Ober die Balloelektrisitftt amphoterer Stoffe.
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C. Christiansen und Johanne Christiansen.
Mit 6 Abbildungen im Text.

(Aus dem Institut fur allgemeine Pathologie in Kopenhagen.)
(Der Redaktion zagegangen am ). Juni ms.)

Die balloelektrische Untersuchung amphoterer Stoffe haben
wir in der Erwartung vorgenommen, dafl das eigentimliche
Verhalten dieser Stoffe Sduren und Basen gegeniber siph
durch charakteristische balloelektrische Kurven zeigen kdnnte.
G. Christiansen!) hat gefunden, dal} ein Elektrolyt in wali-
riger LOosung mit einem nicht leitenden Stoffe, z. B. Alkohol,
gemischt, einen sehr grof3en balloelektrischen Ausschlag gibt,
waéhrend die Stoffe fur sich allein unwirksam waren; ob eine
solche Mischung positiv oder negativ balloelektrisch ist, hangt
von dem Alkoholprozente ab, so dafl die Elektrizitat bei etwa
45 % Athylalkohol (entsprechend 1 Mol. Alkohol-j-4 Mol. Wasser)
von positiven zu negativen Werten schwingt. Die Deutung
dieser Kurven fir verschiedene Alkohole und Fettsduren hat
zu sehr interessanten zahlenmaliigen Verhaltnissen zwischen
Alkohol- bzw. Fettsdure-Molektlen und Wasser-Molekiilen ge-
flhrt*).

Es war daher — in Fortsetzung friherer Untersuchungen
von amphoteren Stoffen mittels anderer Methoden — inter-
essant zu untersuchen, welche neue Tatsachen die balloelek-
trische Methode entschleiern konnte, wenn man Elektrolyte

(Sauren oder Salze) mit den nicht leitenden Stoffen: Eiweild
. )
) C. Christiansen, Annal, d. Physik [4] Bd. 40, S. 107 (1918).

§) Johanne Christiansen, Zoitschr. f. physikalische Chemie
Bd. 92, S. 257 (1917).
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oder Aminosauren, zusammenmischte. Besonders interessiérten
uns Im voraus die Punkte, wo das Eiweild von Saure oder
Alkali eben neutralisiert war.

Diese Punkte sind bekanntlich dadurch erkennbar, daf
sie Viskositatsmaximal) darstellen, und weiter dadurch, daf
freie Salzsaure durch Gunzburgs Reaktion2) eben hier nach-
weisbar wird. Bei den einleitenden Versuchen wurden daher
auf denselben Ldsungen sowohl balloelektrische wie auch viskosi-
metrische und Gunzburg-Bestimmungen vorgenommen.

Serumalbumin.

Die erste Untersuchungsreihe wurde mit einem einen Monat
lang dialysierten Pferdeserum vorgenommen, und es zeigte
sich gleich, daRR der balloelektrische Ausschlag von der Wasser-
stoffionenkonzentration in hohem, Grade abhangig war, aber
In ganz anderer Weise, als wir im voraus erwartet hatten.
Die folgende Tabelle I zeigt eine Zusammenstellung der ballo-
elektrischen Werte mit Viskositat und Reaktion derselben LO-
sung. Vier Eiweillkonzentrationen wurden untersucht, namlich
0,48, 0,8, 1,6 und 2,4°/0 Serumalbumin. Die Viskositat wurde
bei 20° im Wasserbad mit einem Viskosimeter vom Wasser-
wert 32,0 Sek. bestimmt und ist in der Tabelle in Sekunden
angegeben. Sie wurde nur for die Konzentration 1,6% Ei-
weill bestimmt. Die Reaktion wurde nur grob mittels Kongo-
papier (K) bestimmt.

Positive Kongoreaktion bedeutet, dal der Wasserstoff-
ionenexponent <4,6, negative, dal} er >4,6 ist§). Ob freie
Salzsdure zugegen war oder nicht, wurde mittels Gunzburgs
Reagens (G) bestimmt. Die Balloelektrizitat wurde mittels der
von 0. Christiansend) friher angegebenen Methode bestimmit.
Vor und nach jeder Versuchsreihe wurde, wie in friheren

O W. Pauli und Handovski, Biocliem. Zeitschr. Bd. 18. S. 340
(1909).

9) Johanne Christiansen, Biochem.Zeitschr. Bd.47, S.226 (1912).

3) Johanne Christiansen, Biochem. Zeitschr.Bd.46,(3.37 (1912).

*) C. Christiansen, Aunal. d. Physik [4] Bd. 40, S. 107 (1913).
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Abhandlungen angegeben, immer der Ausschlag einer Kontrolle
losung bestimmt, weil bekanntlich die grole Empfindlichkeit
des Ballometers von vielen verschiedenen Faktoren, die nicht
Immer konstant gehalten werden konnen, den Vergleich ver-
schiedener Versuchsreihen erschwert. Der Ausschlag dieser
Kontrollosung, die aus gleichen Teilen, 2 mol. Alkohol und
"/,0-KCl, bestand, wurde als Einheit (aus praktischen Griinden
mit 50 multipliziert) angenommen, und die gefundenen Aus-
schldge anderer LOsungen im Verhaltnis zu dieser Einheit
reduziert.

