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EinfluB der
Temperatur auf die aktuelle Reaktion des Blutes.

Von
José M de Corral.

{Aus dem physiologischen Institut der,,Junta para Ampliacién de Estudios®,
Madrid.)

(Eingegangen am 5. Februar 1921.)

In reinen Sdurelésungen weist die Konzentration in Ionen H'
[H], d. h. ihre aktuelle Reaktion, fast keine Verinderung mit der
Temperatur auf. Es ist allgemein bekannt, dal die Temperatur
die Dissoziationskonstante der Sduren nur sehr wenig beeinfluBt,
was seinen Grund darin hat, daB deren Ionisationswirme auBer-
gewohnlich gering ist. Der Temperaturkoeffizient dieser Kon-
stante ist zwischen 8° und 40° fast 0. )

In Essigsiure z. B. erreicht die Dissoziationskonstante bei den ver-

schiedenen Temperaturen und nach den klassischen Bestimmungen von
Lund én folgende!) Werte:

Temperatur k
8° 1,81, 10-°
10° 1,81,-10°5
15° 1,84;-10°3
35° 1,84,-10°5
40° 1,79,-10"5

Der Temperaturkoeffizient der Aminosiuren ist etwas hoher.

Dasselbe hat Henderson?) fiir die erste Dissoziationskonstante
der Kohlensiure festgestellt. Ausgehend von dem von Thomson an-
gegebenen jonischen Wirmegrad dieser Siure, berechnet Henderson
die Konstante bei 38° um 379, héher als bei 18°. Die Kohlensiure wiirde
bei 38° stiarker sein als bei 18°; jedoch glauben Michaelis, Davidoff?)
und Ronat) bewiesen zu haben, daB der Temperaturkoeffizient dieser
Konstante zwischen 18° und 38° ebenfalls in praxi Null gleichkommt.

!) Lundén, Zeitschr. f. physikal. Chemie 54, 532. 1908.

) Henderson, Ergebn. d. Physiol. von Asherund S piro 8, 296. 1809.
3) Michaelis und Davidoff, diese Zeitschr. 46, 131. 1912.

4) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 47, 182. 1914.
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2 José Ms de Corral:

Obgleich in den Séurelésungen die [H'], durch die Temperatur
nicht erhéht wird, verindert sich jedoch die Hydroxilionen-
konzentration [OH'], also ihre aktuelle Alkalinitit, da bekannt-
lich die Dissoziationskonstante des Wassers durch die Temperatur
groBe Verinderungen erleidet!), und &k, = [H]-[OH].

So gab z. B. eine 0,01 n-HCI:

[OH] = 7,610~ 13 bei 18°,
[OH'] = 3,6 - 10~ 13 bei 38°.

Sie ist folglich alkalischer bei 38° als bei 18°, wiahrend die aktuelle
Aciditit die gleiche bleibt.

Bei alkalischen Losungen ist Entsprechendes zu beobachten.
Die Dissoziationskonstante wechselt nur wenig unter dem Einflu8
der Temperatur, und deswegen verindert sie auch nicht ihre
[OH']; sie éndert dagegen ihre aktuelle Aciditiat [H'].

Z. B. wird 0,1 n-NH, die gleiche [OH'] bei 18° wie bei 38° haben;

e3 betriigt ihre [H'] bei 18°, 5,4- 10~ 12, bei 38° aber 2,5- 10~ 1L Es ist
also bei 38° NH, saurer als bei 18°.
" Bei Anwendung der urspriinglichen elektrometrischen Me-
thoden erhielt man (Frinkel, Farkas sowie Michaelis und
Rona) fiir Blut die gleiche [H'] bei 18° — Zimmertemperatur —
als bei 38° — Kérpertemperatur. Und zu gleichen Resultaten ge-
langte Henderson durch theoretische Betrachtungen.

Die [OH'] des Blutes dagegen wiirde sich mit der Temperatur
vermehren; sie wiirde bei 38° stirker sein als bei 18°, und was
noch von grioBerer Bedeutung ist: sie wiirde sich bei Fieber-
temperatur noch mehr erhohen. Bottazzi wies darauf hin, da8
dies die Erhohung der Oxydationen, die bei Fieber vorhanden
sind, erkliren kdnnte, wenn, wie wahrscheinlich, die Oxydationen
mit dem Alkalescenzgrade zunehmen.

Bevor wir weitergehen, bemerken wir, daB, obgleich das Blut
leicht alkalisch ist?), es sich in bezug auf die Temperatur genau
so verhalten wiirde, wie die Séauren; es éndert seine [OH'], aber
nicht seine [H']. Es besteht hierin kein Widerspruch, da das Blut
seine Alkalescenz der Hydrolyse der Salze schwacher Siuren ver-
dankt, somit deren Dissoziation die Reaktion bedingt.

1) Bei 18° ist die Konstante 0,72 - 10~ 14; bei 38° ist die Konstante
3,35 10714,

?) Vgl. Corral, Reaccién actual de la sangre, Valladolid 1914; diese
Zeitschr. 9%, 1. 1915.



EinfluB der Temperatur auf die aktuelle Reaktion des Blutes. 3

An 9 Personen, bei denen Michaelis und Davidoff (L c.) die Reak-
tion des Blutes priiften, fand man eine kleine, aber konstante Differenz
zwischen der [H'] bei 18—22° und der [H] bei 37,5°. Der Wert des py
bei 37,6° war durchschnittlich um 0,21 geringer als bei 18°. Die indivi-
duellen Verschiedenheiten schwankten mit den angewandten Methoden
zwischen den zulissigen Abweichungen. Ein gleiches Resultat wiirden
Serum und Exsudate ergeben.

Die Differenz der Alkalescenz des Blutes bei 18° und 37,5°
wird also geringer sein, als man annahm, jedoch besteht sie auf
alle Fille. Von groSter Wichtigkeit ist jedoch, daB, wenn man
nur den Wert von py bei 18° kennt, man jetzt den bei 38°, der
uns in der Physiologie am meisten interessiert, berechnen kann.
Es bedeutet dies einen Fortschritt, da es technisch viel kompli-
zierter ist, pg bei 38° als bei 18° zu messen.

Ein Versuch von Hasselbalch, der bei Menschenblut
einen um 0,17 kleineren Wert fiir py bei 37° erhielt als bei 18°,
bestétigt dieses Resultat?).

Durch direkte Bestimmungen konnte ich in verschiedenen
Fillen das Resultat dieser Autoren bestitigen. Die iiberzeugendste
Bestatigung glaubte ich jedoch auf indirekte Weise geben zu
konnen?). Bei 30 elektrometrischen Bestimmungen von Venen-
blut, von 8 Firsen, mit einer natiirlichen CO,-Tension, die ich
bei einer Temperatur von 14—20° vorgenommen habe, fand ich
als Durchschnittswert: pg = 7,59.

Die einzelnen Werte weisen die bei der angewandten Technik
zolissigen Abweichungen auf.

Hasselbalch und Lundsgaard3) haben friilher mit der
gleichen elektrometrischen Methode, in dem mit CO,; bei 40 mm
Druck (Durchschnittsdruck der CO; im Venenblut) gesittigten
Ochsenblut, bei 38,6° pg = 7,36 gefunden; also 0,23 weniger als
der von mir bei 18° konstatierte Wert betriigt. Die Differenz ist
also demnach fast gleich der von Michaelis und Davidoff bei
Menschen gefundenen (= 0,21).

Andererseits habe ich bei der Untersuchung des menschlichen
Venenblutes dreier Individuen im Durchschnitt pg im Venenblut
bei natiirlichen CO,-Druck und 14° Temperatur zu pg = 7,59
festgestellt, wihrend Michaelis und Davidoff unter gleichen

1) Hasselbalch, diese Zeitschr. 49, 451. 1913,

*) Corral, Le.
3) Hasselbaloch und Lundsgaard, diese Zeitachr. 38, 77. 1912.

1*
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Bedingungen, jedoch bei 37,5° py = 7,35 gemessen haben, was
eine Differenz von 0,24 zwischen beiden Werten darstellt. Ob-
gleich die von letzteren angewandte Technik ziemlich viel von
der von mir benutzten abweicht, sind die Resultate, wie wir sehen,
annihernd die gleichen.

Nach obigen Daten kinnte man annehmen, da8 das Blut
einen Temperaturkoeffizient hat, und Michaelis versuchte dies
mit der Annahme zu erkléren, daB es die Dissoziationskonstante
der EiweiBkorper es sei, die sich mit der Temperatur verindert.
Zwei amerikanische Forscher dagegen, Mac Clendon und Ma-
goonl), haben neuerdings diese Frage studiert und, sich gerade
auf meinen Befund stiitzend, daB ich keinen Temperaturkoeffi-
zienten fiir einige ,,Puffer* festgestellt hatte, sagen sie, daB es
ihnen seltsam erscheint, daBl das Blut einen hitte und somit eine
Ausnahme darstellen sollte. Sie mafen in Anbetracht dessen das
Blut bei 23° und 37° und finden keine Differenz zwischen den
gefundenen Werten des py. Spiter, jedoch unabhingig von den
genannten Autoren, stellt auch Hasselbalch bei 6 direkten Ver-
suchen und entgegen seinen fritheren Angaben fest?), daB keine
Differenz der [H'] des Blutes bei 18° und 38° besteht. Der jetzt
von ihm gefundene Wert ist gleich dem frither bei 38° er-
mittelten.

Fernerhin beweist er auch, daB die Dissoziationskonstante
der Kohlensidure sich mit der Temperatur fast entsprechend den
Thomsonschen Berechnungen éndert. Die von Michaelis und
seinen Schiilern erzielten Resultate sind, wie bewiesen werden wird,
unrichtig und vermutlich auf fehlerhafte Technik zuriickzufiihren.

Beachten wir, was friiher als Eigenartiges erschien, daB,

wihrend sich die Dissoziation der Kohlensiure durch die Tem-
peratur nicht verindert, sich pg des Blutes veréindert; nach den
Hasselbalchschen Resultaten ist nun gerade das Gegenteil der
Fall; denn es éndert sich die Kohlenssuredissoziation, wihrend
der py des Blutes gleich bleibt.
' Versuchen wir den Unterschied zwischen den von Mac
Clendon und Magoon und Hasselbalch bei 18° im Blut ge-
fundenen, und den frither von Michaelisund Davidoff, Hassel-
balch und mir selbst konstatierten Daten, zu erkliren.

1) MacClendon und Magoon, Journ. of Biolog. Chem. 25, 669. 1916.
2) Hasse_lbalch, diese Zeitschr. 78, 112, 1916.
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Hasselbalch findet seine anfangs erzielten Resultate mangel-
haft, da er eine zu groBe Elektrode angewandt hatte; dasselbe
kénnte man von meinen Versuchen sagen, da ich bei meinen
Messungen eine gleichartige Elektrode benutzt habe. Ebenfalls
sollen die Angaben von Michaelis infolge unvollkommener Tech-
nik fehlerhaft sein, aber Hasselbalch erklart nicht mit Be-
stimmtheit!), worin diese Mangelhaftigkeit besteht. Wire es
wirklich der Fall, so wiirden die von mir sowie Michaelis er-
zielten Resultate hinfallig sein.

Nun war die Ubereinstimmung der Zahlen von Michaelis
und Davidoff mit den meinigen so gro8 und die Bestimmung
schien so genau ausgefiihrt zu sein, daB man nach meinem Dafiir-
halten unméglich von einem Zufall sprechen kann. Es ist eben-
falls nicht angiingig, unsere Resultate zufilligen technischen Ab-
weichungen zuzuschreiben. Wenn die Bestimmungen von Hassel-
balch richtig sind, woran nicht zu zweifeln ist, so waren unsere
Versuche mit einem Fehler behaftet, und es ist nétig, diesen zu
ergriinden. Untersuchen wir also genauer den Tatbestand unter
der Voraussetzung, daB sowohl die Versuche von Hasselbalch,
als die von Michaelis und die meinigen ganz genau ausgefiihrt
worden sind. Hasselbalch nimmt in seinen Versuchen das Blut,
um pg zu messen, ohne Riicksicht auf seinen CO,-Gehalt. Dann
mischt er das Blut bis zum Gleichgewicht mit CO,-haltiger Luft
bei einem CO,-Druck von 40 mm Hg. Die Mischung bereitet er
bei 18° oder bei 38°, je nachdem er pg bei 18° oder 38° bestimmen
will. Michaelis und Davidoff und ich selbst dagegen, ziechen
das Blut direkt von den Venen ab, vermeiden dabei jeden Kon-
takt mit der Luft und erhalten somit Venenblut mit natiirlichem
CO,-Druck von durchschnittlich 40 mm — jedoch bei 38° aus-
geglichen. Wenn wir die Reaktion dieses Blutes bei 38 ° messen,
80 haben wir den gleichen Fall, wie wenn Hasselbalch bei dieser
Temperatur experimentiert. Ein Unterschied zwischen unseren

1) Hasselbalch deutet an, daB die Michaelis-Ronasche Technik
denselben Fehler hat, iiber den er schon vorher in ihrer Arbeit iiber die
geringere Stirke der Kohlensiure bei 38° in Vergleich zu 18° berichtet
hat. Obgleich nun der Grund der Unzulidnglichkeit gleichartig ist, nihme
ich dennoch eine wesentliche Differenz zwischen den Fehlern der Technik
dieser Arbeit und der bestehenden Mangelhaftigkeit an, die in der Fest-

stellung der [H'] des Blutes nach Michaelis vorhanden ist, wie klar aus
folgendem hervorgeht.



6 José Ms de Corral:

und den Versuchen Hasselbalchs tritt jedoch ein, wenn wir
pg des Blutes bei 18° messen, da er mit CO; bei 18° ausgleicht
und py bei derselben Temperatur miBt. Wir dagegen messen bei
18° das bei 38° mit CO, ausgeglichene Blut.

Hasselbalch stellt jetzt durch Versuche fest, daB das bei
38° mit CO, ausgeglichene und gemessene Blut den gleichen py
hat wie bei 18°. Und die erzielten Werte gleichen den unseren
bei natiirlichem, bei 38° ausgeglichenem und gemessenem Blut.
Nach den Versuchen von Michaelis und Davidoff und den
von mir gemachten, hat jedoch das bei 38° ausgeglichene und
bei 18° gemessene Blut einen um 0,21 oder 0,23 hoheren py als
das bei 38° ausgeglichene und gemessene. Dieses sind alles rich-
tige Beobachtungsdaten.

Wie bekannt, hingt die Aciditit des Blutes von der Kon-
zentration seiner freien Kohlensiure ab. Diese Konzentration
ihrerseits hingt von dem Druck und der Temperatur ab, da sich
der Absorptionskoeffizient der CO, je nach der Temperatur éndert.

Wenn wir das Blut bei 38 ° mit CO, unter 40 mm ausgleichen,
so 16st sich weniger CO, auf, als wenn wir es bei 18° mit CO,
bei gleichem Druck ausgleichen. Laft man dagegen das bei 38°
ausgeglichene Blut sich bis zu 18° abkiihlen, ohne mit der Luft
in Beriithrung zu kommen, so kann natiirlich der CO,-Gehalt nicht
héher sein als bei 38°. Unter gleichen Bedingungen wird dieses
Blut weniger freie Kohlensaure haben als das bei 18° ausge-
glichene; und seine Aciditat wird also geringer als die von letztem
sein. Da nach Hasselbalch das bei 18° ausgeglichene und ge-
messene Blut den gleichen py als das bei 38° ausgeglichene und
gemessene hat, ergibt sich, daB bei unseren Bestimmungen das
Blut bei 18° weniger sauer als bei 38° sein muB. Hiermit stimmen
die von Michaelis und Davidoff und mir selbst gefundenen
Resultate iiberein, und es ergibt sich kein Widerspruch mit den
von Hasselbalch gefundenen Resultaten. Versuchen wir nun
zu ergriinden, um wieviel saurer das Blut sein muB.

Hasselbalch hat in derselben Arbeit, von der ich spreche, eine
Formel angegeben, die den p; des Blutes zu berechnen ermoglicht, voraus-
gesetzt, daB der Druck des CO, (p), die Quantitat des CO, (s) und die Tem-

peratur bekannt sind:

_ 38s
Pa- = pxr + log Pa

(a ist der Absorptionskoeffizient des Blutes fiir CO, und py. = py + Ig é).
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Der Wert py ist (nach Bjerrum) der negative Logarithmus der ersten
Dissoziationskonstante der Kohlensiure und & der entsprechende Disso-
ziationsgrad. Die mit dieser Formel berechneten Werte entsprechen nach
Hasselbalch genan den elektrometrisch gefundenen.

Bei Anwendung der Formel und Einsetzung des entsprechen-
_ den Wertes fir « [nach Bohr!)] wird also der py des Blutes
ausgeglichen mit CO, bei 38° und bei 18° gemessen:

388

sein.
Der pg des bei 18° gesiittigten und bei derselben Temperatur
gemessenen Blutes (py bei 18°, Hasselbalch) wire

3,8s
0,854 p
Und da nach Hasselbalch der pg-'§ gleich dem py des
bei 38° ausgeglichenen und gemessenen Blutes (p%)) ist, und diese
Werte gleich den von uns bei 38° erhaltenen sind, sQ werden wir
haben:

o o 3,8s 388
18 8 __ ) —Ape. 08
= log 0,854 — log0,511 = 0,223 .

Dieses Resultat entspricht vollkommen den von Michaelis
und Davidoff (0,21) und von mir (0,23) experimentell erzielten
Daten.

Das Blut verindert also nicht seinen py durch die
Temperatur, unter der Voraussetzung, dafl es bei der
gleichen Temperatur, bei der es mit CO, ausgeglichen,
worden ist, gemessen wird. Falls bei 38° ausgeglichen
und bei 18° gemessen wird, so ist der Wert des pg um
0,22 hoher als der des Blutes bei 38°, unabhiangig des
Wertes des CO,; - Drucks des Blutes. Es ist ferner fest-
gestellt worden, daB um pg desBlutes bei natiirlichem
Druck des CO; — was nach meiner Ansicht von groBSem
Wert ist — zu errechnen, es geniigt, es bei 18°, bei
Anwendung der von Michaelis oder von mir benutzten
Technik zu messen, und dann 0,22 von den Resul-
taten abzuziehen. Auf diese Weise kann man Appa-
rate und technische Komplikationen vermeiden, die

Pe '8 = pg + log

1) Nagels Handb., d. Physiol. d. Menschen 1, 63.
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noétig sind, wenn wir den pg direkt bei 38° messen
wollten. :

Die von mir erhaltenen Werte des pgy des Blutes
sind also theoretisch bewiesen. Und gleichzeitig ist
ein neuer Beweis der Richtigkeit der Hasselbalchschen
Formel gegeben.

Soweit in bezug auf das Blut. Im Serum fanden Michaelis
und Davidoff, daB der py bei 38° ebenfalls um 0,21 niedriger
ist als bei 18° swenn man das Serum bei seinem natiirlichen
CO,-Druck miit. Ich fand (1. ¢.) als Durchschnitt bei 5 Versuchen,
bei Firsenserum mit natiirlichem CO,-Druck, bei 18° pg = 7,61.
Dieser Wert kommt praktisch dem des Totalblutes bei dieser
Temperatur gleich. Hasselbalch konstatierte frither, daB das
Serum (bei 38° gemessen) alkalischer als das gesamte Blut ist.
Darauf fand er jedoch, daB das bei 18° mit CO, ausgeglichene
und gemessene Serum einen um 0,10 kleineren pg. als das bei
38° ausgeglichene und gemessene hat. Es ist saurer bei 18° als
bei 38° und es erscheint fast als eine reine Losung von NaHCOj, .
Er nimmt weiter an, daf das Serum alkalischer ist als das gesamte
Blut, die Werte, die er angibt, sind jedoch weniger alkalisch als
die frither von ihm beobachteten?).

Ich kann theoretisch diese so verschiedenen Resultate nicht
in Einklang bringen. Ich will nur noch auf die Mangelhaftigkeit
der von Hasselbalch zum Abziehen des Serums angewandten
Technik hinweisen — er zieht das Serum in Beriihrung mit Luft
ab, und er gleicht es mit CO, bei einem bestimmten Druck aus. —
Hamburger hat?) in der Tat nachgewiesen, daf die Zusammen-
setzung des bei Beriihrung mit der Luft abgezogenen Serums
sich von der des Plasmas unterscheidet; und zwar besteht einer
der Unterscheidungsgriinde in der Verminderung der Titrations-
alkalescenz. Erhilt man das Serum, ohne daB das Blut CO, ver-
liert, so wiirde das Serum im Gegenteil die gleiche Zusammen-

1) Bei 41,7 mm von CO, und 38° hatte das Serum nach Hasselbalch
und Lundsgaard (1912) pg = 7,63 und das Gesamtblut py = 7,31.
Bei 30 mm und 38° wiirde das Serum py = 7,68 und das Blut pgy = 7,42
haben. Letztens (1916) fand Hasselbalch bei 40 mm und 38° resp.
7,37 und 7,27, und bei 30 mm und 38° 7,49 und 7,35.

*) Hamburger, Arch. f. Physiol. 1893, S. 157 und Osmotischer
Druck und Ionenlehre, Wiesbaden 1902, B. 1.
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setzung wie das Plasma haben, abgesehen natiirlich von der Bil-
dung von Fibrin.

Es ist moglich, daB die von Hasselbalch angewandte
Technik der Grund dafiir ist, daB er alkalischere Werte findet als
ich. Auch Mac Clendon und Magoon!) sagen aus, daB das
Serum und das defibrinierte Blut die gleiche Reaktion besitzen,
wenn man jeden Verlust an CO, vermeidet, und bestitigen somit
meine Resultate. Parsons fand kiirzlich ebenfalls?), da bei
gleichem CO,-Druck das reduzierte Gesamtblut die gleiche aktuelle
Reaktion hat als das Plasma. Andererseits stellten Mac Clendon
und Magoon?®) fest, dafl das Serum mit alveolarer Luft bei 20°
ausgeglichen und bei gleicher Temperatur gemessen, ungefahr ein
um 0,15 geringeren pg hat als das arterielle Blut.

Die Reaktion des Serums und der EinfluB, den hierauf die
Temperatur ausiibt, verlangt g}so weitere experimentelle Studien..

1) MacClendon und Magoon (L c.). '

%) Parsons, Journ. of Physiol. 51, 440. 1917.

3) MacClendon und Magoon, Journ. of Biolog. Chem. 31, 519.
1917.



Uber die Rolle der Siure im Kohlenhydratstoffwechsel.
IV. Mitteilung!). '
Die Beziehungen von Siure und Alkali zur Adrenalinglykosurie.

Yon

H. Elias und U. Sammartino.
[Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik in Wien?).]
' (Eingegangen am 6. Februar 1921.)
Mit 9 Abbildungen im Text.

Schon seit langem hatten sich Physiologen, Pathologen und
Kliniker fiir die Wirkung der Pigire auf die Leber interessiert,
und zwar nicht nur fiir die chemischen Verinderungen, wie z. B.
besonders fiir die Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels,
sondern auch fiir die physikalischen Verinderungen, die an der
Leber und ihren Gefiflen zu beobachten waren.

Seit Claude Bernard3) (1858), Schiffé) (1869) und Falta und
Priestley®) (1911) wissen wir, daB der Zuckerstich, und seit Falta und
Priestley®), daB auch die Adrenalinglykosurie mit einer Blutiiberfiillung
der Leber einhergeht. E. Freund?®) erklirte bereits 1902 die erfolglose
Piqtire nach Splanchnicusdurchschneidung so, ,,daB die Lihmung der Darm-
vasoconstrictoren die Glykosurie dadurch vereitelt, da die Leber zu wenig
Blut erhilt und spricht sich direkt fiir die Annahme einer Lebergefis-

1) Diese Zeitschr. 48, H. 1 u. 2, 8. 120; 52, H. 5 u. 6, S. 331; 99, H. 3
u. 4, S. 229,

) Diese Versuche waren bereits vor dem Krieg, als noch Prof.
v. Noorden Vorstand der Ersten Medizinischen Klinik war, begonnen wor-
den, muBten aber, da fast alle Aufzeichnungen verloren gegangen waren,
nach dem Kriege unter der klinischen Leitung von Prof. K. F. Wencke-
bach wiederholt werden.

3) Claude Bernard, Physiologie et Pathologie du systeme nerveux,
Bd. 1, 8. 476 u. 483 u. ff.

4) Schiff, Wiirzburg 1859; zitiert nach Lepine, Le diabéte sucre.

5) Falta und Priestley, Berl. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 47. S. 2104.

¢) E. Freund, Wiener klin. Wochenschr. 15, 466. 1902.
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erweiterung als Ursache verschiedener Glykosurien aus. F. Hofmeister1)
beschreibt 1912 an histologischen Priparaten das anatomische Bild der ge-
stauten Leber nach Adrenalininjektion. Spéter, 1913, wurde von Neu-
bauer?) durch plethysmographische Methoden festgestellt, daB die Piqire,
ebenso wie die Adrenalin-, Bariumchlorid-, Strophantinglykosurie, und auch
die Glykosurie nach Injektion von Pituitrinum infundibulare, von Cof-
feinum natrium benzoicum und von Theobrominum natriosalycilium, nach
faradischer Reizung des zentralen Stumpfes des N. vagus, sowie des linken
N. splanchnicus, nach Asphyxie zu einer Blutdrucksteigerung [vgl. Tren-
delenburg und Fleischhauer®)] und zu einer Volumvergrolerung der
Leber durch Hyperimie fithrt. Auf Grund dieser Feststellungen wie auf
Grund der beobachteten vertieften oder stark beschleunigten Atmung,
und auf Grund von Milchsiurebestimmungen im Harn [bis fiber 0,3 g
Zinklactat*)] spricht sich Neuba uer fiir die Zugehérigkeit der Zuckerstich-
glykosurie zur Gruppe der durch Asphyxie veranlaBten Glykosurien aus,
die nach Starkenstein®) auf eine zentrale Sympathicusreizung zuriick-
zufthren sind.

E. Neubauer kam weiterhin za dem Resultat, daB die beobachtete
Blutdrucksteigerung und LebensvolumvergréBerung bei diesen zur Hyper-
glykimie und Glykosurie filhrenden Eingriffen kein zufdlliger Nebenum-
stand, sondern ein notwendiges Glied in der Kette der Ereignisse ist. Denn
wenn das Zustandekommen der Blutdrucksteigerung und damit der Leber-
anschoppung durch das antiglykosurisch wirkende Chloralhydrat [vgl.
F. Eckhardt®) und Starkenstein] oder durch Alkohol in groBen Mengen,
oder Ergotoxin hintangehalten wurde, konnte auch die Hyperglykimie
oder Glykosurie nicht zustande kommen. Ebensowenig konnte Michaud?)
arr 5 von 8 Hunden nach Anlegung einer Eckschen Fistel, die eine Blut-
anschoppung im Portalkreislauf unmoglich macht, eine Adrenalinhyper-
glykimie erzielen (vgl. aber Fiirth und Schwarz!). Da einerseits, wie
Neubauer zeigt, die Wirkung der Piqiire und des Adrenalins auf das

1) F. Hofmeister, Das Glykogen. Nothnagelvortrag.

%) E. Neubauer, diese Zeitschr. 43, 335. 1912; 52, 118. 1913. —

3) Paul Trendelenburg und K. Fleischhauer, Zeitschr. f. d.
ges. experim. Med. 1, 369..1913.

¢) Neuerdings hat auch W. von Moraczewsky und E. Lindner
{Dtach. Arch. {. klin. Med. 121, H. 4—86, S. 431 —462. 1917) am Menschen
am Tage der Adrenalininjektion eine vermehrte Milchsiureausscheidung
nachgewiesen.

§) Starkenstein, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 10, Nr. 4. 8. 78.
Im Widerspruch dazu kime nach den bisher nur im Referat gelesenen
Mitteilungen von Stewart und Ro goff (Amer. journ. of physiol. 51, Nr. 2)
die Erstickungshyperglykimie ohne Beteiligung der Nebennieren zustande.

%) F. Eckhart, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 12, 276.
1880.

7) Michaud, Verhandl. d. deutschen Kongr. f. inn. Med. Wiesbaden
1911, 8. 561.
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Lebervolumen ausbleibt, wenn die PortalgefiBe abgeklemmt sind, muSte
es sich um eine passive Hyperimie handeln, um eine Leberstauung durch
groBeren ZufluB aus der Vena portae. Andererseits fiihrte aber eine kurz
dauernde Abklcemmung der Venae hepaticae nach ihrer Losung auch zum
einer intensiven Hyperglykdmie und Glykosurie. Daher nimmt Neubauer
an, daB jede stirkere Blutdrucksteigerung eine grofere Blutmenge in die
GefiBgebiete mit geringerem Tonus, wie die Leber eines darstellt, hineim-
schiebt, und daB die so entstandene Leberstauung unter sonst giinstigen Ver-
haltnissen (gefiilllte Glykogendepots, rechtzeitige Aufhebung der Leber-
anschoppung und ausreichende Durchspiilung der eben noch gestanten
Leber usw.), durch Mobilisierung des Lel erglykogens eine Hyperglykimie
und Glykosurie setzt!).

»Es wiire sehr wohl denkbar, daB eine maximale Animie und Asphyxie
der Leber, wie sie etwa das auf das Splanchnicusgebiet so eminent vaso-
constrictorisch wirkende Adrenalin bedingen kinnte, Verhiltnisse schafft,
wie sie post mortem zum Zerfall des Glykogens zu Zucker fithren.” [Vgl
dagegen die bemerkenswerten Befunde von I. Bang und Thor Sten-
stréoms?).]

Ebenso hilt es Masing®) fiir naheliegend anzunehmen, daB8 diese
zuckertreibende Wirkung weiter nichts ist, als das Resultat der durch
Adrenalin  bedingten Hemmung der O,-Versorgung. Denn auch er hatte
gefunden, da Hemmung der O-Zufuhr bei der Durchblutung der tiber-
lebenden Kaninchenleber zuckertreibend wirkt, ferner, da8 nachNachlassen
der GefaBwirkung des Adrenalins und nach dem Wiederanstieg der Zirku-
lationsgeschwindigkeit der O-Verbrauch seine urspriingliche Hohe erreicht
und das Zuckertreiben aufhért. Doch macht Masing zwei gewichtige
Griinde gegen diese Vorstellung geltend. Erstens wirkt Adrenalin nach
vorausgegangener Vergiftung mit HCN oder Formalin nicht merklich auf
Zirkulation und Oxydation — er bestimmt jedesmal aus der Differenz
des O-Gehaltes im zu- und abflicBenden Blut den O-Verbrauch der Leber —

1) Neuestens wurde Neubauers plethysmographische Feststellung
der Leberanschoppung nach Adrenalininjektion von Bainbridge F. A.
und I. V. Trevan (Journ. of physiol. 51, H. 6, S. 460, Dez. 1917), bestitigt.
Bainbridge und Trevan nehmen im Gegensatz zu Neubauer eine Ver-
engerung der Lebercapillaren durch Schwellung der Leberzellen an, wie
auch schon frither J. Schmid (Beeinflussung von Druck und Stromvolum
in der Pfortader durch die Atmung und durch experimentelle Eingriffe,
Arch. f. d. ges. Physiol. 126. S. 173 1909) aus dem Anstieg des Pfortader-
drucks auf cine gefilverengernde Wirkung des Adrenalins auf die Leber-
gefaBe schloB, die iiber die Zeit der Arterienkontraction hinausdauert. Zu
dhnlichen Resultaten kamen auch Burton- Opitz: The vascularity of
the liver VIII. The inferenz of adrenalin upon the arterial inflow. Quart
Journ. of experim. Physiol. 5, 309. 1912 und X. The influence of Adrenalin
upon the venous inflow. Quarterly journ. of experim. Physiol. 5, 329. 1912.

2) I. Bang und T. Tenstrém, Diese Zeitschr. 50, 437. 1913.

3) Masing, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 69, 431. 1912.
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reichert aber den Blutzucker an!). Zweitens gibt es Substanzen wie BaCl,,
MgCl,, As;0,, die den Gaswechsel der Leber hemmen, aber doch keinen
Zucker mobilisieren.

Als endlich Fréhlich und Pollak?) an der Froschleber nachgewiesen
hatten, daB die zuckermobilisierende Wirkung des Adrenalins hier regel--
miBig zustande kommt, ohne von einer Verinderung der GefiBweite
begleitet zu sein, schien die Erklirung der Zuckermobilisierung durch Adre-
nalin auf Grund von Asphyxie, von O-Mangel allein, abgetan. Fiir den
Kaltbliiter konnte sie iiberhaupt keine Geltung haben.

Nun war aber bereits friiher gezeigt worden, daB Saurezufuhr durch
Glykogenmobilisierung aus der Leber zu Hyperglykimie und Glykosurie
fiihrt3), und zwar ohne Beteiligung der Nebenniere, daB also der Angriffs-
punkt der Saureglykosurie in der Leber liegt; es stellte sich ferner heraus,
daB minimale, an der Grenze des Physiologischen liegende Schwankungen
in der Siurecapazitit des Blutes, wie sie sich durch protrahierten Hunger er-
zielen lassen, eine Disposition zur Glykosurie und Hyperglykimie setzen,
die durch Alkalizufuhr coupiert wird [Hungerdiabetes!)]. [Vgl. bestitigende
dhnliche Erfahrungen von Macleod’) und die bereits frither festgestellte
Wirkung von Alkali auf die Ather und Chloroformglykosurie sowie auf
die Glykosurie nach Vagusreizung {Pavy und Godden®), ferner den EinfluB
von Soda auf die Glykosurie beim Pankreasdiabetes [Murlin und Kriimer”)]
und auf das Blutzuckerniveau des normalen Kaninchens [ Underbill?)]. Im An-
schluB daran wurde die Moglichkeit einer Regulation des Blutzuckerspiegels
durch die bei Zuckermangel intermediir entstehenden Sduren diskutiert.

Unter diesen Umstinden war es recht naheliegend ([vgl.
Elias?)], die Glykogenmobilisierung durch Siure einerseits und die
durch Adrenalin als Reprisentanten der asphyktischen Glykosurie
andererseits aufihre Beziehungen zueinander zustudieren. Vor allem
muBten, wenn diese beiden Vorginge iiberhaupt etwas miteinander
zu tun hatten, zwei Moglichkeiten erwogen werden. Die Saure-
glykogenmobilisierung konnte entweder mit ihnlichen GefaBphano-
menen, wie die asphyktische, einhergehen oder die asphyktische

1) Schwemmt nicht vielleicht HCN auf ganz andere Art, etwa durch
Saurewirkung (Milchsdure) Zucker aus der Leber aus?

?) A, Frohlich und L. Pollak, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar-
makol. 77, 265. 1914. )

3) H. Elias, Diese Zeitschr. 48, H. 1 u. 2, S. 120.

%) H. Elias und L. Kolb, Diese Zeitschr. 58, H.5 u. 6, S. 331.

5) Macleod und Fulk, Amer. journ. of physiol. 42, H. 2, S. 193 bis
213, — Macleod und Pearce, Amer. journ. of physiol. 38, 415, Okt. 1915.

¢) Pavy und Godden, Journ. of physiol. 43, 7. 1911—12.

7) Murlin und Krdmer, Journ. Biol. Chem. 13, 365. 1913.

8) Underbill, Journ. Biol. Chem. 25, 471. 1916.

%) H. Elias, Berichte der Gesellsch. f. inn. Med. u. Kinderheilk. in
Wien 1913, Sitzang v. 3. Juli. S. 154.
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Glykogenmobilisierung konnte auf dem Wege des Siurediabetes
durch anaerob entstandene organische Siure zustande kommen. Fir
beide Annahmen waren Anhaltspunkte in der Literatur zu finden.

Geht der Siiurediabetes mit #hnlichen GeféBerscheinungen einher,
wie die Adrenalinglykosurie?

Am Kaltbliiter war schon lange durch Gaskell!) 1880 festgestellt
worden, daB organische Siuren (Milchsiure und Essigsiure) in starken Ver-
diinnungen zu GefiBerweiterungen filhren. Andere Autoren, Henderson
und Loewi?), Barkroft?), Baylis¢), sind zum Teil nach Versuchen an
Kaltbliitern, zum Teil an Warmbliitern zu dem SchluB gekommen, da8
Stoffwechselprodukte der arbeitenden Zellen, Produkte wie CO, oder Milch-
siure, die gleichen GefdBverinderungen hervorrufen. Und wihrend einige
Autoren cine gefiBerweiternde Wirkung durch Sauren am Warmblitter nicht
erzielen konnten, zeigten Roy und Sherrington®) einwandfrei, auch am
Warmbliiter, und zwar an den HirngefiBen, die vasodilatorische Wirkung der
Siure. Neuerdings wurde durch die Untersuchungen von Lemberger und
Schwarz®) nachgewiesen, dal Saure wohl imstande ist, eine GefaBerwei- .
terung im Gebiete der Glandula submaxillaris und des Hirns am Kaninchen
resp. Hund herbeizufiihren. Und zwar handelt es sich bei der Erweiterung
der HirngefdBe ebenso um eine passive Hyperimie wie bei der Anschoppung
der Zuckerstichleber. Die Autoren vermuten, dafl es in der arbeitenden Zelle
zu einer relativen O-Armut kommt, die zu sauren Produkten und auf diese
Weise zu einer CO,-Uberladung fiihrt, die schon von den friiheren Autoren
(Literatur bei Schwarz und Lemberger) als Ursache der GefaBerwei-
terung angesehen worden war. Spiro?) konnte nach Siurevergiftung durch
NaH,PO, im Kaninchen wie im Hund zunichst eine voriibergehende Blut-
druckerhéhung, bald darauf aber eine stirkere Blutdrucksenkung beob-
achten, von der sich der Hund rascher erholt als das Kaninchen. Ebenso
hat Mathison®) gezeigt, daB nach Injektion schwacher organischer Sauren
eine Blutdrucksteigerung durch Reizung des Vasomotorenzentrums eintritt,
die natiirlich zu einer passiven Hyperimie der Leber fiihren kénnte.

