmischungen ausiibte, welche dem
ganzen, voll ausgezogenen Teilder Kurven (sicheS. 179) entsprachen,
%0 haben wir in den letzten paar Jahren ausschlieBlich mit toluol-
freien Standardlésungen gearbeitet. Die im vorhergehenden be-
sprochenen Messungen, auf welchen die Kurventafel fufit, sind
alle mittels toluolfreier Standardlésungen ausgefiihrt worden.
Ich mache auf dieses recht sonderbere Verhdltnis — von
dessen Ursache und Charakter ich keine zufriedenstellende Er-
klirung zn geben imstande bin — deshalb aufmerksam, weil
es meines Wissens bis jetzt noch unbekannt ist, daB diese all-
gemein gebrauchten Antiseptica eine Rolle bei elektrometrischen -
Messungen der Wasserstoffionenkonzentration spielen konnen.
Insbesondere bei dem oben erwithnten, abgeéinderten Verfahren

~ (siehe 8. 193), wo nur eine ganz geringfiigige Menge Wasser-

stoff zugeleitet wird und demzufolge so gut wie alles Toluol
oder Chloroform in der Fliissigkeit verbleibt, wird die hier er-
wihnte Tatsache zweifelsohne oft von Bedeutung sein.

- Um die Frage besser zu beleuchten, werde ich einzelne

- der susgefiihrten Versuche kurz beschreiben.

' Die Messungen wurden mittels des von uns' gewdhnlich benutzten
Apparates susgefithrt, nur war eine kleine mit Toluol oder Chloroform
beschickte Waschfiasche dem Elektrodengefs8 unmittelbar voraus ein.
geschaltet, nebst einer einfachen Zusammenstellung von T -Rdhren, ver-
bunden durch mit Schraubenquetschhibnen versehene Kautschukschliuche.



Enzymstudien. II, 197

Diese Anordnung ermdoglichte es, einerseits den ganzen Apparat, such
den Raum iiber dem 'Toluol bzw. Chloroform, beim Anfange des Ver-
suches mit Wasserstoff zu fiillen, andererseits wihrend des Versuches
entweder roinen Wasserstoff oder solohen mit Toluol oder Chloroform
beladenen durch die Elektrodenttiissigkeit streichen zu lassen.

Die Mischung ,,5 com Glykokoll + 5 cem HCI“ wurde unter Durch-
leiten reinen Wasserstoffs und Benutzung einer neuplatinierten Elektrode
gemessen, ‘Es wurde gefunden x == 0,4489, und =z blieb wihrend 11/,
Btunde beinshe konstant. Det Strom reinen Wasserstoffs wurde jotzt
unterbroohen und statt dessen mit Toluol beladener Wasserstoff durch-
geleitet. Schon nach dem Verlauf von 3 Minuten war ein deutliches
Sinken von z (3 bis 4 Millivolt) wahrzunebhmen, und dieses Sinken wurde
ziemlich regelmifBig, aber schwécher und schwiicher fortgesetzt, bis ein
Minimum (7 == 0,4202) nach 36 Minuten erreicht wurde. Dann fing =
wieder langsam zn steigen an, obgleich das Durchleiten toluolhaltigen
Wasserstoffs fortfubr; selbst nach dem Verlaufe zweier Stunden hatte =
sber nur den Wert 0,4308 erreicht. Es wurde nun reiner Wasserstoff
wieder durchgeleitet, was im Laufe von 2 Stunden ux suf 0, 4467 brachte,
gomit in die Nihe des urspriinglichen Wertoa,

Die Elektrode wurde tiber Nacht in reinem Wasser stehen gelassen
und dann fiir die Messung einer frisch bereitoten Portion desselben Gly-
kokollgemischea gebraucht. Es wurde gefundun, beinahe wie oben: x =
0,4491 konstant; bei Durchleiten toluolhaltigen Wasserstoffs fing = bald
zu sinken an und erreichte schon in 24 Minuten das Minimum, welches
diesmal nicht niedriger sls bei 0,4411 lag, Unter fortgesetztom .Durch-
leiten von toluolbeladenemn Wasserstoff stieg » im Laufe von 11/, Stun-
den bis auf 0,4435, und ein folgendes Durchleiten von reinom Wasserstoff
brachte es in 13/, Stunden wieder auf 0,4491.