In der ersten Kolonne der Tabelle ist fur jede Albumin-
konzentration die Salzsdurekonzentration der L6sung angegeben.
Weiter ist fur jede Albuminkonzentration die Balloelektrizitat
und die Reaktion auf Kongopapier oder mit Gunzburgs
Reagens aufgezeichnet. Fir die Konzentration 0,8% Serum-
aloumin sind auch drei Bestimmungen mit Salzzusatz und far
die Konzentration 1,6% Serumalbumin die Viskositatsbestim-
mungen aufgezeichnet.

Die Tabelle I und die zugehorende Fig. 1 zeigen, dal die
Balloelektrizitat, die anfénglich positiv ist, bei Zusatz von
ganz geringen Mengen Salzsaure erst bis 0 abnimmt, Hahn
negativ wird, ein Minimum erreicht, um darauf wieder all-
mahlich bis zu positiven Werten zu steigen.

Die Viskositat zeigt eine gleichférmig steigende Kurve,
die ein unscharfes Maximum bei dem Punkte erreicht, wo
freie Salzsaure eben auftritt, d. h., wo eben alles Eiweil3 mit
Salzsdure gesattigt ist. Von diesem Punkte ab beginnt die
Kurve langsam zu fallen.

Die Salzsaurekonzentration bei diesem Maximum ist 0,02 n;
die Normalitat des 1,6% Serumalbumins ist somit auch un-
gefahr 0,02 n, d. h. die MolektlgroRe des Serumalbumins ist
ein Multiplum von 16 : 0,02 = 800.

Diesem Viskositatsmaximum entsprechend ist keine Dis-
kontinuitat der balloelektrischen Kurve (Kurve 3 der Figur)
zu sehen; die grolien und so charakteristischen Schwankungen
der balloelektrischen Kurven liegen im ersten Anfang der
Kurven bei ganz unbedeutendem Saurezusatz und haben somit
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ZU tun.
Es war ein naheliegender Gedanke, dal} der isoelektrische

elektrizitat war. Die Reaktion auf Kongopapier war ein ganz
gutes Mittel, jene Vermutung zu prifen. Der Umschlag dieses

= 4,6, wahrend der isoelek-
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sohnl) ungefahr bei pH =4,7 liegt.

Wenn man die vier Kurven der Fig. 1, wo die Grenzen
des Kongoumschlages durch Kreuze angegeben sind, unter
diesem Gesichtspunkte betrachtet, sient man, dall der Um-

Ot

*) Michaelis nnd Davidsohn, Bioehern. Zeitschr. Bd. 33, S. 456
(1911).
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bzw. Kurve 3 und 4) in der Nahe des Minimums liegt, wahrend
er bel den beiden niedrigsten Konzentrationen (Kurve 1 und 2)
links davon gelegen ist.

Der isoelektrische Punkt, der, wie schon erwahnt, bei
etwas weniger saurer Reaktion als der Kongoumschlag liegt, kann
daher nicht mit dem Minimum der Ballogramme zusammen-
fallen. Dagegen ist es mit den Versuchen vereinbar, dald er
mit dem ersten Schnittpunkte der Kurven mit der Abscissen-
achse zusammenfallt, was auch theoretisch leichter zu begriinden
ware; der isoelektrische Punkt ist ja dadurch gekennzeichnet,
dafl3 ebensoviele positive wie negative Eiweil3ionen vorhanden
sind, und dal eine solche »Neutralitat* sich durch entsprechende
balloelektrische Neutralitat zeigen konnte, wa*e ja ein sehr
anziehender Gedanke.

Bei den spateren Versuchen mit Eieralbumin und Amino-
sauren haben wir daher unsere Aufmerksamkeit besonders auf
jenen Punkt gerichtet.

Eieralbumin.

Um mit ganz reinem Albumin arbeiten zu konnen, haben
wir uns an Professor S. P. L. SOrensen gewendet, der uns
freundlichst eine Portion seines reinen Eieralbumins tberlassen
hat. Der isoelektrische Punkt ist ja ndmlich unter anderem
dadurch eigentimlich, daR verschiedene Konzentrationen des
Ampholyten — aber nur, wenn dieser ganz rein ist — ganz
dieselbe Saurekonzentration fordern, um ihn zu erreichen.
Dies stimmte nicht fur Serumalbumin, was aus Fig. 1 ersicht-
lich ist. Die Abscisse bedeutete ja hier die Sdurekonzentration,
und man sieht, dal die ersten Schnittpunkte der vier Kurven
mit der Abscissenachse — die ja nach unserer Theorie den
Isoelektrischen Punkt darstellen sollten — an ganz verschie-
denen Stellen liegen.

Die Ursache kodnnte darin bestehen, dal} Unreinheiten des
dialysierten Serumalbumins je mehr Saure binden, je groler
die Albuminkonzentration ist, und die Versuche mit S. P. L,
Sorensens reinem Eiweil3 waren daher flr unsere Aufgabe
von grolier Bedeutung.