Jedenfalls lieB sich die oben aufgeworfene Frage nicht durch
Heranziehung von Literatur, sondern nur durch Anstellung von
Experimenten entscheiden.

1) W. H. Gaskell, Journ. of physiol. 8, 48. 1880—1882.

?) Henderson und Loewi, Arch. f. experim. Pathol. 53, 62. 1905.

3) Barkroft, Proc. of the Physiol. soc. 1907. Journ. of physiol. 35,
29. 1906—1907; 36, 53 1807—1908.

%) Baylis, Proc. of the Physiol. soc. Journ. of physiol 26, 33.
1900—1901.

*) Roy und Sherrington, Journ. of physiol. 11, 85. 1890.

$) Fr. Lemberger und Schwarz, Arch. f. d. ges. Physiol. 141, 149,

7) C. Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 273.

8) Mathison, Journ. of physiol. 41, 416. 1910; 42, 283. 1911.
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der zuverlissigen Funktion der Apparatur und der Reaktions-
fahigkeit der Leber zu iiberzeugen, wurde immer wieder zwischen
den einzelnen Saureinjektionen eine Adrenalininjektion gemacht,
die jedesmal zu der von Neubauer beschriebenen Verinderung
in der Lebervolumskurve fiihrte. Aber diese S#éureinjek-
tionen brachten weder Blutdrucksteigerungen noch
Lebervolumsverinderungen zustande, gleichviel, in
welches Gefil sie gemacht wurden: in die Arteria carotis, in die
Vena jugularis oder in die Mesenterialvene, die doch die Siure in
relativ hoher Konzentration in die Leber leiten mufite, so daB
man sich nach dem Versuch manchmal sogar makroskopisch von
der Siurewirkung in der Leber iiberzeugen konnte. Im Harn war
Zucker, manchmal auch Albumen in geringen Mengen nachzu-
weisen. Meistens konnte, wie nach der angefiihrten Literatur auch
zu erwarten war, ein Absinken des Blutdruckes beobachtet werden.
Von vielen zur Beantwortung dieser Mrage angestellten Versuchen
sei einer (zur Raumersparnis in kurzen Ausschnitten) hier an-
gefiihrt (Abb. 1). :

Die Saureglykosurie kommt also zum Unterschied
von der Adrenalinglykosurie ohne Leberanschoppung
zustande.

Geht die Adrenalinglykosurie mit einer Acidose!) einher?

Seit den Untersuchungen der Hoppe-Seilerschen Schule [Zillessen?),
Araki®) usw.] wissen wir, daB jede Sauerstoffverarmung des Organismus
zu einer Acidose und zu einer Hyperglykimie fiihrt. Wir wissen ferner
durch die schénen Arbeiten von Weinland!) und Lesser®), um nur einige
Autoren zu nennen, da8 Kohlenhydrate bei Sauerstoffmangel unter Séure-
bildung als Energiequellen dienen kénnen.

1) Mit dem Wort Acidosis sei hier und in dem Folgende;x nichts
iiber die wahre H-Tonenkonzentration gesagt. Vgl das seinerzeit
iber diesen Punkt Gesagte (Elias, Siure als Ursache fiir Nervenerregbar-
keit, Ztschr. f. d. ges. exp. Medizin, Bd. VII, Heft 1/2, 1918, S. 3) und die
SchluBbemerkung am Erde dicser Arbeit.

2) Zillessen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 387. Altere Literatur tiber
Siure und Kohlenhydratstoffwechsel siehe Elias, Siaurediabetes 1. c. S. 121.
3) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chemie 15, 335 u. 546; 19, 422.

1) Weinland, Zeitschr. f. Biol. 42, 55. 1901.-

5) E. I. Lesser, Zeitschr. f. Biol. 51, 487. 1908; 52, 282, 53, 533,
1910; Erg. d. Physiol. 1909, Bd. 8, S. 778; 54, 1; 1910; 56, 467. Med.
Klin. 1912, Nr. 11, S. 445. Zeitschr. f. Biol. mit Grode 60, 371. 1913; 60,
388. 1913. Miinch. med. Wochenschrift 60, 341. 1913. Diese Zeitschr. mit
Kerner 102, 284, 1920: 102, 304. 1920.
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Lesser sieht ja geradezu den Sauerstoffdruck in der Zelle als eine
Art ,,Regulator des Zuckerstoffwechsels** an. Durch seine Untersuchungen
kann es heute als feststehend gelten, daB in der Anoxybiose ein ungleich
stirkerer Glykogenschwund (wohl zum groBen Teil durch Acidose) statt-
findet als bei O,-Zufuhr. Vgl. auch Edie!) und Zuntz?), ferner Bang
und Stenstrém?®) und Forschbach und Schifer!).

Morawitz®) gibt in seinem Referat tiber innere Sekretion der Ver-
mutung Ausdruck, daB die durch Muskelarbeit entstehende Milchsidure
zur Glykogenmobilisierung fiihrt, und Elias®) diskutiert die Frage, wie-
weit die Glykogenmobilisierung durch Siuren iiberhaupt die physiologische
Autoregulation des Blutzuckerniveaus darstellen kann, eine Vermutung,
fir die spiater auch Underhill?) Anhaltspunkte beigebracht hat.

Wenn demnach die Pigiire- oder Adrenalinglykosurie wirk-
lich so, wie Neubauer angenommen hat, eine Erstickungs-
glykosurie ist, so konnte man hier auch fiiglich eine Er-
stickungsacidose erwarten. Neubauer hatte ja selbst be-
schrieben, da8 der sonst alkalische Harn von Kaninchen nach der
Piqire stark sauer reagiert, und hatte Milchsiure in gréBeren
Mengen im Harn und einmal auch Milchsidure (0,75%,) in der
Leber nachgewiesen.

Fiir die vorliegende Fragestellung, ob die Adrenalinglykosurie
auf einer Siurewirkung beruhe oder wenigstens durch eine Séure-
wirkung in jhrer Entstehung unterstiitzt wiirde, schien uns zu-
nichst die Menge der entstandenen Siure von Wichtigkeit zu
sein. Um uns grob dariiber zu informieren, bestimmten wir
an urethanisierten Kaninchen nach Adrenalininjektion in ver-
schiedenen Zeitabstinden die Saurekapazitit des Blutes nach
Spiro und Pemseld). Zu dem Zweck wurde Blut aus der
Arteria carotis, aus der Vena jugularis und aus der Vena hepatica
entnommen. Die Wirksamkeit des Adrenalin§ wurde jedesmal
durch den Nachweis der Hyperglykimie (Bestimmung des Blut-

1) Edie, Biochem. Journ. 1, 455. 1908, zitiert nach Zentralbl. f.
Phys. 20. 1908. .

%) Zuntz, Handb. d. Biochemie v. Oppenheimer 4, 842.

3) Bang I. und Th. Stenstré m, Biochem. Zeitschr. 50, 437. 1913.

4) Forschbach und Schéfer, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar-
makol. 82, 360. 1918.

§) Morawitz, Verhandl. d. Gesellsch. doutsch. Naturf. u. Arzte.
Referat innere Sekretion S.12.

¢) H. Elias, l. c.

’) Underhill, Journ. of Biol. Chem. 25, 1916, S. 466.

§) C. Spiro und Pemsel, Zeitschr. f. physiol. Chemie 2§, 233. 1898.

Biochemische Zeitschrift Band 117. 2
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zuckers im Vollblut, EnteiweiBung nach Schenk, Titration nach
Bertrand) oder der Glykosurie, meistens durch beides, fest-
gestellt. '

Als Kontrollen dienten Tiere, die zwar auch Urethan unter
den gleichen Verhiltnissen erhalten hatten, an denen aber sonst
kein Eingriff vorgenommen worden war.

Es sei spiter je ein Versuch und ein Kontrollversuch aus-
fiihrlich als Beispiel angefiihrt, wihrend die Gesamtheit der Ver-
suche gekiirzt am iibersichtlichsten in zwei Tabellen zur An-
schauung gebracht werden sollen.

Diese alte Titrationsmethode ist natiirlich kaum imstande,
Unterschiede in der Siurecapacitit zwischen arteriellem und
ventsem Blut anzuzeigen. Die drei Titrationsresultate aus je
einem Versuch wurden daher zu einem Mittelwert zusammen-
gefalt, obwohl das Blut an zwei bis drei verschiedenen Stellen
entnommen worden war. Stab 6in Tabelle I auf S. 23 und Stab
10 auf Tabelle II auf S. 24 geben die erhaltenen Werte wieder.

Die Zahlen zeigen deutlich an, daBl bald nach der Adre-
nalininjektion ein Sinken der Sédurekapazitdt des
BlutesfestzustellenistunddaBdiese Herabsetzungdes
Sdurebindungsvermdogens des Blutes nach 3!/, Stunden
nochinziemlich ungeschwichter Intensitat andauert.

Was die Intensitit der im Blut nachgewiesenen Acidose
betrifft (17,3 : 39 im Normaltier), so entspricht sie, soweit man
sich iiberhaupt aus dieser Methode einen Schluff auf die Acidose
gestatten darf, ungefihr der Verschiebung in der Siurecapacitat
wie sie Elias und Kolb nach einer lingeren Hungerperiode am
Hund gefunden hatten (52 :112,8) und ist bedeutend hoéher
als die, die nach Elias!) geniigen, um die periphere Nerven-
erregbarkeit zu erhéhen (71,65 : 87,7).

Nachdem wir diese Resultate durch eine zweite Versuchs-
reihe (s. Einleitung, FuBnote 2) festgestellt hatten und die Ver-
offentlichung der bereits niedergeschriebenen Arbeit noch unter-
blieben war, um die Untersuchungen durch eine zweite, bessere
Methode, die Gasanalyse des Blutes, zu erginzen, trafen die in
der Kriegs- und Nachkriegszeit ausgebliebenen amerikanischen
Journale ein. Aus ihnen war zu entnehmen, dafl die Tatsache der
Acidose nach Adrenalininjektion, die wir bereits im Jahre 1913

1) H. Elias, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 7, H. 1 u. 2 S. 1.
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in der Gesellschaft fiir innere Medizin und Kinderheilkunde in
Wien in der Sitzung vom 3. VII. 1913 und in demselben Jahr
beim internationalen ArztekongreB in London, physiologische Sek-
tion, in der Disknssion mitgeteilt hatten, von John P. Peters und
H.Racole Geyelin!) mittels der exakten Methode der Blutgas-
analyse wahrscheinlich ohne Kenntnis unserer Versuche fest-
gestellt worden war, so daB wir uns auch auf diese Versuchsreihe
stiitzen kénnen. Diese Autoren fanden nach Adrenalininjektion
eine ausgesprochene Acidose, die ca. eine halbe Stunde nach der
Injektion einsetzt, nach ca. 3 Stunden den Héhepunkt erreicht,
um nach 6—8 Stunden abzuklingen.

Mit der Feststellung einer passageren Acidose nach der
Adrenalininjektion ist auch eine einfache Erklirung fiir manche
im respiratorischen Stoffwechsel gefundene Erscheinung nach
Adrenalinzufuhr gegeben. Der Anstieg des respiratorischen
Quotienten, den z.B. Hari?) Fuchs und Roth?) und Bern-
stein und Faltat) nach Adrenalininjektion gefunden hatten (in
einzelnen Versuchen tiber 1!), darf nicht ohne weiteres als Beweis
einer stirkeren Kohlenhydratverbrennung verwertet werden, viel-
mehr wird diese Steigerung des respiratorischen Quotienten zum
groBten Teile mindestens darauf zuriickzufiihren sein, daB durch
die Acidose CO, in der Lunge in héherem MaBe abgegast werden
muB. Die im Respirationsversuch nachgewiesenen groBeren CO,-

1) John P. Peters und H. Racole Geyelin, Journ. of Biolog.
Chem. 31, 471, 1917,

*) Hari, diese Zeitschr. 88, 23. 1911.

3) Fuchs und Roth, Zeitachr. f. experim. Pathol. u. Ther. 10, 187.
1912. .
4) Bernstein und Falta, deutsches Archiv f. Klin. Med. 125, 233.
Falta, Die Erkrankungen der Blutdriisen 1913, 8. 428. (Vgl. auch Born-
steins [diese Zeitachr. 114, 157, 1921] Einwiinde gegen Faltas Deutung
des respiratorischen Quotienten. Anmerkung wihrend der Korrektur.)
Ubrigens kiénnen auch Bernsteins und Faltas Befunde, daB nach
intravendser Dextroseinfusion eine Steigerung des respiratorischen Quo-
tienten zu beobachten ist, nach den Untersuchungen von I. I. P. Ma-
cleod und M. F. Fulk, Amer. journ. of physiol. 42, H. 2, S. 193—213,
eine andere Deutung erfahren. Macleod und Fulk haben gefunden, daB
intravendse Dextroseinfusionen die H'-Ionenkonzentration erhoht. Nach
diesem Befunde bedeutet auch hier die Steigerung der CO,-Ausfuhr viel-
leicht nur die Eliminierung der CO, zur Herstellung der Neutralitit im
Organismus und kann nicht eine gesteigerte Kohlenhydratverwertung be-
weisen.

2#
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Werte miissen nicht der Ausdruck eines anders geleiteten inter-
mediiren Stoffwechsels sein, sondern sind zumindest auch ebenso
wie die dabei gleichzeitig beobachtete Uberventilation der Aus:
druck der H'-Ionenregulation im Organismus. Umgekehrt kann
beim Sinken der Acidose wieder mehr CO; im Organismus Platz
finden, und ein zu dieser Zeit angestellter Respirationsversuch
wiirde dadurch, daB relativ weniger CO, abgegeben wird, ein
Sinken des respiratorischen Quotienten feststellen. Wiirde man dar-
aus auf die intermediire Stoffverwertung schlieen, so wire das
ebenso unberechtigt. Ein SchluB vom respiratorischen Quotienten
auf Verinderung im intermediéren Stoffwechsel nach Adrenalin
injektion hat von nun an keine Berechtigung mehr (vgl. Elias,
Diskussionsbemerkung zu Crémer und Falta, Internat. Arzte-
kongreB, London 1913, Physiologische Sektion).

Uber die Natur der nach Adrenalininjektion gebildeten Siure.

Nachdem auf diese Weise die Verinderung der Sdurecapacitit
des Blutes nach Adrenalininjektion im Sinne einer Acidose fest-
gestellt worden war, wurde der Versuch gemacht, die Natur der
entstandenen Saure nachzuweisen. Zu dem Zweck wurde an den-
selben Tieren, an denen die Siurekapazitit bestimmt worden war,
sofort nach der Blutentnahme die Leber entnommen, nach Schenk
unter Sublimat und Salzsiure mit Quarzsand verrieben und dann
ca. 6 mal mit dieser Losung erschépfend extrahiert. Es erwies sich
als zweckmifig, groflere Volumina von Sublimat und Salzsiure-
lésungen — zusammen ca. 1—11/;1 pro 50 g Leber — zu ver-
wenden, weil sonst bei der Fillung des Quecksilbers durch Schwefel-
wasserstoff leicht kolloidala Niederschlige entstehen, die man dann
erst durch neuerliches Hinzugeben von Sublimat und Salzsiure
und eine zweite Schwefelwasserstoffdurchleitung entfernen muB8te.
Im Ubrigen wurde nach dem Makroverfahren, wie es Otto Neu-
bauer in dem Handbuch der chemischen Arbeitsmethoden von
Abderhalden beschriecben hat, vorgegangen. Nur beniitzen
wir, als oxydierende Permanganatlosung statt einer 2/,,- eine
1/.00-LOsung, die uns in den Kontrollbestimmungen die besten
Resultate gaben. Die Milchsiure wurde als Zinklactat zuerst dar-
gestellt und gewogen, das Lactat war aber meistens nicht so rein,
daB man auf eine Aldehydbestimmung nach Fiirth und Charnas
hitte verzichten konnen. Die Identifizierung des milchsauren
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Salzes wurde in einzelnen Fallen durch Bestimmung des Wasser-
und Zinkgehaltes durchgefithrt. Ein Normalversuch und ein
Adrenalinversuch seien als Beispiele ausfiihrlich angefithrt. Dann
folgt eine kurze Zusammenstellung der Normal- und Adrenalin-
versuche in 2 Ubersichtstabellen.

Versuch 7.

15. VI. 1920. Kaninchen, 1700 g schwer. 4" 30’ nachm. 20 g Saccha-
rose in Wasser gelost, durch die Schlundsonde eingegossen.

16. VL. 2h 50’ 20 ccm 10proz. Urethanlésung per os. 5" wird das
Tier vollkommen narkotisiert aufgebunden, und man entnimmt:

A. 9cem Blut aus der Vena jugularis mit einer 10 ccm-Spritze, in
der 1cem 2proz. Natrium-Oxalatldeung vorgelegt war.

B. 9 ccm Blut aus der Arteria carotis mit denselben VorsichtesmaB-
regeln.

C. Die Cava inferior wird mit zwei Peans einerseits vor der Einmiin-
dung der Venae hepaticae, andererseits vor der Miindung in den rechten
Vorhof abgeklemmt. Nachdem auf diese Weise ein Zustrémen von Blut
aus der Vena cava in die Venae hepaticae unméglich gemacht worden war,
wird aus diesen, so wie bei A, mit einer oxalathaltigen Spritze 8,25 com
Blut entnommen.

D. Die Leber, einzelne Coccidienknoten enthaltend, wird sofort ge-
wogen (63,19 g) und mit Quarzsand unter Sublimat und Salzsiure ver-
rieben. .

Aufarbeitung des Versuchs. A. Das gemessene Oxalatblut
wird in einem MeBkolben zu 250 ccm iiberleert, darin mit 20 com Ather-
wasser hiamolysiert und mit gesittigter Ammonsulfatlésung auf 250 com
aufgeftillt. Nachdem sich der Eiweiniederschlag abgesetzt, werden 200 ccm
abfiltriert, die zur Neutralisierung 2,65 ccm 2/,,-H,SO, benétigen; 250 ccm
Filtrat gleich 9 ccm Blut entsprechen 3,19 /,,-H,SO,, d. h. 100 ccm Blut
entsprechen 35 com 2/,,-H,;SO,.

B. In gleicher Weise verarbeitet, benétigt 2,8 ccm 2/,,-H,SO,, d. h.
100 ccm Blut entsprechen 39 cem 1/,4-H,SO,.

C. Ebengo verarbeitet. Bei der Titration werden 1,4 ccm ?/,-H,SO,
benétigt, d. h. 100 ccm Blut entsprechen 21 cem n/,,-H,SO,.

D. Die Leber wird erschopfend unter Sublimat-Salzsiure mit Quarz-
sand extrahiert, die Extraktionsfliissigkeiten vereinigt betragen 370 ccm,
sie werden filtriert, mit SH, gefiillt, neuerdings filtriert und durch einen
durchgeleiteten Luftstrom von dem zuriickgebliebenen SH, befreit. Es
bleiben 299 ccm einer klaren ungefirbten Fliissigkeit, die im Vakuum auf
ca. 100 ccm eingeengt und im Lindeschen Apparat nach Zusatz von 15 com
60 proz. Orthophosphorsiure und von Ammonsulfat bis zur Ubersittigung
durch 40 Stunden mit Ather reinst (pro Narkosi) extrahiert werden. Der
atherische Extrakt wird mit destilliertem Wasser versetzt, dann vom Ather
befreit, filtriert, quantitativ mit Aqua dest. auf 200 com gebracht, dann
mit PbCO; durch Bildung der Bleisalze von den Phosphaten usw. gereinigt,
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nach Filtration wird das geloste Bleisalz mit Schwefelwasserstoff gefallt,
abfiltriert, aus der Loeung wird der iiberschussige Schwefelwasserstoff aus-
geblasen und dann mit Zinkcarbonat das Zinksalz gebildet. Die Zinksals-
losung wird auf wenige Kubikzentimeter eingeengt, und in den nicht eva-
kuicrten Exsiccator zur Krystalliration weggestellt. Das Material wird
dann nach Fiirth - Charnas in der Modifikation von E mbden verarbeitet.
Oxydation durch 8,,,-KMnO,-Losung. In die eisgekuhlte Vorlage 25 cem
Bisulfitlauge mit 200 ccm destilliertem Wasser vorgelegt. Die Titration
der Kontrolle, die wihrend des Versuches in demselben EisgefdB gestanden
war. ergibt: 73.5ccm B 4-J-Losung.

Die Titration des Versuches 68,7 ccm ® ,-J-Losung

4,8 ccm ® - Bisulfitlauge

wurden durch den Aldchyd verbraucht. Mit dem Faktor 0,0045 multipli-
ziert, ergeben sich 21,6 Milchsaure in der oxydierten Fliissigkeit. Mit Be-
riicksichtigung. daB nur 299 ccm von der urspriinglichen Flussigkeit (370ccm)
nach Fiirth - Charnas bestimmt wurden, ergibt sich ein Milchsduregehalt
von 26,64 mg der ganzen Leber, d. h. von 0,0421°,.

Versuch 14.

4. V. 1920. Kaninchen, ‘1600 g schwer, erhilt 5" 5" 25 g Saccharose
per os.

5.V. 1920. 12k 24cem 10proz. Urethanlésung peroral und 1 mg
Adrenalin (Richter) subcutan.

28 30" wird das vollstindig narkotisierte Tier aufgebunden. In gleicher
Weise wie oben wird entnommen:

A. 9ccm Blut aus der Vena jugularis.

B. 9 ccm Blut aus der Arteria carotis.

C. 8,6 ccm Blut aus der Vena hepatica.

D. 8,2 ccm Blut aus der Carotis zur Blutzuckerbestimmung.

E. Die Leber (geringe Coccidiose) 57,90 g schwer, wird sofort weiter
verarbeitet.

F. 66 ccm Harn zur Harnzuckerbestimmung.

Ausarbeitung: A. Titration nach Spiro und Pemsel wic oben:
100 ccm Blut entsprechen 22,9 cem 2/,,-H,SO,.

B. Titration nach Spiro und Pemsel wie oben: 100 ccm Blut ent-
sprechen 23,5 ccm ®/,,-H,SO,.

C. Titration nach Spiro und Pemsel wie oben: 100 com Blut ent-
prechen 24,0 ccm ®/,,-H,SO,.

D. Das Blut wird mit Sublimat-Salzsdure gefallt und so auf 150,2 ccmn
Volumen gebracht. Nach Filtration des EiweiBniederschlages, nach Fallung
des Quecksilbers als HgS, nach durchgefiihrter Filtration und Entfernung
des zuriickgeblicbenen Schwefelwasserstoffs bleiben 112 ccm einer klaren
Fliissigkeit, die bei schwach saurer Reaktion eingeengt und dann in ein
25 ccm-Kolbchen bis zur Marke aufgefiillt werden. Davon wird 20 ccm
zur Bertrandschen Titration verwendet. In den 25 ccm dieser Flissigkeit
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waren 31,31 mg Zucker enthalten, daher in 8,2 ccm Blut 42,1 mg Zucker.
Das ist ein Zuckergehalt von 0,51%,

E. Die Extraktionsfliissigkeit erreicht ein Volumen von 1000 com,
von denen nach der Entfernung des Hg 869 ccm verbleiben, die in der oben
angegebenen Weise weiter verarbeitet werden. Nach Umrechnung auf das
Volumen ergibt sich eine Milchsiuremenge von 0,0518 g Milchséure, d. h.
0,090%, auf das Letergewicht berechnet.

Aus diesen Versuchen ergibt sich deutlich, daB nach Adre-
nalininjektion der Milchsduregehalt der Leber im
Mittel auf das Dreifache, in einzelnen Fillen tiber
das Vierfache des Normalen steigt. Der erhohte Milch-
sauregehalt ist bereits in der ersten Stunde nachzuweisen und
dauert mindestens 3!/, Stunden an. Der Einwand, da8 die Blut-
entnahme durch den Blutverlust zu einer Sauerstoffverarmung
der Gewebe und damit zu einer Milchsiureproduktion gefiihrt
hatte, besteht nicht zu Recht, da die gleichen Milchsiurewerte
dann auch in den Kontrollversuchen hitten erscheinen miissen.
Vor allem auch darum, weil in Versuchen, denen keine Blutent-
nahme vorausgegangen war (vgl. Versuch 16), Milchsiurewerte
von gleicher Hiohe festgestellt werden konnten.

Der erhohte Milchsiuregehalt der Leber bei der Adrenalin-
glykosurie war damit festgestellt. Vergleichende Milchsdure-
bestimmungen in dem der Leber zuflieBenden und aus der Leber
abflieBenden Blut werden nun erweisen miissen:

1. woher die Milchsiure stammt, ob sie in der Leber ent-
steht usw.; ’

2. ob die entstandenen Milchsiuremengen geniigen, um die
auf andere Weise nachgewiesene Acidose des Blutes zu erkldren.

Uber die sich ergebenden Resultate wird noch berichtet

werden.

Der Einflu8 von Alkalien auf die Adrenalinwirkung in der Kalt-
bliiterleber.

Im Vorhergehenden wurde dargelegt, daf die Adrenalin-
glykosurie am Kaninchen mit einer Acidose einhergeht!), und daB
diese Acidose mindestens zu einem Teil auf die Produktion von
Milchsiure zuriickzufithren ist. Nun ergab sich von selbst die
Frage: Ist diese beim Kaninchen nachgewiesene Acidose ein
gleichgiiltiger Nebenumstand, eine Folge der iiberhasteten

1) Denselben Befund haben wir auch in einem Versuch am Hund
erhoben, sowie an mehreren Kaninchen nach Pigire.
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Glykogenmobilisierung, die mit der Entstehung der Glykosurie
gar nichts zu tun hat, oder greift sie irgendwie ursich-
lich in den Entstehungsmechanismus der Glykogenmobilisierung
durch Adrenalin ein, ist sie etwa mit der Glykogenmobilisierung
durch Adrenalin ebenso ursichlich verkniipft wie die kiinstliche
Acidose beim Siurediabetes mit dem Austritt des Glykogens aus
der Leber?!) Handelt es sich vielleicht um eine Steigerung der
Sympathicuserregbarkeit durch die Acidose, wie sie Chiari und
Frohlich?) nach kiinstlicher Sauerung nachgewiesen haben? Vgl
Kahn (l.c.).

Jedenfalls finden sich fiir die Annahme einer unterstiitzenden
Wirkung der Siure auf den Adrenalinmechanismus Anhaltspunkte
in der Literatur, von denen einige hier angefiihrt seien.

Kretschmer?) konnte durch intravenoseSaureinfusion
dieDauerderdrucksteigerndenWirkungdesAdrenalins
beim Kaninchen auf das 5—6fache verliangern und fiihrte diese
Wirkung auf die Zuriickdringung der OH-Ionenwirkung durch
Zufubr von sauren Ionen zuriick und so auf Hemmung der
Adrenalinzerstorung in Blut und Gewebe. Gréer und Matula?)
haben die vasoconstrictorische Wirkung des Adrenalins in alka-
lischeren Medien wachsen und bei O, Zutritt im weiteren Ver-
lauf des Versuches sinken gesechen und haben die Abnahme der
Wirkung auf eine Oxydationsbeschleunigung durch die OH-Ionen
zuriickgefiihrt.

AhnlicheErfahrungen wurden aber auch in bezug auf die
glykosurische Wirkung des Adrenalins gemacht. C. Fru-
goni’) konnte durch groBe Mengen von Alkali das Zustande-
kommen der Adrenalinglykosurie verhindern und Kleissel®) hat
gezeigt, daB vor allem solche Menschen auf Adrenalin mit Gly-

1) Fiir eine solche Annahme konnte vielleicht der Umstand sprechen,
daB sowohl die Adrenalinhyperglykimie (Falta und Priestley L c.),
wie die Saurehyperglykidmie (Elias und Schubert, diese Zeitschr. 90,
Heft 3 u. 4, S.229) auf Kosten des Leberglykogens und allem Anschein
nach gar nicht auf Kosten des Muskelglykogens entsteht.

) R. Chiari und A. Fréblich, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar-
makol. 64, 214. 1911.

%) Kretschmer, Arch. f. experim. Pathol. u. Ther. 5%, 438. 1907.

4) Groer und Matula, diece Zeitschr. 102, 13. 1920.

% C. Frugoni, Berl. klin. Wochenschr. 45, 1608. 1908.

%) Kleissel, Wien. med. Wochenschr. 1912, Nr. 7, S. 455.
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kosurie reagieren, die eine geringere, titrierbare Alkalinitit im
Blute aufweisen. Underhill!) konnte die Adrenalinhyperglykimie
durch Alkali hemmen. Frohlich und Pollak?) teilen in einer
langen und reichhaltigen Versuchsreihe ,,Uber die Zuckermobili-
sierung in der iiberlebenden Kaltbliiterleber* zwei Durchspiilungs-
versuche mit saurer Adrenalin-Ringerlésung und einen mit alkali-
sierter Adrenalin-Ringerlésung mit. Siaure hat die zuckertreibende
Wirkung des Adrenalins gesteigert, Alkali zwar nicht aufgehoben,
aber gehemmt.

Nach diesen Angaben schien es also ziemlich sicher, daB dje
glykogenmobilisierende Wirkung des Adrenalins bei Warm- und
Kaltbliitern durch Alkali gehemmt, durch Siure geférdert wird.
Die beim Warmbliiter durch die Adrenalininjektion selbst hervor-
gerufene Acidose miite danach ein wesentlich unterstiitzender
Faktor bei der Entstehung der Adrenalinhyperglykdamie sein3).
Beim Kaltbliiter wire erst durch eigens dazu angestellte Versuche
festzustellen, ob das Adrenalin hier nicht auch ohne Gefawirkung
zu einer Milchsiureproduktion und zu einer Acidose fiihrt.

Diesen Fragen nach den Beziehungen zwischen Siure resp.
Alkali und der glykogenmobilisierenden Wirkung des Adrenalins
suchten wir durch einige weitere Versuche néher zu kommen.
Wir untersuchten diese Verhiltnisse an der XKaltbliiterleber,
die auf Adrenalin keine Volumsschwankungen zeigt. Die aus sol-
chen Beobachtungen abgeleiteten Regeln wiirden wohl auch fiir
den Warmbliiter Geltung haben, wihrend Schliisse vom Warm-
blitter auf den Kaltbliiter mit Riicksicht auf die Verschiedenheit
ihrer LebergefifBreaktion auf Adrenalin kaum berechtigt wiren.

Pollak und Froéhlich hatten gezeigt, dal bei der Durch-
spilung von Froschlebern mit Kaltbliiter-Ringerlésung zuerst
in der Durchspiilungsfliissigkeit Zucker erscheint, daB dieser
Zucker aber dann bei Fortsetzung der Durchspiilung wieder
abnimmt und schlieBlich aus der Durchspiilungsfliissigkeit voll-
kommen verschwindet. Setzt man aber dann zuckertreibende

1) Underhill, Journ. of Biolog. Chem. 1917; 25, 463. 19186.

2) Pollak und Frohlich, Zentralbl. f. Physiol. 26, Nr. 26, 1913;
Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 77, 265. 1914.

3) Ob diese Acidose geniigt, um die Glykogenmobilisierung durch
Sauerung allein zu erkliren, miiiten erst vergleichende quantitative Unter-
suchungen im Blut lehren.
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Agentien, wie etwa Adrenalin, der Ringerlésung zu, so erscheint
neuerdings Zucker in der abflieBenden Fliissigkeit. In dhnlicher
Weise hat Masing!) mutatis mutandis in der Warmbliiterleber
den Kohlenhydratstoffwechsel studiert ?).

Wir haben als Versuchstiere nicht Frésche, sondern Schild-
kréten gewahlt, deren Lebern nach der oft verwendeten, zuerst
von Grube angegebenen Methode durchspiilt wurden. Die Vor-
teile der Leberdurchspiilung am Kaltbliiter wurde bereits durch
Grube, zuletzt von Pollak und Frihlich geniigend gewiirdigt.
Bei unserer Versuchsanordnung schien uns bésonders der Um-
stand vorteilhaft, daB wir von der Schildkrétenleber groSere
Zuckermengen in der Zeiteinheit erwarten konnten, als bei der
Froschleber, so daB wir Mikromethoden vermeiden konnten.

Die durch die Leber durchgeflossene Ringerlésung3) wurde,
nachdem sie erst einmal klar durchgelaufen war, aufgefangen,
in Abstinden von einigen Minuten zu je einer Portion vereinigt,
gemessen, und sofort nach Beendigung des Versuches einer jodo-
metrischen Zuckeranalyse (Lehmann - Maq uenne) unterzogen.
Diese Losungen waren meist spiegelblank und konnten direkt
zur Titration verwendet werden. Waren durch irgendeine Be-
wegung doch wieder Blutkérperchen aus der verschobenen Schild-
kritenleber ausgeschwemmt worden, so gentigte ein kurzes Zentri-
fugieren, um wieder eine wasserhelle Fliissigkeit zu erhalten, die
keine EiweiBreaktion mehr gab.

In manchen Versuchen erwies es sich als nétig, zum Schlufl
eine Glykogenbestimmung in der durchspiilten Leber durchzu-
fithren, um sich zu iiberzeugen, daB man den Versuch nicht an

M le

%) Durchspiilungen der iiberlebenden Leber sind schon in groBer Zahl
durchgefithrt worden, wahrscheinlich die erste von Luxinger: Experi-
mentelle und kritische Beitrige zur Physiologie und Pathologie des Gly-
kogens. Inaug.-Diss. Ziirich 1875. Zitiert nach Barrenscheen. Von
den iibrigen Autoren seien nur einige genannt: F. Kraus, Arch. f. d. ges.
Physiol. 98, 452. — Grube, Journ. of Physiol. 29, 276. — Pfliigers
Arch. 126, 585; 139, 428. Zahlreiche Arbeiten von Embden und seiner
Schule, z. B. ,,Uber Zuckerbildung bei kiinstlicher Durchblutung der
praktisch glykogenfreien Leber. Hofmeisters Beitrige 6, 44. 1905,
H. Barrensoheen, diese Zeitschr. 58, 277. 1914. Daselbst Literatur.

3) Ringerlosung hielten wir als ,,kongzentrierte Ringerlosung derart
vorritig, daB 900 ccm dieser Losung nach Zusatz von 100 ccm aqu. dest.
11 gebrauchsfertige Kaltbliiter-Ringerlésung darstellt.
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einer glykogenfreien Leber, alse an einem untauglichen Objekt
angesetllt habe. Das Glykogen wurde zunichst nach Pfliiger
quantitativ dargestellt, dann durch Hydrolyse verzuckert, und
der Zucker nach Lehmann oder nach Bertrand bestimmt.

Kontrollversuche?).

Zuniichst muBte man sich in Normalversuchen von dem zeitlichen
Ablauf einer solchen Zuckerausschwemmungskurve, wie sie sich bei der
Durchspiilung einer Schildkritenleber mit Ringerlésung ergibt, ein Bild
machen. Es seien einige solche Normalversuche mit ihren graphischen
Darstellungen hier angefiihrt (Versuch 1 u. 3). ’

Versuch 1. Normaldurchspiilung.

Schildkréte (385 g), Leber 137 g (Glykogen = 0,92%,). 27. XI. 1913.
Durchapiilung Abflus Zucker
Zeoit Dauer Art der Durch- | absolute pro absolute | pro Min. u.
spllungsfliissig-| Menge |Minute Menge | prog Leber
Min. keit cem com mg mg
4h35'—4h 45| 10 A 88 8.8 6,42 | 0,047
4b 45’-—hb 15 A 121 8,0 18,09 0,078
bh 51| 10 A 81 8,1 7,63 0,054
50 10/—5R 25| 15 | A 112 7.4 10,74 0,052
Bh 25'—5R 35| 10 A 76 7,6 0,007 0,00?
6 35'—bk 45’y 10 | A 72 7,2 2,28 0,016
bh 45’—58 55’1 10 | A 75 7.5 3,92 0,029
-bb 55’—6R 05’ | 10 i A 76 7.6 2,89 0,021
62 05'—62 15’ 10 A m 7 3,85 0,028
6" 15'—6825'] 10 A 73 73 2,70 0,019
6t 25’—6235°] 10 A 70 7,0 1,29 0,009

Durchsptlungsflussigkeit A = 2700 !9/, Kaltbliiter - Ringerlsung,
200 Aqua destillata, 100 phys. NaCl-Losung.

Aus diesen beiden Normalversuchen ist zu entnehmen, daB
die ausgeschwemmten Zuckermengen pro Minute und Gramm
Leber berechnet im all-

o
gemeinen im Laufe des gw}- TI .
Versuches abnehmen, go,oﬁ - / \&
"und nur am Anfang io,ﬂ'/r ’ ‘
einen kleinen Anstieg % |

zeigen. Man kann an- g 2 /)

nehmen, daB dieser An- Abb. 2. Graphische Darstellung: Versuch 1. Normal-
’ durchspiilung.

stieg, der wohl auf die

glykogenverzuckernde Wirkung der Manipulationen wahrend der

1) Bei der Durchfithrung dieser Versuche waren uns die Herren
Dr. Weigel und Dr GlaB behilflich, denen an dieser Stelle zu danken,
uns eine angenebme Pflicht ist.
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Versuch 3. Normaldurchspiilung.

