Beitrdge zur Analyse der Gefrierpunkterniedrigung
physiologischer Fliissigkeiten.

Il. Mitteilung.’)

Gefrierpunkterniedrigung von Suspensionen.
Von
Dr. Ernst Tezner, Assistent, und Johann Roska, Praktikant.

(Aus dem physiologischen Institut der K. Ung. Universitat zu Budapest.)
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1908.)

Die Kolloidchemie bezeichnet als Suspensionen alle hete-
rogenen, festflissigen Systeme, in denen die zwei Phasen zwar
gleichmaRig verteilt sind, die aber trotzdem als optisch inhomogen
erkannt werden konnen. Sie werden nach der TeilchengrofRe
klassifiziert. Die sogenannte «mechanische» Suspension wird
schon mit freiem Auge als solche erkannt .und ist mittels
Filtration leicht zu trennen. Von diesen mechanischen Suspen-
sionen gibt es jeden Ubergang zu den Kolloidlésungen, deren
Inhomogenitat sich nur mehr mit dem Ultramikroskop erweisen
lakt.  Selbstverstandlich sind hier scharfe Grenzen nicht auf-
zustellen. Lassen sich ja selbst die krvstalloiden Losungen
nicht prinzipiell von den vorigen trennen, seitdem es Calcar
und Lobry de Bruyn gelang, die Homogenitat solcher Lésungen
mit Hilfe der Zentrifugalkraft aufzuheben.

Trotz dieses allmahlichen Uberganges von den krystalloiden
Losungen wird eine mechanische Suspension in reinem Wasser
nie einen osmotischen Druck ausiiben. Derselbe ist ndmlich
an eine bestimmte physikalische oder chemische Reaktion
zwischen den Molekilen des Losungsmittels und dem suspen-
dierten Komplex gebunden, und diese Reaktion tritt nur bis
zu einer gewissen minimalen Teilchengrée auf. Die Grenze

') Die I. Mitteilung erschien in dieser Zeitschrift. Bd. UV, S. 95.1907.
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scheint hier bei den Kolloidlésungen mit gréfRerem Molekular-
gewicht — also weit unterhalb der mechanischen Suspensionen
— zu liegen. (Liebermann und Bugarszky, () Reid.(*))

Wenn also grobere suspendierte Teilchen an und fiir
sich keinen osmotischen Druck austben konnen, bleibt noch
eine Frage zu entscheiden: sind diese Teilchen — in eine
L6sung von bestimmtem osmotischen Druck gebracht —
imstande, diesen Druck zu beeinflussen? Dieser Frage
wollten wir experimentell néher treten. —

Bei der Auswahl der zu untersuchenden Suspensionen
wurden wir durch folgende Gesichtspunkte geleitet: 1. Um eine
feine, bestédndige Suspension zu erhalten, mufBten die Teilchen
ganz geringe Durchmesser und ein moglichst kleines spezi-
fisches Gewicht haben. 2. Sie mussen in der Grundlésung —
praktisch — unléslich sein. 3. Der suspendierte Stoff muf3 von
bekannter chemischer Konstitution und frei von Verunreinigungen
sein. Den zwei letzten Postulaten wurde in der Weise Geniige
getan, dal wir das moglichst reine Ausgangsmateriall) einer
weiteren Reinigung durch Ausschiitteln mit destilliertem Wasser
unterwarfen. Dies wurde bis zum vélligen Verschwinden der
CF- und SO”™-Reaktion im Waschwasser wiederholt. Als Kon-
trolle dienten Gefrierpunktbestimmungen in Suspensionen,
welche den fraglichen Stoff in destilliertem Wasser enthielten.
Die Depression muRte hier bei vollkommener Reinheit.== 0 sein,
was wir jedoch bei unseren Stoffen nicht erreichen konnten.

1 g Blutkohle in 30 ccm Wasser A = fr- 0,0014

1 > Mg-Silikat » 30» » A=* — 0,0008
1 * BaS04 > 30» » A= — 0,0019
1 * Casein * 30» » = — 0,0005

Die gefundenen minimalen Werte werden in den Versuchen
als Korrektion in Rechnung gebracht.