Uber die Balloelektrizitit amphoterer Stoffe. 13

Wir erhielten von dem Carlsberg Laboratorium die
Erlauterung, dal der Eiweil3prozent der uns uberlassenes)
Ldsung 4,48% (N% X 6,25) betrug und dal3 als einzige Un*
reinheit 11,64 « 10~3 Mol. (NH4), S04 vorhanden ware. Wir
haben diese Losung mit Wasser verdinnt und in den folgenden
sechs Konzentrationen balloelektrisch untersucht: 0,0179°/
0,0715%, 0,143%, 0,359%0, 0,718% und 1,79%0’Eiweil3!
Dieselben sind auf den Fig. 2 und 3 als Nr. 1—6 markiert:

Als Saure wurde Schwefelsaure gewahlt, weil diese Saure
zu den Wasserstoffionenkonzentrations-Bestimmungen auf dem
Carlsberg Laboratorium benutzt worden war.

Die Resultate sind in der Tabelle 2 und auf den Fig. 2—3
aufgezeichnet. Die Ordinate gibt die Balloelektrizitat an, die
Abscisse die Schwefelsaurekonzentration. Die Einheit der
Abscisse ist in Fig. 3 50mal kleiner als in Fig. 2, um die
Zeichnung der Kurven 4—6 in voller Ausdehnung zu erlauben.

Die Tabelle 2 und die Figuren 2—3 zeigen, dal3 alle sechs
Kurven ein deutliches Minimum haben, aber dieses Minimum
zeigt nur fur die vier am wenigsten konzentrierten LOsungen
balloelektrisch negative Werte. Die am niedrigsten gelegene
Kurve ist Nr. 2 (0,0715 % Eiweil3), die Kurven der hohereu
EiweilRkonzentrationen liegen entsprechend hoher, aber auch
Kurve Ni. 1, die der niedrigsten Eiweil3konzentration von,
allen (0,0179 %) entspricht, liegt hoher als sowohl Kurve Nr. 2
wie 3. Dies \erhalten ist bei balloelektrischen Versuchen
nicht selten: Hohe Konzentrationen des betreffenden Stoffes
geben flache Kurven, sehr verdinnte auch, indem sie sich dem
Verhalten des reinen Wassers nahern; die am meisten charak-
teristischen Bailogramme geben die dazwischenliegenden Kon-
zentrationen.

Die hier namentlich interessierende Frage war indessen,
ob der erste Schnittpunkt mit der Nullinie, der ja bei den
vorlaufigen Versuchen mit Serumalbumin als der vermutliche
isoelektrische Punkt diskutiert worden ist, bei derselben S&aure-
konzentration ftr die verschiedenen Eiweilskonzentrationen lag.
Die Kurven I-:T (Fig. 2) zeigen nun in der Tat diese Eigen-
tumlichkeit. Obgleich die Eiweil3konzentrationen 8fach varié
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und 9,2+ 10" n HaSO*. Was die dbrigen drei Kurven (Nr. 4
bis 6) betrifft, so liegt der Schnittpunkt der Kurve 4 zwi-
0 und 25; 10-6, kann aber mangels an Bestimmungen

mimmim



4,48 °/o Eiweill (Faktor 6,25).

S. P. L. Sorensens reines EiweiR: 0,5113 n N

Tabelle 1.
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nicht naher angegeben werden, und Kurven 5 und 6 schneiden
die Abscissenachse Uberhaupt nicht.

Das zweite charakteristische Kennzeichen des isoelektri-
schen Punktes besteht darin, dal er fur verschiedene Eiweil3-
konzentrationen bei derselben Wasserstoffionenkonzentration
liegt. Wir haben nicht selbst die Untersuchung der Wasser-
stoffionenkonzentrationen dieser Ldsungen vorgenommen, es
war aber mdoglich auf Grund der auf dem Carlsberg Labo-
ratorium ausgefihrten Messungen der Wasserstoffionen-
konzentrationen entsprechender (aber salzreicherer) Ldsungen,
dieselbe einiger unserer Ldsungen graphisch, wenn nicht genau,
so doch ungefadhr zu bestimmen. Die in dieser Weise mit An-
naherung gefundenen Werte fir pH finden sich in der Tabelle 2.

Es ergibt sich daraus, dald der erste Schnittpunkt der
Kurven mit der Abscissenachse fur 0,0715 % Eiweil3 in der
Nédhe von pH = 4,77 liegt, fur 0,143 % Eiweil} zwischen 4,7
und 4,85 und fir 0,359 % Eiweild zwischen 4,69 und 4,92.

S. P. L. SOrensenl) hat auf anderem Wege gefunden,
dal® der isoelektrische Punkt des reinen Eieraloumins bei pH
= 4,803 liegt, und auch die zweite Hauptbedingung, die der
Isoelektrische Punkt erftllen muf3, scheint demnach von dem
ersten Schnittpunkt erfullt zu sein.