Schildkrite (330 g), Leber 8 g (Glykogen = 0,343%,). 16. XII. 1913.
Durchspiilung Abfiug Zucker
Art d. Durch- | absolute ro ro Min. u.
Zeit Dauer spitlungs- Menge )lllin. absolute Menge ;I),ro g Leber
Min, flisstrkelt cem | ocem mg mg
9h 35'— gh 45’ 10 A 68 I 6,8 1,2 . 0,015
9k 45— 98551 10 A 64,5 16,45 1,94 0,024
9b 55’—108 057| 10 A 62 6,2 1,61 0,02
10" 05'—102 15’ 10 A 52 5,2 1,31 0,016
102 15'—10R 25| 10 A 53 5,3 1,17 0,015
108 25°—10035’Y 10 A 52 5,2 1,04 0,013
108 35'—10R 457 10 A 49 149 }nichtbestimmbar; ©
102 45°—10 55} 10 A 46 4,6 " " 0
108 55—11205°| 10 A 4 (44 ] " 0
11205~ 112 15’| 10 A 4 |44 " 0
11" 15—11025°] 10 A 435 (435} " 0
11825’— 1k 95 A 3440 {3,6 5,424 0,007

Durchsptilungsfliissizkeit A = s. Versuch 1.
Entnahme des Organs und des Einbindens der Kaniilen zuriick-
zufiihren ist, nach dem Ablauf der ersten halben Stunde bereits
den Hohepunkt {iberschritten hat, weil um diese Zeit alles, was an
Glykogen verzuckert worden war, bereits ausgeschwemmt ist, und
daB von diesem Zeitpunkt an von kleineren Schwankungen ab-
gesehen, die Zuckerkurve gleichmaBig absinkt. In den spiteren
Versuchen haben wir daher immer nach dem Einbinden der
Kaniilen mindestens eine halbe Stunde verflieBen lassen, bevor
der eigentliche Versuch begann, und die durchgeleitete Fliissig-
keit zur Analyse aufgefangen wurde. Abgesehen davon, daB nach

< o6
o
';0’02 ./ ——,
/] 20 L 60 &0 00 120 7% 0 %0

Min
Abb. 8. Graphische Darstellung: Versuch 3. Normaldurchspillung.
dieser Zeit die aufgefangene Durchspiilungsfliissigkeit stets klar
war, konnte man dann auf dem abstcigenden Ast der Zucker-
ausschwemmungskurve mit Sicherheit jeden Anstieg derselben
fir den Ausdruck eines zuckertreibenden Faktors ansehen.
Denn auf zuckerfreie Ablauffliissigkeiten, wie sie Frohlich
und Pollak am Frosch gefunden hatten, konnten wir uns, wie
sich sehr bald zeigte, bei Schildkréten keine Hoffnung machen.
Versuch 3 zeigt zwar einen solchen Normalversuch, bei dem in
einigen Perioden (10 Uhr 35 bis 11 Uhr 25) keine bestimmbaren
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Zuckermengen auf die oben angegebene Art nachweisbar waren. Als
wir aber dann die letzte Periode besonders lang ausdehnten, und
die in dieser Zeit erhaltene grofle Quantitit von Durchspiilungs-
fliissigkeit schwach angesiuert einengten, lieBen sich doch kleine
Zuckermengen nachweisen!). Sonst waren aber die Ablauffliissig-
keiten immer deutlich zuckerhaltig, und zwar, wie zu erwarten
wart, um so zuckerhaltiger, je groBer der Glykogengehalt der Leber
war. Vergleiche die hohen Zuckerwerte bei Versuch 1, bei denen
die Leber fast 3mal soviel Glykogen aufwies, wie in Versuch 3.

Nachdem wir uns iiber den Ablauf der Zuckerausschwemmung
aus der Schildkrotenleber bei der)Durchspiilung mit Ringerl6sung
informiert hatten, erschien es notwendig, einige Kontrollversuche
mit Adrenalinzusatz zur Durchspiilungsfliissigkeit zu machen,
erstens, um die geeignete Dosierung des Adrenalins fiir die Ver-
suche kennen zu lernen, und zweitens, um einen Vergleich fiir die
spiiteren Versuche zu haben. Es sei gleich der erste dieser Adre-
nalinversuche und im AnschluB daran seine graphische Dar-
stellung hier angefiihrt.

Versuch 2.
Durchspiilung mit steigenden Adrenalinmengen.
Schildkrste (255 g), Leber 7 g (Glykogen = 0,936%,). 3. XTI. 1913.
Durchspiilung Abflug Zucker
Zeit Dauer Art d. Durch- | absolute | pro }absolute | pro Min. u.| Durch-
spitlungs- Menge | Min. | Mepnge |prog Leber| schnitts-
Min. flilssigkeit ccm ccm mg mg fwert inmg
5h 30’—5® 45’ | 15 A 18 |12 | 0034 0019 }0 8
5h 45’—6h 15 A 11 0,73 ] 12,24 0,116 4
6b  —6b 15| 15 B 46 |03 5,59 0,053
6h 15'—62 30" | 15 B 45 (03 5,14 0,049 0,0467
6h 30'—62 50| 20 B 55 1027 5,63 0,040
62 50— 107 | 20 B’ 1216 {6,1 | 31,20 0,222
1Y—T220°| 10 B’ h85 5,85 7,54 0,107 0,176
ThY—7825'| b B’ 330 | 6,6 438 0,125
Th25’—78 351 10 A 53,0 | 5,3 2,17 0,031
78 35'—7h 45| 10 A 59,0 |59 6,08 0,087 0,0814
T 45'—T7h 55§ 10 A 52,0 | 5,2 1,92 0,027 4
b 55’—8h 057 | 10 A 60,0 | 6,0 2,28 0,032

Durchspiillungsflissigkeit A = Ringerlosung (s. Versuch 1); B = 900 ccm
conc. Ringerlésung + 100 HyO + 1 cem Adrenalin ; B’ = idem, nur 3 cem
Adrenalin statt 1 ccm Adrenalin.

Versuch 2 zeigt uns, daB eine Adrenalin-Ringerlésung von
1:1 000 000 nicht imstande ist, den nach einer halben Stunde

1) Ahnliche Erfahrungen hat iibrigens auch Lesser an der Frosch-
leber gemacht. Dieze Zeitschr. 102, 303. 1920.



32 H. Elias und U. Sammartino:

eingetretenen Abstieg der aus der Leber ausgeschwemmten Zucker-
mengen zu hemmen, oder gar in einen Anstieg umzuwandeln,
wahrend eine Adrenalinkonzentration von 3 : 1 000 000 den Mittel-
wert des ausgeschwemmten Zuckers auf mehr als das 4fache an-
steigen la3t. In der Nachperiode, in der, so wie in der Vorperiode
einfache Ringerlosung durchgeleitet worden war, sinkt im Mittel
die ausgeschiedene Zuckermenge unter den niedrigsten in diesem
Versuch erhaltenen Wert. Gleichzeitig zeigt dieser, wie alle spiter
angestellten analogen Versuche, daBl an der Schildkrotenleber, in
gleicher Weise wie es Frohlich und Pollak fiir die Froschleber

Adrenalin-Ringerlorung
1:1000 000 8:1 000000

on
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Abb. 4. Graphische Darstellung: Versuch 2 Durchspililung mit steigenden Adrenalin-
mengen. Ausgesptilte Dextrose pro Minute und g Leber in mg.

nachgewiesen haben, auch relativ starke Adrenalinlgsungen keine
Konstriktion der Portalgefie hervorrufen. Die DurchfluBmengen
pro Minute nehmen nicht ab, im Gegenteil, meistens hat man
den Eindruck (s. auch Versuch 4), als ob die Adrenalinlésung zu
einer besseren Durchstrémung fiihrt (vgl. Bauer und Fréhlich?).

Auch in spiteren Versuchen konnten wir stets mit einer
Adrenalin -Ringerlésung von 3 :1 000000 einen gleichen Effekt
erzielen, ein frisches Adrenalinpriparat vorausgesetzt. Es seien
noch 2 andere Versuche gleicher Art mit ihren graphischen Dar-
stellungen angefiihrt (Versuch 4 und 6). In beiden Versuchen ist
die stirkere Zuckerausschwemmung auf die Adrenalinzucker-

1) Bauer und Frohlich, Arch. f. experim. Pharmakol. u. Pathol.
84, 33. 1018.
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lésung deutlich ersichtlich. Wenn in Versuch 6 die Zuckeraus-
schwemmung nur relativ kurze Zeit dauert, die graphische Dar-
stellung nur eine schmale Zacke zeigt, so diirfte das auf die Gly-
kogenarmut der Leber zuriickzufiihren sein. Leider ist gerade
die Glykogenbestimmung in dieser Leber miBlungen.

Wir kénnen aus diesen Versuchen entnehmen, dafl die Durch-
leitung einer Adrenalin-Ringerldsung von der Konzentration von

Versuch 4. Durchspiilung mit Adrenalin.

Schildkrste (370 g), Leber 7 g (Glykogen = 2,18%,). 20. XII. 1913.
Durchsptilung Abflug Zucker
Zeit Dauer Art d. Durch- | absolute | pro |absolute| pro Min. u.| Durch-
spitlungs- 1 Menge | Min. | Menge |prog Leber| schnitts-
Min. flitasigkeit ccm ccm mg mg wert in mg
3k 40'—38 50’ | 10 A 30 3,0 432 | 0,062
3h 50’—4b 10 A 28 2,8 1,12 | 0,016
i g S0 d BU) A 2% |26 ]| 50 | 0071 |}0,056
4b10—42 20| 10 A 24 2,4 408 | 0,058
4b 20/—42 50’ | 30 A 74 25 113,24 0,063
4052’58 02’1 10 B, 69 6,9 9,97 0,142
5k 02’—5b 12| 10 B, 68 |68 1122 | 0174
5b 12'—5b 22°| 10 B, 62 6,2 | 14,6 0,209 0,17
62 2258 32| 10 B, 62 6,2 | 12,77 0,182
bh 32'—5Hh 42| 10 B, 60 6,0 | 12,0 0,171
5b 42’—5h 5271 10 A 30 3,0 5,5 0,079
5b 52°—62 02°] 10 A 28 2,8 2,9 0,041
62 02—62 12| 10 A 28 2.8 39 0,056 0,054
58 19'—62 22| 10 A 2% [26] 40 | 0057 y
6h22'—62 427| 20 A 30 1,5 6,0 0,043
6h 42—62 57’ | 15 A 26 1,731 60 0,057

Durchspttlungsflitssigkeit A = s. Versuch 1, B, = s. Versuch 2.

Adrenalin-Ringeridsung 8:1000000
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Abb, 5. Graphische Darstellung: Versuch 4. Durchspiilung mit Adrenalin. Pro Minute
und g Leber ausgespillte Dextrose in mg.

Blochemisehe Zeitschrift Band 117. 3
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Versuch 6. Adrenalindurchspfilung.

Schildkrste (300 g), Leber 7,2 g. 31. 1. 1914.
Durchspillung Abflug Zucker
Zeit Dauer !Art d. Durch- | absolute pro |absolute | pro Min. u. | Durch-
spitlungs- Menge | Min. | Menge |prog Leber| schnitts-
Min. fillssigkeit ccm cem mg mg 'wert in mg
g9h10/— 98 20'] 10 A 60 60 1,9 0,027
9b20/— 9830} 10 A 30 301 246 0,034 0,049
9h 30/— 9 40| 10 A 24 241 595 0,083 ’
gh 40— 9n 50| 10 A 19 1,91 3,61 0,050
gh51’—108017| 10 B, 81 8,1 | 13,66 0,176
10201"—102 117} 10 B, 83 83| 5,16 0,072
108 11"—102 217} 10 B, 73 7,3 | 5,00 0,069 0,089
108 21'—102 31/ 10 B, 68 6,8 | 4,56 0,063
10231'—108 42’ 11 B, 57 57| 4,16 0,053
102 44’—10754’] 10 A 24 241 6,79 0,094
10254'—11004’] 10 A 33 33| 3,% 0,052
112 04'—110 247 20 A 63 3,15] 49 0,034 0,05

Durchsptilungsflussigkeit A = 8. Versuch 1. B, = s. Versuch 2 +

3 ccm Adrenalin.
Adrenalin-Ringerlésung 8:100000)
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Abb. 6. QGraphische Darstellung: Versuch 6. Durchsplllung mit Adrenalin. Pro Minute
und g Leber ausgespiilte Dextrose in mg.

3:1000000 durch eine frither mit Ringerlosung durchspiilte
Schildkrétenleber die Zuckerausschwemmung im Mittel auf das
zwei- bis dreifache, in einzelnen Perioden auf das fiinf- und mehr-
fache des fritheren Wertes steigert. Diese Steigerung kann ver-
schieden lange dauern, iiberdauert aber die Periode der Adrenalin-
durchleitung nur um ein weniges.

Adrenalindurchspilungen der Schildkrotenleber
bei Alkalizusatz.

Vor Beginn dieser Versuche waren wir uns schon dariiber klar, da8
das von uns erwartete Resultat, dic Herabsetzung der zuckertreibenden
Wirkung des Adrenalins durch Alkali, vor allem die Deutung erfahren
konnte, daB das alkaliempfindliche Adrenalin im alkalischen Medinm

’
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vollstindig oder zum Teil zerstdrt worden ware, obwohl Embden und
Fiirth nach der Durchblutung einer Hundeleber einc Zerstérung des
durchgeleiteten Adrenalins nioht nachweisen konnten. (Vgl. dagegen
Athanasiu und Longlois.) So hatz. B. auch Kleissel die geringere
Adrenalinempfindlichkeit mancher Menschen mit einer héheren Siurecarpaci-
tit des Blutes erklirt. Uber die Zerstérung des Adrenalins vgl. Athanasiu
und Langlois?), Embden und v. Fiirth!), Kretschmert), Ritz-
mann?) und Trendelenburg?),, Um die Berechtigung dieses Einwandes
zu priifen, fingen wir die alkalisierte, aus der Leber eben abgelaufene Adre-
nalin-Ringerléeung in einer Siurelosung bekannter Konzentration unter
Schiitteln so auf, daB der gesammelten Ldsung gerade etwas weniger Siure
als frilher Alkali zugefiigt war. Nachdem wir von dieser also eher etwas
alkalischen Ablauffliissigkeit genug gesammelt hatten, wurde ein Teil zur
Analyse verwendet, das tibrige nochmals durch die Leber durchgeleitet.
Ein besonders groBer Adrenalinverlust war ja durch die erste Leberdurch-
spillung wohl nicht zu erwarten, nachdem Falta und Priestley (L c.)
nachgewiesen hatten, daf3 Lebergewebe besonders wenig Adrenalin zuriick-
hilt. Nach der zweiten Durchleitung wurde ebenfalls der Zuckergehalt
der Fliissigkeit bestimmt, die Differenz zwischen den beiden Analysen er-
gab durch eine einfache Rechnung, die wihrend der zweiten Durchspiilung
ausgeschwemmte Zuckermenge. War diese grofler als bei der Durch-
spiilung mit der alkalischen Adrenalinltsung, so war damit der Beweis
erbracht, daB nicht das Adrenalin gerstirt, sondern nur in seiner Wirk-
samkeit durch das Alkali gehemmt sein konnte, da es nach Neutralisation
des Alkalis an derselben Leber noch seine zuckertreibende Wirkung be-
wiesen hatte. .

Zur Alkalisierung wurden 25 ccm einer 2/, 3/,- oder 2/,-NaOH auf
1000 ccm mit Ringerlésung aufgeftillt (entspricht einer B/ q,- resp. ®/g4,-
resp. B/,0o-NaOH-Losung).

Bei dem guten Puffergemisch, wie es die Ringerldsung dar-
stellt, war durch die gewohnlichen Farbenindikatoren eine Ande-
rung der Reaktion nicht nachzuweisen. Freilich sei gleich hier
vorausgeschickt, daB die alkalische Adrenalin-Ringerlésung beim
Stehen einen deutlich rétlichen Stich zeigte, der sich nach der
Durchleitung durch die Leber noch verstirkte. Es seien mehrere
solcher Versuche hier angefiihrt.

1) G. Embden und O. v. Fiirth, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol.
4,425. 1904. Ausfiihrliche Literatur tiber diesen Gegenstand siehe Bied 1,
3. Aufl. Bd. I1, S.23. 1916.

2) Trendelenburg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. €3,
161. 1910. .

3) Athanasiu et Longlois, Compt. rend. 49, 575. 1897.

%) Kretschmer, Arch. f. experim. Pathol. u. Ther. 57, 438. 1907.

8) H. Ritzmann, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 231.
1909.

3*
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Versuch 5. Durchspiilung mit Adrenalininalkalischer
und neutralisierter Lsung.

Schildkrote (300 g), Leber 14 g (Glycogen = 0,813%,). 5. L 1914,
N Durchspiilung Abflus Zucker
Zeit Dauer An,d.f)l;:i- absolute | pro |absolute|pro Min. u' Durch-
spillungs- Menge | Min. | Menge |prog Leberi schnitts-
Min. flissigkeit ccm ccm mg mg jwert inmg
4h 15’—4b 451 30 A 124 | 4,13] 22,28 | 0,058 ! 0,068
4h 46’-—4: 521 6 g Ng. 1(3)8 6,% 10,98 | 0,13 }0 064
4h 52—5b 127| 20 NB. 5
ph12—58 30 18 | CNB. | 100 |56 }28'30 0058 |7
neutralisiert
5h 30/—bbh 327| 2 D 69 (34,6 | 14,94 | 0,53 }0 34
5h 325 40| 8 D 35 | 44| 32,76 | 0,29 ’

Durchspiilungsfliissigkeit A = Ringerldsung (s. Versuch 1). C = 900 ccm
conc. Ringerlosung + 6 ccm Adrenalin + 25 ccm 2/,-NaOH ad 1000 cem.
NB. aufgefangen in ®/s-HCl. — Bei Durchfuhrung der Durchspilungsflissig-
keit C setzt ein michtiger Anstieg der AbfluBmenge und eine starke Hamo-
globinisierung ein. D = C, durch berechnete °/¢-HC] neutralisiert. 5b 40
sistiert der Abfluf von selbst.

Diese Versuche zeigen alle in gleicher Weise und in Uberein-
stimmung mit dem einen von Pollak und Frohlich angestellten
Versuch, daB die angewendete
Menge von Alkali (Frohlich
und Pollak verwendeten 2/, 50,-
Na;CO,) geniigt, um die Adre-

Adrenalin-Ringerldsung 6 :1000000
alkalisiert neutral

]

e

oz}~ nalinwirkung zu hemmen. Bei
Lur- Zusatz der angegebenen Menge
:: 8 von 2/,-NaOH zur Ringeriésung

ist von einer Adrenalinwirkung
sogar tiberhaupt nichts zu be-
merken. Nach Zusatz von 1/
NaOH ist zwar ein kleiner An.

orl [\ stieg zu verzeichnen, der aber
1.4 N durch den Anstieg nach der
- / \ zweiten Durchleitung, also nach
a1 Neutralisierung des Alkalis um
ZZ 3 das Vielfache iibertroffen wird.
1 Bei Versuch 8 hat sogar der

g 20 “w 60

7
Zusatz von 2/,.-NaOH geniigt
Abb. 7. Graphische Darstellung: Versuch 5. n %1 genugy,

Durchsptilung mit Adrenalin in uikalischer um die Adrenalinwirkung voll-

und ncutralisierter Ringerldsung. Pro Minute .
und g Leber ausgespiilte Dextrose in mg. kommen zu unterdriicken.
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Versuch 7. Durchspiilung mitAdrenalin in alkalischer
und neutralisierter Lésung.

Schildkrote (300 g), Leber 9 g. 4. 1L 1914.

Durchspiilung Abflus Zucker
Zeit " |Dauer Art d. Durch- | absolute | pro |absolute | pro Min. n.| Durch-

sptilungs- Menge | Min. | Menge |prog Leber; schnitts-

Min, filissigkelt ccm cem mg mg 'wert inmg
4h 5(0’—bHb 10 A 64 |64 44 0,049

5 —5h100| 10 A 61 |61 3,2 0,036 0.029

52 10/—52 20| 10 A 58 | 5,8 0,45 0,005 ’

52 20/—5h 817| 11 A 60 |545) 2,52 0,025
5h 32—5h 50/ | 18 C 100 |65 $,0 0,031

5h 50’—6b 12/| 22 C 110 |50 18 0,009 0,027
6h 12'—6b 407 | 28 C 100 | 3,6 9,5 0,038

neutralisiert; |
6h45'—60 50’ 5 D 20 |40 5,3 0,118 | 0,118

Durchsptlungsflissigkeit A = Ringerldsung (s. Versuch 1). C = 900 ccm
conc. Ringerldsung + 6 com Adrenalin + 25 ccm /-NaOH ad 1000 cem.
D = C, durch die herechnete Menge °/,-HCI neutralisiert. &P 32'—D5b 50,
50 50'—6b 12/, 62 12—61 40’ in °/-HCI aufgefangen. Der AbfluB der neu-
tralisierten Losung sistiert nach 5 Minuten.

Es kann also als sicher gelten, daBl eine minimale Menge
Alkali geniigt, um die zuckertreibende Wirkungdes
Adrenalins an der Schildkrétenleber zu hemmen,
ohne daB das Adrenalin entsprechend zerstort
worden wire. Adrenslin-Ringerldsung 6 : 1000000

Freilich kénnte man ‘lhu"m _
sich diesen Vorgang auch éﬂ
so vorstellen, da das Ea,w_ -
Alkali das Glyko- Saos|-
gen vielleicht nicht pan| "\ ]
vor der Mobilisie- 4% \/'/\/ |
rung sondern blo8 9 »w  w & & w,

vordem Zerfall ge- Abb. 8 Graphische Darstellung: Versuch 7. Durch-
o " spitlung mit Adrenalin in alkalisierter und dann neutrali-
schiitzt ha'tt‘e’ und daB slerter Ringerldsung. Pro Minute und g Leber, aus-

das in der Alkaliperiode . gesplilte Dextrose in mg.

zwar mobilisierte, aber nicht zerfallene Glykogen [vgl. Lesser?!)]
das Minus an Zucker wihrend dieser Versuchsperiode und durch
Zerfall wihrend der darauffolgenden Periode das Plus an Zucker der
neutralisierten Fliissigkeit erkliren konnte. Um die Berechtigung
einer solchen Anschauung zu beweisen, miifte man in der alkali-

neutral

T

1) E. 1. Lesser, diese Zeitschr. 102, 304. 1920.
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Versuch 8. Durchspiilung mit Adrenalininalkalischer
und wieder neutralisierer Lésung.

Schildkrite (330 g), Leber 14,7 g. - 10. II. 1914.
Durchsptilung Abflug Zucker
Zeit Dauer | Att d- Durch-fabsolute | pro jabsolute | pro Min. u. | Durch-
splilungs- Menge | Min. | Menge |prog Leber: schnitts-
Min. flitissigkeit ccm ccm mg mg !wertinmg
3r20°—3h 30’ | 10 A 84 8,4 | 6,552 0,045 |
3b 30’—3h 40°| 10 A 74 741 8,74 0,059 |} 0,049
3h 40/—32 50" | 10 A 66 6,6 | 6,2 0,042
3b55'—42 02| 7 C 103 | 14,7 3,19 0,031 l
40 02'—4h 117| 9 C 100 (11,1} 3,1 0,024 :; 0,028
4b11/—4h 32/} 21 C 122 581 6,2 0,021
neutralisiert
40 32'—4h 3771 5 D 50 1100} 5,18 0,071 } 0,09
40 37—4b 42| B D 47 | 94]833 | o11 |

Durchsptilungsflussigkeit A = Ringerlésung (s. Versuch 1), C=900 ccm
konz. Ringerldsung + 6 ccm Adrenalin + 25 ccm °/,o-NaOH a. d. 1000 cem,
D = C, durch die berechnete 2/,,-HCl neutralisiert.

nisierten Fliissigkeit soviel Glykogen nachweisen kénnen, als dem

Zucker in der darauffolgenden Periode in der Durchspiilungsfliissig-

keit entspricht. Durch Fallung haben wir uns von der Anwesenheit

von Glykogen in der alkalischen Durchspiilungsfliissigkeit niemals

Adrenalin-Ringerldsung 6 : 1000000 iiberzeugen konnen. Quan-
alkalisch neutral | .

titative Untersuchungen sind

or ;| freilich nicht gemacht worden.
NM Sie sollen, sobald Schildkréten
Ea,aa— wieder erhiltlich sind, nach-
4%~ P geholt werden. Jedenfalls ist
oou~ \\7\‘ aber diese Entscheidung fir
a0~ ' - die Feststellung der hemmen-

0 >0 W0 5 gy W0 den Wirkung von Alkali auf
Abb. 9. Graphische Dapsteltung: Versuch 8. die Zuckerproduktion durch

nd. dam mentraiislerter Ringerlomung. pro Adrenalin belanglos.
Minute und g Leber ausgesplilte Dextrose in mg. DaB3 Adrena.lin, im K6rper
kreisend, seine Wirksamkeit verloren hat, ohne vollkommen zer-
stort worden zu sein, wurde zwar schon ofters mitgeteilt. Es
sei z. B. auf die Versuche von Weiss und Harris!) hin-
gewiesen, die an einer Schwimmhaut des Frosches die vaso-

constrictorische Wirkung des Adrenalins abklingen lieBen, erst

1 0. We;ss und I. Harris, Arch. f. d. ges. Physiol. 103, 510. 1904.
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dann die Klemme an der Arteria iliaca der anderen Seite liif-
teten, und jetzt an der Schwimmhaut dieses bisher nicht durch-
bluteten (acidotischen?) Beines eine deutliche Vasokonstriktion
beobachten konnten. Auch Ehrmann!) und Kahn?) hat zu einer
Zeit, zu der der nach Adrenalininjektion gesteigerte Blutdruck
anf die Norm abgesunken war, eine Adrenalinvermehrung im
Blut nachgewiesen. Hingegen kommen I. de Vos und M. Koch-
mann3) und Jackson4) auf Grund ihrer Untersuchungen, und
spater Trendelenburg®) auf Grund von einwandfreien Ver-
suchen am Loewen’schen Froschpriaparat zum entgegengesetzten
SchluB. Straub erklirt sich die kurze Dauer der Adrenalin-
wirkung so, daB das Adrenalin nur in dem Augenblick seines
Zelleintrittes seine Wirksamkeit entwickelt, wihrend das Adrenalin
auBerhalb der Zelle oder das bereits in die Zelle eingetretene
Adrenalin unwirksam bleibt. Es wire vielleicht nicht unmdéglich,
sich vorzustellen, daB die Alkalinisierung des Mediums den Zell-
eintritt des Adrenalins hemmt®) und die Sduerung ihn be-
schleunigt.

Zusammen{assung.

1. Die Saureglykosurie geht, im Gegensatz zur Piqure- oder
Adrenalin-Glykosurie, am Kaninchen ohne Leberanschoppung
einher. 3

2. Am Kaninchen fiihrt die subcutane Adrenalininjektion zu
einer méachtigen Acidose (neuerdings auch von Peters und
Geyelin festgestellt).

3. Von vermehrt auftretenden Sauren ist bisher die Milch-
siure nachgewiesen: nach Adrenalininjektion ist der Milchsidure-
gehalt der ‘Kaninchenleber im Mittel etwa auf das Dreifache

gesteigert. .

1) Ehrmann, R., Arch. f. exp. Path. u. Pharmak. 53, 97. 1905.

2) Kahn, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 396. 1912. -

3) 1. de Vos und M. Kochmann, Arch. internat. de Pharma-
codyn. 14, 81. 1905.

4) I. Jackson, Americ. journ. of Physiol. 23, 226. 1908.

%) Trendelenburg. 1 c.

) Das bezieht sich natfirlich bloB auf die glykogenmobdxslerende
Wirkang des Adrenalins, die von der toxischen Wirkung, die O. Léw
(diese Zeitschr. 85, 205. 1918) z. B. an Spirogyren studierte, auseinander
zu halten ist.



40 H. Elias und U. Sammartino: Kohlenhydratstoffwechsel.

4. Acidose und Steigerung der Milchsiureproduktion nach
Adrenalininjektion beginnen jedenfalls noch in der ersten Stunde
und dauern mindestens iiber 3!/, Stunden an.

5. An der durchspiilten Kaltbliiterleber wird durch Alkali
die zuckerausschwemmende Wirkung des Adrenalins gehemmt.
Die so unwirksam gemachte Adrenalin-Ringerlosung erweist sich
aber noch an derselben Leber als wirksam, sobald das zugefiihrte
Alkali durch Saurezusatz neutralisiert ist. )

6. Die auf Adrenalininjektion im Warmbliiter entstehende

«Sdure diirfte ein wichtiger, unterstiitzender Faktor bei der Ent-
stehung der Adrenalinglykosurie sein.

Nachtrag beider 2. Korrektur: Zur Zéit der Abfassung
dieser Mitteilung waren die neueren englischen und amerikanischen
Arbeiten iiber das Thema der Acidose hier noch nicht zuginglich.
Da sich durch diese Feststellungen unsere Ansichten iiber die
Wirkung des O,-Mangels und der Erstickung andern missen und
sich dadurch auch gezeigt hat, daB bisher unter dem Ausdruck
Acidose ganz verschiedene, zum Teil entgegengesetzte Zustinde
zusammengefa3t wurden, wird es notwendig sein, durch noch
anzustellende Versuche zu zeigen, in welche Gruppe von Zustinden
die Adrenalin-Acidose einzureihen ist. Es wire moglich, daB auf
Grund dieser neuen Versuche die Deutung der hier beschriebenen
Tatsachen in dem einen oder anderen Punkt noch eine Ande-
rung erfahrt.



Uber einen aus normalem Menschenharn durch Behand-
lung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd erzeugten, rein
dargestellten roten Farbstoff.

Von
Paul Hari.

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Budapest.)
(Esngegangen am 11. Februar 1921.)
Mit 1 Abbildung im Text.

Es ist schon mehrfach versucht worden, den roten Farbstoff
zu isolieren, der der Ehrlichschen Aldehydreaktion zugrunde liegt.
Auch ich machte den Versuch, bin jedoch, wie hier gleich voraus-
geschickt werden soll, zu einem von meinem urspriinglichen ab-
weichenden Ziele gckommen. Es gelang mir némlich, einen roten
Farbstoff rein darzustellen, der aus jedem, auch normalem Harn,
durch Behandlung mit dem Ehrlichschen Reagens gewonnen werden
kann, der jedoch nicht identisch ist mit dem Farbstoff, der
in gewissen pathologischen Harnen der starken roten Aldehyd-
reaktion zugrunde liegt.

Den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen bildete die bereits
von fritheren Autoren her bekannte Tatsache, daB in Harnen,
die zimmerwarm die Aldehydreaktion nicht geben, dieselbe im
vorher erwiirmten Harn mehr oder minder stark positiv ausfillt.

Zur Darstellung meines Farbstoffes hat sich folgendes nach
und nach ausgebildete Verfahren am besten bewihrt.

Darstellung: 10—151 frischen Harns vom normalen
Menschen, der keine Arzneien (Abfithrmittel) zu sich genommen
hat, werden am Wasserbad auf ungefiahr !/,—!/,, Volumen ein-
gedampft, von allenfalls abgeschiedenen Salzen abgegossen und
mit einer 20 proz. Lésung von Bleizucker gefillt. Die Bleilosung
wird portionsweise hinzugefiigt, und zwar so lange, bis in einer
kleinen herausgenommenen Probe (3—4 ccm) des Harns auf Zusatz
von konz. NH, eine starke wolkige Triibung oder hiéchstens ein



42 P. Hairi:

geringer Niederschlag erzeugt wird (also weder eine blo geringe

Tritbung, noch ein massiger Niederschlag). Nun wird filtriert, -

das blaBgelbe Filtrat in einem Becherglas am Drahtnetz bis zum
beginnenden Sieden erhitzt, dann vom Drahtnetz genommen und
sofort mit einer 2!/, proz. Losung von p-Dimethylaminobenzalde-
hyd in 25proz. Salzsiure unter stindigem Umriihren versetat.
Hierbei fiirbt sich der Harn mehr oder minder dunkel gelbrot und
man fiigt von dem Reagens solange zu, bis der Harn nicht mehr
dunkler wird. (Ein wéhrend des Erhitzens am Drahtnetz sich aus-
scheidender Bleiniederschlag geht bei Zugabe des Siurereagens
meist glatt in Losung.) Die noch heife Flissigkeit wird nun sofort
in einen groBen Rundkolben aus Jenenser Glas gefiillt und durch
stromendes Wasser, noch besser durch Umschwenken in einem
groBen Behilter (Eimer), dem stindig kaltes Wasser zuflieft,
auf 16—20° C abgekiihlt, was innerhalb 5—10 Minuten erreicht
werden kann. Wihrend der Abkiihlung scheiden sich oft Blei-
salze in groBer Menge in Form eines schweren Bodensatzes aus;
von diesen wird die dariiberstehende Fliissigkeit klar abgegossen
und der weiteren Behandlung zugefiihrt. Diese besteht in folgen-
dem: Die klare dunkelgelbrote Fliissigkeit wird mit anfangs
gréBeren, spiter abnehmenden Mengen von konz. NHj versetzt
und jedesmal sofort energisch umgeschwenkt. Zuweilen bemerkt
man bereits beim ersten Zusatz — meistens jedoch erst bei den
spiteren —, daB die Farbe der Fliissigkeit immer mehr in Weinrot
umschligt. Gleichzeitig sieht man auch, daB durch die spateren
NH,-Zusitze in den oberen Schichten der Fliissigkeit eine Triibung
entsteht, die beim Umschwenken zuniichst noch rasch, spiter
jedoch immer langsamer verschwindet. Zu dieser Zeit muB an
Stelle des konz. NH,, wenn man das Priparat nicht gefahrden will,
stark verdiinntes NH; genommen werden. Auch kann die scharfe
Endreaktion, auf die es wesentlich ankommt, in der nunmehr
bereits sehr dunklen, diffus getriibten Fliissigkeit nicht mehr
wahrgenommen werden. Man fiillt daher ein Reagensglas mit
der Fliissigkeit etwa zur Halfte an, und fiigt einige Tropfen des
verdiinnten NH, hinzu, worauf man ganz genau wahmehmen
kann, daB durch den einfallenden Tropfen eine Triibung entsteht,
die sich beim Umschwenken 16st, wobei aber die Flissigkeit jedes-
mal noch um eine Nuance dunkler weinrot wird. Hilt man das
Reagensglas schief und betrachtet die obere diinne Fliissigkeits-
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schicht mit der Lupe, so sieht man zu dieser Zeit entweder gar
keine suspendierten Teilchen oder aber einen spirlichen, ganz
feinkérnigen Niederschlag von farblosen Bleisalzen, zuweilen aber
auch bereits einige intensiv rotgefirbte Flockchen. Der Inhalt des
Reagensglases wird nun zur Hauptmenge zuriickgegossen, wenig
NH, hinzugefiigt, umgeschwenkt, wieder in ein Reagensglas
abgegossen, mit NH; versetzt usw.; insolange, als bei diesem
Reagensglasversuch die nach NH,-Zusatz eintretende Triibung
nicht mehr verschwindet. Mit der Lupe betrachtet, erweist
sich jetzt die Flissigkeit von feinen Flocken durchsetzt, und
figt man nun noch 1—2 Tropfen hinzu, so sicht man deutlich,
daB in der ganz klaren, beinahe farblos gewordenen Fliissigkeit ein
dichter, flockiger, rotbrauner Niederschlag entstanden ist, der sich
alsbald zu Boden setzt. Auch diese Fliissigkeit wird wieder zur
Hauptmenge zuriickgegossen und diese nun sehr vorsichtig tropfen-
weise mit NH; solange versetzt, bis die diinne Fliissigkeitsschicht
im schief gehaltenen Kolben, mit der Lupe betrachtet, den oben
erwihnten flockigen Niederschlag aufweist. Zu dieser Zeit ist die
Reaktion der Fliissigkeit mit Lackmuspapier gepriift, neutral
oder schwach alkalisch. Hat man zuviel NH; hinzugefiigt, so
entsteht wohl ein weit massigerer, heller gefirbter Niederschlag,
das Priparat ist jedoch verdorben! Nach kurzer Zeit hat sich
der Niederschlag am Boden des Kolbens in Form einer rost- bis
schwarzbraunen Schicht zusammengeballt; ist dies nicht der Fall,
8o war der NH;-Zusatz noch nicht geniigend. Nun wird die ganze
Flaissigkeit aufgeriihrt, auf ein Nutschenfilter aufgegossen, abge-
saugt, und der Niederschlag am Filter mit destilliertem Wasser
gewaschen.

Der noch feuchte Niederschlag wird, sobald er wihrend des
Absaugens rissig zu werden beginnt, mitsamt dem Filter, oder
wenn mdéglich, nachdem er in Form einer zusammenhingenden
Lage vom Filter abgezogen wurde, in einer Schale mit wenig
zimmerwarmem 96proz. Alkohol iibergossen, in dem sich der
Farbstoff sofort mit einer schonen roten Farbe 16st. Der erste
Auszug wird in ein Reagensglas gegossen, zum Niederschlag noch
ein zweites Mal — jedoch nicht éfter — wenig frischer Alkohol
hinzugefiigt und dieser zweite Auszug mit dem ersten vereint.

Es bleibt nun eine noch immer stark gefirbte, bleihaltige
Masse zuriick, die noch reichlich, wenn auch weniger gut léslichen,
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Farbstoff an den Alkohol abgibt; doch ist dieser von mehr braun-
lichem Stich und ist mit dem darzustellenden nicht identisch;
dieses Extrakt ist also nicht mehr zu verwenden.

Der den schénen roten Farbstoff epthaltende alkoholische
Auszug darf aus spiter zu erwihnenden Griinden dem direkten
Sonnenlicht auch nicht fiir eine Sekunde ausgesetzt werden und
soll auch vor grellerem diffusen Licht geschiitzt werden.