Bei den Gefrierpunktbestimmungen selbst hielten wir uns
genau an die Methodik, wie sie von einem von uns im ersten
Teil dieser Arbeit angegeben wurde (Tezner). (3) Als Grund-
I6sung dienten uns wasserige Fettsdureverdiinnungen, bei

") Es wurden auBer dem Griblersehen Casein nur Préparate der
Firma Merck (purissimum pro analysi) gebraucht.
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welchen wir grélRere Abweichungen in der angegebenen Rich-

tung erwarten konnten. Unsere Resultate finden sich in folgender
Tabelle zusammengestellt.

|. Tabelle.
Grundlosung . Heptylsaure.

Konzentration der Saure AS(uspension)  ~«(rundldsung)

A. Suspendiert: Casein.

ca. 0,001 norm. -f 0,0006
» 0,01 — 0,0032
» 0,01 — 0,0033

B. Suspendiert: Blutkohle.

ca. 0,001 norm. — 0,0011
» 0,003 » — 0,0050
» 0,0033 — 0,0045
» 0,004 ¢ — 0,0070
» 0,005 » — 0,0132
> 0,010 > — 0.0173
» 0,016 » — 0.0300

Wie die folgenden Versuche zeigen, wachst die in der
letzten Kolumne stehende Differenz auch mit der Menge'des
zugesetzten, suspendierten Stoffes. Wir suspendierten in 0,003
n-Heptylsaure :

g Blutkohle As — AG
0.01 — 0.0018
0,05 — 0.0020
0,1 — 0.0034
0,3 — 0,0050

Aus unseren Versuchen geht hervor, dall die Gefrier-
punkterniedrigung der Fettsaurewasserlosungen ab-
nimmt, wenn in der Losung feste Teilchen suspendiert
werden. Diese Abnahme ist um so auffallender, je
konzentrierter die Losung und je mehr suspendierte
Teilchen vorhanden sind. — Vor allem wollen wir uns
mit dem Vorzeichen der gefundenen Differenz beschéftigen. Wie
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kénnen wir die Verringerung der Gefrierpunkterniedrigung auf
Grund der bekannten physikalischen Eigenschaften der Suspen-
sionen erklaren?

Gibbs (4) und Thomson (5) kamen auf Grund thermo-
dynamischer Betrachtungen zu dem Schluf}, daR die Konzen-
tration homogener Loésungen nicht in deren ganzem Bereich
die gleiche sei. Ldsen wir einen Stoff auf, der die Oberflachen-
spannung des Losungsmittels verringert, so wird sich derselbe
in den oberflachlichen, sogenannten Grenzschichten in grof3erer
Konzentration anhdufen. Wird dagegen die Oberflachenspannung
des Solvens durch den aufgelosten Stoff erhoht, so tritt eine
Verarmung der Grenzschichten an gelostem Stoff ein. — Da
Fettsdauren die Oberflachenspannung des Wassers erheblich
herabsetzen (Traube, (6) Forch),(7) so ist nach dem vorigen
zu erwarten, daB sich die Fettsduremoleklle an der Grenze
festflissig ansammeln werden: es tritt Adsorption ein.l)
Die Adsorption in Fettsaurelosungen wurde von Freundlich!§)
direkt: experimentell nachgewiesen. Er bestimmte einfach die
Konzentration solcher Lésungen,, nachdem dieselben mit Kohlen-
pulver geschuttelt und dann durch Absetzen von diesem befreit
worden waren. Der Sauregehalt war immer geringer als in
der ursprunglichen Lésung. Zawidzki,(9) der der Frage auf
andere Weise naher trat, gelangte zu demselben Schluf.

Bringen wir nun eine solche Fettsaurelésung durch Sus-
pendieren feinster Teilchen mit einer ungeheueren festen Grenz-
flache in Berlhrung, so spielt sich die Adsorption auf dieser
ganzen Flache ab und ihre Wirkung wird mef3bar. Die Homo-
genitat der Losung wird merklich gestort — um jedes einzelne
feste Teilchen herum bildet sich ein konzentrierter Mantel
Dies bewirkt selbstverstandlich eine Abnahme der Konzentra-
tion in den 0Ubrigen Teilen der Lésung und dem entsprechend
eine Verringerung der Gefrierpunkterniedrigung.