Die Mdglichkeit, daR der isoelektrische Punkt amphoterer
Stoffe unter gewissen Bedingungen (starke Verdinnung und
absolute Reinheit der LoOsungen) balloelektrisch neutral ware,
— d. h. dal} amphotere Stoffe bei der Sdurekonzentration ihres
iIsoelektrischen Punktes wahrend des Spritzens ebensoviele
positive wie negative Elektrizitatstrager erzeugen —, war, an-
gesichts der noch unbekannten Theorie der Balloelektrizitét,
so interessant, dald wir es fur zweckmaRig hielten, auch Amino-
sauren nach diesem Gesichtspunkte zu untersuchen. Die Lage
des isoelektrischen Punktes ist bei vielen Aminosauren bekannt
und es war daher zu erwarten, dal} wir bei gleichzeitigen
Wasserstoffionenkonzentrations- und Balloelektrizitats-Bestim-
mungen interessante Resultate erlangen konnten.

*) Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet Bd. 12 (1915—17).
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Es zeigte sich indessen, dal} groRe und kaum ganz Uber-
windliche technische Schwierigkeiten mit solchen Unter-
suchungen verbunden waren, weil Ldsungen von Aminosauren
durch winzige Spuren von Unreinheiten balloelektrisch sehr
veranderlich waren: Beispielsweise steigt der balloelektrische
Ausschlag einer normalen Losung von Glycin durch einfache
Berihrung mit reinem Filtrierpapier von 5,5 auf 12,5. Diese
Losungen verhielten sich also ganz wie C. Christiansen))
es friher beim Wasser — das ja auch als ein amphoterer
Stoff aufgefalRt werden muR — nachgewiesen hat: Die Ballo-
elektrizitat von Leitfahigkeitswasser anderte sich (unter gleichen
Versuchsbedingungen wie oben fur Glycin) von 11,5 auf 20.
Eine Ldsung von n/l0 NaCl hingegen gab — wie Salzldsungen
tberhaupt — sowohl vor wie nach Beridhrung mit Filtrier-
papier ganz denselben balloelektrischen Ausschlag.

Weiter muliten wir dip folgenden Fehlerquellen in Be-
tracht ziehen: 1. die Kohlensaure der Luft, 2. die Glasalkalien,
3. das fur die Darstellung der LOosungen anzuwendende Wasser.

Es spielte ndmlich eine sehr grofRe Rolle, ob die Ldsungen
mit gewohnlichem destillierten Wasser, mit kohlensaurefreiem
destillierten Wasser oder mit ganz reinem Leitfahigkeitswasser
zubereitet worden waren, und aul’erdem zeigte es sich, daR
sowohl Balloelektrizitat wie Wasserstoffiouenkonzentration der
LOosungen sich beim Stehen in gewdhnlichen Reagensglasern
anderten, wahrend solche von Jenaglas die Ldsungen nicht
beeinflulten.

Bevor wir Uber diese Fehlerquellen Klarheit hatten,
muBten wir eine groRe Menge Versuche Kkassieren, und die
hier veroffentlichten sind alle mit den nun zu erwahnenden
Vorsichtsmalregeln ausgefiihrt worden.

Bei der Ldsung der reinen Stoffe wurde nie Filtrierpapier
angewaudt und das Wasser wurde zweimal destilliert, erstens
mit Schwefelsaure und Kaliumpermanganat, danach mit Baryt-
lauge und durch Silberréhre im Kihler. Es wurde dann auf-
gekocht und in dampfgereinigten Jenakolben mit zugehdrigen

" C. Christiansen, Annal, der Physik [4] Bd. 40, S. 111 (1913).
lloppe-Seylei’d Zeitschrift f. physiol. Cheiuie. CVII. 2
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Biretten aus Jenaglas kohlensaurefrei aufbewahrt. Die Leit-
fahigkeit dieses Wassers war 1+ 10*6.

Alle MeRkolben, Pipetten usw., die bei der Darstellung
und Aufbewahrung der Losungen zur Verwendung kamen,
waren aus Jenaglas.

Fur die balloelektrischen Versuche konstruierte C. Chri-
stiansen ein besonderes kleines Ballometer, vollstandig aus
Jenaglas und Platin bestehend und so eingerichtet, dal} die-
selbe L6sung wahrend der Untersuchung standig im Apparat
zirkulierte und nachher auf Wasserstoffionenkonzentration
untersucht werden konnte. Bei den gewdhnlichen Ballometern
geht namlich die LOosung verloren; es war aber angesichts der
erwahnten Fehlerquellen von der grof3ten Bedeutung, dal3 beide
Bestimmungen (auf Balloelektrizitat und Wasserstoffioneri-
konzentration) an derselben Ldsung ausgefiihrt werden konnten.

Fig. 4 zeigt den Apparat. Er war folgendermalien ein-
gerichtet: a ist das Spritzrohr, das in den groReren Behalter
B — der die mit dem Quadrantenelektrometer verbundene
Platinplatte p enthalt — eingeschmolzen ist. S ist der Schorn-
stein, durch den die abgespaltenen Elektrizitatstrager ent-
weichen. Durch das Rohr b wird die zu untersuchende LOsung
von dem durch a passierenden Luftstrom aufgesaugt und nach
dem Spritzen gegen die Platinplatte tropft sie wieder durch
das Rohr ¢ zurlck.

Das Reagensglas R ist aus Jenaglas und enthalt 10 ccm
der zu untersuchenden LdOsung. Kurze Zeit nach der ballo-
elektrischen Untersuchung wurde die kolorimetrische Wasser-
stoffionenkonzentrations-Bestimmung admodum S. P. L. Soren-
sen vorgenommen,.