Der Auszug wird im Reagensglase mit so viel Wasser versetzt,
daB eine im auffallenden Licht sichtbare Triibung entsteht;
dann wird die ganze Fliissigkeit in eine Krystallisationsschale
ausgegossen und nun an einem finsteren Ort stehengelassen.
Eine richtige Konzentration des alkoholischen Auszuges, die
allerdings schwer niher zu definieren ist, gilt als Vorbedingung
fir den richtigen Verlauf des nun folgenden Krystallisations-
prozesses. Denn war die Lésung zu konzentriert, so wird der Farb-
stoff mitsamt allen Verunreinigungen auf einmal, und zwar groBen
Teiles in amorphem Zustande gefiillt; war der Auszug zu verdiinnt,
so bleibt eine Fillung oder Krystallisation iiberhaupt aus. War
aber die Konzentration wenigstens annihernd richtig getroffen,
was bei einiger Ubung durchaus nicht schwer zu erreichen ist,
so wird die Fliissigkeit — die, wie erwiahnt im Reagensglas bloB
in auffallendem Lichte, nicht aber auch in durchfallendem Lichte
getriibt erscheinen darf — in der Schale im Verlaufe von einigen
Minuten bis Stunden intensiv trilbe. Man sicht knapp unter der
Oberflache der Fliissigkeit kleinere und griBere rotbraune Knéuel
sich bilden, die sich im weiteren Verlaufe immer mehr verdichten.
Wird ein Tropfen der Flissigkeit unter ein Deckglas gebracht, so
siecht man zu dieser Zeit bereits die dem reinen Farbstoff an-
gehérende Krystallbildung. Das mikroskopische Bild ist ver-
schieden, je nachdem die Krystallisation rasch (in einigen Minuten)
oder langsam (in einigen Stunden) erfolgt war. Im ersten Fall
sicht man Formen, die Haarknéueln oder dem bekannten Anthrax-
kolonien tiuschend ahnlich sind: ein Konvolut von feineren oder
derberen Fiden, die, wenn sie diinn oder nur in einer Lage ge-
legen sind, blaB gelbrot, wenn sie dicker oder iibereinander ge-
lagert sind, prachtvoll granatrot erscheinen (namentlich bei
kiinstlicher Beleuchtung).

Hat die Krystallbildung lingere Zcit beansprucht, so kommt
es zur Bildung von kiirzeren lanzen- oder schwertihnlichen Ge-
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bilden, die bald einzeln vorkommen, bald biischelfésrmig gruppiert
sind. Zuweilen sieht man auch groBere Gebilde, iiber- und iibersit
mit kleinen und kleinsten sekundiren nadel- und spieBférmigen
Auflagerungen. Bei dieser ersten Krystallisation sieht man unter
dem Deckglas sehr hiufig und in wechselnder Anzahl feinste
Kiigelchen oder amorphe Schollen eines roten Farbstoffes, weiter-
hin hellgelbe Nadeln, die offenbar dem freien, unverinderten Alde-
-hyd angehéren.

Nachdem eine weitere Bildung von Krystallen nicht mehr
erfolgt, d.i langstens nach 24—48 Stunden, wird durch ein kleines
Filter gegossen, und der Niederschlag dort griindlich gewaschen.‘
Dabei ist es zweckmiBig, die lockere Krystallmasse jedesmal,
nachdem das Waschwasser abgelaufen ist, mit einem moglichst
diinnen Strahl aus der Spritzflasche vom oberen Rand und von den
Seiten des Filters allméhlich seiner Giinze nach gegen die tiefste
Stelle des Filters zu dringen. Wenn nachher das Filter bei Zimmer-
temperatur trocken geworden ist, 1aBt sich der so behandelte
Farbstoff in Form eines konisch geformten Klumpens entfernen,
withrend er sonst in diinner Lage dem Papier angetrocknet, schwer
davon loszulosen ist. '

Der auf diese Weise erhaltene Farbstoff, der noch Verun-
reinigungen der oben beschriebenen Art enthalt, wird behufs
Umkrystallisierung in 96 proz. Alkohol gelést und auf die oben
beschriebene Weise wieder zum Krystallisieren gebracht.

Man hat es iibrigens dadurch ziemlich leicht, zu reinsten
Priiparaten zu gelangen, weil sich der Farbstoff in seiner Alkohol-
l6slichkeit von den unerwiinschten Beimengungen genug wesent-
lich unterscheidet. Unser frisch gefillter bzw. krystallisierter Farb-
stoff ist namlich, — frisch abgesaugt eine recht lockere Magse —,
in Alkohol geradezu spielend leicht, jene Begleitsubstanzen sind
hingegen weniger gut 16slich. Hat man es also mit einem, wenn
auch stark verunreinigten Priparate zu tun, so braucht man nur
die Masse mit Alkohol zu iibergieBen, einige Male umzuschwenken
und zu filtrieren; aus dem Filtrat krystallisiert lingstens beim
zweiten Umkrystallisieren reinster Farbstoff heraus.

Auch fallt es nicht schwer, von einem Farbstoffklumpen,
der aus dem trocken gewordenen Filter in einem Stiick heraus-
fallt, zu beurteilen, ob der Farbstoff in annihernd reinem Zu-
stande sich befindet oder noch stark verunreinigt ist: im ersten
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Falle haben wir es mit einer blitterigen Masse von schon dunkel
kupferroter Farbe und eigentiimlichem Glanz zu tun, der teils
an Fett-, teils an Seidenglanz erinnert, im letzteren aber mit
einer dunkel- bis schwarzbraunen Masse von mehr kornigem
Gefiige.

Ausbeute. Die Ausbeute ist bei diesem Verfahren, das
offenbar noch sehr verbesserungsfihig ist, eine recht geringe.
Aus 101 frischen Harns sind nicht mehr als 2—6 cg zu erhalten,
von denen noch ein ansehnlicher Teil beim Umkrystallisieren ver-
lorengeht, so, daB durchschnittlich bloB 1—3 cg einer duBerst
voluminésen und lockeren Krystallmasse erhalten werden.

Ich habe auBler dem oben beschriebenen noch mehrere Wege einge-
schlagen, um den Farbstoff aus dem durch NH,-Zusatz erzeugten Nieder-
schlage, wo ich ihn mit Recht stark angereichert vermutete, zu isolieren.
Wird z. B. der Niederschlag in Wasser suspendiert, dann reichlich Ather
zugefiigt, und nun energisch geschiittelt, so erhiilt man einen citronen- bis
orangegelben Auszug; wird dieser erst am Wasserbade eingeengt, dann in
einem nicht vollkommen verschlossenen Wageglischen, aus dem der
Ather nur ganz allméhlich verdampfen kann, stehengelassen, so bilden sich
am Boden des Glaschens bis zu mehrere Millimeter lange spieBihnliche,
schwarzrote bis -braune Krystalle. Stérend wirkt dabei, daB bei dem be-
kannten Hinaufkriechen der dtherischen Losung lings der Innenwand des
GefiBes der Farbstoff und verschiedene Verunreinigungen nebeneinander
zur Ausscheidung kommen.

Auch habe ich versucht, den ersten alkoholischen Auszug direkt zur
Krystallisation zu bringen, hatte aber dhnliche Schwierigkeiten wie an der
étherischen Lésung.

Krystallform. Hieriiber wird am SchluB ausfiihrlich
berichtet.

Loslichkeit. Der Farbstoff ist in Athylalkohol, besonders
in frisch gefilltem Zustande, leicht léslich; verdiinnte Lésungen
sind hell-rosenrot, mehr konzentrierte matt-gelbrot, noch kon-
zentriertere dunkel-weinrot.

Auf Zusatz von Salzsiure schligt diese Farbe sofort in Gelb
um, wihrend Ammoniak keine sichtbare Verinderung erzeugt.

Mit Athylather und Chloroform erhilt man je nach der Kon-
zentration citronen- bis orangerote Lésungen, in Benzol solche
von mehr sattgelber Farbe. Amylalkoholische Lésungen sind
rotlichgelb. In Wasser ist der Farbstoff unléslich.

Tinktionsfihigkeit. Die Tinktionsfihigkeit des Farb-
stoffes ist eine geradezu enorme: durch kleinste Mengen, die einem
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Glasgefie kaum mehr sichtbar als Verunreinigung anhaften,
wird Alkohol, in einer Menge von 50—100 ccm hinzugefiigt, noch
recht intensiv rot gefiarbt.

Schmelzpunkt. Der umkrystallisierte Farbstoff schmilzt
augenscheinlich ohne Zersetzung unscharf zwischen 215 und
225° C. Zunichst erfolgt im Schmelzrohrchen erst an den Rand-
partien eine Verfliissigung, die sich erst bei einer hoheren Tem-
peratur gegen die mehr zentral gelegenen Teile erstreckt. In
Tabelle I ist das Ergebnis der an 12 Praparaten je 2mal vor-
genommenen Bestimmungen eingetragen.

Lichtabsorption. A. In alkoholischer Lisung. Bereits eine sehr
stark verdiinnte alkoholische Lisung des Farbstoffes weist bei der einfachen
spektroskopischen Priifung ein einziges, sehr dupkles, charakteristisches
Absorptionsband in Griin auf, das sich, an Intensitit allmahlich abnehmend,
tief in Blau hinein erstreckt. Zunichst habe ich die Stelle der maximalen
Absorption mittels des von Martens und Griinbaum verbesserten neuen
Konigschen Spektrophotometers, das ich in meinen fritheren Unter-
suchungen!) an verschiedenen Blutfarbstoffen verwendet habe, festgestellt:
sie befand sich im Spektralaussohnitt 511,1 —504,0 uu, also an der Stelle
307,5 uu. An dieser Spektralstelle habe ich dann an allen weiteren von mir
dargestellten und unkrystallisierten Priparaten den spezifischen Extink-
tionskoeffizienten bestimmt.

Auch diese Daten sind in Tabelle I eingetragen.

Tabelle 1.
Spezif. Ext.- Spezif. Ext.-
Koeft. bej | Schmelz- Koefl. bel | Schmelzpunkt
Priparst | °5/11 bis punks Priparat | “o1i 1 bis i
504,68 416 6504,6 21
»Hu' II 113 215—-210 XLII B 116 2156—219
210—222 216—219
»Hu* 11T 116 212—218 XLIII 114 212—218
212—215 212—215
XXXVIIa/b 112 212—216 XLV 118 217—220
212217 216—218
XXXIX 99 213—218 XLVI 114 217—224
! 212—219 212—230(2)
XLIB - 114 216—218 Ale. I 119 220—224
215—217 215—225
XLI A/C 110 217-219 Alc. 11 118 218—225
218—223 212—222

Aus den Werten in Tabelle I konnte auch das Absorptionsverhiltnis
fiir die Spektralstelle 511,1 —504,6 uu berechnet werden; es betrigt im Mittel
aller dort mitgeteilten Versuche 0,00000880. Es entspricht dies einer
geradezu enormen Lichtabsorption, wenn man bedenkt, daB das Absorp-

1) Diese Zeitschr. 95 und 103.
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tionsverhaltnis des Oxyhdmoglobins auf der Hohe des zweiten in Griin
gelegenen Streifens 0,001168 betrigt, also etwa das 120fache!

B. In itherischer Losung. An einem meiner Priparate habe ich die
Stelle des Maximums der Lichtabsorption auch in der étherischen Lisung
des rein dargestellten Farbstoffes bestimmt: sie befand sich viel tiefer in
Blau, und zwar etwa bei 486 uu.

Graphische Darstellung der Lichtabsorption der alkoho-
lischen Lésung. An einigen Priparaten habe ich die Lichtabsorption
nicht nur an der Stelle des Maximums, sondern auch an zahlreichen anderen
Stellen des sichtbaren Spektrums festgestellt und die spezifischen Extihk-

Tabelle II.
Spezifische Extinktions-Koeffizienten A
des rcinen Farbstoffes der
:};:tm‘itt Priparat Priparat Priparat Mittel- (V?m)
pu wAle. I4%) 43%%) 87 a/b***) werte gungen
653,9—638,5 — 0,0517 — 0,0517 0,682
632,6—618,5 — 0,0698 — 0,0898 0,780
613,2—600,7 — 0,115 — 0,115 1,04
595,9—584,7 — 0,277 — 0,277 1,32
588,2—577,6 0,743 —_ — 0,748 -
580,3—570,6 — 1,33 — 1,38 1,73
573,56—563,5 1,80 — — 1,80 —_
566,5—557,0 — 5,86 — 5,86 2,98
563,4—b44,9 — — — —_ 6,10
547,3—539,0 34,4 — — 84,4 -_—
541,4—533,7 — 49,5 ~— 49,6 120
535,9—528,4 65,9 — 61,7 63,8 —
530,7—523,3 — 78,4 — 78,4 18,1
6526,4—b518,3 93,0 — 89,8 91,4 —
520,0—513,6 — 103 — 108 23,2
516,6—509,0 | 115 110 108 111 —_
511,1—-504,6 | 119 114 112 1156 25,1
506,8—500,6 | 118 112 111 114 —
502,3—496,4 | 112 — — 112 24,6
498,0—592,1 —_ 106 101 108 —_
494,0—488,3 | 103 — — 103 23,0
490,0—484,7 — 93,2 89,3 91,2 —
486,3—481,1 90,8 —_ —_ 80,8 20,7
482,1—4717.6 — 85,3 81,5 82,4 —
475,6—470,2 — — 70,0 70,0 —

*) Konz.=0,001008%, **) Konz.=0,000996%,. ***) Konz.=0,00188,

tionskoeffizienten berechnet (Tabelle II). Diese Werte habe ich dann als
Ordinaten in ein Koordinatensystem eingetragen, wo die Wellenlingen der
botreffenden Spektralstellen als Abszissen figurieren (Abb. 1). Des Ver-
gleiches halber habe ich in dasselbe Koordinatensystem den Extinktions-
koeffizienten des Oxyhémoglobins auf der Hohe des 2. Streifens (in Griin)
eingetragen; dieselben erscheinen in Form einer kleinen Kuppe nahe zum
FuBe der Abbildung und zeigen deutlich, wie ungleich geringer die Licht-
absorption des Blutfarbstoffes ist.
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Lichtempfindlichkeit. Wird eine ganz verdiinnte, hell-
rosenrote alkoholische Losung in einem Reagensglas dem direkten
Sonnenlicht ausgesetzt, so schligt ihre Farbe bereits nach einer
Expositionszeit von 2—3 Sekunden in ein dunkleres Rot um,
gleichzeitig nimmt die Lichtabsorption an der Stelle des bereits
erwiahnten Maximums stark ab. Um von dem Grad dieser Abnahme
eine Vorstellung zu bekommen, habe ich an mehreren meiner
Farbstofflosungen den Extinktionskoeffizienten festgestellt, einer-
seits bevor, andererseits nachdem sie (verschieden lang) dem
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Abb. 1.

direkten Sonnenlicht ausgesetzt waren. Der Extinktionskoeffizient
betrug:

Prip. 33 Prip. 37/b Prip. 38
unbelichtet . . . . . . .. 1,00 0,724 1,30
belichtet/. . . . . . . .. 0,493 0,509 0,519
weiter belichtet . . . . . - — 0,369

Wirmebestindigkeit. Man muB sich wohl hiiten, eine
alkoholische Lésung, die zu verdinnt erscheint, um durch Zusatz
von Wasser zur Krystallisation gebracht zu werden, bei hdherer
Temperatur einzuengen, denn bereits im nicht zu heilen Wasser-
bade erfolgt eine mehr oder minder starke Braunung der ur-
spriinglich schén roten Losung. Hingegen bleiben die trockenen
Krystalle, beliebig lang im Vakuum-Trockenschrank bei 60—80°C
verwahrt, vollkommen unverandert.

Biochemische Zeitschrift Band 117. i
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Einheitlichkeit der Farbstoffpriparate. Es ergab
sich die Aufgabe, sicherzustellen, ob ich es in dem Farbstoffe
auch wirklich mit einer einheitlichen chemischen Verbindung zu
tun habe, oder nicht? Wiirde sich der Farbstoff leicht in hin-
reichender Menge herstellen lassen, so hitten ja 3—4 Priparate
geniigt, um an diesen den gewoéhnlichen Identititsnachweis
zu fithren ; nun war aber hieran bei den bekannten Schwierigkeiten
{Beschaffung der entsprechenden Mengen von essigsaurem Blei,
von Aldehyd) nicht zu denken, und es konnten nur Préparate
in einer Menge von bloB je einigen Zentigramm hergestellt
werden. Eine erschopfende Analyse konnte an diesen geringen
Mengen selbstverstindlich nicht ausgefithrt werden; durch Ver-
einigung mehrerer Priparate hiitten sich allerdings hierzu hin-
reichende Mengen ergeben, doch wiire aus diesen Analysen nicht
auf die Einheitlichkeit der zu verschiedenen Malen dargestellten
Priiparate zu folgern gewesen.

Es mufite also der Ausweg gefunden werden, solche Unter-
suchungen auszufithren, die einerseits auch an geringen Mengen
leicht moglich sind, andererseits sich auf eindeutig charakteristische
Eigenschaften des Stoffes beziehen. Als solch Methoden eignete
sich neben der selbstverstindlichen Schmelzpunktbestimmung
insbesondere die spektrophotometrische Priifung.

War die Einheitlichkeit der verschiedenen Priparate auf diese
Weise gewihrleistet, so konnte dann wohl an den zu einer Masse
vereinigten Priparaten eine erschopfende Analyse (wenigstens
nach den neueren Mikromethoden) vorgenommen und aus
diesen Ergebnissen dann weitere gutfundierte Schliisse gezogen
werden.

Bei der spektrophotometrischen Priifung der zu allererst
erhaltenen Priparate ergab sich, daB die an den verschiedenen
Priparaten erhaltenen spezifischen Extinktionskoeffizienten an
der erwihnten Spektralstelle 511,1-504,6 uu durchaus ver-
schieden waren. Ich konnte also schon aus diesem Grunde an-
nehmen, daB die Priparate nicht rein waren. Jedoch bcreits nach
dem ersten Umkrystallisieren, zuweilen aber auch erst beim
zweiten, erhielt ich sehr befriedigend iibereinstimmende Werte,
die im Vereine mit der an denselben Préparaten vorgenommenen
Schmelzpunktsbestimmung eine sichere Gewiahr dafirr abgaben,
daB der umkrystallisierte Kérper auch wirklich rein war.
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Hierfiir bringe ich einige Beispiele. Es betrug der spezifische
Extinktionskoeffizient im Spektralausschnitt 511,1—504,6 pu.

Prap.,Alc.1“ Prip.,Alc. II' Prép.,Hull*“ Prip.,HulIll*

Erste Kryst. 91,9 82,1 81,9 62,1
Umkryst.. . 118 119 119 - 116
Oder aber:
Prap. 42b Prép. 43
Erste Krystallisation . . . . 49,9 56,6
Erste Umkrystallisation. . . 114 76,8
Zweite Umkrystallisation . . 116 114

Andererseits fanden sich auch Priiparate, die gleich beim ersten Male
ganz rein krystallisierten, so z. B.
Priép. 41b

Erste Krystallisation 114
Umkrystallisation 114

Ermoglicht war die auBerordentliche Schirfe der spektro-
photometrischen Reinheitspriifung durch den Umstand, daB der
Korper oder die Korper, die meinen Farbstoff beim ersten Aus-
krystallisieren verunreinigen, an der genannten Spektralstelle einen
weit geringeren Extinktionskoeffizienten haben, der kaum
den vierten Teil des Wertes hat, wie mein Farbstoff an der-
selben Stelle. Es ist also natiirlich, daB an dem noch unreinen
Farbstoff, wie es in obigen Beispielen klar ersichtlich ist, zuniichst
ein geringerer Wert gefunden wird, der dann einem weit héheren
und nunmehr konstanten Wert Platz macht, sobald der Farbstoff
ganz rein erhalten wird.

Ebenso giinstig fiir den Nachweis der Reinheit ist auch das
Verhalten des Schmelzpunktes, der am reinen Priparat recht
hoch, etwa um 220° C herum gelegen ist; wihrend die den Farb-
stoff begleitenden Verunreinigungen, die ich fiir diesen Zweck
einmal eigens isoliert habe, bereits bei 140° C schmelzen. Es ist
also begreiflich, daB z. B. Priaparat 26/27, das einen Schmelzpunkt
von etwa 150—170° C hatte, an der genannten Spektralstelle
einen Extinktionskoeffizienten von bloS 55,6 aufwies; ebenso
begreiflich ist auch das Verhalten von Priiparat ,,Ale. TI*:

spez. Ext.-Koeff. Sochm.-P,, C°
Erste Krystallisation . . . . 82,1 135—160
Umkrystallisation . . . . . . 118 218—225

In voranstehender Tabelle I sind die Daten fiir den spezi-
fischen Extinktionskoeffizienten und den Schmelzpunkt bloB der-

4%
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jenigen unter allen meiner sehr zahlreichen Priparaten einge-
tragen, wo das Material zu einem — evtl. noch wiederholten —
Umkrystallisieren hinreichte.

Man sieht, daB mit Ausnahme des Priparates Nr. XXXIX,
dessen Extinktionskoffizient stark aus der Reihe der tibrigen springt,
alle ibrigen teils recht gut, teils aber vorziiglich Gbereinstim-
mende Werte aufweisen. Auch unter den Schmelzpunkten kommt
bloB bei Priparat XLVI ein fraglicher Wert vor.

Es kann also auf Grund der obigen, von der iiblichen Art ab-
weichenden Priifungen als sichergestellt betrachtet werden, daB
der von mir aus normalem Harn zu sehr verschiedenen
Malen dargestellte Farbstoff rein und von einheit-
licher Natur ist. (Siche hieriiber indessen das Ergebnis der
krystallographischen Prifung am Schlusse.)

Chemische Eigenschaften. Die von mir dargestellten
Mengen des reinen Farbstoffes waren viel zu gering, als daB ich
an denselben mit der mir zur Verfiigung stehenden Apparatur
. und mit den von mir beherrschten Methoden auch nur die not-
wendigsten chemischen Bestimmungen hitte ausfiihren kénnen.
CUber die Ergebnisse solcher mit geeigneter Methodik ausgefithrter
Untersuchungen wird Herr Dr. Hans Lieb, Assistent am medi-
zinisch-chemischen Institut der Universitit Graz, berichten.

Duroh frithere Autoren dargestellte Farbstoffe ahnlicher
oder vielleicht identischer Natur. Préscher?) hat aus dem Harn von
Menschen, die an Typhus, Dysenterie, chronischen Enteritiden erkrankt
waren, mit dem Aldehyd ein rotgefirbtes Kondensationsprodukt erhalten,
das, wie meines, in Alkohol und Chloroform lselich war, sich jedoch von
meinem durch Unléslichkeit in Benzol und Ather unterscheidet. Eine
€risch bereitete Losung des Proscherschen Farbstoffes weist, spektroskopisch
gepriift, 3 Maxima der Lichtabsorption auf, weicht also von dem meinigen
wesentlich ab; licB aber Formanek, der diese Untersuchungen an dem
Proscherschen Stoffe vornahm, die Losung stehen, so verinderte sich das
Spektrum zusehends noch wihrend der spektroskopischen Priifung, indem
von den 3 Maximis die bei 559 bzw. 510 bzw. 492 uu gelegen waren, das erst-
und das letztgenannte bald verschwanden, wahrend das mittlere bei 510 gz
gelegene verstarkt hervortrat. Dieses letztere stimmt mit dem von mir
gefundenen ziemlich gut iiberein. Fischer und Meyer-Beetz?) haben

1) I;Echer, Zur Kenntnis der Ehrlichschen Dimethylaminobenz-
aldehydreaktion. Zeitschr. f. physiol. Chemie 31, 520. 1900.

?) Hans Fischer und Friedr. Meyer - Beetz, Zur Kenntnis der
Gallenfarbstoffe; IL. Mitteilung. Uber das Verhalten des Urins und das Wesen
der Ehrlichschen Aldehydreaktion. Zeitschr. f. physiol. Chemie 75, 232. 1911.
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einen roten Dipyrrylphenylmethanfarbstoff von sehr groBer Tinktions-
fahigkeit — allerdings nicht aus Harn — dargestellt, von dem sie annehmen,
daB er der Ehrlichschen Aldehydreaktion zugrunde liegt.

Das von Charnas?) bloB in atherischer Losung dargestellte Konden-
sationsprodukt des Urobilinogens mit dem Aldehyd weist einen Absorptions-
streifen auf, dessen dunkelster Teil bei 550—570 uu, also weit rotwiirts
von dem Absorptionsmaximum meines Farbstoffes gelegen ist. Trotzdem -
ist es ganz gut moglich, daB beide identisch sind, denn die ganz abweichende
Lichtabsorption kann durch die Verschiedenheit des Lisungsmittels bedingt
sein: bei mir reiner Alkohol, bei Charnas Ather 4 Alkohol 4 Salzsiure.

Der rote Farbstoff der Ehrlichschen Reaktionen in
pathologischen Harnen. Manche Autoren meinen, daBl die
mehr oder minder starke Rotfirbung, die man auch an normalen
Harnen erhilt, wenn dieser in warmem Zustande mit dem Ehr-
lichschen Aldehydreagens versetzt wird, identisch sei mit der roten
Reaktion, die manche. pathologische Harne im kalten Zustande
geben und die eben als die den Kliniker interessierende positive
Ehrlichsche Aldehydreaktion bezeichnet wird. Auch ich war
dieser Meinung, und zwar auch noch zur Zeit, als meine oben be-
schriebene Methode zur Reindarstellung des Farbstoffes bereits
vollkommen ausgearbeitet war. Als ich aber Gelegenheit hatte,
drei Harne mit positiver Ehrlichscher Reaktion zu priifen, wurde
ich eines besseren belehrt, und kam zur Uberzeugung, daB die
beiden Kondensationsprodukte nicht identisch sind. Das Filtrat
eines mit essigsaurem Blei gefillten Harnes, der eine typische,
starke Rotfarbung in der Kilte gibt, farbt sich ndmlich in der
Kilte mit dem Reagens nicht mehr rot, oder nur noch ganz
schwach rot. Aus diesem Filtrat kann der von mir oben be-
schriebene Farbstoff (durch Behandeln in der Wirme) erhalten
werden, jedoch keineswegs in groBerer Ausbeute, als aus jedem
normalen Harn. Der die pathologische Reaktion verursachende
Kérper ist im Bleiniederschlag enthalten und bleibt auf dem Filter.

Anhang. Herr Privatdozent Dr. Z. v. Toborffy hatte die Giite,
einige mikroskopische Priiparate des frisch umkrystallisierten Farbstoffes zu
untersuchen und wie folgt zu beschreiben. Es sei mir gestattet, ihm fiir
scine freundliche Bemithung an dieser Stelle wiirmstens zu danken.

»»Die allgemeine Form der Krystalle ist — offenbar infolge abweichen-
der Bildungsverhiltnisse — verschiedenartig. In der Mehrzahl der von mir

1) D. Charnas, Uber die Darstellung, das Verhalten und die quan-
titative Bestimmung usw. Diese Zeitschr. 20, 427. 1909.
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durchgesehenen mikroskopischen Priparate bilden sie Trichite oder wellig
gebogene, an beiden Enden zugespitzte Spindeln, die sich zu Garben oder
zu unregelmiBig verfilzten Gebilden gruppieren. Eines der Priparate
enthilt winzige, jedoch regelmiBig entwickelte flach zicgelférmige Krystall-
chen, ein anderes zeigt groBere und auch verhiltnismaBig léngere, jedoch
hohle Skelettkrystalle, in ihrem Inneren mit X-artig gekreuzten starkeren
Balken.

Die stets gerade Extinktion, die rektanguliren Durchschnitte der
besseren Krystalle und der scharf ausgeprigte Dichroismus gestatten die
Annahme einer tetragonalen oder hexagonalen (bzw. trigonalen) Symmetrie,
die nihere Priifung der Skelette deutet jedoch hochstwahrscheinlich auf die
tetragonale Form der Krystalle bin.

Die Farbe des Stoffes ist je nach der Schichtendicke lebhaft zinnoberrot
bis tief blutrot. Bei Anwendung polarisierten Lichtes fallt der sehr betricht-
liche Dichroismus ins Auge, indem die diinneren Krystalle das ihrer Lange
nach schwingende weifle Licht fast unverindert, senkrecht darauf schwin-
gendes Licht hingegen in zinnoberroter Farbe durchlassen. Die dickeren
Krystalle sind unter analogen Verhiiltnissen rotfich-schiefergrau bzw. tief
carminrot gefirbt.

Die Lichtbrechung ist mittelmiBig, die bedeutende Doppeltbrechung
negativ.

In zwei Priparaten fanden sich neben den soeben besprochenen auch
solche Krystall-Leistchen, die in ihrer &uBeren Form wie auch in ihrer geo-
metrischen und optischen Symmetrie den tibrigen Gebilden vollkommen
gleichen, andererseits aber von ihnen ginzlich verschieden sind. Auffallend
ist erstens ihre ziemlich gute Spaltbarkeit nach der Querrichtung, nebst
einer etwas geringeren Spaltbarkeit in der Lingsrichtung, der Prismen.
Weiterhin bemerkt man, da8 ihre Farbe zwar ebenfalls rot ist, jedoch einen
mehr gelblichen Ton besitzt. Auch der bedeutende Dichroismus ist vor-
handen, withrend jedoch an den oben beschriebenen Krystallen die der Liange
nach schwingenden Strahlen es sind, die am meisten absorbiert werden,
verhalten sich die jetzt besprochenen umgekehrt: in der L&ngsrichtung
sind sie feuerrot, senkrecht dazu bedeutend heller, etwa blaB-lachsrot ge-
farbt. Die Lichtbrechung scheint etwas stirker zu sein und die Doppel-
brechung ist positiv.

Alles zusammengefa3t handelt es sich hier hochstwahrscheinlich um
eine fremde Substanz, etwa um eine Verunreinigung der Grundsubstanz
und nicht um abweichend entwickelte Krystalle der letzteren.*



Die Bekimpfung der Cocainvergiftung im Tierversuch.

Von
Agda Hotvendahl (Stockholm).

(Aus dem Pharmakologischet Institut der Universitit Berlin.)
(Eingegangen am 12. Februar 1921.)

Mein Interesse fiir die Cocainvergiftung ist in einer Stock-
holmer Poliklinik durch eine interessante Beobachtung bei einem
10jahrigen Kinde geweckt worden, zu dem man mich wegen
einer akuten Cocainvergiftung berief.

Das Kind wurde im Zustand hochster motorischer Erregung mit
Pupillendilatation, Pulsbeschleunigung und Benommenheit eingeliefert.
Es war eine Viertelstunde vorher mit 10 proz. Cocainldésung zweimal in
der Nase behandelt worden. (Die 2. Aniisthesierung erfolgte auf die nach
Saugbebandlung blutende Schleimhaut; ob Adrenalin auch angewandt
wurde, ist mir leider nicht bekannt, es ist aber an der dortigen Poli-
linik gebrduchlich.) Die in den Handbiichern angegebenen Stimulantia
erschienen bei dem erregten Zustande der Patientin nicht angezeigt,
andere Mittel, z. B. Amylium nitrosum, waren nicht zur Hand.

Ich beschiftigte mich damals gerade mit den pharmako-
logischen Eigenschaften des Pilocarpins und entschlof mich, eine
Pilocarpininjektion von 0,01 g bei dem Kinde zu versuchen. Ich
hoffte dadurch einerseits die erst eingetretene sympathicuserregende
Wirkung des Cocains durch das parasympathisch wirkende Pilo-
carpin kompensieren zu konnen und andererseits durch die rasche
diaphoretische und diuretische Wirkung desselben eine beschleu-
nigte Ausscheidung des Giftes zu erreichen. Die Wirkung der
Injektion war eine erstaunlich rasche. In wenigen Minuten war
die Diaphorese und einige Minuten spiter die Diurese im Gang.
Die Patientin wurde zusehends ruhiger, und das BewubBtsein
kehrte schon nach ca. 10 Minuten zuriick, worauf sie, abgesehen
von einer gewissen Mattigkeit als symptomfrei zu betrachten war.
Ermuntert durch diesen giinstigen Erfolg stellte ich spiater Parallel-
versuche an Hunden an. Es zeigte sich aber hier, daf das Pilo-
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carpin als Gegenmittel bei todlichen Dosen von Cocain an Hunden
vollkommen versagte. Hierbei sei jedoch erwihnt, daB die Ver-
hiltnisse bel Hunden nicht ganz analog sind denjenigen beim
Menschen, z. B. fillt die ganze SchweiBabsonderung mit darauf-
folgender Temperaturherabsetzung bei jenen aus Mangel an funk-
tionstiichtigen SchweiBdriisen fort, beides bedeutsame Faktoren,
da besonders die starke Diaphorese eine schnelle Ausscheidung
des Giftes bedingt. Es wurde sogar eine Temperatursteigerung
bei den Hunden nach diesem Mittel allein beobachtet. Ebenso
zeigten andere gefaBlerweiternde oder diuretische Mittel, z. B.
Amylium nitrosum und physiologische Kochsalzlésung bei schon
eingetretenen Vergiftungssymptomen negative Resultate.

An diesen erfolglosen Fillen hatte ich Gelegenheit, die
Symptome bei letal verlaufenden Cocainvergiftungen nach sub-
cutaner Injektion des Giftes zu studieren. In simtlichen 22 Fillen
von Cocainvergiftung sind die Hunde an Kriampfen eingegangen.
Die Krimpfe waren erst tonisch, dann klonisch, zuletzt tetanisch
und traten in immer kiirzeren Intervallen auf, bis schlieBlich der
Tod in einem lingeren ca. 20 Sekunden dauernden tetanischen
Krampf erfolgte. — Die dyspnoische Atmung und die Cyanose
der Schleimh&ute schienen mir u. a. darauf hinzuweisen, daB die
unmittelbare Todesursache auf Erstickung beruhe, verursacht
durch Behinderung der Atmung infolge der Krampfe. Ich iber-
legte weiter, ob nicht die plétzliche Kohlensiureanreicherung
des Blutes wiihrend des Krampfstadiums ihrerseits durch Reizung
der GroBhirnrinde zu einer Verstirkung der Krimpfe und somit
zu einem unlésbaren Circulus vitiosus fithren kénnte. — Denselben
Verlauf beobachtete ich bei Katzen, weniger deutlich bei Kaninchen
und Meerschweinchen, welche auch wihrend des Krampfstadiums
zugrunde gingen, aber nicht immer im AnschluB an einen lingeren
Krampf. In der Literatur finden sich Angaben, wonach bei Ver-
suchstieren der Tod in einem nach Krimpfen eingetretenen
komatosen Stadium erfolgt. Auch ich besitze unter 31 todlich
verlaufenen Hundeversuchen 3 Fille, wo die Tiere am Morgen
verendet aufgefunden wurden — also die Frage des voraus-
gegangenen komatdsen Stadiums offengelassen werden muB. Eine
Katze ist im komatosen Stadium am 6. Tage nach der Cocain-
injektion eingegangen. (Die letztgenannten Fille sind mit Gegen-
mitteln behandelt worden, daher keine reinen Fille.) Ich fragte
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mich nun, ob nicht die Folgen der bedrohlichen Vergiftungssym-
ptome hintangehalten werden konnten, bis das Gift allméhlich
teils zerstort, teils ausgeschieden worden wire. Dies konnte da-
durch erreicht werden, daB man versuchte, durch Unterdriickung
der Krampfe einerseits den Erstickungstod zu vermeiden und
andererseits das evtl. den Krimpfen folgende Erschopfungs-
stadium bzw. das komatise Stadium zu mildern. DaB die Krimpfe
durch Reizung der GroBhirnrinde hervorgerufen werden, ist bereits
experimentell festgestellt worden [Feinberg und Blumenthal?),
Morita?)]. Sie bleiben aus nach Entfernung des GroBhirns sowie
bei denjenigen neugeborenen Tieren, deren GroBhirnrinde bei der
Geburt noch nicht reizbar ist. Um denselben Erfolg durch weniger
eingreifende Methoden zu erreichen, versuchte ich es, die Reiz-
barkeit der GroBhirnrinde durch Schlafmittel herabzusetzen.
Dieser Gedankengang fithrte zu den vorliegenden Versuchen mit
Chloralum hydratum, Natrium didthylbarbituricam und Scopol-
aminum hydrobromicum.

Die genannten Mittel habenglen Vorzug, daB sie
auBer der Herabsetzung der Reizbarkeit der Gro8hirn-
rindeauch GefaBerschlaffungunddadurch Regulierung
des frequenten Pulses samt Temperatursenkung her-
beifihren, wodurch diese Mittel die reizende Wirkung
des Cocains auf das sympathische System kompen-
sieren. Die Atmung wird durch diese Mittel auch be-
ruhigt.

Fir die ersten Versuche verwendete ich Morphium und
Chloralhydrat. Folgendes Experiment hat nun gezeigt, daB
Morphium nicht das beste Mittel der Wahl ist. Einem Hunde von
10,7 kg, dem ich eine Cocaindosis von 0,03 g pro kg verabreicht
hatte, injizierte ich eine Dosis von Chloralhydrat (2,25 g) und
Morphium (0,04 g) mit dem entmutigenden Erfolge, daB der
einsetzende Atemstillstand erst nach einstiindiger kiinstlicher
Atmung wieder behoben werden konnte. 12 Tage spéter wurde
der Versuch mit derselben Dosis Chloralhydrat und Cocainum
hydrochloricum aber ohne Morphium wiederholt, worauf kein
Atemstillstand eintrat. Der 3. Versuch mit demselben Hunde
im symptomfreien Stadium und nur mit derselben Dosis Cocai-

1) Feinbergund Blumenthal, Berl. klin. Wochenschr. S. 166. 1887.
*) Morita, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 78, 208. 1915.
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num hydrochloricum pro kg (das Tier nahm wihrend der
3 Versuchsperioden tibrigens an Gewicht nicht ab) ergab ein krif-
tiges Krampfstadium mit nachfolgender Erschépfung ohne koma-
toses Stadium und ohne Atemstillstand, ein schlagender Beweis
dafiir, daB der Atemstillstand im ersten Versuch auf Morphium
zuriickgefithrt werden mu8. Morphiumistalsoinderartigen
Fallen meiner Ansicht nach zu verwerfen (sieche auch Ver-
such, Tabelle II).

Ich mochte hier bemerken, daB auch die ersten Versuche
zur Ermittlung der geeigneten Dosierung der Gegenmittel in den
Tabellen mit aufgenommen sind.

Yersuche an Hunden.