Am nichsten Tag wurde der Versuch noohmals wiederholt. =« fiel
diesmal im Laufe von 20 Minuten von dem konstsnten Wert 0,4491 bis
zum Minimawert 0,4461, und stieg wieder unter Durchleiten tolucl-
haltigen Wasserstoffs wihrend 3 Stunden auf 0,4487, elso fast den nor-
melen Wert; bei nachfolgendem Durchleiten reinen Wasserstoffs stieg &
nur 1/, Millivolt, :

Bs erhellt deutlich aus diesem und aus mehreren #hnlichen Ver-
suohen, welche hier nicht im Einzelnen Erwihnung finden sollen, daB
die Elektrode sowohl withrend der einzelnen Messung, als such von Mes-
sung zu Mestung weniger und weniger empfindlich der Wirkung des
Toluols gegeniiber wird. Es ist ganz auffallerid, daB wir gar keine oder
nur eine HuBerst geringfiigige Wirkung des Toluols in alkalischer L3-
sung haben verspiiren konnen (wir haben das Glykokolgemisch ,,6 ocm
Glykokoll 4- 4 com NaQH“ verwendet), auch dann nicht, wenn die Elek-
troden peuplatiniert waren.

Chloroform iibt dagegen einen EmﬁuB auf die Elektrode, sowohl
in saurer, als auch in alkalischer Losung; doch war die Wirlnmg keines-
wegs auf alle Elektroden dieselbe.
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Als Beispisl einer der groferen Wirkungen werde ich einige Mes-
sungen der Mischung , 8 com Glykokoll |- 4 com NaOH* anfiihren. Unter
Anwendung einer neuplatinierten Eloktrode und reinen Wasserstoffs hat
dieses Gemisch den konstanten Wert = == 0,9219 gegeben; das Durch-
leilen chloroformbeladenen Wasserstoffs brachie das z zu stetem, aber
langsamem Sinken bis auf 0,016, wikrend 8 Stunden. Jetzt warde
wieder reiner Wasserstoff durchgeleitet, was = im Laufe oiner Stunde
wieder. anf 0,0121 brachte, und diessr Wert blieb unter fortgosetster
Durchleitung reinen Wasserstoffs wihrend 18 Stunden konstant,

Obgleich # somit weit davon entfernt war, den richtigen Wert er-
reicht zu haben, gab die Elektrode doch, nach Abspiilen in reinem Wasser,
bei der Messung des Gemisches ,5 com Qlykokoll 4- 6 cem HCI¥ den
richtigen Wert des x, niimlioh 0,4495; als aber chloroformbaltiger Wasser-
stoff jetzt durchgeleitet wurde, fiel » im Laufe einer Stunde bis auf
0,3582, um dann wihrend der niichsten 2 Stunden wieder auf .0,3826 za
steigen. Das nachfolgende Durchleiten reinen Wasserstoffs brachte den
Wert des » wihrend einer Stunde’ suf 0,4423, und dieser Wert wurde
durch weiteres Durchleiten von Wasserstoff wilbrend 20 Stunden nicht
gedndert. ’ ‘

4. Wird die zu untersuchende Ldsung durch die
vercinigte Einwirkung von Wasseratoff und Platin-
schwarz beeinfluBt, so liegt eine Anderung der Wasserstoff-
ionenkonzentration der Losurg, welche die elektrometrische
Messung unsicher oder gar unbrauchbar machen wiirde, auch
nicht auBer dem Bereich der Moglichkeiten. Noch schlimmer
liegt: die S8ache, wenn durch Behandlung der Lésung it Wasser-
stoff Korper, welche auf die Elektrode einen nachteiligen Ein-
flul haben, gebildet werden; ein Beispiel dieser Art wird jetat
Erwihnung finden,