Eine elektrometrische Wasserstoffionenkonzentrations-
Bestimmung war wegen der minimalen Leitfahigkeit der LO6-
sungen unmoglich auszufihren, und es war auch nicht ratsam,
Puffer oder Salze zuzusetzen, weil diese die Balloelektrizitat
der Losungen stark beeinflussen.

Die Ldsungen enthielten also — was wichtig zu erinnern
ISt — nur einen sehr verdinnten Ampbolyten und ganz ge-

ringe Mengen von Sauren oder Basen. Es ist daher klar, daf3
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bei der Arbeit die peinlichste Sorgfalt erforderlich war und
dald trotzdem UnregelmaRigkeiten in den Versuchsresultaten
kaum zu vermeiden waren.

Glycin wurde zuerst untersucht, wobei unsere Erwar-
tungen insofern getduscht wurden, als das Ballogramm von
ganz anderem Charakter als das der Eiweilistoffe war. Es
waren keine plotzlichen Schwingungen von positiver zu nega-
tiver Balloelektrizitat nachzuweisen und steigender Saurezusatz
gab nur eine allméhliche Herabsetzung der urspringlichen
positiven Balloelektrizitdt des neutralen Glycins, ungefahr wie

bei S&urezusatz zu Wasser. Die Versuche wurden mit den
folgenden Glycinverdiinnungen vorgenommen: n/i«oo> "Aoo»

D/to und B/a und mit den folgenden Sauren: Salzsaure, Essig-
saure, Phosphorsdure, Borsdure, aber es wurden keine Un-
regelmafigkeiten wahrgenommen.

Alanin wurde in funf verschiedenen Konzentrationen
und mit vier verschiedenen Sauren untersucht, verhielt sich
aber ganz wie Glycin.

R-Alanin erzeugte allein viel weniger Balloelektrizitat
als Glycin und Alanin, und nach Zusatz von Saure oder Base

wurde die entwickelte positive Balloelektrizitdtsmenge noch
kleiner.
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a-Aminobuttersaure war das nachste Glied in der
Reihe der neutralen Aminosauren, und das Bailogramm dieses
Stoffes ist, wie Fig. 5 zeigt, dem der Albuminstoffe senr ahn-
lich. Die Figur zeigt zwei Kurven, eine ziemlich ebene, die
die balloelektrischen Ausschlage von 0,01 n Aminobuttersaure
mit Zusatz von Salzsaure wiedergibt, und eine steilere, die die
Ausschlage von Ldésungen zeigen, die aul3erdem 0,2 n Alkohol
enthalten. Es wurde Alkohol zugesetzt, weil andere Unter-
suchungen von C. Christiansenl) gezeigt haben, dal entgegen-
gesetzt geladene Komplexe (hier positive und negative Amino-
buttersdure-lonen) bei Zusatz von Alkohol eine erhéhte positive
bzw. negative Balloelektrizitat zeigen. Es ware also zu er-
warten, dall nach Alkoholzisatz erkannt werden konnte, ob
die Losung bei dem balloelektrischen Neutralpunkt zwei ahn-
liche, aber verschieden geladene Komplexe -- was flr den
isoelektrischen Punkt charakteristisch ist — enthielt, oder ob
die Neutralitat durch zuféallige Umstande bedingt ware. Im
ersten Falle lag die Vermutung nahe, dal} die Wirkung des
Alkohols auf die zwei Komplexe gleich grol3 und entgegen-
gesetzt ware, so dal die Alkoholkurve einen Neutralpunkt an
derselben Stelle wie die alkoholfreie Kurve zeigte; im zweiten
Falle muR3te der Alkoholzusatz eine deutliche positive oder
negative Wirkung auch im Neutralpunkte der alkoholfreien
Ldsungen hervorbringen. Beispiele zum letzten Fall: 1. Eine
Losung von w32 NaCl in Wasser ist balloelektrisch neutral;
Zusatz von Alkohol bewirkt einen grol3en positiven Ausschlag.
2. Das Ballogramm von 0,002 n Leucin mit Salzsaure (siehe
Fig. 6) schneidet die Nullinie zum zweiten Male bei pH = 3,3.
Zusatz von Alkohol zu dieser LOsung gibt einen grof3en nega-
tiven Ausschlag.

Wenden wir wieder unsere Aufmerksamkeit der a-Amino-
buttersaure zu, dann sehen wir aus der Fig. 5, dal sowohl
die alkoholfreie wie die alkoholhaltige Kurve von 0,01 n
Aminobuttersaure die Nullinie bei pn = 4,6 schneiden. Die
Tabelle 3 zeigt auch die Resultate fir drei andere Konzen-

v C. Christiansen, Annalen der Physik [4] Bd. 51, S. 530 (1916;
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trationen. FUr 0,015 n Aminobuttersdure schneidet die alkohol-
freie Kurve die Nullinie bei pH = 5, die entsprechende alkohol-
haltige Kurve bei p» = 4,9. Fur 0,005 n Aminobutters&ure
schneidet die alkoholfreie Kurve die Nullinie bei pjf = 4,3, die
alkoholhaltige bei pH = 4,15. Die 0,002 n Aminobuttersaure ist
schon so stark verdunnt, dald sie sich sowohl mit wie ohne
Alkohol ungeféhr wie Wasser verhalt, d. h. die Balloelektrizitat
sinkt langsam unter Zusatz von S&ure und nahert sich erst
bei hoher Aciditat der Nullinie.