I. Versuche an Hunden zur Feststellung der todlichen Cocaindosis.
Samtliche 22 Versuche zeigen, daB die todliche Dosis bei 0,03 g pro kg
liegt, wenn dieselbe subcutan mit 10 proz. Cocainlésung eingefithrt wird.
Das Tier geht nach ca. 20 Minuten zugrunde. Als Beispiel dienen folgende
Protokolle:

[ ]
Gewicht | Cocain. hydro-
Versuchs- Tag des Tieres | chlor. 10 proz. Bemerkungen
nummer Losung
1920 kg
1 i TV, 114 8,42¢cecm = 0,08 g | 4b 10/ Cocaininjektion ; nach Auf-
i pro kg regung 4b 15’ t. 4 kl. Kr. 4h 20’
! Exitus in tet. Er. Atemtod.
16 |19, VIIL 126 38 ccm =0,08g | Temperatur vor Beginn 89° C.
Dasselbe Tier }I pro kg 8h Cocaininjektion; 8h 08’ nach
wie in Versuch | mot. Erregung t. + kL. Kr. n tet.
Nr. 8, 1v. | Kr. ibergehend mit immer kilr-
g zeren Pausen bis 8b 21°. Atem-
k tod nach einem 20 Sek. langem
\! tet. Kr. 3:2(0’, Temperat. 43° C.

IL. Positive Resultate mit Chloralum hydratum.

In den 9 Versuthen sind bei Nr. 1 0,02 g pro kg, Nr. 2—7 0,03 g
pro kg und Nr. 8 und Nr. 9 0,04 g Cocainum hydrochloricum pro kg Tier
gegeben. Nr. 1, Nr. 3—7 sind mit ca. 2 g Chloralhydrat (50 proz. Lésung)
2—6 Minuten nach der Cocaininjektion behandelt worden. Nr. 2 und Nr. 8
haben Chloral ca. 10 Minuten vor der Cocaininjektion erhalten. Bei Nr. 9
wurde intravends Chloral (0,1 g pro kg) nach der Cocaininjektion gegeben.
Ein Tier, Nr. 1, 2, 4 im Prot., ist 3mal mit ca. 12tigigen Zwischenriumen
edesmal mit derselben Menge Chloral (das erstemal erhielt es freilich nur
0,02 g pro kg Cocain) behandelt worden. Es zeigte wihrend der Intervalle
keine Vergiftungssymptome und nahm auch an Gewicht nicht ab. Der im
2. Versuch eingetretene Atemstillstand ist mit Wahrscheinlichkeit auf Mor-
phium zuriickzufiihren. (Bei dem 10 kg wiegenden Hund trat der — nach
einigen Minuten kiinstlicher Atmung behobene — Atemstillstand namlich ein,
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nachdem er 0,025 g Mo. und nur 1 g Chloral erhalten hatte.) DaB bei der

vierten Wiederholung des Versuches das Leben nicht gerettet werden

konnte, ist moglicherweise auf eine gesteigerte Empfindlichkeit dem Gifte

gegeniiber zu bezieben, weil die Cocainwirkung schneller eingetreten ist.
Als Beispiel dienen folgende 3 Versuche:

Versuchs-
nummer

|

Tag

Gewicht
des
Tieres

kg

Cocain. hydro-
chlor., 10 proz.
Losung

Chlor. hydr.,
50 pros.
Losung

g derLdsung]

Bemerkungen

]
Dasselbe Tier'
wie in Versuch

Nr.4,1.

3
Dasselbe Tier
wie in Yersuch
Nr. 1, IV und

Nr.5, 1.

9
Dasselbe Tier
wie in Versuch

Nr. 2, L.

H'&vn.

30. V1.

12 VIII,

108

7.6

9,7

8,1 ccm =0,08¢g
pro kg

225¢ccm = 0,08¢
pro kg

88 ccm =0,04g
pro kg

2

22 =08¢g
pro kg

1
(6proz. L5-
sung Intra-

venos)

4h 80" Cocaininjektion; 4b 86’ bis
4h 88" Chloralhydratinjektion
(vorher Steifigkeit in Hinter-
beinen u. Unruhe); 4b 45 8Stlg.
t. Kr., 4h 48" schw. k1. Kr., 4b 55’
keine Kr., 5b 20° wild, 5h 25’ er-
folgloser Versuch auf die Beine
zu kommen (Balancestdrung),
6b 80’ lAuft mit Schwanken.
9.VIL. 1920 anscheinend gesund.

4h 10’ Cocaininjektion, nach Er-
regung 4b 15° subc. Injektion
von Chloralhydrat (1,6 g); Stel-
figkeit in den Hinterbeinen. So-
fort nach derletztenInjekt.4b 50”
schlift, Tier 5k 80" Atemstill-
stand, kiinstliche Atmung, nach
einigen Minuten natiirliche At-
mung, 6t 40’ schw. t. + kl. Kr.
6h Chloralhydrat (0,25 g subc.).
6h 156’ schw. Kr. Chloralhydrat
(0,6 g sub.). 6h 55’ ruhig. Th 40’
wirft sich umher. 8h 40° 1&uft
mit Balancestirung. 10b trinkt.

4b 58’ Cocaininjektion; 4h 59’ Er-
regung, Steifigkeit in den Hin-
terbeinen; b 02’ Chloralhydrat-
injektion (Ohrvene lauwarme
Lésung); nachher keine Unruhe,
keine Kradmpfe. 8itzt auf der-
selben Stelle bis 7b 80°, steht
dann sauf, schlapp, geht mit
Schwanken. 18. VIII. 1920 trigt,
trinkt, symptomf{rei.

Samtliche Versuchstiere sind nach ca. 12 Tagen in symptomfreiem
Zustand mit 0,03 g pro kg Cocainum hydrochloricum getiotet worden.
Die 9 positiven Versuche beweisen, da man mit 0,04 g Cocain pro kg

vergiftete Hunde durch 0,1 g pro kg Chloralhydrat intravenss oder mit
0,03 g Cocain pro kg vergiftete Tiere durch ca. 0,2 g pro kg Chloralhydrat
subcutan retten kann.

III. Negative Resultate mit Chloralum hydratum.

In simtlichen 5 Versuchen sind 0,03 g pro kg Cocain gegeben, mit Aus-
nahme von Nr. 6: 0,05 g pro kg. Versuch Nr. 1 ist mit 0,49 g pro kg Chloral-
hydrat behandelt mit dem Erfolg, daB der Tod nach 20 Stunden eingetreten
ist, wahrscheinlich durch die zu hohe Chloraldosis verursacht. (Dies war
mein erster Versuch.) Das 3. Tier hat wahrscheinlich einen Teil des Cocains
intramuskuldr oder vielleicht intravenos erhalten, weil nach Herausziehen
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" der Spritze eine Blutung eingetreten ist. Nr. 4 ist ein Schaferhund, der auf
den 1. Versuch mit Scopolamin nur mit tonischen Krimpfen reagierte,
bei einem Versuch mit Choralhydrat aber an einer frith eintretenden Cocain-
wirkung zugrunde gegangen ist. Bei Nr. 5 ist die Todesursache schwer fest-
zustellen, da das Tier nach anfinglichen bedrohlichen Vergiftungserschei-
nungen sich beruhigte, am nichsten Morgen aber tot aufgefunden wurde.
Es bleibt dahingestellt, ob vielleicht das Chloralhydrat trotz der hohen Dosis
(1,25 g intravends, 1,5 g subcutan) nicht geniigend kraftig wirkt bei einer so
hohen letalen Dosis Cocain (0,05 g pro kg) oder ob beide Mittel zusammen
in hohen Doeen eine Atemlihmung herbeifiihren.

1V. Positive Resultate mit Natrium didthylbarbituricum.

In simtlichen 13 Versuchen sind Nr. 1—4, Nr. 6 und 7 mit 0,03 g, Nr. 5,
Nr. 8, 9 und 10 mit 0,04 g, Nr. 11 und 12 mit 0,05 g und Nr. 13 mit 0,06 g
Cocain. hydrochlor. pro kg subcutan injiziert worden. Nr. 1 ist um so
bemerkenswerter, als das Tier 9 Tage friiher mit Chloralhydrat als Gegen-
mittel gegen Cocain behandelt worden ist (siche Versuch Nr. 3), und
damals auBer vorhergehendem Atemstillstand wohl schwache, aber
doch deutlich sowohl tonische als klonische Krimpfe aufgewiesen hat; in
beiden Fillen war die Injektion gleich lange Zeit, 5§ Minuten, nach der
Cocaininjektion vorgenommen worden. Eine entsprechend hshere Dosierung
des an und fiir sich wirksameren Veronalnatriums konnte hierbei vielleicht
mitgewirkt haben, andererseits muf aber mit der bei Wiederholung der
Versuche manchmal nachweisbaren gesteigerten Empfindlichkeit ftir Cocain
gerechnet werden.

Als Beispiel diene folgendee Protokoll aus Tabelle IV (S. 61). i

Samtliche Tiere sind in symptomfreiem Zustand ca. 12 Tage nachher
mit Cocainum hydrochloricum, 0,03 g pro kg, getétet worden.

Die Versuche mit 0,03 g pro kg Cocainum hydrochloricum gliickten
alle und die geeignetste subcutane Dosis von Veronalnatrium scheint mir
die bei Nr. 8 gegebene zu sein, wo der Hund nach 0,12 g pro kg eine Stunde
spiter munter herumlief, trotzdem die Injektion von Natrium didthyl-
barbituricum 8 Minuten nach der Cocaininjektion vorgenommen wurde,
und Steifigkeit in den Hinterbeinen schon eingetreten war. In dem Fall
mit 0,04 g pro kg Cocainum hydrochloricum diirften 0,18 g pro kg Natrium
didthylbarbituricum subcutan die geeignetste Dosis sein. In Fall 5 mit
0,38 g pro kg scheint die Dosis zu groB gewesen zu sein, weil sie einen
Schlaf von {iber 24 Stunden hervorgerufen hat; die am nachsten Tag wih-
rend des Schlafes aufgetretenen schwachen Krimpfe kénnte man vielleicht
auf eine spite Wirkung des ungewthnlich langsam aus dem Organismus
ausscheidenden Cocains zuriickfithren. Diese Verlangsamung konnte eine
Folge der hohen Veronalnatriumdosis sein, welche einerseits die Diurese
stark vermindert, andererseits durch den tiefen Schlaf die Nahrungsauf-
nahme ausfallen liBt, sowie den ganzen Stoffwechsel herabsetzt. Die
spiteren Kontrolluntersuchungen mit Natrium didthylbarbituricum allein
bis 0,4 g pro kg sprechen auch dafiir, daB eine direkte toxische Wirkung
des Natrium diathylbarbituricum nicht auszuschlieBen ist. Nr. 9 und 10
zeigen einen besonders giinstigen Verlauf, trotz 0,04 g Cocain pro kg. Be-



Bekimpfung der Cocainvergiftung im Tierversuch.

61

Versuchs-
nummer

Tag

1920

Gewioht
des
Tieres

kg

Cocaln. hydro-
chlor. 10 pros.
Ldsung

Dieinjizierte
Menge von
Natr. dis-

thylbarb.
(18,8%)

Bemerkungen

1
Dasselbe Tier
wie in Versuch

Nr. 5, I
Nz 8, IL

Dasselbe Tier
wie in Versuch
Nr. 15, 1.

18
Dasselbe Tier
wie in Versuch

Nr. 2 L

12
Dasaclbe Tier
wie in Versuch

Nr.19, L

9. VI

10. VIIL

|

18. VIII.

8,9

127

6,45

6,95

2,07¢ccm = 0,08¢g
prokg

5 com =004 g
prokg

887cem = 0,06g
pro kg

85 ocm = 0,06g
pro kg

22¢g

0,68
(intravends
6proz. L6-

sung)

2¢
(1,6 g intra-
vends b proz.
L3sung)

Temperatur vor Beginn 88,9° C.
10k 50’ Cocaininjektion; 10b 55’
bis 10h 59° Natrium-di&thylbarb.
Injektion ; wihrend der letzten
InjektionUnruheu.t. Kr.; 11010
Pulsfrequenz normal; Pendel-
bewezung mit dem Kopfe; Stlg.;
11k 25’ ruhig, langsame Atmung;
112 80’ schlaft; 11b 456° Tempe-
ratur 88,4° C; Puls fortwithrend
regelmagig, Frequenz ca. 140.
10. V1I. 1920 schlatt dauernd bis
1k 45’; wahrend d. Temperatur-
messung geweckt, Temperatur
88,4° C. Puls regelmésig, Fre-
quens ca. 160. Pendelbewegung
mit dem Kopf und Kratzen
einige Minuten. Schl&ft nach-
her weiter. 8h nachm. schlift.
11. VII. 1920 morgens wach,
schlapp, friBt (mehr als 26 Stun-
den geschlafen). -

Temperatur vor Beginn 88,6° C.
4h 12’ Natrium diAthylbarb.
(1,6 g subc.). 4h 27’ Cocaininjek-
tion; 4b 80’ Natrium diathylbarb.
(0,8 g subc.); 4b 86 Steifigkelt
in den Hinterbeinen, taumelt
umbher; 5b schlift, Atmung er-
schwert, 5b 056° Temperatur
40,6° C; 5h 16" etwas unregel-
maésige Atmung, 11. VIII. 1920
symptomfrel,

2h 40’ Cocaininjekt.; 2b 46’ t. + kl.
Kr. 20 48’ Natrium di&thylbarb.
(Ohrvene lauwarme Losung);
8h ¢, Kr.; 8h 80’ sitzt; 4b 10’ trinkt
mit unnatiirlichem Eifer (etwas
benommen); seit 8h 16’ keine
Kr. Puls und Atmung seit Na-
trium disthylbarb. Injektion
regelmisig; 8h frist. 21. X. 1920
schlapp, sonst symptomfrei.

Bh 15’ Cocaininjektion; 6 18° Na-
trium diAthylbarb. (Ohrvene,
lauwarme Ldsung); bb 80’ das-
selbe (0,6 g subc.); 5b 82'—6h 407
unregelméBige At t. Kr.;
5b 45’ schlaft; 10b KuBerst schw.
t. Kr.; 10b 80’ schl&ft, keine Kr.
14. VIIL 1920 symptomfrei.

sonders Nr. 9, wo die ganze Dosis Veronalnatrium intravenos injiziert
wurde, obgleich Krampfzuckungen schon beim Einsetzen der Klammern
an die Hauptwunde begonnen hatten. Das Tier lauft schon nach 1 Stunde
herum und friBt nach 5 Stunden. In Nr. 11 und 12 gelingt, trotz 0,05 g
Cocainum hydrochloricum pro kg, die Rettung durch intravendse Injektion
des Schlafmittels in einer Menge, die wahrscheinlich zwischen der doppelten



62 A. Hofvendahl:

und dreifachen subcutanen Dosis licgt (eigene empirische Schitzung).
Nr. 13 ist ein Fall, wo eine doppelt todliche Dosis (0,08 g pro kg) ge-
geben worden ist, mit Rettung durch intravenése Injektion von Natrium
diiathylbarbituricam wihrend eincs Krampfstadiums. DaB die anderen
Dosen Veronalnatrium unnétig hoch gewesen sind, zeigt auch dieser Versuch,
in dem fiir 0,06 g Cocainum hydrochloricum pro kg als Gegenmittel 0,11 g
pro kg Veronalnatrium intravenos injiziert, geniigt haben, um gute Resultate
zu erzielen. Es sind ndmlich nur tonische Kraimpfe nach der Injektion zu
sehen. Der Hund trinkt schon nach 11/, Stunden und fri8t nach 5!/, Stunden.
Mit Ausnahme von Mattigkeit ist er am niichsten Tage symptomfrei und
bleibt es bis zum 15. Tage. An diesem Tage geht er nach der Hilfte der
Cocaindosis (0,03 g pro kg) allein schon nach 12 Minuten zugrunde. Dieser
Fall, nebst einem Fall, der spiiter erwihnt wird — das ermutigende Er-
gebnis, Rettung durch intravenose Injektion wihrend einer Krampfpause —
geben uns die Hoffnung, daB fast jeder dhnliche Fall von Cocainvergiftung
auf diesem Wege zu retten wire.

V. Negative Resultate mit Natrium diathylbarbituricum.

Die Versuche mit Natrium didthylbarbituricam bei der Vergiftung mit
0,04 g pro kg Cocainum hydrochloricum gaben anfangs negative Resultate

£Versuche). In Nr.1 kann die Dosis 0,34 g pro kg kaum todlich gewesen
sein, wenn man sie mit Nr. 5 (IV) (0,38 g pro kg) vergleicht. Eher wurde
die Injektion zu spit gemacht, denn klonische Krimpfe begannen gleich-
zeitig mit der Injektion. Ebenso haben wie vorher erwiahnt meine spiteren
Experimente erwiesen, daB subcutane Injektionen von 0,4g Veronal-
natrium pro kg allein beim Hunde noch nicht todlich wirken. Doch ist
zu bemerken, daB diese Dosis toxische Symptome wie Erregung, einzelne
Muskelzuckungen, Gleichgewichtsstérungen und Steifigkeit der Hinter-
beine erzeugt. Fall 2 ist ebensowenig diskutabel wie Nr. 5, III, da
der Verlauf nicht verfolgt werden konnte, nachdem das Tier morgens tot
aufgefunden wurde. Es wire méglich, daB die gegebene Dogis von 0,42 g
pro kg zu grofl war, wenn man mit individuellen Verschiedenheiten der
Tiere rechnet; doch muB man die Frage der Todesursache offen lassen.

Die Ergebnisse mit Natrium diithylbarbituricum sprechen ebenso
wie die mit Chloralum hydratum dafiir, da8 das Resultat um so besser ist,
je friiher die Dosis gegeben wird und daB, sobald Krimpfe eintreten, die
intravenése Injcktion am sichersten ist. AuBerdem muBte bei Cocaindosen
tiiber 0,03 g pro kg entweder subcutan vorher oder intravends nachher
das Gegenmittel injiziert werden.

DaB alle Versuche mit 0,03 g pro kg Cocain gliickten und auch 4 Ver-
suche mit 0,04 g pro kg, 2 mit 0,05 g und 1 mit 0,08 g pro kg giinstig ver-
liefen, diirfte dafiir sprechen, daB dieses Mittel dem Chloralum hydratum
vorzuziehen ist. Die Tabellen weisen ja auch darauf hin, daB unter 15
Cocainfillen, welche mit Veronalnatrium behandelt wurden, nur zwei
negative, unter 14 Cocainfillen mit Chloralum hydratum behandelt, 5 nega-
tive Fille sind, obgleich die Dosis in simtlichen chloralbebandelten Fallen
nur einmal 0,05 g pro kg, zweimal 0,04 g pro kg, in den iibrigen Fallen
0,03 g pro kg Coccin war. Es scheint eine grofSere therapeutische Wirkungs-
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breite zu besitzen, da in keinem der mit teilweise zu hohen Dosen von
Natrum diithylbarbituricum behandelten Fillen ein Atemstillstand oder
andere dem Mittel zuzuschreibende Vergiftungssymptome zu beobachten
waren. (Siehe meine Ausfithrungen bei Fall 5, IV.)

Wihrend die todliche Dosis des Veronalnatriums
subcutan eingefiihrt iiber 0,4 g pro kg liegt, liegt die
toxische Dosis subcutan eingefiihrt tiber 02g pro kg
(mit Ausnahme von Balancestérung) und intravenés
eingefiihrt tiber 0,1g pro kg (mit Ausnahme von Ba-
lancestorung und einzelnen Muskelzuckungen). Es
geniigen 0,1 g pro kg subcutan, um eine letale Cocain-
dosis (0,03 g pro kg) aufzuheben.

V1. Die wenigen (5) Versuche mit Scopolaminum hydrobromicum -
zeigen denselben Verlauf und zwar: je friiher die Injektion um so besser das
Ergebnis. Bei den beiden negativen Versuchen zeigt Versuch 1 mit 0,04 g
Cocain pro kg, da8 diese Dosis entweder eine vorhergehende subcutane
oder eine nachfolgende intramuskulire bzw. intravenose Injektion erfordert.
Nr. 2 zeigt, daB eine vorhergehende Aufregung von groBSer Bedeutung ist,
und daB, wenn Krimpfe gleichzeitig mit der subcutanen Injektion eintreten,
der letale Ausgang zu erwarten ist, wenn nicht, wie in Fall 3 der positiven
Tabelle mit 0,08 g Cocain pro kg eine intravensse Veronalnatriuminjektion
die Situation rettet, daB die vorhergehende Scopolamininjektion nicht
der ausschlaggebende Faktor ist, dafiir spricht ein Fall, wo der letale
Ausgang nach einer beinahe gleich starken Scopolamininjektion nicht
verhindert werden konnte, trotzdem diese 3 Minuten frither ausgefiihrt
wurden und die Cocaindosis geringer war (0,04 g pro kg gegen 0,06 g pro kg).
Dem Tier, welchem 0,06 g pro kg Cocain gegeben wurden, wurde 9 Tage
spiter zur Ermittlung der todlichen Dosis 0,03 g Cocain pro kg eingespritzt.
Es ging hierauf nach einer langen Krampfperiode zugrunde, die an und fiir
sich letalen Ausgang erwarten lieB; die letzte Todesursache beruhte aber
anscheinend auf Erstickung infolge Aspiration erbrochener Speisereste.

Folgende Beschreibung aus dem Protokoll diirfte den Fall beleuchten.

Gewicht
Versuchs- Tag des Cocain. hydro- | Scopol. hy-
nummer Tieres | chlor. 10 proz. | drobr. 10% Bemerkungen
1920 kg Ldsung Loésung

8 18. VIII. 56 (888ccm =0,06g olg 6h 30’ Cocaininjektion ; 6b 86’ be-
Dasselbe Tier |i pro kg (+02%g ginnt Kr.; wihrend des Kr.
wie in Versuch i Natrium Versuch mit intrav. Injektion
Nr. 18, Tab. L “ didthylbarb.] (Ohrvene) von Scopol. hydrobr.
! intrav. 5%, miglungen, deshalb Scopol.
‘]‘ Ldsung) hydrobr. subcutan. 6b 45" tet.,
| Kr.;wihrend d. Pausen Natrium
i didthylbarb.-Injektion (0,25 g
, Vena saphena). 6 10b dauernd
Ji Winseln. Ab 7h Kratzen, Stlg.,
i nach 10h Schlaf. 14. VIIL 1920

schlift, frist. 15, VIIL 1920
symptomfrei mit Ausnahme v.
Pupillendilatation.
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Versuche an Katzen.

Die wenigen Versuche an Katzen (es waren nur 3 erhaltlich, alle mit
Natrium diathylbarbituricum behandelt) sprechen gleichfalls fiir die giin-
stigen Eigenschaften dieses Mittels. Ein Tier wurde zweimal gerettet, das
erstemal durch subcutane Injektion von Natrium diithylbarbituricum
10 Minuten vor der Cocaininjektion, wobei unbedeutende Krimpfe zu
sehen waren. Das zweitemal durch intravenose Injektion von Natrium
digthylbarbituricum 1 Minute vor der Cocaininjektion. Ein anderes Tier
wurde einmal ebenso behandelt wie das zuletzt beschriebene. Bei einem
wiederholten Versuch der Lebensrettung eine Woche spiter sei bemerkt,
daB bei der Injektion, die nach der Cocaininjektion vorgenommen wurde,
nur ein Teil, 0,2 g intravenis gegeben werden konnte, der Rest wurde
subcutan einverleibt, so daB die Gesamtmenge nach der vorerwihnten

. Berechnungsweise etwas mehr als 0,24 g pro kg betrug, wihrend das
andere Tier beim 2. Versuch etwas mehr als 0,17 g pro kg erhielt.
Die ersten Tage war das Tier symptomfrei und zeigte erst am 5. Tage
Krankheitserscheinungen, bestehend in Nahrungsverweigerung und ab-
normer Ruhe; am 6. Tage komatdser Zustand, Steifigkeit, verlangsamte
Atmung; bei Hautreizen sehr schwache klonische Krimpfe. Bei In-
jektion von 50 ccm physiologischer Kochsalzlésung keine Verinderung.
Das Tier geht im Koma an Atemlihmung zugrunde. Die Herztatigkeit
horte erst 5 Minuten spiter als die Atmung auf. Erwahnt sei ein-Enoph-
thalmus mit ziemlich kleinen Pupillen am 5. Tage, der auf einer Funktions-
herabsetzung der das Auge versorgenden Sympathicusfasern beruht, welche
im Ganglion cerv. sup. ihr trophisches Zentrum haben. Eine Lihmung
des betreffenden Sympathicus wiire zu vermuten, ist aber nicht mit Sicher-
heit anzunehmen. In eizem anderen Versuch ist das Tier zweimal mit Natrium
diathylbarbituricum behandelt worden, und zwar im zweiten Versuch mit
0,21 g Veronalnatrium per kg, um den vorerwiahten Versuch zu wiederholen
und um zu sehen, ob der komatise Zustand zu erreichen wire. Das war
jedooh nicht der Fall. Das Tier ist sogar 10 Tage nachher symptomfrei
geblieben, obgleich es wihrend der Zeit eine Veronalnatriumdosis von 0,15 g
pro kg allein bekommen hat. Das Koma diirfte daher in obengenanntem
Falle wahrscheinlich nicht auf eine direkte toxische Veronalnatriumwirkung,
sondern eher auf Cocainretention eines Tieres mit konstxtutxonellen Eigen-
tiimlichkeiten zuriickzufiihren sein.

Die Versuche mit Veronalnatrium allein haben gezeigt,
daB die tédliche subcutane Dosis erst bei 0,3 g pro kg liegt. Zur
Aufhebung der tédlichen Dosis Cocain (0,03 g pro kg) braucht
man bei subcutaner Anwendung nur 0,11 g Veronalnatrium
pro kg Tier.

Versuche an Kaninchen.

Im Verlauf der todlichen Vergiftungserscheinungen bei Kaninchen und

Meerschweinchen tritt der Gedanke an Erstickungstod weniger in den

Vordergrund, obwohl die Kohlensiureanhidufung mit Sicherheit den Tod
beschleunigt. Eher wiire eine mit Schlafmitteln hervorgerufene Dampfung
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des Cocainreizes anzunehmen und in den giinstigen Fillen daraus zu schlie-
Ben, daB eine Atemlahmung einen vorhergehenden starken Cocainreiz er-
fordert. (Diese Frage will ich in einer spateren Arbeit noch eingehender
erdrtern.)

Die Kaninchenversuche haben auch keine so deutlichen Resultate
ergeben wie die an Hunden und Katzen, weil die Tiere individueller als die
vorhergehenden auf das Gift reagieren und weil letzteres langsamer aus dem
Kreislauf ausgeschieden wird. Ich habe u. a. gesehen, daB z. B. weiBle
Kaninchen nach 0,1 g pro kg Cocain allein erst Steifigkeit, dann wochenlang
Parese in den Hinterbeinen zeigten. Die sicher todliche Dosis war 0,15 g
Cocain. hydrochl. pro kg Tier. Die Versuche mit Natrium didthylbarbituri-
cum fielen besser aus als die mit Chloralum hydratum, wo die negativen
Reeultate die positiven iiberwiegen. Die hochste Cocaindosis, die durch
Chloral unschédlich gemacht werden konnte, betrug 0,2 g pro kg, die hichste
Cocaindosis, die durch Natrium didthylbarbituricum unschadlich gemacht
werden konnte, betrug 0,3 g pro kg (beide Gegenmittel intravends so-
gleich nach der Cocaininjektion injiziert). Da Cocain bei Kaninchen
sehr langsam ausgeschieden wird, muB bei wiederholter Injektion stets
mit einer kumulativen Wirkung 'gerechnet werden. Zur Bestimmung
der sicher todlichen Dosis habe ich daher hier einen anderen Weg ein-
schlagen miissen. Es wurden 5 unbehandelte Kaninchen zur Feststellung
der todlichen Cocaindosis ausgewiihlt, und zwar 3 davon von gleicher Rasse
und gleichem Gewicht wie 3 behandelte, um die wahrscheinlich tédliche
Dosis von letzteren ermitteln zu kénnen. So wurde z. B. ein Tier nach 0,3 g
pro kg Cocain mit Veronalnatrium gerettet und nach 1 Woche durch 0,15 g
pro kg Cocain getitet. Ein gleiches unbehandeltes Tier wurde durch 0,2 g
pro kg Cocain getotet.

Erwéhnenswert ist auch ein Kaninchenexperiment mit Magnesium-
sulfatlosung (5%) als Gegenmittel gegen Cocain. 10 ccm von subcutan
injiziertem MgSO, gegen 0,15 g pro kg Cocainum hydrochloricum geben eine
symptomfreie Periode von 40 Minuten mit nachher wieder eintretenden
Krampfen und Tod nach 2 Stunden. Wie schon die Behandlung des Starr-
krampfes mit diesem Mittel gezeigt hat, muB stetig eine Losung von MgSO,
zugefithrt werden, weil eine wechselseitige Verschiebung von Mg- und Ca-
Ionen im Blut stattfindet!). Bei Kaninchen hat die intravendse Injektion
von 10 bzw. 20 ccm 5 proz. Losung dieses Mittels sogleich den Tod herbei-
gefithrt. Die Herzschlige haben nach der groBeren Dosis, trotz langsamer
Injektion, sogleich aufgehort.

Versuche an Meerschweinchen.

In den vorliegenden Meerschweinchenversuchen sind alle Tiere
mit Natrium didthylbarbituricum behandelt. Die subcutane Injektion
hat, wenn nicht vor der Cocaininjektion gegeben, ein negatives Re-
sultat gezeigt. Die in 5 Fillen verabreichte Dosis von 0,08 g Cocain
pro kg gab bei intravendser Veronalnatriuminjektion in einem Fall positives,

1) Meyerund Gottlieb, Experim. Pharmakologie 1920, 4. Aufl., S. 33.
Blochemische Zeitschrift Band 117. b
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bei intramuskuldrer Einfiihrung in zwei Fallen positives und zwei Fallen
negatives Resultat. Das Veronalnatrium wurde in den negativen Fillen
erst nach Eintreten der Vergiftungssymptome gegeben. In einem Fall mit
0,07 g pro kg Cocainum hydrochloricum wurde sogleich nach der Cocain-
injektion subcutan Veronalnatrium gegeben und dadurch die tddliche
Dosis aufgehoben. Die Versuche mit Chloralum hydratum, welche nur mit
0,05 g pro kg Cocainum hydrochloricum gepriift wurden, ergaben alle nega-
tive Resultate.

Diese Versuche an Meerschweinchen sind nur ausgefiihrt zur Ver-
vollsténdigung und weiteren Klarlegung der Erfahrung, da8 bei allen unter-
suchten Tierarten eine tédliche Dosis Cocain unschiadlich gemacht werden
kann durch eine entsprechende Dosis eines Schlafmittels und daB sich das
Veronalnatrium unter den versuchten Mitteln als das geeignetste erwiesen
hat. Man konnte viclleicht auch andere Krampfgifte mit diesem Gegene
mittel erfolgreich behandeln.

Selbstverstindlich kann diese Versuchsreihe keine endgiiltige Schlu8-
folgerung beim Menschen zulassen. Es wire evtl. moglich, da man ein
noch geeigneteres krampfausschaltendes Mittel finden konnte, und zur Er-
mittlung der Dosierung diirfte es von Vorteil sein, dem Menschen niher
verwandte Tierarten, z. B. Affen heranzuziehen. — Immerhin ist ein Weg
gezeigt, den es sich lohnt zu beschreiten und dessen nihere Erforschung ich
mir vorbehalte.

Zusammenfassung.

Meine Versuche haben folgendes ergeben:

1. Die Wirkung einer sicher tédlichen Dosis Cocain kann
durch geeignete krampfausschaltende Mittel aufgehoben werden.

2. Von den Schlafmitteln hat sich Natrium didthylbarbi-
turicum in den Versuchen dem Chloralum hydratum und Scopol-
aminum hydrobromicum bei weitem iiberlegen gezeigt, weil es die
groBte therapeutische Wirkungsbreite hat.

3. Die Mittel wirken um so sicherer, je frither sie gegeben bzw.
je schneller sie resorbiert werden, daher kannbei schon eingetre-
tenem Krampfstadium nur intravenose Injektion in Frage kommen.
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Die Cellulosegiirung im Pansen des Ochsen und ihre Be-
deutung ftiir Stottwechselversuche.

Yon
W. Klein.

(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftl. Hochschule.)
(Eingegangen am 14. Februar 1921.)

Die Krogh und Schmit-Jensensche Arbeit #@ber die
Cellulosegirungen im Pansen des Ochsen und ihre Bedeutung in der
Berechnung der Stoffwechselversuche der Herbivoren gibt mir zu
folgenden Bemerkungen zu den mitgeteilten Ergebnissen AnlaB.
’ 1, Krogh und Schmit!) haben in Girungsexperimenten

nach den Beziehungen gesucht, die zwischen Methan und Gir.
kohlensiure bestehen und fanden den Faktor g—% = 2,6. Damit
berechneten sie da.nn die Girkohlensidure. Ich ;mbe im Jahre
1914 bereits im Zuntzschen Institut diese Frage bearbeitet und
auf direktem Wege den Faktor 2,6—2,73 (S. 225) ebenfalls ge-
funden?).

2. Krogh hilt es nun fiir unzulissig, bei Herbivoren den
im Respirationsversuch nach Reignault-Reiset gefundenen respi-
ratorischen Quotienten, der ja iiber die Einheit infolge der Gar-
kohlenssure steigen muB, in die von Zuntz aufgestellte Formel
zur Berechnung des kalorischen Wertes des Sauerstoffes, der von
der GroBe des respiratorischen Quotienten abhingt, einzusetzen
und schligt eine Korrektur vor. Um den wahren RQ und
die zu korrigierende Kohlensiuremenge zu finden, multipli-
ziert Krogh die gefundene CH, Menge mit seinem Faktor.
Diese berechnete Girkohlensiure wird von der Gesamtkohlen-

1) Journ. of physiol. Sept. 20.
1) Zur Ermnibrungsphysiologie landwirtschaftlicher Nutztiere. Von
Wilh. Klein. Diese Zeitschr. 62, 1916.

5‘
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siiure subtrahiert. Die jetzt gefundene Menge soll die wahre
Gewebskohlensiiure sein. Nun ist der Faktor 2,6 nur ein Mittel-
wert — die Grenzwerte schwanken um 309, — und wird es auch
bleiben, denn die Giérungen verlaufen absolut nicht gleichmaBig,
d. h. das Verhalten der CO, zum Methan verschiebt sich in
weiten Grenzen. So bleibt also der korrigierte RQ auch
nur ein Mittelwert. Ich habe deshalb im Zuntzschen Institut
viele direkte Lungenrespirationsversuche nach dem Zuntzschen
Prinzip angestellt, um den wahren RQ des Korpers zu
bestimmen und damit die bei gleicher Fiitterung nach dem
Reignault-Reiset- und dem Pettenkoferprinzip angestellten
Respirationsversuche verglichen. Die Differenz der Gesamt-
kohlensiure aus den Kanilenversuchen und die Gesamtmenge
aus den Kastenversuchen ergab dann direkt die Menge der Gar-
kohlensiure. So konnen wir erst den korrigierten RQ wirklich
auf seine Richtigkeit prifen.

3. Die Kiritik tiber die Zuntzsche Formel erstreckt sich auch
darauf, daB Zuntz sie unter der Annahme aufgestellt hat, daB
nur Kohlenhydrate und Fett im Stoffwechsel verbrennen, wihrend
ja der Wiederkiduer organische Siuren, hauptsichlich .Butter-
saure, umsetzt. Auch dieser Tatsache sind wir bereits gerecht
geworden (S. 213 u. folg.) und haben den Unterschied, der durch
die Rechnung bedingt ist, daB nur organische Siuren verbrannt
werden, berechnet. Wir kommen dabei zu denselben Unterschieden
im kalorischen Wert und damit der Energieberechnung fiir Sauer-
stoff, wie sie jetzt Krogh berechnet hat.

So hat also Zuntz bereits im Jahre 1914 die Grundlage
und Berechnung fiir die Anwendung seiner Formel bei Herbi-
voren noch selbst gegeben.



Studien iiber Oxydationskatalysen. I.

Von
L. Karczag.

(Aus der III. Mediz. Klinik der Koniglichen Universitit Budapest.)
(Eingegangen am 15. Februar 1921.)

I

Bei gleichzeitiger Beobachtung mehrerer, nebeneinander ver-
laufenden, verwandten Erscheinungen kommen oft Tatsachen
und GesetzmiBigkeiten zum Vorschein, welche aus den einzeln
ablaufenden Vorgingen nicht zu erkennen sind. Die Massenver-
suche — als wissenschaftliche Methode — sind dadurch aus-
gezeichnet, daB sie uns die Moglichkeit bieten, in kurzer Zeit
den Zusammenhang wichtiger Erfahrungstatsachen zu erkennen
und fiberblicken.

Ich habe mich bemiiht, auf dem Gebiete der katalytischen
Oxydationsvorginge eine Methode ausfindig zu machen, welche
zur Anstellung von Massenversuchen geeignet ist, und welche
durch Einfachheit und sinnfillige Wiedergabe der ablaufenden
Erscheinungen ausgezeichnet ist. Die Grundlage dazu bildete
die bekannte Eigenschaft von Wasserstoffsuperoxyd, auf gewisse
Farbstoffe in Gegenwart eines Katalysators entfirbend zu wirken.
Es gelang mir durch Ausdehnung der katalytischen Oxydation
auf eine groBe Anzahl von Farbstoffen diese gleichzeitig als Indi-
catoren der ablaufenden katalytischen Oxydationsprozesse zu
verwenden und somit die Basis der Vergleichsmethode festzulegen.