In Suspensionen, deren Grundlésung eine — im Vergleich
zum Wasser —negative Oberflachenspannung besitzt, missen

> Fettsauren wahlten wir zu unseren Versuchen eben darum, weil
sie, besonders die mit zahlreichen Kohlenatomen, die Oberflachenspannung
des Wassers stark herabsetzen.
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wir also a priori eine kleinere Depression erwarten als
in der reinen Lo6sung. Unsere Resultate entsprechen tat-
séchlich dieser auf spekulativem Wege abgeleiteten Forderung,
so daB wir die Adsorption mit Recht zur Erklarung der
gefundenen Differenz in Anspruch nehmen kdnnen.

All dies bezieht sich auf Lésungen, deren Oberflachen-
spannung kleiner ist als die des Wassers, die also zur Ad-
sorption geeignet sind. Als Gegenprobe konnte der Fall dienen,
wo der aufgeloste Stoff die Oberflachenspannung des Ldsungs-
mittels erhoht. Wird in einer solchen Ldsung ein fester Stoff
suspendiert, so miissen wir nach dem vorher Gesagten erwarten,
daR die Konzentration in den Grenzschichten abnimmt. Uni
jedes suspendierte Teilchen herum wird sich ein Kugelmantel
bilden, der aus dinnerer Losung bestent. — Ho6here Werte
kann aber diese «negative Adsorption« nie erreichen, denn sie
ruft sofort einen im entgegengesetzten Sinn verlaufenden Pro-

hervor, der darin sie selbst zunichte macht Infolge des
Anwachsens der Oberflachenspannung sinkt die Konzentration
der Grenzschichten, dieses Absinken wieder zieht eine Ver-
ringerung der Oberflachenspannung nach sich, so dalR der ge-
liste «Stoff — wenigstens zum Teil — wieder an die Ober-
flache zurtckwandert, /wischen diesen zwei entgegengesetzten
Prozessen kommt schlieBlich ein Gleichgewicht zustande, so
daB wir in diesen Fallen gar keine oder nur ganz minimale
enegative Adsorptionswerte» erwarten kdnnen.

Die Verhéltnisse werden hier durch noch einen Umstand
kompliziert. Wir haben soeben gesehen, dal es keinen Stoff
gibt, der — geldst — die Oberflachenspannung seines Ldsungs-
mittels wesentlich erhéhen kann. Die negative Adsorption
macht dies unmoglich. Nun sind aber unsere Methoden zur
Bestimmung der Oberflachenspannung, wenn es sich um ge-
ringe Unterschiede handelt, nicht zu gebrauchen. Sind ja selbst
die Werte fur die meist untersuchten Flussigkeiten Wasser.
Quecksilber) nur auf 15—25% verldRlich. Losungen, deren
“'berflachenspannung die des Wassers wesentlich (bertreffen,
gibt es, wie gesagt, nicht, anderseits sind bei geringen Diffe-
renzen die MeBmethoden unverlaBlich. Hieraus folgt, dal es
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eigentlich keinen Stoff gibt, von dem wir mit voller Sicher-
heit behaupten kdnnten, dal} er geldst die Oberflachenspannung
des Wassers erhoht.

Unter den Stoffen, die hierbei doch — wenigstens mit
Wahrscheinlichkeit — in Betracht kommen, wahlten wir fiir
unsere Versuche die anorganischen Salze. Nach den Angaben
der alteren Forscher (Valson, Buliginski, Quincke, Volk*
mann, Bother(U))) erhdhen sie die Oberflachenspannung des
Wassers, wahrend EOtvos(0) sowie Klupathy(12) das gerade
Gegenteil behaupten. Neuerdings stellen sich Sentis(13) und
Forch(ll) wieder auf den alteren Standpunkt. Freundlich-
und vor ihm Lagergren(lb) stellten Versuche an, die Adsorp-
tion in diesen Losungen direkt zu bestimmen. Letzterer fand
nur bei den Chloriden eine geringe negative Adsorption, bei
allen Ubrigen Salzen aber erhielt er — zwar kleine — jedoch
immer positive Werte. Freundlich kam zu demselben Resul-
tat, doch fand er Uberhaupt nie negative Adsorption.