o ,Vr*wno istXtrtz-cutt*

Es ist interessant, diese 0,002 n Aminobuttersaure mit
»lern spater erwahnten 0,002 n Leucin zu vergleichen. Leucin
gibt auch in dieser groRen Verdinnung ein schines charak-
teristisches Ballogramm (Fig. 6) mit zwei Schnittpunkten der
Kurve mit der Abscissenachse, wahrend das Ballogramm der
Aminobuttersdure bei derselben Verdinnung wie eben erwahnt
demselben des reinen Wassers ganz ahnlich ist. Dieses ter-
schiedene Verhalten deutet an, daf} die Balloelektrizitat jedes
einzelnen Molekllkomplexes fur Leucin viel groRer als fir
Aminobuttersaure sein mul}; bel der letzteren ist die Ballo-
elektrizitat so gering, dal3 die positive Balloelektrizitat des
reinen Wassers eine storende Rolle spielen kann und wahr*
scheinlich die Ursache dazu ist, dal} der erste Schnittpunkt
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Tabelle 3. a-Aminobuttersaure

C. Christiansen und Johanne Christiansen,
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der Kurven mit der Nullinie fur die verschiedenen Konzen-
trationen bei etwas verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra-
tionen liegen (pn = 4,2 bis 5,0). Dall es sich trotzdem um
den isoelektrischen Punkt handelt, ist aus dem Griinde wahr-
scheinlich, weil die Schnittpunkte der alkoholfreien und alkohol-
haltigen Bailogramme mit der Nullinie ganz oder nahezu
zusammenfallen.

Auch Amino-iso-Buttersaure wurde (in den Konzen-
trationen 0,015 und 0,01 n) mit Salzsdurezusatz und mit und
ohne Alkohol untersucht. Die Kurven waren denen der
a-Aminobuttersaure sehr ahnlich. Die Schnittpunkte mit
der Nullinie lagen fur 0,015 n Amino-iso-Butters&ure bei
pH = 4,8 sowohl mit wie ohne Alkoholzusatz und fir 0,01 n
bei Pu =5 ohne, bei pH = 4,7 mit Alkoholzusatz.

Die Aminosaure mit 5 Kohlenstoffatomen, die Amino-
valeriansaure hatten wir in der normalen a-Form nicht
zur Verfigung. Dagegen haben wir mit a-Amino-iso-Valerian-
saure und mit 6-Aminovaleriansdure einige Versuche aus-
gefuhrt. Die erste von diesen Aminosauren zeigte Ballo-
gramme, die denen der Aminobuttersauren sehr ahnlich
waren (Schnittpunkt bei pH = 4,2 fir 0,01 n und bei pH=4,4
fur 0,015 n). Die Versuche mit S-Aminovalériansaure gaben
das Uberraschende Resultat, dal die Kurve ganz umgekehrt
war: Die reine Ampholytlosung war negativ statt positiv,
und bei Sdurezusatz wurde sie balloelektrisch positiv statt
negativ. Der Schnittpunkt lag bei pH = 6,5 sowohl mit wie
ohne Alkohol fur die Konzentration 0,01 n.

Von den Aminosauren mit 6 Kohlenstoffatomen hatten
wir sowohl n-Leucin wie auch das gewdhnliche Leucin
zur Verfigung. Sie gaben ganz &hnliche Kurven, und wir
haben daher, weil wir nur Uber eine sehr geringe Menge von
n-Leucin disponierten, fur die folgenden Versuche das gewohn-
liche Leucin benutzt, wovon uns so viel'zur Verfligung stand,
dall wir es durch wiederholte Umkristallisationen reinigen
konnten. Die Reinheit wurde mittels Schmelzpunktbestim-
mungen kontrolliert.

Fig. 6 (mit der Tabelle 4) zeigt die Bailogramme fur
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0,002 n Leucin mit Zusatz von Salzsdure oder Natronlauge.

in der Lo6sung vorhanden.

Man sieht aus der Figur, dal beide Kurven die Nullinie
In demselben Punkte schneiden, ndmlich bel pjj = 5,3. Bel
einer anderen Versuchsreihe mit 0,02n Leucin lag der Schnitt-
punkt bei pfl = 5,1. Versuche mit 5 anderen Leucinkon-

Lage

FtgC S a002f, L eucir»t
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des Schnittpunktes: 0,04 n Leucin, pH = 5,05; 0,02 n Leucin,
pH = 5,05; 0,015 n Leucin, pH = 5,15; 0,01 n Leucin zeigte
In einer Versuchsreihe pH =5, in einer anderen pH = 5,1.
In einer Versuchsreihe, wo statt Salzsdure Phosphorsaure
benutzt wurde, lag for 0,01 n Leucin der Neutralpunkt bei
Pu = 5,13.