Uber die Entfirbung, welche den chemischen Grundproze8
der Methode bildet, mochte ich auf Grund zahlreicher Versuche
bemerken, daB diese in einer katalytischen unregenerierbaren
Zerstérung des Farbstoffmolekiils infolge Uberoxydation be-
steht, also nicht in einer Uberfilhrung des Farbstoffes in die
Leukoverbindungen, aus denen sie wieder zuriickgewonnen
werden konnen. Auf die niheren Beziehungen wird spiter
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eingegangen, hier soll nur erwihnt werden, daB das Wasserstoff.
superoxyd als Oxydationsmittel in den organisch-chemischen
Arbeiten, sowohl auf rein wissenschaftlichem wie technischem
Gebiet eine vielseitige Anwendung findet. — Die verschieden-
artigen Arbeiten von Fenton, Neuberg, Ruff, Sommer usw.
haben uns mit zahlreichen tiefgreifenden Umwandlungen bekannt
gemacht, welche organische Korper durch Einwirkung von H,0,
in Gegenwart von Eisensalzen als Katalysatoren erleiden.

Ich habe feststellen konnen, daB bei geeigneter Wahl des
Katalysators simtliche Farbstoffe unter Entfarbung durch H,0,
oxydiert werden, daB hierbei die Natur des zugesetzten Kata-
lysators- eine hervorragende Rolle spielt, daB die Bedingungen,
unter welchen die katalytischen Oxydationsprozesse ablaufen,
fir einen jeden der Katalysatoren charakteristisch sind.

Es kamen eine groe Anzahl von einfachen und zusammen-
gesetzten Farbstoffen in wiisseriger Losung zur Verwendung,
und zwar Reprisentanten der chemisch-biologisch und histo-
logisch wichtigen Farbstoffklassen.

Die untersuchten Farbstoffe waren folgende:

1. Methylenblau 18. Trypanrot

2. Malachitgriin 19. Uranin

3. Fuchsin 20. Eosin

4. Neutralrot 21. Wasserblau
5. Bismarckbraun 22. Fuchsin S

6. Safranin 23. Rubin

7. Pyronin 24. Magentarot
8. Gentianaviolett 25. Lichtgriin

9. Vesuvin 26. Carmin

10. Pyrrholblau 27. Isanaminblau
11. Hamatoxylin 28. Methylviolett
12. Toluidinblau 29. Nilblau

13. Chrysoidin 30. Orange G

14. Krystallviolett 31. Azur II

15. Dahlia 32. Giemsa

16. Lackmus 33. Triacid
17. Trypanblau 34. Methylgrinpyronin

Von den Farbstoffen bereiteten wir uns eine 0,5 proz. Standard-
lésung und aus dieser eine 0,005 proz. Losung. Zu den einzelnen
Versuchen wurden 2 ccm der verdiinnten Farblosung angewandt.
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Als Oxydationsmittel diente das Merck sche 30 proz.
Perhydol und das Richtersche 30 proz. Hyperol in 20 proz.
Stammltésung. Auch wurde durch Bleicarbonat neutralisiertes
H,0, zu den Versuchen verwendet. — Zu 2 ccm Farbstofflosung
wurden 2 Tropfen H,0,-Losung zugesetzt.

Als Katalysatoren kamen in 20 proz. Losung Ferrosulfat,
Ferrisulfat, Ferroaminosulfat, Ferriammoniumsulfat, Nickelsulfat,
Mangansulfat, Kobaltnitrat, Ferrichlorid und Platinchlorid zur
Verwendung. — Zu 2cecm Farbstofflosung wurde 1 Tropfen
des Katalysators zugesetzt.’

Yorbereitung der Reagensglasversuche.

Es ergab sich aus zahlreichen Versuchen, daB geringfigige
Verunreinigungen der benutzten Reagensgliser den Ausfall der
Reaktionen wesentlich beeinflussen kénnen, indem sie Wasser-
stoffsuperoxyd zersetzen und dadurch die Farbstoffe mehr-
minder oder ganz entfirben und somit Katalysatorwirkungen
vortiuschen.

Es war nun wichtig, diesen ,,Reagensglasfehler'‘ zu umgehen,
was mir schlieBlich durch Auswahl der geeigneten Eprouvetten,
durch einen Kunstgriff gelang, welchen ich als ,,Eichung der Rea-
gensgliser* bezeichnen mochte. Man nimmt die Reagensgléser,
so wie sie aus dem Handel zu beziehen sind, spiilt zuerst reichlich
mit gewdhnlichem Leitungswasser, sodann mit destilliertem H,0
aus, gibt in diese 2 ccm einer 0,5 proz. Fuchsinlésung, fiigt 2 bis
3 Tropfen einer 20 proz. H,0,-Lésung hinzu, erhitzt zum Sieden
und 148t mindestens 16 Stunden lang stehen. Nach Ablauf dieser
Frist bleibt die Farblésung in den ,katalysatorreinen‘‘ Eprou-
vetten unveréindert oder nur ganz unbedeutend angegriffen,
<Jwihrend der Farbstoff in den ,,infizierten‘* Eprouvetten entweder
vollstindig entfarbt oder auBerordentlich stark entfarbt wird. —
Es erweisen sich oft 20—509, der Reagensgliser als unbrauchbar.
Die Eichung der Reagensgliser erfolgte zu Hunderten. Die ge-
eichten Standardeprouvetten wurden in peinlichst gereinigten
GlasgefiBen unter Glasglocken sorgfiltig aufbewahrt. Die einmal
durch Metallkatalysatoren benutzten Reagensgliser wurden durch
fremde Katalysatoren nie infiziert, da schon Spuren eines fremden
Katalysators den Ausfall der Reaktion beeinflussen konnen.
Je nach dem verwendeten Katalysator wurden die Reagensgliiser
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gesondert als FEiseneprouvetten, Platineprouvetten, Kupfer-
eprouvetten usw. bezeichnet, aufbewahrt und verwendet. Auch
bei dieser dubBerst wichtigen Arbeitsweise begegnete ich ,,Ver-
sagern*. Ich halte es fiir auBerordentlich wichtig, da man bei
Arbeiten mit Katalysatoren unter dhnlichen Kautelen vorgeht
wie bei den Arbeiten mit Bakterien. Wir wissen doch, da Spuren
von Katalysatoren merkliche Wirkungen ausiiben konnen; Eisen-
sulfat katalysiert noch in einer Menge von 0,0000001 g die Oxydation
von Jodkalium (Meyer); Platinsol wirkt in einer Menge von
! a00000 Mg zersetzend auf H 0, ein (Bredig); Kupfersulfat kata-
lysiert die Oxydation von Natriumsulfit in einer Menge von einem
Milliardstel Mol im Liter (Titoff) usw. Es ist mir im Anfange
nicht einmal passiert, dal ich bei Benutzung von nicht geeichten
gebrauchten Reagensglisern zu ganz entgegengesetzten Resultaten
kam, welche ich schlieBlich durch die oben angegebene Methode
endgiiltig beseitigte und dadurch das Gefiihl einer groBen Sicher-
heit in meiner Arbeitsweise bekam. N

Uber das Verhalten der Katalysatoren gegen H,0,
sei folgendes vorausgeschickt. '

Ferri- und Ferrosalze zersetzen sowohl saures wie neutrales H,0,
schon in der Kilte unter mittelstarker Gasentwicklung, welche durch Er-
wirmen intensiver wird.

Kupfersulfat zersetzt unter sichtbarer Sauerstoffentwicklung in der
Kilte weder neutrales noch saures H;O,. Beim Erhitzen setzt jedoch fast
plotzlich eine stitrmische Gasentwicklung ein, die intensiver erscheint als
die durch das Eisen in der Hitze bewirkte.

Kobaltnitrat zeigt bei saurer Reaktion des H,0, keine katalytische
Wirkung und eine d&uBerst schwache, bald zum Stillstand kommende Sauer-
stoffentwicklung in der Siedehitze. — Die Zersetzung des H,0, geht jedoch
bei neutraler Reaktion schon in der Kiilte spontan vor sich und ist als eine
gute zu bezeichnen. Durch die Wiarme wird die Intensitit der Sauerstoff-
entwicklung stark begiinstigt, die Heftigkeit der Zersetzung gleicht der-
jenigen des Cu.

Mangansulfat spaltet H;0, in saurer Losung weder in der Kilte
noch in der Warme. — Auch neutrales H,0, wird durch Mn-Sulfat in der
Kilte nicht zersetzt. Beim Erwirmen dagegen entfaltet dieses Salz eine
kriiftige katalytische Wirkung.

Nickelsulfat zeigt in der Kilte keine Wirkung sowohl gegen saures
wie neutrales HyO,. — Beim Erhitzen ist eine kaum nennenswerte, bald zum
Stillstand kommende Sauerstoffentwicklung wahrzunehmen, welche in
neutralem Milieu etwas ausgeprigter erscheint.

Platinchlorid verhilt sich gegen H,0, im allgemeinen wie Nickel.
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Aus dem Verhalten der untersuchten Katalysatoren sind also
- folgende Haupteigentiimlichkeiten zu erkennen: :

Eisen zersetzt H;0, in der Kilte unabhingig von der Reaktion.

Kupfer zersetzt HyO; in der Wirme.

Kobald zersetzt H,0, sowohl in der Kiilte und in der Warme
nur bei neutraler Reaktion.

Mangan zersetzt H;O, nur bei neutraler Reaktion in der
Wirme.

Nickel und Platin zersetzen H,0, nur #uBerst schwach in
der Siedehitze unabhingig von der Reaktion.

Uber das Verhalten der Farbstoffe gegen H,0,
mochten wir aus unseren Versuchen folgende Resultate mitteilen.
Wie bereits erwihnt, gestalteten sich die Versuche dermaBen,
da8 die Farbstoffe ohne Riicksicht auf ihre chemische Kon-
stitution oder Eigenschaften zu je 2 ccm oder 0,005 proz. Losung
in geeichte Reagensgliser kamen, sodann der Reihe nach mit
einem Tropfen Katalysator und 2 Tropfen saurer H;O, versetzt
wurden. Die Proben wurden nun bis zum Sieden erhitzt und
24 Stunden lang stehen gelassen. :

Unveriéindert blieben: Azur II, Gentiana, Giemsa, Methyl-
violett, Eosin, Uranin, Fuchsin, Fuchsin S, Malachitgriin, Ma-
gentarot, Methylenblau, Methylgriinpyronin, Nilblau, Himatoylen,
Orangegelb, Pyronin, Safranin, Versuvin, Toluidinblau, Wasser-
blau, Bismarckbraun, Chrysoidin, Krystallviolett, Neutralrot,
Isaminblau, Pyrrholblau, Trypanrot, Trypanblau.

Als Versager galten Lichtgriin, Dahlia, Neutralrot, welche
vollstindig entfiarbt, und Rubin, welches stark entfirbt wurde.
Beim Wiederholen des Versuches mit letztgenannten Farbstoffen
erwiesen sich jedoch auch diese resistent gegen H,0,, die Farbe
der Dahlia wurde minimal heller, stirker entfirbt wurde Licht-
griin, unverindert blieben Neutralrot und Rubin.

Wir konnen also aus unseren Versuchen den allgemeinen
SchluB ziehen, da die gepriiften Farbstoffe gegen gewshn-
liches reines Wasserstoffsuperoxyd bestiandig sind. g

Einflu der Oxydatoren.
Ferriverbindungen.

Da die Ferroverbindungen spezielle Eigentiumlichkeiten
zeigen, werden diese an anderer Stelle behandelt und mé6chten
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im folgenden die beobachteten Phénomene in Gegenwart von
" Ferriverbindungen als Katalysatoren mitteilen.

Das System in den Reagensglisern bestand aus 2 ccm Farb-
16sung, 1 Tropfen des 20 proz. Katalysators, 2 Tropfen der 20 proz.
H,0,-Losung.

Die Versuche zerfallen in zwei Serien; in der einen wurde das
System bei gewshnlicher Temperatur stehen gelassen (je nachdem
die Versuche erforderten, spitestens bis 24 Stunden) und die
Ablesung geschah in bestimmten Zeitabstinden, wie dies noch
an Beispielen erortert wird. — Die Proben der zweiten Serie
wurden bis zum beginnenden Sieden erhitzt, sich selbst tiber.
lassen und in gleicher Weise (bis zu 24 Stunden) beobachtet.
Die bei Zimmertemperatur angestellten Versuche werden als
», Kialteversuche‘‘, die Versuche mit erhitzten Proben als ,,Wirme-
versuche** bezeichnet. — Als Beispiel eines Kélte- und Warme-
versuches mit Eisenchlorid als Katalysator sei folgendes an-
gefiihrt:

a) Kialteversuch: Die Entfirbung der Farbstoffe erfolgt unter
spontan einsetzender Oxydation in folgender Reihenfolge:

bei ca. 20’ Dahlia;

bei ca. 1’ Toluidinblau, Fuchsin S, Methylgriinpyronin;

bei ca. 1—2° Malachitgriin, Chrysoidin, Lichtgrin, Nilblau, Gen-
tiana, Methylenblau, Trypanrot, Bismarckbraun, Magentarot, Uranin,
Safranin, Azur II, Methylviolett, Pyronin, Trypanblau.

bei ca. 2—3’ Fuchsin, Krystallviolett, Triacid, Neutralrot;

bei ca. 4—5’ Rubin, Eosin, Congo, Giemsa.

b) Warmeversuch. — Das gleiche System wie oben nach Zusammen-
legen der einzelnen Bestandteile sofort erwiirmt. Die Entfirbung samtlicher
Farbstoffe erfolgt fast momentan.

Die Kilte- und Wirmeversuche wurden mit neutraler H,0, wieder-
holt und zeigten das gleiche Verhalten. Auch Versuche mit Ferrisulfat
fihrten zum gleichen Ergebnis.

Wir konnen daher aus unseren Beobachtungen den allge-
meinen SchluB ziehen, daB

1. Ferrioxydator durch seine Eigenschaft, Farbstoffe schon
" in der Kailte zu oxydieren, ausgezeichnet ist. Die Oxydationen
verlaufen schnell, jedoch in einer meBbaren Zeit;

2. daB der katalytischen Oxydationsentfirbung durch Fe’’
simtliche Farbstoffe ohne Riicksicht auf Konstitution, chemische
und physikalisch-chemische Eigenschaften ausnahmslos anheim-
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fallen. Diese Einflitsse machen sich nur in der verschiedenen Dauer
des Entfirbungsvorganges geltend;
3. daB die Reaktion (saure, neutrale) des Milieus hierbei
keine Rolle spielt. )
Nun ging ich zu dem néchsten biologisch duBerst wichtigen
Katalysator iiber.
Kupfer (als Sulfat).

Dieser Oxydator zeigte wesentliche vom Eisen abweichende
Eigenschaften. Die Oxydationen erfolgen in der Kilte sehr
langsam. Entfirbungen, welche in der Kilte durch Fe”’ in
einigen Minuten beendet werden, dauern oft mehrere Stunden.

So ergab ein Kdlteversuch folgendes Resultat.

Versuch angesetzt 28. X. 1920 9n 15",

28. X, 1920 102 45’ entfirbt: Lichtgriin, Tolmdmblnu,Dahh& Trypanrot;
braunliche Trtibung: Chrysoidin, Fuchsin, Magentarot, Methylgriinpyronin;
Niederschlige: Giemsa, Isaminblau, Pyrrhoblau.

12k 00’ entfarbt Orange G, Pyronin. .

18 30’ entfirbt Fuchsin S.

3h 30’ entfirbt Gentiana, Uranin, Methylenblau, Nilblau, Krystall-
violett, Trypanblau; Niederschlag: Rubin, Eosin.

5t 30’ entfarbt Safranin, Neutralrot.

29. X. entfarbt Azur II, Wasserblau, noch Spur gefarbt Methylviolett.

Es sei hervorgehoben, daBl es bei diesen Versuchen in vitro nicht
darauf ankommt, die Entfirbungszeit der einzelnen Farbstoffe genau zu
bestimmen, daB wir zunichst nur die allgemeinen Eigenschaften der Oxy-
datoren zu erkennen beabsichtigen. Der Zusammenhang zwischen Substrat
und Katalysatorwirkung wird in anderen Versuchsreihen studiert.

Wiarmeversuch. Beim Erwdrmen erfolgt die Entfirbung siamtlicher
Farbstoffe unter stiirmischer Gasentwicklung fast momentan.

Die Kilte maskiert also die par excellence katalytische Fahigkeit
des Kupfers, welche durch die Warme energisch in Gang gesetzt wird.
Trotzdem die Entfirbungen in Gegenwart von neutralem H;0, infolge
Triibung und Niederschlagsbildung (Hydroxyde) nicht so einwandfrei weiter
vor sich gehen wie bei Anwendung von saurem H;0,, kann die Grundeigen-
schaft des Kupfers, in der Kilte nur langsam, in der Wiarme aber auBerst
energisch zu wirken, auch bei dieser Versuchsanordnung leicht erkannt
werden.

Wir konnen daher iiber den Oxydator Kupfer folgendes
Resiimee ziehen:

1. Kupfer ist ein Warmeoxydator par excellence, da die
Oxydation simtlicher Farbstoffe in der Wirme fast augenblick-
lich eintritt.

2. Kupfer ist ein langsamer Kilteoxydator; die Oxydationen
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erfolgen langsam und allméhlich. Die groBe katalytische Kraft
des Cu wird also durch Kilte maskiert.
3. Die Reaktion des Milieus beeinfluit oblge Eigenschaften

nicht wesentlich.
Kobalt (als Nitrat).

In der Reihe der untersuchten Katalysatoren soll im nichsten
Kobalt behandelt werden. Wir méchten das Resultat der Kilte-
und Wirmeversuche, welche mit saurem H,0, angestellt wurden,
hervorgreifen und erwihnen, daB sich dieser Oxydator in der
Kilte indifferent verhalt und in der Wirme einen unwesentlichen
EinfluB hatte.

So zeigte der Kilteversuch in 24 Stunden folgendes Resultat:

entfirbt: Lichtgriin;

wenig angegriffen: Fuchsin S, Malachitgriin, Magentarot, Vesuvin,
Wasserblau, Dahlia.

unverindert: Azur II, Gentiana, Methylviolett, Uranin, Fuchsin,
Methylenblau, Methylgriinpyronin, Pyronin, Nilblau, Safranin, Toluidin-
blau, Bismarckbraun, Chrysoidin, Krystallviolett, Neutralrot, Pyrrol-
blau, Trypanrot, Rubin.

Niederschlag: Giemsa, Eosin, Kongo, Isaminblau, Trypanblau;

Farbwechsel: Trypanblau lila.

Der Wiarmeversuch, welcher mit den gleichen Farbstoffen angestellt
wurde, zeigte folgendes Resultat:

Versuch 30. X. 1920 9® 15"

9b 30’ entfirbt Gentiana, Toluidinblau.

1t 30’ entfirbt Wasserblau, Pyronin, Dahlia, Triacid; stark entfiarbt:
Kongo.

31. X. 1920 9200’ wenig angegriffen: Azur, Methylenblau, Methylgriin-
pyronin, Nilblau, Orange G, Toluidinblau, Bismarckbraun, Trypanblau;

unangegriffen: Giemsa, Methylviolett, Eosin, Uranin, Fuchsin,
Fuchsin S, Malachitgriin, Lichtgriin, Magentarot, Safranin, Wasserhlau,
Chrysoidin, Krystallviolett, Neutralrot, Wasserblau, Pyrrholblau, Trypan-
rot, Rubin.

Das Verhalten des Kobalts in Gegenwart von neutralem Wasserstoff-
superoxyd ist ein wesentlich anderes. So werden in der Kilte Entfarbungen
bewirkt, welche viel langsamer wie die des Eisens, aber schneller wie die
des Kupfers verlaufen. Als Beispiel, welches als Stichprobe galt, soll folgen-
der Kilteversuch angefithrt werden:

Malachitgriin entfirbt in 2 Minuten;
Neutralrot ’ in 8 Minuten;
Fuchsin S » in 30 Minuten;
Dahlia » in 60 Minuten;

Fuchsin, Methylenblau » in 95 Minuten;
-Eosin - in 120 Minuten.
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Warmeversuche efgaben, daB alle Farbstoffe unter heftiger Sauer-
stoffentwicklung zersetzt werden. Es sei noch erwiihnt, das in den Proben
allmidhlich eine leichte Opalescenz entsteht, die violette Farbe des Co ver-
schwindet, und nach langem Stehenlassen bemerkt man in allen Proben,
den briunlich-flockigen Niederschlag von Co-Hydroxyd.

Wir konnen iiber Kobalt als Oxydator zusammenfassend
folgendes aussagen:

1. Kobalt verhilt sich bei neutraler Reaktion des Milieus
wie Kupfer bei saurer; wirkt jedoch in der Kilte intensiver wie
Kupfer und ist ein kriftigerer Kilteoxydator als dieses, jedoch
schwiicher wie Fe’”’. Als Wirmeoxydator ist es dem — beziiglich
der Energie der ausnahmslos erfolgten Oxydationen der Farb-
stoffe — Kupfer gleichgestellt.

2. Durch die saure Reaktion wird das katalytische Vermégen
des Kobalts gehemmt.

Mangan (als Sulfat).

Da die Versuche mit Mangansulfat sowohl in der Kilte wie
in der Wirme in saurem Milien mit fast gleichem Ergebnis wie
bei Kobalt in saurer Reaktion verliefen, eriibrigt es sich, die
einzelnen Versuche anzufiihren.

Abgesehen von Niederschlagsbildung in den Proben, Kongo, Carminblau,
Pyrrholblau und dem Farbwechsel (griin), welche das Triacid zeigte, blieben
die Farbstoffe — mit wenigen Ausnahmen von Fuchsin, Orange G, Wasser-
blau und Rubin, welche unvollstindig entfirbt wurden — unangegriffen.
Die Versuche mit neutralem Wasserstoffsuperoxyd zeigten, da8 Mangan
nur in der Wiarme als energischer Oxydator zu wirken vermag und an
der Kilte eine unwesentliche Wirkung entfaltet.

So erwies Mangan als Oxydator folgende Grundeigenschaften :

1. Gute wirmekatalytische Kraft nur bei neutraler Reak-
tion gegeniiber simtlichen Farbstoffen.

2. Hemmung durch saure Reaktion des angewandten Wasser-
stoffsuperoxyds.

Wir haben in den vorangehenden Versuchen Katalysatoren
kennengelernt, welche in der Wiarme die Entfarbung aller Farb-
stoffe ausnahmslos bewirken. In den nichst untersuchten Kata-
lysatoren Platin und Nickel werden wir nun Oxydatoren kennen-
lernen, welche in der Wirme elektive Eigenschaften besitzen,
indem sie gewisse Farbstoffe unter Entfirbung aufldsen, andere
aber (mehr oder minder) unberiihrt lassen.
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So zeigte ein Kdlteversuch mit Platinohlorid folgende Ergebnisse:

3. X. 1920 112 00’. Nach Zusatz von Platinchlorid Dichroismus in den
Proben: Azur, Gentiana, Giemsa, Himatoxylin, Fuchsin, Rubin, Methylen-
blau; Tribung: Eosin, Safranin; Niederschlag: Neutralrot.

11k 30" Farbwechsel: Trypanrot, rotlichbraun.

12 30’ entfarbt: Lichtgriin; heller: Methylviolett, Dahlia, Isaminblau,
Pyrrholblau; Niederschlag: Azur II, Giemsa, Gentiana, Fuchsin, Methylen-
blau, Nilblau, Vesuvin, Safranin, Krystallviolett, Neutralrot, Rubinrot.

1. X. 81 00’ stark entfarbt Malachitgriin, Methylgriinpyronin, Trypan-
blau; wenig entfirbt Eosin, Uranin, Chrysoidin.

Der Warmeversuch mit den gleichen Farbstoffen zeigte folgendes
Verhalten: bei miBiger Reaktion bzw. Sauerstoffentwicklung fast momentan
entfarbt: Methylviolett, Malachitgriin, Magentarot, Pyronin, Toluidinblau,
Dahlia, Isaminblau, Pyrrholblau, Triacid, Orange G, Methylgriinpyronin
in !/;—1 Minute entfirbt: Trypanrot, Eosin, Wasserblau; in 5 Minuten
entfirbt: Chrysoidin; nach 24 Minuten noch nicht entfirbt: Fuchsin 8,
Uranin, Trypanblau, Safranin, Neutralrot, Methylenblau.

Gegen neutrales H,O, verhilt sich Platin sowohl in der Kilte wie in
der Wérme in gleicher Weise. In den angestellten Stichproben werden sofort
entfirbt: Methylviolett, Malachitgriin, Lichtgriin, Dahlia, Eosin; in
1—2 Minuten Fuchsin; nach 24 Stunden nicht entfirbt: Fuchsin S, Safranin,
Neutralrot, Methylenblau.

Das Platin erwies sich also:

1. unabhéngig von der Reaktion des Wasserstoffsuperoxyds
als ein sehr schwacher Kilteoxydator;

2. als elektiver Wirmeoxydator, indem bei der einen Gruppe
von Farbstoffen die katalytische Entfirbung, wie bei anderen
Oxydatoren (Fe, Cu, Co, Mn) fast momentan erfolgt, wogegen
eine andere Gruppe nur #uflerst langsam, selbst nach 24 Stunden
schwer angegriffen wird.

Das letzte Glied der untersuchten Katalysatoren ist das
Nickel. Dieses Metall wurde als Sulfat in den Versuchen ver-
wendet.

In der Kiilte zeigte es sich sowohl gegen sauren wie neutralen H,0,
als ein #uberst schwacher Oxydator. So zeigte ein Kilteversuch mit
saurem H,0, folgenden Verlauf:

7. XI. 1920 81 00’,

12k 00’. Alle Farbstoffe unverindert.

2h 00’. Entfirbt: Fuchsin S, Lichtgriin.

41 00’. Entfirbt: Uranin. — Farbwechsel: Triacid (griin). — Nieder-
schlag: Eosin, Isaminblau, Pyrrholblau.

8b 00’. Stark entfirbt: Dahlia; etwas entfirbt: Gentiana, Fuchsin,
Malachitgriin, Bismarckbraun.
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8. XI. 8200’. Farblos: Trypanblau, und alle oben angefiithrten Farb-
stoffe; stark entfirbt: Methylviolett, Magentarot, Methylpyronin; wenig
entfirbt: Wasserblau, Krystallviolett, Trypanrot, Rubin; fast unverindert:
Azur I, Gentiana, Giemsa, Methylenblau, Nilblau, Safranin, Chrysoidin,
Neutralrot; Niederschlag: Bismarckbraun, Vesuvin.

Das gleiche System zeigte im Warmeversuch folgendes Verhalten:

8. XI. 8 15’. Binnen 2—3 Minuten entfirbt: Malachitgriin, Licht-
griin, Toluidinblau, Wasserblau, Dahlia, Trypanblau; binnen § Minuten
entfirbt: Uranin (sehr stark), Fuchsin, Fuchsin 8; binnen 10 Minuten ent-
farbt: Bismarckbraun.

102 45°. Sehr stark entfirbt: Gentiana, Magentarot, Methylenblau,
Methylgriinpyronin, Nilblau, Chrysoidin, Krystallviolett, Isaminblau. Try-
panrot. — Niederschlag: Vesuvin. ‘

12k 45’. Sehr stark entfarbt: Gentiana.

42 00’. Entfirbt: Methylenblau, Nilblau.

9. XI. 8b00°. Stark gefirbt: Magenta, Methylgriinpyronin, Trypan-
blau, Trypanrot; entfirbt: Krystallviolett. — Die oben angefithrten haben
noch verschwindenden Stich wenig angegriffen; Azur II, Methylviolett,

Eoein, Safranin, Neutralrot, Pyrrholblau, Triacid.

Nickel zeigte also dhnliche Wirkungen wie Platin, jedoch
mit dem Unterschied, da8 die Wirmereaktionen noch triger und
langsamer verlaufen. Bei Gegenwart von neutralem Wasserstoff-
superoxyd ist das gleiche Verhalten des Katalysatorszu beobachten.
Wie bereits hervorgehoben, handelt es sich bei diesen Versuchen
nicht um die Feststellung der Beziehungen zwischen Katalysator
und Substrat, sondern um die Erkennung der allgemeinen Eigen-
schaften der Oxydatoren. Deshalb werden die Beziehungen
zwischen chemischer Konstitution der Farbstoffe und ihrer Sauer-
stoffresistenz diesmal nicht erforscht und werden erst spiiteren
Untersuchungen vorbehalten bleiben. Es soll iiber Nickel als
Oxydator die Feststellung geniigen: daB es im allgemeinen #hn-
liche Wirkungen ausiibt und &hnliche Eigenschaften besitzt wie
Platin. Der Hauptcharakter besteht in dem elektiven Oxydations-
vermégen gegeniiber Farbstoffen. Die unangegriffenen Farbstoffe
sind bei .Platin und Nickel meist identisch.

II.

Bei genauer Beobachtung der Phinomene, welche sich bei
den beschriebenen Reaktionen abspielen, lassen sich noch scharfe
Unterschiede in der Wirkungsweise der Oxydatoren aufstellen.
Wenn wir die Oxydatoren mit Wasserstoffsuperoxyd in Be-
rithrung bringen, so geschieht bei einem Teil schon in der Kilte
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{Fe, Co bei neutraler Reaktion) eine sichtbare gute Sauerstoff-
entwicklung, welche bei einer anderen Gruppe nur in der Warme
stiirmischerweise einsetzt (Cu, Mn bei neutraler Reaktion) und
schlieBlich bei einer dritten Gruppe auch in der Siedehitze aus-
bleibt bzw. nur minimal auftritt und schnell zum Stillstand kommt
(Pt und Ni).

Betrachten wir nun die Entfirbungsprozesse, welche in
Gegenwart der Oxydatoren bewirkt werden, so erkennen wir
bei ein und demselben Oxydator vom Typus des Fe drei Gruppen
von Entfirbungen:

1. Solche, welche mit regelmaBiger guter Sauerstoffentwick-
lung beginnen, welche an Intensitit allmihlich zunimmt, jedoch
die Entfarbung des Farbstoffes nur langsam erfolgt. Beispiel:
Eosin-Eisenchlorid-H,0,.

2. Entfirbungen, bei welchen die Sauerstoffentwicklung und
Entfarbung (fast) parallel beginnt und fortschreitet. Beispiel:
Methylenblau, Fuchsin S, Lichtgriin, Neutralrot, Safranin, Fuch-
sin, Methylviolett und Fe als Katalysator.

3. Entfirbungen, welche ohne Sauerstoffentwicklung ab-
laufen. Diese setzt entweder nur in den spitesten Stadien oder
nach vollzogener Entfirbung ein. Beispiel: Dahlia, Malachit-
grin und Fe als Katalysator.

Es soll folgender Versuch die Verhiltnisse illustrieren:

H,0, 5%; FeCl; 20%; Farblosung 0,01%.

Inkubation der

Grappe Entfdrbung in Min. Sauerstoffentwicklung
I Eosin 60 3
" Methylviolett 10 7y
Fuchsin 8 13 7
Lichtgriin 11 6
II {Neutralrot 131/, 11
Safranin 21 121/,
Fuchsin 26 11
Methylenblau 47 20
I {Da.hlia 153 8
Malachitgriin 130 4/,

Wie aus diesem Versuch ersichtlich ist, besteht zwischen
Entfarbung des Farbstoffes und der sichtbaren Sauerstoffentwick-
lung kein unbedingter Zusammenhang. Zwei Prozesse verlaufen
also nebeneinander in verschiedenen zeitlichen Reihenfolgen:



Oxydationskatalysen. I. 81

1. die sichtbare Sauerstoffentwicklung, erkenntlich in dem
Auftreten von Gasblasen;

2. die Verankerung des aktiven Sauerstoffs an das Substrat,
erkenntlich in der Entfarbung des Farbkérpers.

Es ist also ersichtlich, daB ein und derselbe Oxydator je
nach dem Substrat einmal vorwiegend oxydaseartig (Gruppe III),
das andere Mal vorwiegend katalaseartig (Gruppe I) wirken
kann, und bei einer Gruppe (II) beide Eigenschaften parallel
entfaltet.

Aus diesen und zahlreichen dhnlichen Beobachtungen, von den
verschiedensten Katalysatoren ausgehend, glaube ich behaupten
zu dirfen, daB es eine Gruppe von Oxydatoren gibt, welche oxy-
dase- und katalaseartige Eigenschaften in sich vereinigen, wie Fe,
Ca, Mn, Co, und Oxydatoren, welche vornehmlich nur oxydase-
artige Wirkung entfalten, wie die untersuchten Salze von Pt und Ni
in wasseriger Losung.

Die Oxydatoren der ersten Gruppe entfalten also je nach
der Natur des Substrates oxydase- + katalaseartige Wirkung. —
Diese Wirkung. kommt bei Eisen schon in der Kilte zum Vor-
schein, wie dies aus dem obigen Versuch zu ersehen ist. Gleich
verhilt sich Co bei neutraler Reaktion. Kupfer und die schlechten
Kilteoxydatoren wirken in der Kilte mehr oxydaseartig, in der
Hitze oxydase- und katalaseartig, Platin und Nickel wirken so-
wohl in der Kilte wie in der Hitze nur oxydaseartig. — Dieses
Verhalten der beiden letztgenannten Metalle wiirde auch die
elektive Wirkung dieser Oxydatoren — welche in dem ersten
Teil dieser Mitteilung eingehend erdrtert wurde — erkldren.

Wenn wir nun das Verhalten der Oxydatoren gegeniiber
Wasserstoffsuperoxyd ins Auge fassen, wie wir dies in der Ein-
leitung dieses zweiten Teiles besprochen haben, so konnen wir
schon aus diesem auf die katalase- 4 oxydaseartige Wirkung des
Katalysators Fe, Ca, Co, Mn bzw. auf die oxydaseartige von Pt, Ni
einen SchluB ziehen. Ob diese Wirkungen den Oxydatoren tat-
sachlich zukommen, dariiber unterrichten uns die Art und Weise
der katalytischen Entfirbungen der Farbstoffe.

Katalysatoren, welche auf alle Farbstoffe nur oxydaseartig
wirken, also den Sauerstoff selbst in der Siedehitze ohne merk-

e liche Sauerstoffentwicklung mit dem Farbstoffmolekiil verankern

Biochemische Zeitschrift Band 117. 6



82 L. Karczag:

und dadurch die Entfirbung bewirken, sind elektive Katalysa-
toren. Wir kénnen daher auf Grund unserer Untersuchungen im
allgemeinen zwei Arten von Oxydatoren unterscheiden.

1. Oxydatoren I. Ordnung. Sie besitzen katalase- und
oxydaseartige Wirkung (Fe, Ca, Co, Mn). Je nach der
(chemischen) Natur des Substrates privaliert bezaglich der
zeitlichen Reihenfolge der eine oder der andere Komponent. —
Sie sind beziiglich ihrer weiteren Grundeigenschaften Kilte- bzw.
Wirmeoxydatoren, haben jedoch die Eigenschaft gemein, daB sie
in der Wirme alle Farbstoffe unter guter oder stiirmischer Sauer-
stoffentwicklung ausnahmslos zerstéren. Eisen bewirkt schon in
der Kilte die Oxydation simtlicher Farbstoffe mit groer, aber
meBbarer Geschwindigkeit. Eine Gruppe der Oxydatoren I. Ord-
nung kann in ihrer Wirkung durch die saure Reaktion des Wasser-
stoffsuperoxyds eine Hemmung erfahren, sie sind also sdure-
empfindlich (Co, Mn), wihrend die andere Gruppe in ihrer Titigkeit
durch die saure Reaktion nicht beeinfluBt wird: Fe, Cu.

2. Oxydatoren II. Ordnung. Sie besitzen oxydaseartige Wir-
kung, sind nicht siureempfindlich und oxydieren nicht alle Farb-
stoffe in der Siedehitze. Sie sind die elektiv wirkenden Kataly-
satoren: Pt und Ni. )

Wir wollen bei dieser Gelegenheit auf die Theorie der geschil-
derten vielartigen Oxydationswirkungen nicht niher eingehen,
da wir noch im speziellen die Beziehungen der Oxydatoren zu
dem Substrat mit Hilfe der Farbstoffmethode studieren méchten.
Auch sind Untersuchungen auf gleichem Gebiet von Baudisch
im Gange, und wir wollen daher das Arbeitsgebiet dieses Forschers
nicht beriihren.

Wir méchten nur einige Beobachtungen und Versuchs-
resultate mitteilen, welche die bereits besprochenen erginzen
und welche die sichtbaren Verinderungen betreffen, die die Farb-
lésungen nach Zusatz des Metallsalzes erfahren. Wir haben zwar
die Versuche mit dem zweiwertigen Eisen aus spiter zu erérternden
Griinden nicht mitgeteilt, mochten aber tbersichtlichkeitshalber
einige Beobachtungen mit dem Ferrooxydator an dieser Stelle
mitteilen, wobei nur kurz erwahnt werden soll, dal das zweiwertige
Eisen ebenfalls zu den Oxydatoren I. Ordnung gehort, oxydase-
katalaseartig wirkt, schon in der Kilte alle Farbstoffe zersetzt
und gegen Siéuren nicht empfindlich ist.
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Nach Zusatz von Eisenchlorid zu den Farblésungen erfahren die
Farblosungen folgende Verinderungen:

1. Die Grundfarbe wird dunkler: Gentiana, Methylviolett, Fuchsin S,
Methylenblau, Pyronin, Orange G, Safranin, Chrysoidin, Neutralrot, Rubin.

2. Die Grundfarbe wird heller: Lichtgriin.

3. Farbwechsel: Eosin, Uranin, Malachitgriin, Toluidinblau, Wasser-
blau, Krystallviolett.

Ferrisulfat zeigt viel geringfiigigere Verinderungen:

1. Heller werden: Gentiana, Methylviolett, Fuchsin, Lichtgriin,
Magentarot, Rubinrot, Dahlia, Pyrrholblau.

2. Farbwechsel: Uranin, Malachitgriin.

Ferrosulfat verindert die Farben nicht.

Da alle diese Metallsalze die gleiche katalysatorische Kraft besitzen,
8o scheint die Folgerung berechtigt, daB aus den sichtbaren Verinderungen
der Farbstoffe, welche diese nach dem Zusammenbringen mit den Metall-
salzen erfahren, auf ihre katalytische Fahigkeit nicht geschlossen werden
kann. Auch die weiteren Beobachtungen mit anderen Katalysatoren
fithrten uns zum gleichen Ergebnis. Kupfer, Kobalt, Ni bewirken nur ganz
vereinzelt einen Intensititswechsel der Farben, Mn verindert die Farben
nicht im geringsten, wogegen Platin ein Hellerwerden von Fuchsin, Ma-
gentarot, Dahlia und einen Farbwechsel bei Malachitgriin, Lichtgriin,
Krystallviolett bewirkt.