Die Frage der Beeinflussung der Oberflachenspannung
durch anorganische Salze ist also noch nicht gelost. Sicher
erscheint nur, daR diese Beeinflussung eine geringe ist — in
positiver oder negativer Richtung. Infolge dessen kann auch
die Adsorption nur geringe Werte annehmen. Der Unterschied
zwischen der Gefrierpunkterniedrigung der Stammlosung und
der Suspension kann auch kein grof3er sein. Dieser Erwarten?
entsprechen unsere Ergebnisse vollstandig.

Il. Tabelle.
Grundlusung . 0,04-norm.-NaCl.

Suspendiert ist Co — Afi
1.0 g BaSO4 — 0.0010
10> » — 0.0014
0.5 » Gasein — 0,0003
1.0 » > — 0,0015

02 * » — 0,0010
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Aus dem Vorzeichen der Differenz kdnnen wir nach dem
oben Gesagten zurick auf die Oberflachenspannung schliel3en.
Dieselbe erscheint demnach kleiner als die des Wassers und
bewirkt so die positive Adsorption, welche in den Werten der
letzten Kolumne zum Ausdruck kommt. Negative Adsorp-
tion fanden wir niemals, dagegen sind die positiven
Werte tatsachlich sehr gering.

Das Problem, mit welchem wir uns beschéaftigten, spielt
in der Physiologie eine ziemlich wichtige Rolle. Ein lieblings-
thenia der physiologischen Phvsikochemie, das Blut, ist ja nichts
anderes als eine Suspension roter Blutzellen inr Blutplasma.
Ind die absoluten Werte der gefundenen Abweichungen sind
so betrachtlich, dalR wir dieselben bei physiologischen Betrach-
tungen keinesfalls auf’er acht lassen dirfen.

Von groRter prinzipieller Wichtigkeit scheint uns die von
uns gefundene latsache, dal’ sich die Gefrierpunkterniedrigung
von Lésungen auch durch solche Zusatze andern kann, die die
osmotische Konzentration beinahe oder ganz unberihrt lassen.
>0 konnen z. B. minimale Fettsduremengen, wie sie durch die
physiologische Lipolyse im Blute abgespalten werden, die Ober-
flachenspannung und dadurch auch die Gefnerpunkterniedrigung
*les Blutes wesentlich verringern. Wir haben dann eine Ande-
rung in dem osmotischen Betriebe des Organismus vor uns, zu
«leren Erklarung die geringe Anderung in der osmotischen Kon-
zentration nicht mehr ausreicht. Wie immer, wenn wir ein
derartiges — hier nur vermeintliches — MiRverhéltnis zwischen
Ursache und Folge entdecken, waren wir vielleicht geneigt,
vitale Funktionen vorauszusetzen, wenn der Vorgang nicht auf
dem Umweg uber die Oberflachenenergie eine physikalische
Ldsung fande.

Bemerkenswert ist, dal sich mit der Gefrierpunkternie-
dngung auch die tbrigen coliigativen Eigenschaften dndern. So
werden wir z. B. in der Viskositdt des Blutes ganz ahnliche
Anderungen — auf unverhaltnisméaBig geringfligige Vorgange —

erwarten konnen.
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Wir wollen uns hier mit diesem Hinweis begnugen und
unser Interesse einer anderen der zahlreichen hierher gehdrigen
Fragen der Blutphysiologie zuwenden, welche dem hier behan-
delten Thema ziemlich nahe steht. Es ist dies der Zusammen-
hang zwischen der Gefrierpunkterniedrigung des Blutes und der
des Blutserums resp, Blutplasmas. Zwischen diesen Werten
muissen wir schon a priori eine Differenz erwarten, welche aber
nicht durch einen Unterschied in der osmotischen Konzentration
der Elektrolyte begrindet ist. Wir werden sogar im allgemeinen
aus der Gefrierpunkterniedrigung des Blutes nur mit Vorsicht
auf seine osmotische Konzentration folgern dirfen. Denn die
Verhaltnisse liegen hier — sowie bei der anderen, viel unter-
suchten Suspension des tierischen Organismus, bei der Milch —
so kompliziert, daR die mathematische Verwertung dieser Daten
auf bedeutende Schwierigkeiten stoft.