 Das Erreichen konstanter Resultate bei der elektrometri-
schen Messung von Proteinstofflésungen sehr verschiedener Art
und Wasserstoffionenkonzentration ist gewthuolich nicht mit
groBerer Mithe verbunden gewesen (siehe S. 200). Nur bei ein
paar Versuchen mit HithnereiweiB, welches erst mit Natrium.
hydroxydldsung behandelt und nachher durch Salzsivre an-
gesiuert war, hat die elektrometrische Messung sich als eine
unbrauchbare erwiesen. Erstens wurde die Platinelektrode durch
die Losung, welche schwach nach Schwefelwasserstoff roch,
stark beeinfluBt, und zweitens fuhr die Fliissigkeit, auoh nach-
dem sie mittels eines Luft- oder Sauerstoffstroms von Schwefel-
wasserstoff vollig befreit war, fort, unter Einwirkung von Wasger-
stoff, und wenn die Elektrode in sie tauchte, kleine Mengen .
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von Schwefelwasserstoff zu entwickeln und die Elektrode merk-
bar zu beeinflussen; ohne die Gegenwart der letzteren dagegen
wurde durch Durchleiten von Wasserstoff ‘kein Schwefelwasser-
stoff gebildet.?) C

Wenn auch ein Fall wie det hier erwithnte sich nur sel-
tener ereignet, darf man es doch z. B. bei Herstellung pas-
sender Lésungen fiir enzymatisohe Spaltungen nicht unterlassen,
dieses Verhdltnis mit in Betracht zu ziehen, wenn man beab-
sichtigt, die Yonenkonzentration elektrometrisch ziz bestimmen.
Ich werde deshalb, sowie auch um einen Begriff von der Grofle
der in Rede stehenden Anderungen zu geben, einige Zahlen
aus einem der Versuche anfiihren.

Die fiir den Yersuch benutzte I.bsung wurde folgendermafen dar-
gestellt: 375 com 4%, iger Lésung von HithnereiweiB wurden mit 50 com
n-Natriumbydroxydissung bei 37° wihrend 8 Tage stehen gelassen
und nachher in allem 70 com n-Salzsiiure und 255 com Wusser zugegeben.
Es wurde ein Wasserstoifstrom iiber Naoht durch die Fliissigkeit ge--
leitet, der Geruch von Schwefolwasserstoff war aber mnooch
nioht véllig verschwunden, Die Fliissigkeit wurde filtriert und
sowohl colorimetrisch als auch elektrometrisch gemessen.

Die colorimetrische Messung hat pg. == 2,58 ergeben, indem alsVer.
gleichafllissigkeiten Qlykokollgemische und als Indicatorsn Methylviolett, .
Mauvein oder Gentianaviolett dienten — einige der wenigen Indicatoren,
welche in 'Lisungen, die groBere Mengen genuiner oder nur wenig ab-
gebsuter Proteine enthalten, einigermaBen brauchbar sind. :

Nach Wasserstoffdurchleitung wihrend 1/, Stunde wurde eine dem
Werte Py = 1,80 entsprechende elektromotorische Kraft gefunden, durch
fortgesetztes Durchleiten von Wasserstoff nahm dieselbe noch weiter ab,
dermaBen, daB sie nach 6 Stunden dem Werte py- == 1,25 entsprach und
nach weiterer Behandlung mit Wasserstoff wihrend 19 Stunden nur noch
einen py- = ca. 0,7 entsprechenden Wert betrug,