Wenn Leucin mit Saure oder Base genau gesattigt ist,

elektrizitat. n/100-Leucin mit n/ioo~HCI gab z. B. den Aus-
schlag +13,4, und nfioo~Leucin mit n/100-NaOH —13,4. Bei
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Tabelle 4. 0,002 n Leucin.

| mit i
ohne Alkohol 0.2n Alkohol ohne Alkohol 02n rEIIlt(ohol
104:C,0 Ball. p, BaU. p, 1oacNaoH Ball o ogan |
0 |
19,4 6.2 415 M 0,5 17 7,45 43 7.45
0,2 | 75 55 23 5,5 1 16,6 7,9 475 7,9
03 , 04 54 78 55 2 14,4 8,4 48 8,4
04 -1,6 52 |-22 5,2 3 128 8,75 49 8,55
06 , -7,5 515 -19 5,2 4 10 885 48 8,8
0,8 -9,7 46 -23,4 455 10 22 916 47 9,16
1 ] -10,3 4,45 -22,8 445 20 -4,7 9,63 43 9,6
15 |-103 4 | -285 4 50 -7,8 >10 335 >10
6 . -2,5 353:-24 3,53 100 -5 27
—0,3 3,37 | —21 3,37 500 -1,5 31,2
10 $ 322 97 322 1

| | | 1 - |

Alkoholzusatz (0,5 n Alkohol) wurden beide Salze stark posi-
tiv balloelektrisch.

Vier Versuchsreihen mit 0,002 n Leucin und steigenden
Salzsaurekonzentrationen wurden unter Zusatz von verschie-
denen — fur jede Versuchsreihe konstanten — Natrium-
chloridmengen ausgefihrt. Je mehr Salz, je niedriger verlief
die Kurve, aber der Neutralpunkt blieb unverandert. FuUr
einen Zusatz von 0,001 n NaCl war der hochste Punkt der
Kurve 7 (ohne Salzzusatz: 19,4) und pK bei dem Schnittpunkte:-
5,1. FUr den Zusatz 0,002 n NaCl war der hochste Punkt
der Kurve 3,6, der Schnittpunkt bei pH = 6,1. Fir den Zu-
satz 0,004 n NaCl war der hochste Punkt 2,6, der Schnitt-
punkt pH — 5,15. FUr den Zusatz 0,01 n NaCl war der
hochste Punkt des Ballogramms 0,9, der Schnittpunkt lag*
bei Ph = 5,2.

Der isoelektrische Punkt des Leucins liegt bei pfl == 6,06l),
wéhrend der hier erwdhnte Punkt bei pj, = c. 52 ge-
legen ist.  Nichtsdestoweniger handelt es sich hier wahr-
scheinlich auch um den isoelektrischen Punkt. Dieser Schnitt-
punkt ist ndmlich fur Leucin absolut charakteristisch, da er

J) Zeitschr. f. physikalische Chemie Bd. 54, 8. 532 (1906).
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fur verschiedene Leucinkonzentrationen und verschiedene
Sauren und auch bei Zusatz von Alkohol oder Salz dieselbe
Lage hat. Weiter haben die Ldsungen auf beiden Seiten
dieses Punktes entgegengesetzte elektrische Eigenschaften.
Der Grund dafir, dald der pH des Schnittpunktes bei 5,2 statt 6
liegt, kdonnte vielleicht darin liegen, daR der Zusatz des In-
dikatortropfchens eine konstante Anderung in der Wasser-
stoffionenkonzentration der Ldsungen hervorbrachte, well ja
diese stark verdinnt sind und gar keine Puffern enthalten.

Von anders konstituierten Aminosauren wurden folgende
untersucht:

Phenylalanin wurde in der Konzentration 0,01 n mit
Salzsaure untersucht. Dié Kurve zeigte einen &hnlichen Ver-
lauf wie die des Leucins. Der ,isoelektrische Punkt® lag
bei pH = 4,33 (theoretisch: 4,5)!).

Kakodylsauregabin 0,01 n Ldésung mit Salzsaure
einen ,isoelektrischen Punkt* bei pH = 3,85 (theoretisch
Pu = 3,92). Das Bailogramm zeigte verschiedene Eigentiim-
lichkeiten, die weitere Untersuchung verdienen. Namentlich
verdient die Tatsache Aufmerksamkeit, dal Alkoholzusatz
sowohl vor wie nach dem ,isoelektrischen Punkt® positiven
Ausschlag verursachte. Ein Minimum des Alkohol-Ballo-
gramms lag bei pH = 3,85.

Theobromin iwurde in 3 Konzentrationen untersucht,
namlich 0,0017, 0,005 und 0,01 n. Fur alle 3 Konzentrationen
lag der ,,isoelektrischePunkt* bei Salzsaurezusatz bei pH=4,05,
d. h. ziemlich weit von dem theoretischen pjj dieses Punktes
(5,2), aber sehr nahe bei dem von L. Michaelis und H. Da-
vidsohn3) gefundenen Kristallisationsoptimum fir Theo-
bromin (bei pH = 4). Alkoholzusatz gab ganz wie bei Kako-
dylsdure positiven Ausschlag sowohl wvor wie nach dem
Schnittpunkte der alkoholfreien Kurve. Fur alle 3 Theo-
brominkonzentrationen zeigten die Alkohol-Ballogramme ein
Minimum bei pH = 4.

*) Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 250 (1912).
*) Zeitschr. f. physikalische Chemie Bd. 54. S. 532 (1906).
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 143 (1910).
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Theophyllin wurde in den Konzentrationen 0,01 und
0,005 n untersucht und zeigte ganz wie Theobromin einen
»isoelektrischen Punkt® der alkoholfreien Kurven bei pH = 4
und ein positiv gelegenes Minimum der Alkohol-Ballogramme
auch bei pH = 4.

0,01 n Asparaginsaure, 0,01n Glutaminsaure,
0,025 n a-Amino-Adiphinsaure und 0,025n Lysiil-
chlorid wurden untersucht, gaben aber gar keinen ballo-
elektruchen Ausschlag.

0,01 n Asparagin, 0,01 n Serin und 0,01 n a-Amin.o-
o-oxy-Valeriansaure gaben Ballogramme, die denen
von Glycin oder Alanin sehr &hnlich waren.

Acetoxim endlich zeigte sehr eigentimliche ballo-
elektrische Verhéltnisse, die mit den Ballograrnmen der Ubrigen
hier erwahnten Stoffe nichts gemeinsam hatten.

Diskussion der Versuchsergebnisse.

Das wichtigste Resultat dieser Untersuchungen ist, dal
der isoelektrische Punkt einiger Ampholyten (z, B. Albumin,
Leucin etc.) auch iso-balloelektrisch ist, d. h. dal} die be-
treffende LOsung bei der Wasserstoffionenkonzentration des
Isoelektrischen Punktes gleich viele positive und negative Elek-
trizitatstrager beim Spritzen an die Luft abgeben..

Andere Ampholyte dagegen (z. B. Glycin, Alanin) zeigen
keinen iso-baUoelektrischen Punkt.

Man mufld daher annehmen, dal} einige Ampholytionen
balloelektrisch wirksam sind, andere dagegen nicht, und, es
ist wahrscheinlich, da dieser Unterschied mit der Hydra-
tisation der lonen Zusammenhang hat: Erstens geht es
namlich aus friheren Untersuchungen hervorl), dal die
Hydratisierung von Alkoholen und Fettsauren eigentiimliche
balloelektrische Kurven bedingen, und zweitens hat man aus
den bekannten Untersuchungen W. Paulis erfahren, dal} Ei-
weild — fur welches ja ein schones Zusammenfallen des iso-
elektrischen mit dem iso-balloelektrischen Punkten nach-
gewiesen wurde — sehr stark hydratisierte lonen hat.

¥ Zeitsclir. f. physikalische Chemie Bd. 92. S. 257 (1917).
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Wenn man annehmen darf, dal diese Hydratisierung
innerhalb derselben homologen Reihe mit dem Molekilgewicht
zunimmt — analog der Hydratbildung der Alkohole und Fett-
sauren —, wird es verstandlich, dal} Glycin- und Alanin-
lonen balloelektrisch unwirksam sind, wahrend Aminobutter-

saure, Aminovaleriansaure und Leucin iso-balloelektrische
Punkte zeigenl).

Nachschrift von Johanne Christiansen.

Die Versuche dieser Abhandlung wurden schon 1914 von
meinem Vater und mir gemeinsam ausgefuhrt. Die Arbeit
wurde damals vorlaufig beiseite gelegt, weil andere Aufgaben
sich aufdrangten, durch welche wir hofften, auch {ber diese
Versuche groRere Klarheit zu gewinnen. Weiter hoffte mein
Vater an Hand des von ihm 1916—17 konstruierten Konden-
sator-Ballometers die Versuche mit den Ampholyten auf
breiterer Basis spater wieder aufnehmen zu konnen. Durch
den Tod meines Vaters 1917 wurde die Ausfiuhrung dieser
Plane gehindert, und ich habe es daher als richtig angesehen,
die Versuchsergebnisse von damais zusammenzu”tellen und
mit kurzen Erlauterungen zu versehen.

Obwohl unvollkommen und schwer zu erkléaren, sind sie
doch hoffentlich gentigend interessant, um andere Forscher zu
weiteren halloelektrischen Untersuchungen dieser Stoffe an-
regen zu konnen.

Die Versuche sind im Institute fir allgemeine Pathologie
ausgefihrt worden. Wir sind dem Leiter dieses Institutes,
Professor C. J, Salomonsen, wie auch dem Leiter des
Carlsberg Laboratoriums, Professor S, P. L. SGrensen, und
Assistent S. Palitzsch zu groRem Dank verpflichtet.

*) Fur diese Diskussion bin naturlich ich allein verantwortlich.
Mein Vater war mit mir in der Auffassung des iso-balloelektrischen
Punktes als der isoelektrische Punkt, wie auch in der Hydratbildung der
Alkohole und Fettsduren ganz einig. Inwieweit er auch die Hydrati-
sierung der Aminosaure-lonen als Erklarung der Ballogramme annehmen
wollte, weild ich dagegen nicht. Johanne Christiansen.