Die Grundflissigkeiten (Blutplasma, Magermilch) sind ndm-
lich Gemenge verschiedener organischer und anorganischer
Stoffe, welche die Oberflachenenergie der Losung in ganz ver-
schiedenem Male beeinflussen. Die Salze vermindern sie —
wie oben ausgefiihrt — nur wenig und ebenso verhalten sich
die Zucker (Forch, Freundlich). Intensiver wirken in dieser
Richtung die Eiweillstoffe (Metcalf)(16) und am starksten die
Fettsauren. Wir haben gesehen, daR der Gefrierpunkt in Sus-
pensionen eine Funktion auch der Oberflachenspannung ist.
welch letzterer Wert sich aus zahlreichen Komponenten zu-
sammensetzt. Die GroRRe der Differenz zwischen der Gefrier-
punkterniedrigung der Suspension (Blut, Milch) und der Grund-
flissigkeit (Plasma, Magermilch) wére also von der Konzentration
abhéangig, in welcher die verschiedenen Stoffe in der Grund-
I6sung enthalten sind. Auch wird die Menge der suspendierten
Teilchen (Blutkorper, Fettkiigelchen) einen recht bedeutenden
EinfluR auslben (siehe |. Tabelle, S. 497).

Die hierher gehorigen experimentellen Ergebnisse sind nicht
sehr zahlreich, trotzdem es sich hier um die theoretische Be-
grindung eines auch klinisch gebrauchlichen Verfahrens handelt,
denn der Kliniker folgert einfach aus der Gefrierpunktdepression
des Plasmas oder gar des Serums auf die osmotische Konzen*
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tration des Blutes. Hamburger!ll) fand keinen regelméRigen
Unterschied zwischen Blut und Serum, da er bei dem dama-
ligen Stande der Methodik mit einem Fehler von 0,0070» ar-
beiten muBte. Ahnlich verhélt es sich mit den Versuchen
Hedins.(>») Bemerkenswert ist, dal trotzdem beide Forscher
die Gefrierpunkterniedrigung des Serums in »/¢ der Falle groler
fanden, als die des Blutes. Es entsprache dies der Vorstellung,
die wir uns Uber die Wirkung der suspendierten Teilchen machten!
Gelost wird diese Frage durch die obigen Versuche nicht —,
auch wenn dieselben den hochsten Grad der Genauigkeit er-
reichten. In Hinsicht auf die Oberflachenspannung ist ja das
Serum dem eiweiRreicheren Plasma nicht gleichzustellen.

Noch komplizierter liegen die Verhéltnisse bei der Milch,
wo auch die vollstandige Entfernung der Fettkligelchen auf
Schwierigkeiten stof3t. Die diesbeziiglichen Untersuchungen be-
schréanken sich auf den Vergleich des Gefrierpunktes bei Voll-
milch, Magermilch und Sahne (Hamburger,!19) Hotz(‘«)). Die
Resultate sind widersprechend. —

All diese physiologischen Untersuchungen weisen unserer
Versuchstechnik gegenuber einen prinzipiellen Unterschied auf.
\\ir bestimmten den Gefrierpunkt einer Flissigkeit und dann
die Anderung desselben durch den Zusatz von festen Teilchen.
Die Physiologie dagegen gibt uns die fertige Suspension in die
Hand und wir missen die feste und flussige Phase erst von
einander trennen. Dies aber ist ein sehr eingreifender Vorgang,
welcher auf die Verteilung der gel6sten Substanz und so auch
auf den Gefrierpunkt Einflu? haben kann.

Von den verschiedenen Trennungsmethoden wollen wir
m folgendem das Filtrieren einer genaueren Untersuchung unter-
ziehen und wollen wir diese Frage zuerst theoretisch erortern.
Die Manipulation des Filtrierens an sich hat gar keinen EinfluR
auf die osmotische Konzentration reiner Losungen. Die Ad-
sorption, welche die Cellulosefaden des Filtrierpapiers ausiben,
ist jedenfalls sogering, dalR wir ihr durch Gefrierpunktbestim-
mungen nicht folgen konnen. Dies erhellt aus den von uns
angestellten Versuchen, in denen der Gefrierpunkt von unge-
fahr "/zs-NaCl-Loésungen vor (A) und nach dem Filtrieren (A |
bestimmt wurde. !
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A Al
O,im 0,1490
0,1561 0,1561

Ganz anders gestalten sich die Verhaltnisse, wenn nicht
reine Losungen filtriert werden, sondern Suspensionen. Mit
den festen Teilchen halten wir auf dem Filter etwas Flissig-
keit und zwar die Kugelméntel aus konzentrierterer Losung
zurtick, welche sieh als Folge der Adsorption um die festen
Partikel herum ausbildeten. Die Konzentration der durch den
Filter gehenden Losung wird hierdurch natdrlich verringert.l)
Dies ware nur dann nicht der Fall, wenn es geldnge, aus der
am Filter befindlichen Masse jede Spur der Lésung zu entfernen.
Die Gefrierpunkterniedrigung des Filtrats ware dann gleich der
der urspringlichen Losung, also gréRer, als die der Suspension.