Durch den bel diesen Versuchen iibrig gebliebenen Teil der Eiwei-
16sung wurde ein Strom reiner, kohlensiurefreier Luft wihrend 3 Tage
geleitet, was den Geruoh nach Schwéfelwasserstoff vollstindig
zum Verschwinden brachte. Die colorimetrische Messung der so
behandelten Losung hat beinahe dasselbe Resultat wie oben gegeben;

* 1) Es scheint somit ein Zusammenhang zwisohen der Bildung von
Schwefelwasserstoff und anderseits der Einwirkung auf die Elektrode zu
bestehen; anderseits aber haben direkte Versuche uns gezeigt, daB wir
einer passend saueren Klektrodenfiissigkeit (wir benutzten dis Mischung
»8 com Glykokoll 4 2 com HCI) ziemlich reiohliche Mengen von Schwefel-
wasseratoff zufithren konnten, obne daB die Elektrode in wesentlichem
Gradé darunter hitt. o
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die eloktrometrische Messung dagegen hat naoh Wasserstofidurohleitung
wibrend 1/; Stunde pp. = 2,29 ergeben, einen Wert, welcher jedoch nicht
Lonstant war, indem er im Laufe von 3 Stunden allm‘alhlioh auf 2,06
fiel; die im Elektrodengefil befindliche Flissigkeit besafl
jetzt wieder einen deutlichen Geruoch nach Sohwefelwasser-
t,
ool Endlich wurde es versucht, Wasserstoff durch den Rest der ge-
lifteten, schwelelwassorstofffreien Eiweiflosung und von da durch eine
Losung von Blelacetat zu leiten; die letztgenannte Lisung wurde aber
von sinem Tsg bis zam anderen nicht geschwiirzt, Tauchte dagegen
wihrend des Durchleitens des Waasorstoffs eine der gewdhnlichen Platin- -
elektroden in die EiweiBlésung, dann wurde die Bleiacetatiosung in _
24 Stunden deutlich geschwarzt. ,
Es erhellt aus den in diesem Abschnitte angefiihrten Bei-

spielen, daB die elektrometrische Messung unter gewissen Um-
stinden nicht zuverlissig ist, und daB es demzufolge bei Plan-
legung und Ausfihrung enzymatischer Untersuchungen not-
wendig ist, die eben erwihnten Verhiiltnisse in Betracht zu
zishen, wenn man die Konzentration der Wasserstoffionen elektro-
metrisch zu ermitteln beabsiohtigt. Da die Unzuverldssigkeit
der Methode in den gesamten beschriebenen Fillen sich durch
eine stete Anderung der elektromotorischen Kraft der Ldsung
bemerkbar gemacht hat, so darf man sich auf eine elektro- :
metrische Messung nicht eher verlassen, bis wiederholte Mes- J
sungen in angemessenen Zwischenriumen dasselbe Resultat ge- ;
liefert haben. Es ist bei der Messung der komplizierten, oft

nur wonig gekannten Gemische, mit welchen man es bei vielen
enzymatischen Prozessen zu tun hat, kaum moglich, eine ebenso

groBe Genauigkeit zu erreichen, wie jene, mit welcher die oben
erwiahnten Vergleichsfliissigkeiten bestimmt sind. Bei un- -

seren Messungen proteinstoffhaltiger und &#hnlicher
Lésungen sind wir zufrieden gewesen, wenn die elek-
tromotorische Kraft im Laufe von etwal Stunde kon-

stant wurde und spédter wiahrend 2 bis 3 Stunden nur

1 bis 2 Millivolt variierte. Xch bin deshalb der Ansicht, da8

man bei einer elektrometrischen Messung, auoh wenn sie sonst

tadellos verliuft, in derartigen Fillen nicht mit einer gréBeren
- Genauigkeit als 1-3 Millivolt rechnen darf, was einem Fehler

vonca. 8 in der zweiten Dezimale des Wasserstoffionenexponenten
entspricht,

(Fortsetzung im niochaten Hefte.) . !
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