Beziiglich Niederschlagsbildung nach den Metallsalzzusitzen in
der Kilte sollen noch folgende Beobachtungen mitgeteilt werden:

Ferrosulfat gibt Triibungen und ungefirbte Niederschlige mit:
Methylviolett, Uranin, Eosin, Fuchsin, Lichtgriin, Magentarot, Dahlia,
Neutralrot, Rubin; farbige Niederschlige: Vesuvin, Bismarckbraun,
‘Wasserblau, Trypanrot.

Ferrisulfat gibt Niederschlige mit Eosin, Isaminblau.

Eisenchlorid gibt Niederschlige mit Uranin, Wasserblau, Isamin-
blau, Pyrrolblau, Trypanrot, Kongo.

Mangansulfat gibt Niederschlige: Isaminblau, Pyrrolblau, Trypan-
blau, Kongo, Eosin, Giemsa.

Kobaltnitrat gibt Niederschlige: Isaminblau, Pyrrolblau, Trypan-
blau, Kongo.

Kupfersulfat gibt Niederschlige: Isaminblau, Pyrrolblau, Trypan-
blau, Uranin.

Nickelsulfat gibt Niederschlige: Uranin, Pyrrolblau, Kongo.

Platinchlorid gibt Niederschlige: Azur II, Gentiana, Giemsa,
.Methylviolett, Nilblau, Safranin, Vesuvin, Krystallviolett, Neutralrot.

Wenn wir nun die gewonnenen Resultate dieser Mitteilung
iiberblicken, kénnen wir zusammenfassend folgendes hervorheben:
Es wurde eine Methode mitgeteilt, welche zum Studium vieler
Fragestellungen auf dem Gebiete der Oxydationskatalysen ge-
eignet erscheint. Die Methode besteht im wesentlichen in der

6*
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Uber die Beeinflussung der Hitzekoagulation des’ Pflanzen-
protoplasmas durch Neutralsalze.

I. Mitteilung.

Von
Hugo Kahho (Dorpat, Estland).

(Eingegangen am 17. Februar 1921.)
Mit 2 Abbildungen im Text.

Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Hitzegerinnung von
EiweiBllosungen durch die Einwirkung verschiedener Neutralsalze
im weiten MaBe beeinflut wird!). Es schien mir wichtig, diese
Beeinflussung beim Plasma der Pflanzenzellen zu untersuchen,
um dadurch eine nihere Vorstellung iber die Beziehungen der
lebendigen Substanz von Pflanzen zu den Neutralsalzen zu ge-
winnen. Das Problem der Neutralsalzwirkungen ist nicht nur in
néhrphysiologischer Hinsicht von Bedeutung, sondern es hat ein
allgemein biologisches Interesse.

Als Versuchsobjekt benutzte ich Tradescantia zebrina.
Die Epidermisschnitte der Unterseite des Blattes kamen in die
zu untersuchende Losung in ein kleines GefaB, mit zwei parallelen
Winden aus diinnem Glas. Dieses Gefa tauchte in ein Wasser-
bad — eine mit zwei Glaswinden versehene Messingwanne —,
in dem Wasser unter stetiger Umriihrung erhitzt wurde, so daB
die Temperatur in beiden Gefaflen gleich war.

Die Beobachtungen wurden mittels eines Horizontalmikro-
skops gemacht?).

Die Versuchsanordnung ist auf der Abb.1 schematisch
dargestellt.

1) "Wo. Pauli, Pfliigers Arch. 78, 315. 1899. Pauli und Handowsky,
Beitr. zur chem. Physiol. und Pathol. 11, 415. 1908. R. Hober, daselbst

8. 52.
3) Vgl. W. W. Lepeschkin, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 28, 99, 1910.
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gleichzeitigen Anwendung einer groSen Anzahl von Farbstoffen,
welche gleichzeitig als Indicatoren der ablaufenden Oxydations-
prozesse dienen, indem sie durch Waserstoffsuperoxyd in Gegen-
wart von Metallsalzen als Katalysatoren sowohl qualitativ wie
zeitlich differente Veranderungen erleiden. — Das Arbeiten er-
fordert besondere VorsichtsmaBregeln, die ,,Eichung der Eprou-
vetten, da sonst durch fremde Einfliisse Katalysatorwirkungen
vorgetiuscht werden konnen.

Die Farbstoffe selbst sind gegen reines Wasserstoffsuperoxyd
besténdig, nur in Gegenwart von Katalysatoren erfolgt ihre Oxy-
dation unter Entfirbung. Der chemische Grundproze8 ist die
Zerstorung des Farbmolekiils infolge einer Uberoxydation mit
aktivem Sauerstoff.

Die Farbstoffe selbst kénnen schon in der Kilte nach Zusatz
der Metallsalze Verinderungen des Farbtons und der Farbe
sowie Niederschlagsbildungen erleiden, aus denen jedoch auf die
Natur des Katalysators nicht geschlossen werden kann.

Die Einwirkung von Metallsalzen auf Wasserstoffsuperoxyd
(sauer und neutral) lassen dreierlei Arten von Katalysatoren er-
kennen: 1. solche, die schon in der Kilte eine sichtbare gute
Sauerstoffentwicklung bewirken: Fe, Co bei neutraler Reaktion;
2. solche, die das Wasserstoffsuperoxyd in der Warme stiirmisch
zerlegen: Ca, Mn bei neutraler Reaktion; 3. solche, die das H,0,
selbst in der Siedehitze kaum angreifen: Ni, Pt.

Das System; Farbstoff + Oxydator 4 Wasserstoffsupetoxyd
lieB die Eigenschaften der Oxydatoren erkennen, welche sich als
allgemeine Grundeigenschaften der Oxydatoren ent-
puppten, da sie mit den Ergebnissen des Systems Wasserstoff-
superoxyd + Oxydatbr ibereinstimmen, die sonst in sich allein
die" allgemeine Natur der Oxydatoren nicht voraussehen lieBen.

Die einzelnen Oxydatoren lieBen folgendes erkennen:

Der Ferrioxydator oxydiert ausnahmslos alle Farbstoffe,
ohne Riicksicht auf chemische Konstitution und Reaktion, schon

in der Kilte. Die konstitutionellen Einflisse der Farbstoffe,

machen sich in der Dauer des Entfirbungsvorganges geltend.

Der Kupferoxydator ist ein langsamer Kilteoxydator,
da diese langsam und allmihlich erfolgen. Die Entfirbungen
werden aber in der Kilte in allen Farbstoffen momentan bewirkt.
Die Schnelligkeit des Oxydationsvorganges in der Warme 1aB8t
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die konstitutionellen Eigenschaften der Farbstoffe nicht hervor-
treten. Die Kilte maskiert also die par excellence wirmekata-
lytische Kraft des Cu. Die Reaktion des Milieus beeinfluBlt die
entwickelten Eigenschaften des Oxydators nicht wesentlich.

Der Kobaltoxydator ist siureempfindlich, entfaltet daher
seine katalytischen Eigenschaften bei neutraler Reaktion. Er ist
ein kriftigerer Kilteoxydator als Cu, schwicher jedoch wie Fe’’.
Als Wiarmeoxydator ist er beziiglich der Energie der ausnahms-
los erfolgten Oxydationen der Farbstoffe dem Kupfer gleich-
zustellen.

Der Manganoxydator ist ebenfalls siureempfindlich und
entfaltet eine gute wirmekatalytische Kraft, wie Cu und Co.

Die Oxydatoren Platin und Nickel sind indifferent gegen
die saure Reaktion und sind elektive Oxydatoren, indem sie ge-
wisse Farbstoffe unter Entfarbung zerstéren, wogegen sie andere
selbst in der Siedehitze (fast) unberiihrt lieBen. Die unangegrif-
fenen Farbstoffe sind bei Platin und Nickel nicht identisch.

Wir haben demnach drei Typen von Oxydatoren kennen-
gelernt; erstens solche, die simtliche Farbstoffe schon in der Kilte
unter guter Sauerstoffentwicklung oxydieren. Das sind die
»Kélteoxydatoren‘ Fe und Co bei neutraler Reaktion. Ferner
haben wir eine zweite Gruppe von Oxydatoren gefunden, welche
die Entfarbung séimtlicher Farbstoffe in der Warme unter stiir-
mischer Sauerstoffentwicklung glatt bewirken. Diese werden die
»Warmeoxydatoren“ genannt, zu ihnen gehért das Kupfer,
Co und Mn bei neutraler Reaktion. SchlieBlich erkannten wir in
Platin und Nickel einen dritten Typ der Oxydatoren, welche als
»elektive bezeichnet werden, da sie die Farbstoffe selbst in der
Siedehitze nicht ausnahmslos angreifen, viele sogar (fast) un-
beriihrt lassen.

SchlieBlich erkannten wir durch Beobachtung des Systems
Farbstoff + Oxydator + Wasserstoffsuperoxyd, daf die Typen:
Kilte- und Wéarmeoxydatoren, oxydase- + katalaseartige Wir-
kungen hesitzen, wihrend die elektiv wirkenden nur oxydaseartige
Wirkung entfalten, indem sie den Sauerstoff selbst in der Siedehitze
ohne merkliche Gasentwicklung mit dem Farbstoffmolekil ver-
ankern und dadurch die Entfirbung bewirken. — Auf Grund
unserer Erfahrungen haben wir also die Oxydatoren in zwei
Gruppen eingeteilt :
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Oxydatoren erster Ordnung. Sic besitzen katalase-
-+ oxydaseartige Wirkung wie Fe, Cu, Co, Mn. Je nach der chemi-
schen Natur des Substrates pravaliert beziiglich der zeitlichen
Reihenfolge der eine oder andere Komponent. Die Oxydatoren
I. Ordnung sind Kilte- (Fe, Co) oder Wirmeoxydatoren (Fe, Cu,
Co, Mn). Einige von ihnen, Co, Mn, erfahren eine Hemmung durch
die saure Reaktion des Wasserstoffsuperoxyds.

Oxydatoren zweiterOrdnung, Pt und Ni. Sie besitzen
oxydaseartige Wirkung, sind unempfindlich gegen die saure Reak-
tion des H,0, und sind elektiv wirkende Katalysatoren.
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Es ist eine bekannte Tatsache, daB die Hitzegerinnung von
EiweiBlésungen durch die Einwirkung verschiedener Neutralsalze
im weiten MaBe beeinflut wird!). Es schien mir wichtig, diese
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um dadurch eine nihere Vorstellung iiber die Beziehungen der
lebendigen Substanz von Pflanzen zu den Neutralsalzen zu ge-
winnen. Das Problem der Neutralsalzwirkungen ist nicht nur in
nihrphysiologischer Hinsicht von Bedeutung, sondern es hat ein
allgemein biologisches Interesse.

Als Versuchsobjekt benutzte ich Tradescantia zebrina.
Die Epidermisschnitte der Unterseite des Blattes kamen in die
zu untersuchende Losung in ein kleines Gefal3, mit zwei parallelen
Winden aus dimnem Glas. Dieses Gefil tauchte in ein Waasser-
bad — eine mit zwei Glaswinden versehene Messingwanne —,
in dem Wasser unter stetiger Umriihrung erhitzt wurde, so daB
die Temperatur in beiden Geféiflen gleich war.

Die Beobachtungen wurden mittels eines Horizontalmikro-
skops gemacht?).

Die Versuchsanordnung ist auf der Abb.1 schematisch
dargestellt.

1) Wo. Pauli, Pfliigers Arch. 8, 315. 1899. Pauli und Handowsky,
Beitr. zur chem. Physiol. und Pathol. 11, 415. 1908. R. Hdber, daselbst

8. 52.
1) Vgl. W. W. Lepeschkin, Ber. d. Deutech. bot. Ges. 28, 99, 1910.
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Beobachtet man eine in 0,6 n-KBr-Losung plasmolysierte
Tradescantiazelle bei bestindigem Erwirmen der Lésung, so
sieht man, daB der kugelférmige Protoplast allmihlich, mit der
Erhéhung der Temperatur an Volumen zunimmt. Kurz vor dem
Tode, ungefihr bei 65°, wird das Anschwellen des Plasmaschlau-
ches besonders auffallend, bis die Plasmamembran, ungefahr bei
67—868°, einen RiB bekommt, der Inhalt herausgeschleudert wird
und der ganze Protoplast zu einem kleinen ungefirbten Klumpen
zusammenschrumpft. Man bekommt dabei den Eindruck, als
wirde der Plasmaschlauch durch die eindringende Salzlésung
tiber die Elastizititegrenze ausgedehnt und der Zellsaft beim
Platzen aus dem entstandenen RiB in Form eines breiten Strahls
herausgepreft. .

Ein solches Platzen des Plasmaschlauches ist ein exaktes
Kriterium ftir die Bestimmung der Koagulationstemperatur der

I Plasmamembran. Es ist gut ausgeprigt in Lo-
| 7 sungen von Rhodaniden, Jodiden, Bromiden, Ni-
8”’ traten, Chloriden und Acetaten der Alkalimetalle
JI > und nur ausnshmsweise bei den Tartraten und
c\f K80,. Dagegen in Losungen von Citraten und
g Sulfaten des Na und NH,, in erster Linie aber

von Chloriden des Mg, Ba und Sr, bleibt die Form

AbD- 1. des Plasmaschlauches unverindert. Er behilt die
kuglige Gestalt auch bei solchen Temperaturen, wo das Plasma
sicher koaguliert ist. Infolge des Gesagten war es nicht moglich,
den Koagulationsgrad, identisch dem in KBr, in den erwithnten
Losungen exakt zu bestimmen. Die ermittelten Zahlen haben
hier nur einen annihernden Wert, worauf in den Tabellen hin-
gewiesen ist. ‘

Da nun Schnitte, die von verschiedenen Bliittern derselben
Pflanze oder sogar von verschiedenen Stellen desselben Blattes
hergestellt waren, etwas abweichende Resultate gaben, so war
darauf zu achten, bei den Versuchen, wo die Koagulationswerte
von einer Reihe der Anionen oder Kationen der Salze bestimmt
wurden, die Schnitte von naheliegenden oder symmetrisch ge-
legenen Stellen des Blattes zu nehmen.

Um den EinfluB der Individualitdt des Plasmas der verschie-
denen Zellen moglichst auszugleichen, wurden Mittelwerte aus
fiinf Bestimmungen genommen.




Hitzekoagulation des Pflanzenprotoplasmas durch Neutralsaize. I. 89

Obwohl das oben beschriebene Platzen der Protoplaste ein
gutes Merkmal fiir die Bestimmung der Koagulationstemperatur
bietet, vollzieht sich dieser Vorgang bei allen Zellen des Schnittes
in einer kurzen Zeit, wihrend deren aber die Temperatur der
Losung ungefihr um einen Grad steigt. Um hier in verschiedenen
Losungen vergleichbare Werte zu bekommen, empfiehlt es sich,

Tabelle 1.

Koagulationstemperaturen von Plasma Tradescantia 2zebrina.
Konzentration der Ldsungen 0,6n.

f L Serie IL Serie
i
Losang | O | aiel | | o | Mittel | Boliehing
1: 1 pig o ° in ® I l I in ° in °
\ Ungef. bei Ungef. bei
KCNS | 658 | 67,2665 | 73 |656|6886712| 75
KBr | 65,0 | 66,8 | 65,9 72 67,3 | 69,4 | 68,3 79
KJ 70,0 | 71,0 | 70,6 76 714 | 730 | 72,2 81
KNO, 706 | 720 | 1.2 78 70,0 | 744 | 72,2 82
KC1 712|738 | 720 | 78 | 735 | 748 | 741 78
KCyHaO, || 74,8 | 76,8 | 75,8 86 75,6 | 77,0 | 76,2 89
Ungefhr bei Ungefshr bei
K-tartrat || 726 | 76,0 | 74,2 87 73,2 | 75,0 | 74,1 85
K-citrat | 73,7 | 76,6 | 75,1 91 76,2 | 716 | 76,4 90
K,SO, 75,2 | 180 | 76,6 89 740 | 75,4 | 74,7 90
III. Serie IV. Serie
Ungef. bel Unget. bei
KCNS | 67,6 | 68,7 | 68,1 73 66,5 | 69,7 | 67,6 75
KBr | 67,0 | 69,6 | 68,2 7 668 | 67,2 | 67,0 4
KJ l 68,2 | 70,0 | 69,1 74 683 | 71,56 | 69,9 77
KNO, 69,0 | 70,8 | 69,9 m 704 | 72,2 | 1.3 78
KCi 714 | 728 | 72,1 76 78,2 | 74,7 | 73,9 84
KC,Hs0, || 72,3 | 73,6 | 72,9 79 735 | 16,0 | 74,2 82
Ungefthr bei Ungefithr bei
K-tartrat || 72,0 | 74,5 | 73,2 80 73,7 | 76,8 | 75,2 80
K-citrat 736 | 75,6 | 14,6 87 730 | 76,0 | 74,6 85
K,SO, 746 | 77,6 | 76,0 94 77,2 | 79,6 | 78,4 93
V. Serie Mittelwerte aus I.—V. Serie
- Ungef. bei Unget. bel
KCNS 67,6 | 68,8 | 68,2 73 66,4 | 68,5 | 87,6 74
KBr 66,6 | 69,0 | 67,7 75 66,5 | 68,4 | 67,6 5
KJ 68,0 | 69,8 | 68,9 16 69,2 | 71,1 | 70,1 75
KNO, 72724 | N8| 76 |72/ 725 |7,8| 76
KC1 734 | 76,0 | 14,2 79 72,6 | 14,2 | 78,8 79
KCyH,O, || 734 | 75,6 | 744 | 81 789 | 5.6 | 74,7 | 83
Ungefabr bei Ungefihr bei
K-tartrat | 72,6 | 76,0 | 74,2 87 72,8 | 75,7 | 74,2 84
K-citrat 786 | 75,0 | 74,6 87 73,7 | 76,3 | 75,0 88
K,SO, 764 | 7718 | 76,6 93 75,3 | 71,7 | 78,6 92
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bei einem jeden Versuch zwei Bestimmungen zu machen und aus
diesen Mittelwerte zu nehmen. In der umstehenden Tabelle bedeu-
tet der ,,Koagulationsgrad I'* die Temperatur in Graden C, bei der
das Platzen der Protoplaste im Schnitte beginnt, d. h. bei einer
kleineren Anzahl der Zellen stattfindet und der ,,Koagulations-
grad I — wenn dieser Vorgang massenhaften Charakter trigt.
AuBerdem sind auch die Temperaturen angegeben, bei denen
die vollige Entfirbung des ganzen Schnittes erfolgt. Die Zeit
vom Beginn der Erwidrmung bis zur Entfarbung der Schnitte
betrug durchschnittlich 15 Minuten.

Es wurden Normallosungen angewandt. Das Krystallwasser
der Salze wurde stets beriicksichtigt.

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, wird die Hitzekoagulation
beim Tradescantiaplasma durch Kalisalze nach der folgenden
Reihenfolge geférdert: CNS, Br> J > NO,> Cl > Tartrat,
C,H, 0, > Citrat > SO,. Da diese Reihenfolge schon in den
Lésungen von 0,2n sich geltend macht, fragt es sich, ob bei den
hoheren Konzentrationen keine UnregelmiBigkeiten in derselben
oder eine Umkehrung der ganzen Reihe statthaben wiirde. Denn
bei der Hitzegerinnung der EiweiBlosungen sind solche Umkeh-
rungen der Anionenreihe mit den Konzentrationsinderungen
der Salze von Wo. Pauli!) und R. Héber?) beobachtet worden.
Wenden wir uns den Resultaten der Versuche mit einer hoheren
Konzentration der K-Salze zu.

Tabelle II.
Konzentration der Ldsungen 0,8n.
Mittelwerte aus fiinf Serien der Versuche.

~ T Koagulationsgrad | EnttArbung

Loésung !‘ ONZE f‘, " — . Mittel d. Schnittes
o 'J ] I__ ‘ u in° in°

- "i S Ungef. bei
KCNS | 607 63,7 62,2 !
KJ i 658 68,2 67,0 74
KNO; || 687 70,7 69,7 75
KCl s 78,1 72,2 77
KCyH0y | 726 | 744 135 |19
‘, Ungefihr bei i

Ke8O, | 752 - 114 | 763 | 89

1) Wo. Pauli, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 53. 1907.
3) R. Hbber, daselbst 11, 35. 1908. — Physikalische Chemie der
Zelle und der Gewebe. 1914. 324.
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Wie die Tabelle zeigt, bleibt die Reihenfolge der Anionen
bei 0,8n dieselbe, wie bei 0,5n, nur treten die Wirkungsunter-
schiede der Salze schiirfer hervor.

Die Natrium- und Ammoniumsalze verhalten sich gleich
denen des Kaliums, wie das aus der unten angefithrten
Tabelle III folgt.

Tabelle III.
Beeinflussung der Koagulationstemperatar von Plasma durch
Na- und NH,-Salze.
Mittelwerte aus fiinf Serien der Versuche.

Konzentr. der Losungen 0,8 n. Kongentr. der Lisungen 0,6 n.
‘ ]
!’ Koagula- ) ?bﬁn"ndr; Koagula- . \bEn“‘d"‘
Losung I tmn%g.radﬂ Mittel ‘Sczgitte: Losung tionsgrad | Mittel Esa?gittz:
“I'IIL'm“ in® 1 |m|ine | me
—Ml o Unget. bei 1 [ungetbe
NaCNS  |66,3168,7] 67,5 74 NHCNS |65,2(67,4] 66,3 73
NaJ ,70,21718] 71,0 | 76 |NHJ 69,9719 70,9 | 78
NaNO, 4703/718] 710 | 76 |NH,Br |708/724] 716 | 77
NaCl 1728 73,1 729 | 71 |NH,NO, [70.4172,8] 116 | 7
NaC,H,04,74,91768] 75,8 | 81 |NHCl 72,1,74,2| 731 | 73
!,‘ o U'l‘)‘;'l‘f‘ Ungefishr bei |
Na,SO, | — ‘ —177 9 (NH)SO, 74,8, 77,6} 76,2 | 90

In der folgenden Tabelle sind alle Mittelwerte von allen von
uns ermittelten Koagulationstemperaturen angefiihrt.

Jede Zahl ist das Mittel aus den Daten von fiinf Versuchen.

Betrachten wir die Beeinflussung der Hitzekoagulation des
Plasmas von verschiedenen Ionen der Salze, so sehen wir, daB
hier sowohl die Anionen, wie auch die Kationen von Bedeutung
sind. Es liegt also eine additive Wirkung der Salze vor. Die
Anionen foérdern die Koagulation nach den Reihenfolgen:

Kalium — CNS> Br>J>NO,> Cl>> Tartrat, CH,COO> Citrat>SO,.
Ammonium — CNSJ > Br> NO, > Cl> SO,.
Natrium — CNS> Br> J > NO,> C1> CH,CO0 > 80,.

Es sind die bekannten lyotropen Reihenfolgen, die bei vielen
physiologischen und physiko-chemischen Prozessen von Einflufl
sind!). Neuerdings hat F. Boas diese Reihenfolge bei der Beein-
flussung der alkoholischen Géarung durch Neutralsalze gefunden?).

1) Vgl. Héber, Physikalische Chemie der Zelle usw. 1914, S. 308.
) Fr. Boas, Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 38, 351. 1921.
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Ubersichtstabelle.
N T Konzentration
Losung |— , !

02n | 08n 1 0,4_11 0bpn 08n 08n
KCNS 67,2 | — | 675 | 644 | 622
NH,CNS - — | 696 | 699 | 66,3 | 66,2
NaCNS — — — — | 702 | 67,5
KBr — | 678 | 679 | 674 | 662 | —
NaBr — - —_ — | 704 | —
NH,Br — — | M1 ] 7114 | 116 | 688
KJ — | 7,1 7118 ] 70,1 | 683 | 67,0
NH,J - — | 705 | 705 | 709 | 684
NaJ - — —_ — | 713 | 110
KNO, 732 | 29 | 73,2 | 71,3 | 69,4 | 69,7
NH,NO, — — | 72| 7123 | 716 | 69,0
NaNO, — — — — | 728 | 71,0
KCl1 | 74,6 | 74,7 | 73,4 | 73,3 | 70,6 | 72,2
NH,Cl — — | 72,0 | 740 | 73,1 | 722
NaCl — — — — | 7138 | 729
KC,H,0, 747 | 751 | 743 | 747 | 729 | 135
NaC,H,0, | - — — — | 769 | 758
K-tartrat®) | 752 | 755 | 744 | 742 | 189 | —
K-citrat *) i 7656 | 75,4 | 75,2 | 76,0 | 75,7 | —
K,S0,%) | 163 | 769 | 762 | 765 | 765 | 763
(NH),S0,® | — — | 76,3 | 762 | 76,2 | 76,4

*) Die Daten von diesen Salzen haben einen annihernden Wert.

Was die Kationenwirkung der Alkalisalze betrifft, so tritt
sie neben der der Anionen in den Hintergrund. Im allgemeinen
fordern K-Salze die Koagulation am meisten, die Na-Salze am
wenigsten. Die Wirkung der des Ammoniums liegt zwischen den
beiden erwihnten, doch ndher zu der des Kaliums. Dagegen ist
das Verhalten der Chloride des Ba, Sr und Mg und auch der Citrate
und Sulfate der Alkalimetalle ganz eigentiimlich, indem sie die
Koagulation eher hindern als férdern, oder jedenfalls eine mehr
oder weniger neutrale Stellung in dieser Beziehung einnehmen.
Dabei bleibt das Volumen der plasmolysierten Protoplaste in
den Losungen der erwihnten Salze der alkalischen Erden withrend
des ganzen Versuches ungefihr dasselbe; ein so merkliches Ein-
dringen des Salzes, wie das bei den Rhodaniden u. a. der Fall ist,
konnten wir hier nicht konstatieren. Abweichend von den anderen
Metallen der alkalischen Erden, verhdlt sich CaCl,, indem es sich
seiner Wirkung nach an die Alkalisalze anschlieBt, oder einen
Ubergang von den letzteren zu den zweiwertigen darstellt.
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In den Lésungen 0,55n erhielt ich folgende Koagulations-
temperaturen fir die Kationen (das Mittel aus 5 Versuchen) —
NaCl — 75,3°, LiCl — 75,2°, CaCl, — 75,4 °, MgCl,, BaCl,, SrCl, —
ungefihr bei 77—78°. Im allgemeinen 1aBt sich fiir die Kationen
folgende Reihenfolge aufstellen: K, NH, > Na, Li, Ca > Mg,
Ba, Sr, wobei die ersten 5 Glieder die Hitzekoagulation férdern,
die letzten 3 sich neutral verhalten, bzw. hindern.

'Gehen wir nun zur Erklirung der angefithrten Ergebnisse tiber.

Es wird von den meisten Biologen angenommen, daB als das
wichtigste Baumaterial des Protoplasmas EiweiBkérper in Be-
tracht kommen?).

Vergleichen wir unsere Resultate mit den Ergebnissen der
Chemie der Proteine, so finden wir, daB die lyotrope Reihenfolge
der von uns erhaltenen Richtung CNS > ... SO, bei der Koagu-
lation der sog. positiven EiweiBkorper vorkommt.

Hober fand, daB bei der Salzkonzentration 0,6n 4 0,015
H,S80, die Hitzegerinnung von HiihnereiweiB nach der Reihe
CNS > J > Br> C1> CH,COO gefordert wird, wobei KCNS
das EiweiB bei 32,0°, CH,COOK bei 61,9° ausflockt. Beim Alkali-
zusatz kehrt die Reihenfolge um3). Wie man sieht, haben wir
hier eine gute Ubereinstimmung der Anionenreihen bei der Hitze-
Koagulation des Plasmas und SiureeiweiBles. Dieses konnte wohl
zur Annahme fiithren, daB in dér Plasmamembran positive Eiweif}-
kérper den Ausschlag geben, doch ist das hier nicht der Fall.
Es kommt noch eine wichtige Tatsache in Betracht. Némlich,
fordert eine Salzlésung die Hitzekoagulation gut, so sieht man
immer dabei den plasmolysierten Protoplast wihrend der Tem-
peraturerhéhung stark anschwellen. In den Fillen, wo die Salze
auf die Koagulation keinen ausgesprochenen EinfluS haben,
bleibt auch das Volumen des Plasmaschlauches ungefihr dasselbe.

Das Gesagte spricht dafiir, daB hier ein Parallelismus
zwischen dem Eindringen der Salze in das Plasma und
der Beeinflussung der Hitzekoagulation desselben

1) Héber, L c. 8. 424ff. — Wo. Pauli, Pfliigers Arch. 136, 483. 1910.
— M. Fischer und Wo. Ostwald, Pfliigers Arch. 106, 264. 1905. —
M. Fischer, Das Odem. Dresden 1910. — W. W. Lepeschkin; 1. e.
8. 102, 103; Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 29,-256. 1911. — Vgl. Stiles and
Jorgensen, Annals of Botany 29, 366. 1915.

) Hober, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 52.
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stattfindet. Diejenigen Salze, die am meisten die Koagulations-
temperatur erniedrigen, haben das gréfite Diffusionsvermégen
und umgekehrt. Somit ist die Koagulationsbeeinflussung in erster
Linie auf die Permecabilitit der Plasmamembran fiir die Neutral-
salze zurickzufihren und die Koagulationsreihen der
Ionen sind auch gleichzeitig die Permeabilitatsreihen-
folgen.

DaB die Plasmapermeabilitit fiir Neutralsalze mit der Tem-
peraturerhéhung nur ,,quantitativ'‘ gedndert wird, indem sie
abnorm groB wird, ,,qualitativ‘‘ aber dieselbe bleibt, das zeigt die
4,50 Ubereinstimmung der Koagulationsreihen-

76° folgen der Salze mit den von verschiedenen
o '_\—\*('(4,’\0{ Autoren fir die Permeabilitit ermittelten.
N Fitting!) hat mit der plasmolytischen
720 Methode bei Rhoeo discolor nachgewiesen, daB
4, Kaliumbromid, -nitrat und -chlorid in das Plas-
7g0l- . & ma besser permeieren als Kaliumsulfat. Also
(Br, NO,, Cl) > SO,. Beziiglich der Kationen
s3°f g fand er, daB die Kalium- und Natriumsalze
etwa gleich permeieren (L c. S. 62), doch bei
66°1 einigen Versuchen lieB sich das geringere Ein-
dringen von Natriumsalzen feststellen (L. c. S. 49).
suol- I Viel schwiicher permeieren die Lithiumsalze, da-
Z»  gepen fiir die Ca-, Mg-, Sr- und Ba-Salze konnte
o P S er kein Eindringen nachweisen.
g3n Q%¥n Qs5n Gén aén

Troendle?) auf Grund seiner Unter-
suchungen mit der plasmolytischen Methode
gibt folgende Reihenfolgen fiir die Durchdringungsfahigkeit der Neutral-
salze bei den Wurzelzellen von Lupinus albus.

Aniopen — J, Br > Cl und NO, > C1 > SO,.

Kationen — K > Na > Li > Mg > Ba > Sr> Ca.

Abb. 2.

Vergleichen wir diese Reihenfolgen mit den von uns fiir die
Hitzekoagulation ermittelten, so sehen wir eine schr gute Uber-
einstimmung, wenn wir nicht die abweichende Stellung des Ca
in Betracht ziehen wollen.

Einen indirekten Beweis fiir die Annahme, daB8 die Permea-
bilitit der Plasmamembran fiir Salze bei der Hitzekoagulation
eine wichtige Rolle spielt, bekommen wir aus dem Zusammen-
hang, der zwischen der Koagulationstemperatur und der Salz-

1) H. Fitting, Jahrb. f. wissensch. Botanik 56, 1. 1915.
%) A. Troendle, Arch. de sciences phys. et nat. 45, 38. 1918.
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konzentration besteht. Die Kurven auf der Abb. 2 zeigen, daB
mit dem Zunehmen der Konzentration des Salzes die Koagu-
lationstemperatur im allgemeinen erniedrigt wird, doch in keinem
Fall bei allen Salzen in gleicher Weise: die schnell permeierenden
Salze (KCNS, KJ, KNOy) setzen sie verhaltnismiBig mehr herab
als die langsam eindringenden. Die Neigungsgréfe der Kurven
zur Abszisse folgt auch hier der lyotropen Reihe nach.

Zusammenfassung.

1. Der EinfluB der Neutralsalze auf die Hitzekoagulation
des Protoplasmas von Epidermiszellen der Tradescantia zebrina
ist mehr oder weniger bedeutend je nach dem Salz, dabei macht
sich die additive Wirkung der Salze geltend, d. h. es sind die
beiden Ionen von Bedeutung. -

2. Bei den Alkalisalzen ist die Wirkung des Anions mehr
ausgeprigt als die des Kations. Anionen fordern hier die Hitze-
koagulation nach der lyotropen Reihenfolge (Kation K): CNS
> Br> J > NO,; > Cl > Tartrat, CH;COO > Citrat > SO,, wo-
bei das Anion auf der ersten Stelle der Reihe die Koagulations-
temperatur am meisten herabsetzt. Kationen wirken nach der
Reihenfolge: K, NH, > Na, Li, Ca? > Mg, Ba, Sr.

3. Die Forderung der Hitzekoagulation des Protoplasmas
durch Neutralsalze ist auf die Permeabilitit der Plasmamembran
fir dieselben zurfickzufiihren. Die am schnellsten permeierenden
Salze setzen die Koagulationstemperatur am meisten herab.



Uber Girung ohne Hefe.

Von
Emil Baur und Eugen Herzfeld.

(Aus dem Physikalisch-chemischen Laboratorium der Eidg. Techn. Hoch-
schule und dem chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik der
Universitat Ziirich.)

(Eingegangen am 17. Februar 1921.) -

+ Nachdem E. Buchner im Jahre 1897 entdeckt hatte, da
der PreBsaft mazerierter Hefe die alkoholische Gérung zu unter-
halten vermag, fiel die Pasteursche Unterscheidung der geformten
und ungeformten Fermente dahin. Wenn Pasteur die Gérung
als von dem LebensprozeB der Hefe abhingig ansah, so konnte
dies nur den Sinn haben, daB ein gewisses chemisches Geschehen,
das mit zu dem Komplex der chemischen Vorgiinge in der lebenden
Hefe gehort, die alkoholische Garung errege. Wir nennen heute
eine solche Erregung eine induzierte Reaktion!). Soweit befanden
sich Pasteur und Liebig véllig in Ubereinstimmung; denn auch
. dieser dachte sich die Girung als induzierte Reaktion. Nichts
anderes bedeutet der Liebigsche Ausdruck: es werde ein ,,chemi-
scher Bewegungszusta.nd dibertragen**. Die Ansichten gingen
bloB da.nn auseinander, daB Liebig unter dem zu @ibertragenden
,,chemmchen Bewegungszustand“ Oxydationsprozesse und viel-
leicht auch andere Zersetzungen in verwesender organischer Sub-
stanz verstand, wihrend Pasteurs geformtes Ferment sich in
jenem stationiren chemischen Zustand befand, den wir ,,Leben*
nennen, und der dadurch gekennzeichnet ist, daB durch Zyklen
einander kompensierender Vorgiange das Gebilde innerhalb ge-
wisser Grenzen mit Erhaltungs- und Widerherstellungskraft
begabt erscheint?).

1) Vgl. hieriiber R. Luther und Schilow, Zeitschr. f. physikal.
Chemie 46, 777. 1903.

3) E. Baur, Chemische Kosmographie. Miinchen, Oldenbourg,
1903, S. 219. — E. Herzfeld und R. Klinger, Diese Zeitschr. 83, 50. 1917.
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Diese Ansichten von der Girung wurden vollstindig aus dem
Felde geschlagen, als das Verhalten des Buchnerschen PreBsaftes
unzweifelhaft zu lehren schien, daB der ganze Unterschied zwischen
dem geformten und ungeformten Ferment in Zufélligkeiten der
Extrahierbarkeit bestehe. Fiir das ungeformte Ferment aber
hatte sich bereits die Auffassung durchgesetzt, daBl es ein Stoff
sei mit den Eigenschaften eines Katalyten. Hinderlich fiir diese
Theorie der Fermente war bis auf den heutigen Tag der Umstand,
daB es den Bemiihungen der praparativen Chemie nicht gelingen
wollte, ein Ferment darzustellen und es analytisch als chemisches
Individuum zu kennzeichnen. Hieraus war entweder zu schlieBen,
daB die Anstrengungen zu verdoppeln seien, oder man muBte
dem Verdacht Raum geben, daB die Stofftheorie der Fermente
nicht auf dem rechten Wege seil). Vielleicht hiingt eine Fermen-
tation mehr von einer geeignetcn Mischung ab oder von einem
geeigneten F1u B chemischer Anderung innerhalb derselben?). LieBe
sich etwas Derartiges nachweisen, so kime man den alten Liebig-
Pasteurschen Anschauungen von der Garung wieder naher.