Af = Ag > As

Eine so vollkommene Trennung ist aber unmdglich, so
dall das Filtrat einer Suspension immer weniger konzentriert
ist als die Suspension selbst. Die Gefrierpunkterniedrigung des
Filtrats ist also immer kleiner als die der reinen Ldsung, aus
welcher die Suspension hergestellt wurde.

Af < Ag

Bleibt das ganze Material der erwahnten Kugelmantel oder
noch mehr Flissigkeit am Filter, so ist die Gefrierpunkternie-
drigung des Filtrates gleich der der Suspension.

Af = As
Die beiden Grenzwerte von Af sind also Ag und
ASj von welchen aber Ag nie erreicht werden kann, da eben

die vollkommene Trennung der beiden Phasen unmdglich ist.
Ziehen wir nur die Suspension in Betracht, so kdnnen wir aus-
sprechen, daB die Gefrierpunkterniedrigung eines Sus-
pensionsfiltrates gleich oder groRRer ist als die der
Suspension selbst.

Af > As

‘) Da wir niemals negative Adsorption fanden, brauchen wir uns
mit dem entgegengesetzten Fall, der Bildung von diinneren Grenzschichten,
nicht zu-befassen.
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Diese theoretischen SchluRfolgerungen scheinen sich durch
unsere Resultate zu bestatigen.

1. Tabelle.

Suspendiert ist Grundlésung AN/

BaS04 0,U4-norm.-NacCl — 0.0005

» > 0,0006

4 » — 0,0017

Kohle » — 0,0008

> * / + 0

Talcum \ -r- 0,0018 '

» > -+ 0,0005

Casein 0,01-norm.-Heptylsaure -+ 0,0005

Wir sehen, dall die aus Suspensionen rein gewonnene
Grundldsung sich in osmotischer Hinsicht anders verhdlt, als
in der Suspension selbst. Die Unterschiede in der Konzentration
scheinen ganz betrachtlich zu sein.

Zusammenfassung.

1. Werden in einer Losung mit bestimmter Gefrierpunkter-
niedrigung feste Teilchen suspendiert, so zeigt die Suspension
eine Kkleinere Erniedrigung, als die reine Lésung.

Die Ursache dieser Differenz ist die Adsorption, welche
zu einer Ansammlung des gelosten Stoffes in den Grenzschichten
fihrt. Dies hat wieder eine Verarmung der Ubrigen Teile der
Suspension zur Folge.

Die GroRe der Adsorption hangt hauptsachlich von der
Oberflachenspannung ab, diese wieder von der Konzentration
der verschiedenen geldsten Stoffe — aber nicht im Verhaltnis
zu ihrer osmotischen Konzentration. Daraus erklart sich die
Tatsache, da in Suspensionen die Gefrierpunkternie-
drigung keine einfache Funktion der osmotischen Kon-
zentration ist.

Es ist daher verfehlt, aus der Gefrierpunkterniedrigung
des Blutes oder der Milch kurzerhand auf die osmotische Kon-

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XVI. 35
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zentration des Plasmas resp. der Magermilch folgern zu wollen
Ein geringer Zusatz eines gelisten Kolloides (ohne osmotischen
Druck z. B. Eiweil) wird genltgen, um bei gleichbleibender
osmotischer Konzentration die Depression zu verandern.

2. Negative Adsorption gibt es nicht.

3. Wird die feste und flussige Phase einer Suspension
durch Filtrieren getrennt, so ist die Gefrierpunkterniedrigung
des Filtrates gleich oder groRer als die der Suspension — je
nachdem die Filtration mehr oder weniger vollstdndig zu Ende
gefiihrt wurde.
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