Die Entwicklung der Wissenschaft in dieser Richtung mufte
nachhaltig geférdert werden, als E. Herzfeld?) 1915 den ein-

1) So sagt z. B. R. Willstatter in einer Rede iiber die Bedeutung
chemischer Forschungsinstitute (Zeitschr.-f. angew. Chemie 33, 209. 1920):
» Wir stehen vor der Aufgabe, die spezifischen Triger der Enzymwirkungen,
diese merkwiirdigsten und reaktionsfiahigsten organischen Stoffe, von deren
chemischen Eigenschaften uns noch jegliche Kenntnis fehlt, durch pri-
parative Arbeit aufzusuchen, in deren Gang wir den Reinheitsgrad der
Priparate Schritt fiir Schritt zu steigern haben, bis es moglich wird, da
und dort zu Individuen vorzudringen und den Schleier von ihrer chemischen
Eigenart zu liften. — Dagegen hatte E. Baur in Rich. Meyers Jahrbuch
der Chemie, 25. Jahrg. 1915 (S. 384) bei Besprechung der Arbeiten von
E. Herzfeld geschrieben: ,,Der Schleier, hinter dem sich bisher die Natur
der Fermente verbarg, ist geliiftet. Es stellt sich heraus, da8 Fermente
ganz gewdhnliche und zudem wohlbekannte Stoffe sind, deren fein abge-
stimmte Wirkungen mehr auf Mischungen und auf zusitzlichen Bedingungoen
beruht, als auf einem geheimnisvollen chemischen Aufbau.*

?) W. M. Bayliss nennt in scinem Buche ,,Das Wesen der Enzym-
wirkung*, Dresden, Steinkopff, 1910, S. 22, als dlteste Vertreter dieser
Anschauung: De Jager, ,Erklirungsversuch iiber die Wirkungsart der
ungeformten Fermente*!, Virchows Archiv 121, 182 (1890), und M. Arthus,
»Nature des enzymes'‘, These, Paris 1896.

3) Diese Zeitschr. 64, 103—105. 1914. — Ebenda 68, 402—435. 1915.
— E. Herzfeld und R. Klinger, Ebenda 88, 260. 1918.

Biochemische Zeitschrift Band 117, 7
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wandfreien Nachweis erbrachte, daB die proteolytischen Fermente
(Pepsin, Trypsin usw.) Gemische von Aminosiuren und Poly-
peptiden sind und in ihrer Wirkung durch synthetisch bereitete
Gemische dieser Art ersetzt werden kénnen. Es besteht zwischen
der Autolyse oder Selbstverdauung und der fermentativen Ver-
dauung nur ein quantitativer Unterschied. Jene ist eine reine
Autokatalyse, diese ist eine Autokatalyse, defen Angehstadium
durch Zutat der Abbauprodukte entscheidend beférdert wird.

Die Ubertragung der bei der Proteolyse gewonnenen An-
schauungen vom autokatalytischen Verlauf der Giarungen auf die
Diastasen hat E. Herzfeld schon angedeutet. Einige Folgerungen
neuerer Forscher bewegen sich in derselben Richtung!). Doch
machten E. Herzfeld und R. Klinger?) jingst darauf aufmerk-
sam, daB die Menge der Diastasen zu der erzeugten Maltosemenge
in einem bestimmten Verhéltnis stehe. Ein solches Verhalten stiinde
mit einer Autokatalyse im Widerspruch; es deutet vielmehr auf eine
induzierte Reaktion hin und auf einen nicht blo8 zufilligen, sondern
notwendigen Verbrauch des Fermentes wihrend seiner Arbeit.

Gerade dieses Verhalten besitzt auch Buchners Zymase.
Nachdem eine Giérung von bestimmtem Umfang vollzogen ist,
erweist sich die Zymase als verbraucht?®), und es wire ganz will-
kiirlich, zu behaupten, dal die Zymase wie ein richtiger Katalyt
imstande sei, grundsatzlich beliebige Mengen Substrat zu ver-
giren. DaB im Gegensatz dazu die lebende Hefe sich wie ein
Katalyt verhalt, liegt an der Selbsterneuerung und am Wachstum,
also eben am Leben der Hefe. Wenn nun aber die Zymase bei
der Girung verbraucht wird, so darf man darin wohl einen Finger-
zeig erblicken, daB sie eher aus einem Gemisch mehrerer Stoffe
bestehe. In der Tat hat die Auffindung von Harde ns Koferment?*)
sowie die schon von Buchner?) festgestellte BeeinfluBbarkeit

1) Vgl z. B. Panzer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 93, 316, 339. 1915;
v. Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chemie 110, 175. 1920;
W. Biedermann, Fermentforschung 2, 458. 1919; aber auch Sherman
und Walker, Journ. amer. chem. Soc. 41, 1866—73. 1919 (Asparagin-
siiure als Diastase).

?) Diese Zeitschr. 112, 55. 1920.

3) E. und H. Buchner und M. Hahn, Zymasegirung. Miinchen,
Oldenbourg, 1903, S. 79—88.

4) Vgl z. B.C. Oppenheimer, Die Fermente. 4. Aufl. 1913. 8. 671.

) A.a. O. S.140—1486, 164. .
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der Garkraft der Zymase von der Alkaleszenz und von EiweiB-
zusatz den zusammengesetzten Charakter derselben dargetan.
Geleitet von der Voraussetzung, dal ein Ferment analytisch aus
bekannten Bestandteilen bestehe und daB es seine eigentiimlichen
Wirkungen mehr einer bestimmten Mischung, einem bestimmten
Zustande (Kolloiditat) und vielleicht einer bestimmten zeitlichen
Veriinderlichkeit (Selbstabbau) verdanke, schien es bei dieser
Sachlage nicht ausgeschlossen, daB der Versuch gelingen kénnte, ein
Ferment mit den Eigenschaften der Zymase kiinstlich zu bereiten.

Soweit sich vorlaufig {ibersehen 1aBt, ist uns dieser Versuch
wirklich gegliickt, und wir wollen dariiber nachfolgend berichten.

Bei unseren Versuchen folgten wir vornehmlich dem Ge-
danken, daB3 die in den Hefezellen nachweisbaren Stoffe, welche
in die Klassen der Eiweille, Kohlenhydrate, Fette und Lipoide
gehoren, beim Girungsvorgang mitwirken. Da das Koferment
Hardens nichts anderes als ein wisseriger Hefeauszug ist und als
solcher unter anderem aus wasserloslichen Eiweilabbauprodukten
besteht, so war es klar, daB wir in erster Linie zu einem Pepton
zu greifen hitten. Nachdem weiter von Neuberg!) die Brenz-
traubensiure und der Acetaldehyd als Zwischenstufen der Gérung
erkannt worden sind, von C. Neuberg?) und M. Oppenheimer3)
auch eine anregende Wirkung kleiner Mengen dieser Stoffe bei der
alkoholischen Gérung mit Hefemazerationssaft beobachtet worden
war, so schien es im Sinne der Autokatalysentheorie geboten,
diese und andere mdégliche Zwischenprodukte der Girung, etwa
auch Milchsiure, zu Hilfe zu nehmen. Dann muBte noch das
Wichtigste gefunden werden, namlich derjenige Teil des ganzen
Fermentgemisches, der aus der unverletzten Hefezelle nicht
herausdiffundieren kann. Wenn man nun die verschiedenen Stoff-
klassen durchgeht, aus denen sich das Protoplasma der Hefezelle
zusammensetzt, so st6B8t man auBer den Proteinstoffen auf das
Hefedextrin und verhiltnismaBig reichliche Mengen von Lipoiden.
So setzten wir denn zu den obigen Stoffen noch gewohnliches
Dextrin und ein Lipoid aus Leber, gelost in gallensauren Salzen.

Es ergab sich, daB mit dieser komplizierten Mischung der

1) C. Neuberg, Mitarbeiter, diese Zeitschr. 78, 238, 1916; 89, 365
und 9%, 334, 1918; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 1697. 1919,

%) C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 1, 104, 135. 1915; 88, 145. 1918.

%) M. Oppenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chemie 93, 235. 1915.

7%
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beabsichtigte Zweck zu erreichen war; nur mubBte auBerdem
durch Natriumbicarbonat fir die geeignete Alkaleszenz gesorgt
werden. Alsbald aber erkannten wir, daB einige Bestandteile
entbehrlich sind. Zuerst konnten wir die genannten Zwischen-
produkte weglassen, wenn wir dafiir das Fermentgemisch in
anderer Weise besser ausbauten. Als forderlich zeigte sich namlich
Zusatz einer klcinen Menge einer EiweiBlosung. Aber auch diese,
sowie das Dextrin, konnten wir wieder ausscheiden, als wir zu
stirkerer Dosierung der Fermentmischung iibergingen, und schlieB-
lich erwies sich auch das Lipoid als entbehrlich. Sonach besteht
diese endgiiltig nur aus zwei Komponenten, nimlich: Pepton und
gallensauren Alkalien. Laft man dieses Gemisch auf Traubenzucker
in bicarbonatalkalischer Losung einwirken, so kommt schon bei ge-
wohnlicher Temperatur und sofort dic alkoholische Girung in Gang.

Nur ein anscheinend geringfiiziger Umstand muB mit Pein-
lichkeit beachtet werden, wenn der Versuch gelingen soll. Dies ist
die Reihenfolge, in der die Bestandteile in Losung gebracht werden.
Wir hatten mit manchen Versagern zu tun, ehe wir diese Gesetz-
méBigkeit erkannt hatten. Nur wenn das feingepulverte Gemisch
von Traubenzucker, Bicarbonat und Pepton in festem Zustand
in der frisch bereiteten wiisserigen Losung von Lipoid und gallen-
sauren Alkalien aufgelost wird, entsteht die dem Eintritt der
Gérung zutriigliche Dispersion, nicht aber, wenn die Bestandteile
einzeln in Wasser gelést und dann zusammen gegeben werden.

Wir gchen nunmehr zur Einzelbeschreibung der Versuche
tiber, wobei wir besonderes Gewicht auf die Ausfilhrung unserer
zahlreichen Kontrollen legen. Vorausgeschickt sei die Kenn-
zeichnung und Darstellung der benutzten Priparate:

1. Pepton. — Wir benutzten dreierlei Peptonpriaparate:

a) Pepton- Witte von Merck. Hellgraues Pulver, gibt deutliche
Albumosereaktion: Fallung mit 25 proz. wiisseriger Sulfosalicylsaure, die
in der Hitze vollig loslich ist. Das Priparat enthilt Spuren von Kalk.
Die wiisserige Losung ist ziemlich klar gelbbraun.

b) Pepton- Witte von Kahlbaum. Hellgraues Pulver. Gibt
deutliche Albumosereaktion (wie a). Reaktion auf Kalksalze stirker. Die
wisgserige Losung sieht triib schmutzigbraun aus.

c¢) Peptonum siccum Siegfried. A. G. vorm. B. Siegfried,
Zofingen (Schweiz). Hellgelbes Pulver.  Starker Fleischextraktgeruch.
Ganz schwache Albumosereaktion. Nur Spuren Kalksalze. Wisserige
Losung klar bernsteingelb.

Samtliche Peptone reagieren auf Tackmus schwach sauer.
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2. Casein. Das Kahlbaumsche Priparat nach Ham marsten wurde
mit etwas Sodalosung in der Wirme in wenig Wasser gelést und scharf
zentrifugiert zur Abscheidung des Calciumcarbonats. Hierauf aus Alkohol
mehrmals umgefallt zur Entfernung simtlicher Salze. Endlich wird eine
20proz. Losung des gereinigten Caseins in gesittigter Bicarbonatlésung
hergestellt, die, unter Toluol aufbewahrt, lange haltbar ist.

3. Dextrin, weill, von Kahlbaum. Jodreaktion rotviolett.

4. Lipoid. Rinderleber wird durch die Hackmaschine getrieben und
der 8o erhaltene Brei mit der 5fachen Menge 96 proz. Alkohol auf dem
‘Wasserbad erhitzt, hierauf wird heiB filtriert und vom Filtrat die Haupt-
menge des Alkohols abdestilliert. Der triibe wisserig-alkoholische Riick-
stand wird mit etwa der vierfachen Menge Aceton versetzt, wodurch die
Lipoide gefillt werden. Zur Reinigung von mitgefilltem Glykogen und
anderen Verunreinigungen wird der Riickstand in trockenem Ather geldst,
die Lisung filtriert und das klare Filtrat mit der mchrfachen Menge Aceton
gefillt. Die Fillung wird mehrmals mit Aceton durchgeknetet, bis das
tiberstehende Aceton nicht mehr gelb gefiarbt erscheint. Nach Trocknen
der Lipoidmasse im Vakuum-Exsiccator iiber Calciumchlond hinterbleilit
eine honiggelbe wachsartige Masse.

5. Gallensaure Alkalien. Rindergalle wird in einer grofien Por-
zellanschale unter fortwihrendem Umriihren mit 909, Alkohol tropfenweise
versetzt, bis die gesamte Menge von Gallenmucin als flockiger Niederschlag -
ausgefillt ist. Man verbraucht die dreifache Menge 90 proz. Alkohol. Es
wird scharf zentrifugiert und von der klaren griinen Losung die Haupt-
menge des Alkohols abdestilliert. Der Destillationsriickstand wird in einer
gerdumigen Porzellanschale auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft
und der so erhaltene harte graugriine Kuchen mit der gerade hinreichenden
Menge absoluten Alkohols bis zur vélligen Auflésung auf dem Wasserbad
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird diese Losung tropfenweise unter Um-
rithren mit Ather gefillt. Es entsteht ein dunkelgriiner Niederschlag,
der neben Seifen usw. in der Hauptsache aus gallensauren Alkalien besteht.
Da dieser Niederschlag aber stark durch Gallenfarbstoffe verunreinigt ist,
zogen wir vor, den in der alkoholisch-atherischen Mutterlauge verbliebenen
Rest der Gallensalze zu isolieren, was in folgender Weise gelingt: Nach
dem Abdestillieren des Athers und Alkohols wird der Riickstand in einer
Porzellanschale auf dem Wasserbade einggtrocknet, der gelbbraune Trocken-
riickstand mit wenig absolutem Alkohol verriihrt und in der Wirme in
Chloroform gelost. Auf Zusatz von Ather fallt eine gelbliche zihe Masse
aus, bestehend in der Hauptsache aus gallensauren Alkalien, wihrend das
Cholesterin in der Losung verbleibt. Die Fillung wird im Vakuum-Exsicca-
tor iiber Chlorcalcium getrocknet und zu einem hellgraugriinen Pulver
zerrieben. Die wisserige Losung ist hell gelbbraun und reagiert gegen Lack-
mus alkalisch. Beim Stehen triibt sie sich alsbald.

Der erwithnte unreine, dunkelgriine Niederschlag ist, obwohl er zum
guten Teile aus Gallensalzen besteht, fiir unsere Zwecke nicht brauchbar.

Die gallensauren Alkalien dienen zur Darstellung einer kolloiden
wasserigen Lipoidlésung. Man bringt z. B. 0,1 g Lipoid und 0,1 g gallen-
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saure Alkalien in eine Porzellanschale, filgt etwa 10 ccm absoluten Alkohol
hinzu und erhitzt auf dem Wasserbade so lange, bis vollige Losung entstanden
ist. Hierauf wird zur Trockne verdampft und der Riickstand unmittelbar
vor dem Gebrauch in der Kalte in 10 ccm Wasser geldst. Fiir die in der
folgenden Tabelle I angefithrten Versuche dienen je 1 cem dieser Losung.
6. Natrium bicarbonium pro analysi.
7. Traubenzucker, wasserfrei, von Merck.

Erstes Fermentgemisch.

Wir stellten zuerst orientierende Versuche mit mannig-
fach geinderten Mischungs- und Mengenverhiltnissen an, wobei
die Gasentwicklung in Gérungsréhrchen, die 15 cem Lésung
faBten, im Brutschrank bei 37° wihrend 24 Stunden beobachtet
wurde. S#imtliche Losungen wurden unter Toluol gehalten.
Von diesen Versuchen teilen wir nur eine Auswahl mit, und zwar
diejenige Serie, die sich in ihrer quantitativen Zusammensetzung
als geeignet erwies. Die Tabelle I enthilt eine Ubersicht iiber die
systematisch durchgefithrten Kontrollen.

. Tabelle 1.

In 156 ccm sind enthalten:

0,16g Pep-| 038 0,16 g 8 Tropfen |%018 Lipold
ate | Tal Lomy | s, S DI ovmimres
Merck zucker | Blearbonat 1 (=0018) 1 Alkalien
+ | 0 0 o | o | o
+ 4+ 0 o 4 0 | 0
0 0 + 0 0 0
+ 0 + 0 | o 0
+ + + 0 ! 0 0
0 0 0 + 0 0
+ 0 0 - + 0 0
+ I+ ;0 + 8 0
, .
?)— ‘(‘)‘ '5 '8‘ 4 8 ' negativ
+ 0 0 0 + 0
+ + 10 0’ + 0
+ + + 0 + 0
+ + + + + 0
0 0 0 0 0 +
+ 0 0 0 0 +
+ + 0 0 0 +
+ + 4 0 0 +
+ + + + 0 + 2 cem Gas
+ + + 0 + + negativ
+ 0 —+- + + + »
+ + 0 + + + 2 cem Gas
+ + + + + + reichliche Gas-
[ entwicklung nach
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Die letzte Zeile gibt diejenige Mischung an, welche in Gérung
geriat. Dieses Verhalten ist mit Sicherheit reproduzierbar, wie uns
zahlreiche Wiederholungen lehrten. Es ist aber, wie wir schon
Ihervorhoben, notig, daB zunichst die Lipoidlosung fiir sich her-
gestellt wird und in dieser das feingepulverte Gemisch der anderen
Stoffe (abgesehen von der Caseinlosung) auf einmal durch Ver-
ribren unter dem Pistill gelést wird. Die integrale Lisung kann
nachmals mit Wasser zu dem gewiinschten Volumen aufgefiillt
werden. Werden dagegen Pepton, Zucker usw. fiir sich in Wasser
gelost und wird hierauf die Vermischung mit dem Lipoid vor-
genommen, so tritt keine oder nur eine ganz geringfiigige Gas-
entbindung ein. Die so hergestellten Losungen sind von Hause
aus etwas klarer als die richtig bereiteten. Namentlich bleibt
bei denselben die Tritbung aus, die mit dem Eintritt der Gas-
entwicklung bei den anderen verbunden ist. DaB das Verhalten
von Loésungen gleicher Zusammensetzung von ihrer Herstellungs-
art in diesem MaBe abhingig ist, zeigt deutlich, da8 der physika-
- lische Zustand, die Teilchengrofle, die Absorptionsverhiltnisse
und wahrscheinlich auch das augenblickliche physikalisch-
chemische Ungleichgewicht fiir den Eintritt der Fermentation
wesentlich mitbestimmend sind.

Der Umfang der Gasentwicklung betrug zwischen 15 und
30 ccm Gas innerhalb 24 Stunden vom Beginn der Blasenbildung
an gezahlt. Wie erwithnt, bekommt wihrend der Gasentwicklung
die anfinglich durchsichtige schwach gelbliche Ldsung eine
opaleszente Triibung. Nach der angegebenen Zeit liBt die Gas-
entwicklung stark nach und hért allmihlich auf. Das Gas
besteht aus reiner Kohlensiure; es wird durch Lauge restlos
absorbiert.

Der vereinigte Inhalt mehrerer Garungsrohrchen nach ab-
gelaufener Gasentwicklung wurde der Destillation unterworfen
Nachdem einige Kubikzentimeter iibergegangen sind, fiigt man
zu dem Destillat, das wegen der Sterilisierung durch Toluol etwas
toluolhaltig ist, etwa die fiinffache Menge einer gesiittigten Kalium--
carbonatlésung, versetzt mit Jodkrystallen und erwirmt unter
stetem Umschwenken schwach auf etwa 60°. Bei Abwesenheit
von jodoformgebenden Stoffen bleibt die Losung farblos, im
anderen Falle tritt alsbald gelbliche Triibung und Abscheidung
von Jodoformkrystallen auf. Diese Reaktion fiel bei den Proben,
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die gegoren hatten, stets positiv aus, bei den anderen, wo sie zur
Kontrolle angestellt wurde, aber negativ.

Es ist hiermit qualitativ die Bildung eines der Stoffe nach-
gewiesen, die durch die Jodoformreaktion erkannt werden. In
Betracht kommen neben Alkohol etwa noch Acetaldehyd und
Aceton. Beide kénnen wir aber wohl ausschlieflen, weil sie sich
durch den Geruch verraten hiitten (vgl. den grofleren Versuch
weiter unten). Wir diirfen also wohl sagen, daB sich Alkohol
und Kohlensiure nebeneinander gebildet haben, deren Herkunft
aus dem Traubenzucker dadurch bewiesen wird, daB das wirksame
Fermentgemisch ohne Traubenzucker negativ reagiert (vgl. vor-
letzte Zeile der Tabelle T).

In der Hoffnung, Alkohol vielleicht in Substanz zu isolieren,
stellten wir einen Versuch mit 2 1 Losung an. Ein Gemisch von
140 g Traubenzucker, 21 g Dextrin, 10 g Pepton Witte-Kahlbaum,
10 g Natr. bicarb. wird geldst in 140 ccm frisch bereiteter Lipoid-
l6sung, enthaltend 1,4 g Lipoid und 1,4 g gallensaures Alkali,
hierzu werden 9 cem 20 proz. Caseinlésung gefiigt und mit destil-
liertem Wasser auf 21 aufgefilllt. ‘Der Gehalt der Losung an
Zucker betrigt 79,. Die Konzentration ist hier etwa dreimal
groBer genommen worden als in den zuvor beschriebenen Ver-
suchen (Zuckergehalt 29,), um so womdéglich lingere und aus-
giebigere Vergirung zu bekommen. Die Losung wird in ein®m
enghalsigen Kolben mit Toluol iiberschichtet und durch eine
Vorlage mit einer gemessenen Menge normaler Natronlauge
abgeschlossen. Der Kolben kommt in einen Thermostaten bei
37°. Nach Verlauf von 24 Stunden kamen die ersten Gasblasen,
am darauffolgenden Tage war die Giarung in vollen Gang ge-
kommen (schiitzungsweise 1 ccm/Min.), wihrend der Kolbeninhalt
milchig triitb geworden war. Am dritten Tage lieB die Garung nach
und war am fiinften so schwach geworden, daB die Vergirung
als beendet anzusehen war. Thre Dauer war also linger als in den
Versuchen mit kleinerem Zuckergehalt. Die Titration der Vorlage
ergab Verbrauch von 127,56 ccm Normalnatronlauge, entsprechend
28¢g CO, = 1,81 von Normalbedingungen.

Mit einem Tropfen der Girlésung wurde zunéchst eine Prii-
fung auf Vorhandensein von Bakterien ausgefiihrt, indem eine
sterile Bouillon damit geimpft wurde. Dabei stellte sich aller-
dings heraus, dall die Girlésung nicht steril war, da ein véllig
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steriles Arbeiten der Natur der Sache nach nicht moglich ist.
Wir muBten uns vielmehr mit der iiblichen, auch von E. Buch-
ner?!) durchgehends geiibten Sterilisierung durch Toluol begniigen.
DaB aber die in unserer Girlgsung vorhandenen und durch das
Toluol am Wachstum gehemmten Bakterien an der beobachteten
Garung nicht schuld sein konnten, davon iiberzeugten wir uns
durch einen Kontrollversuch. Werden mit einem Tropfen der an
Bakterien reichen tritben Bouillon Garréhrchen geimpft, welche
enthalten: 1. Traubenzuckerlsung, 2. Traubenzucker und Pepton,
3. Traubenzucker und Lipoid, jedes unter Toluol, so konnte auch
nach Verlauf von mehreren Tagen keinerlei Verinderung wahr-
genommen werden.

Die Girlésung wurde nun mit 1 kg wasserfreiem Natnum-
sulfat wversetzt und iiber Nacht stehengelassen, hierauf von der
Masse des auskrystallisierten Glaubersalzes und den ausgesalzenen
Kolloiden abfiltriert. Von dem Filtrat, das etwa 1/,1 betrug,
wurden etwa 20 ccm abdestilliert und nach der Abtrennung
einiger Toluoltropfen abermals fraktioniert destilliert. Die tiber-
getriebenen etwa 5 ccm rochen schwach nach Ammoniak. Auf
Zusatz von 30 ccm gesiittigter Pottaschelésung sondert sich eine
obere Schicht ab, welche den Alkohol enthalten muBite. Geruch
nach Aldehyd oder Aceton war nicht zu bemerken. In Anbetracht
der zu geringen Menge dieser Phase schien es uns aber nicht aus-
sichtereich, dieselbe abzutrennen und zur Reinigung weiteren
Operationen zu unterwerfen. Wir zogen vor, durch Zugabe von
Jod das Produkt auf Jo&oform zu verarbeiten. Die Jodoform-
bildung trat auch reichlich ein; zugleich war wihrend derselben
ein deutlicher Geruch nach Essigester zu bemerken, der gegen
SchluBl der Einwirkung des Jodes wieder verschwand. Die Menge
des erhaltenen Jodoforms betrug ungefihr 1g, entsprechend
0,12 g Alkohol, steht also hinter der nach der Kohlenséureproduk-
tion zu berechnenden weit zuriick. Es ist anzunehmen, daB die
Destillation aus hochverdiinnter Losung von hochstens 19/, -
eine quantitative Erfassung des Alkohols nicht gestattet. Wahr-
scheinlich aber stammt ein erheblicher Teil der entwickelten
Kohlenssure aus irgendwelchen Saurebildungen (Milchsiure,
Essigsiiure usw.), die aus dem Bicarbonat Kohlensiure in Freiheit
setzen.

1) A.a. 0. S.178.
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Zweites Fermentgemisch.

E. Buchner!) pflegte 20 ccm PreBsaft mit 5—8 g Rohr-
zucker zu versetzen. Der PreBsaft enthielt durchschnittlich 129
Trockenriickstand. Die Girlosung enthielt demnach rund 109,
Ferment und 20—409%, Rohrzucker. Wir hatten bei den Versuchen
des vorigen Abschnittes weit geringere Konzentrationen, nimlich,
wenn wir Dextrin, Pepton und Lipoid zusammenrecl:nen, 1,7%
auf 79, Traubenzucker. Das Verhiltnis Ferment: Zucker ist
ahnlich den Buchnerschen Verhiltnissen, aber die Verdiinnung
war bei uns etwa 5mal groler. Es lag nahe, den Versuch auch
mit den bei Zymasegiirungen iiblichen héheren Konzentrationen
zu wiederholen. Hierbei zeigte sich bei Durchfithrung der der
Tabelle I analogen Serie, daB8 Lipoid, Pepton und Bicarbonat
schon hinreichend sind. Die zum Erfolg filhrenden Gemische
nebst den nétigen Gegenproben enthilt die Tabelle II. Wie im
vorigen Abschnitt werden die Gemische in Gérréhrchen unter
Toluol im Brutschrank bei 37° beobachtet. Die Herstellung der
Gemische geschieht auch hier so, daB die in der Reibschale innig
verriebenen Trockensubstanzen durch Zugielen der frisch bereite-
ten wisserigen Lipoidlgsung maoglichst rasch gelost werden, indem
mit dem Pistill umgeriihrt wird. Das Bicarbonat ist im UberschuB
vorhanden; es bleibt also ein Bodensatz, von dem abgegossen wird.
Die Tabelle enthilt in der vorletzten Spalte Bemerkungen {iber das
Aussehen der Reaktionsgemische; es fillt auf, daB flockige Ab-
scheidung ein Anzeichen fir nicht erfolgte Gérung ist, wihrend
die girkriftigen Gemische sich wihrefd der Girung durch feine
gleichmiBige Tritbung auszeichnen. Die letzte Spalte enthilt
Angaben iiber den Ausfall der Jodoformreaktion einiger Destil-
late. ,,Negativ* bedeutet: Farblosbleiben des mit Jod und Kalium-
carbonat behandelten Destillates und kein Geruch nach Jodoform.
,»Spur‘ bedeutet: Geruch nach Jodoform. Wo gelbliche Tritbung
der Probe Jodoform deutlich anzeigt, empfiehlt sich ein weiterer
Zusatz von Jodkrystallen, um die Probe sicher zu erschépfen.
Die Destillation geschieht zweckmiBig auf folgende Weise: die
Giarlosung wird unter schwachem Anwirmen mit wasserfreiem
Natriumsulfat versetzt, bis die braunen Flocken sich zusammen-
ballen, hierauf wird mit Schwefelsiure ganz schwach angesiuert,
abgenutscht und ein Teil abdestilliert.

1) A.a. O. S. 86, 210 u. a.
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Tabelle II.
In 15 ccm Ldsung sind enthalten
TEalE e |
5—-’32 Sg.g § ! B % fé ‘ u_§ ;c? Gasentwickelung Aussehen J?e‘:‘;:;;::'
wxf|H—-o!®Fo uF 5
EEEIRLE -l -
EX=0 ( -1.7 l -
+ 0 | 0 0 — Losung  bleibt —
fast klar
+ | + ‘ 0 0 — .allmihlich  ge-|  negativ
l ringe flockige
Abscheidung
+ \ 0 + 0 — Lisung  hleibt —
| | | klar
+ , 0 ‘ 0 + — |Losung  bleibt —
t klar
+ + + 0 |7 cem Gas; indicke  flockige negativ
E 4 Std.beendet;  Abscheidung
+ 1 0 + 4 — ‘Losung  bleibt negativ
{ i klar
+ I + 0 + (2 cem Gas; in flockige Ab- Spur
| 2 Std. beendet' scheidung
+ .+ + ‘ + ica. 15 cem Gas; gleichmil. Tra-; Kristalle von
‘ | in2Tagen be-|  bung. Zum; Jodoform
| i i endet. Nach  SchluB flocki-
; ‘ : | 1/, Std. etwa ger Absatz
| ! i . die Hilfte |

Es zeigt sich, daBl das Pepton, da es saure Eigenschaften
besitzt, aus dem Bicarbonat Kohlensiure freimacht. Von wirklicher
Giarung unterscheidet sich diese Gasentbindung durch den nega-
tiven Ausfall der Jodoformprobe. Die vorletzte Zeile der Tabelle
unterrichtet dariiber, daB auch bei Abwesenheit von Bicarbonat
eine geringe Girung einsetzt, die aber ein baldiges Ende erreicht
wegen flockiger Abscheidung. Der Versuch lehrt, daB das
Bicarbonat keine unerliliche Bedingung firr den Eintritt der
Géarung ist, sondern nur eine beférdernde Wirkung hat.

Wie mit dem ersten Fermentgemisch haben wir auch mit dem
zweiten einen Versuch mit groferen Mengen durchgefiihrt und
durch einen gleichen Leerversuch ohne Zucker kontrolliert. Es
wurde genommen: 60 g Traubenzucker und 30 g Pepton Witte-
Kahlbaum und 30 g Natr.-Bicarb., aufgelost in 240 ccm, enthaltend
3 g Lipoid und 3 g gallens. Alkali, mit Toluol iiberschichtet. Im
Thermostaten bei 37° wurden (leider nicht ohne Verlust) iiber
Quecksilber 250 cem Gas in 24 Stunden aufgefangen, davon mehr
als die Hilfte im Verlauf der ersten Stunde. Die Destillation
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lieferte 0,190 g Jodoform (= 0,022 g Alkohol), der Leerversuch
kein Jodoform (Gasvolum nicht bestimmt; nach den Versuchen
im Garrohrchen auf die Hilfte des Gasvolums im Hauptversuch
zu schitzen).

Drittes Fermentgemisch.

In dem Bestreben, die Fermentmischung moglichst zu ver-
einfachen, versuchten wir noch, einerseits die gallensauren Alka-
lien, anderseits das Leberlipoid wegzulassen, die wir bisher stets
zusammen anwandten. Hierbei ergab sich, daB das Lipoid fast
ohne Schaden wegbleiben kann, daf dagegen die Gallensalze un-
entbehrlich sind. Wichtig ist es, dieselben in ganz frisch bereiteter
Losung zur Wirkung zu bringen, da beim Stehen Triibung eintritt,
wodurch die Losung sofort unwirksam wird. Die Unwirksamkeit
gestandener oder sonst unrichtig behandelter gallensaurer Alkalien
(siehe die Kennzeichnung der Priparate) lieferte uns eine nicht
unerwiinschte Kontrolle dafiir, da88 nicht irgendein verborgener,
unerkannter Umstand fiir die als Gédrung angesprochenen Beob-
achtungen verantwortlich sei. Um klare Losung zu erhalten,
empfiehlt es sich, das Priaparat auf einmal in der ganzen anzu-
wendenden Wassermenge durch Zerdriicken am Glasstab aufzu-
16sen. Tabelle ITT enthiilt den Versuch nebst Gegenproben.

Tabelle III.

In 156 ccm Losung sind enthalten| i
| Gasentwickelung |

I

|

T T TRT T
] L .
s 8 a® 8¢a - Jodoform-
= g -'-3 28 sagd w2 S| in 24 Std Auschen reaktion
- B TSR |38
SE3"&8s TEEITER !
+ + { + 0 l 5 cem * Ausflockung i negativ
| i |
o+ ! 4+ 0 ! 5 cem ©  geringere | negativ
| j\ | | | Ausflockung ‘
+ T+ ‘ + ‘ + 12 cem i geringere :Krystalle von
| . Ausflockung | Jodoform

Das hier verwendete Pepton Siegfried verhilt sich etwas
anders als das frither gebrauchte Pepton Witte-Merck, welches
mehr Albumosen enthdlt. Das Pepton Siegfried bewirkt einen
rascheren Girungsverlauf, der aber auch eher zum Stillstand
kommt. Der Unterschied priagt sich noch deutlicher aus, wenn
wenig Bicarbonat (vgl. unten) genommen wird.
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Die Mischung der dritten Zeile der Tabelle III giirt auch bei
Zimmertemperatur (Gasentwicklung und Jodoformreaktion). Der
Verlauf ist langsamer und der Umsatz, nach der entbundenen
Kohlensiuremenge beurteilt, schwiicher (etwa 6 gegen 12 ccm
im Brutschrank). .

Ein Versuch mit groBeren Mengen im Thermostaten verlief
entsprechend. Angewendet: 30 g Traubenzucker und 16 g Pepton-
Witte-Kahlbaum und 16 g Natr.-Bicarb., aufgeldést in 160 cem,
enthaltend 1,6 g gallensaure Alkalien. Uber Quecksilber auf-
gefangen: 114 ccm CO,. Destillation ergibt 0,05g Jodoform
(= 0,006 g Alkohol). Der Leerversuch (ohne Traubenzucker,
sonst wie oben) ergibt: 50 ccm CO,; kein Jodoform.

Storend ist die Kohlensiureentbindung 4us dem Bicarbonat
durch das Pepton. Um diese herabzusetzen, haben wir die Bi-
carbonatmenge tunlichst verringert und dadurch auch eine ge-
wisse Verminderung der Gasentwicklung im blinden Versuch
erreicht, wie folgender Versuch zeigt. Angewendet: 45 g Trauben-
zucker und 22,5 g Pepton Siegfried und 3 g Natr.-Bicarb., aufgelost
in 220 ccm, enthaltend 2,4 g gallensaure Alkalien. Aufgefangen:
153 ccem Gas. Jodoform gefunden: 0,098 g (= 0,01 g Alkohol).
Im Leerversuch: Gasentwicklung 30ccm. Jodoformreaktion
negativ. Das Verhaltnis der Gasvolumina im Haupt- und Neben-
versuch ist durchaus konstant, d. h. es wurde bei zahlreichen’
Wiederholungen in Garrchrchen stets gleich wieder gefunden.

Ein gleicher Versuch, mit Pepton Witte-Kahlbaum ausgefiihrt,
versagte (nur 30 ccm Gas, kein Jodoform), da die Losung alsbald
nach der Herstellung dicke Flocken absetzt. Dieses Peptonpré-
parat verlangt mehr Bicarbonat, um die Flockung hintanzuhalten.
Man kann daran erkennen, da der Eintritt einer Girung ebenso-
sehr von der Beschaffenheit des Peptons abhangig ist, wie von
derjenigen der Gallensalze. Ein MiBerfolg kann also, worauf wir
aufmerksam machen méochten, leicht eintreten, wenn die erforder-
lichen Préaparate nicht in der richtigen Beschaffenheit zur Ver-
fiigung stehen.

Mit Pepton Witte-Merck geht derselbe Versuch nicht sofort
an, sondern erst nach einem Tage. Als wir eine Mischung gleicher
Teile Pepton Witte-Merck und Pepton Siegfried nahmen, setzte
die Gasentwicklung sofort ein und blieb linger bestehen, als mit
Pepton Siegfried allein.
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Um dem, wenn auch weit hergeholten, Einwand zu begegnen,
daB unter den Versuchsumstinden Zucker durch die Einwirkung
von Bicarbonat allein fliichtige, jodoformgebende Stoffe abgebe,
haben wir auch 30 g Traubenzucker mit 2 g Bicarbonat verrieben,
in 150 cem Wasser gelost, 24 Stunden, mit Toluol tiberschichtet,
im Thermostaten bei 37° gchalten und darauf, genau wie oben,
destilliert, konnten aber Jodoform auch nicht in Spuren nach-
weisen.

Uberblickt man die geschilderten Versuche, so findet man,
daB die verschiedenen Fermentmischungen insofern einander
ahnlich sind, als die Kohlensiiureentwicklung, raumlich gemessen,
von der GroBenordnung des Fliissigkeitsvolums ist, wihrend die
jodoformgebende Substanz im Destillat, auf Alkohol bezogen,
nur etwa den 20. Teil des Gewichtes der entbundenen Kohlensiure
ausmacht. Die Daten der in Betracht kommenden Versuche
stellen wir in der Tabelle IV nochmals zusammen. Die CO,-
Volume sind nach Reduktion auf Normalzustand und Abzug
der im Leerversuch entwickelten Menge auf Gramm, die Jodo-
formwigungen auf Alkohol umgerechnet. Die Ziffer fiir Kohlen-
sdure in der zweiten Spalte ist wahrscheinlich -ungenau.

Tabelle IV.

Ferment- O, ! Alkohol
mischung | g g
1 i 28 Ik
2 : 0,26 (1) ! 0,022
Ja 10,11 0,006
sho Loz | ool

Wie schon am Ende des ersten Abschnittes zum Ausdruck
gebracht, wird man das Defizit zum Teil wohl dahin auszulegen
haben, daB neben alkoholischer Girung noch andere Zersetzungen
des Zuckers einhergehen, welche Siuren licfern!). Siamtlichen
untersuchten Mischungen gemecinsam ist es, dafl die Garwirkung
nach kurzer Zeit erstirbt, und zwar regelmaBig dann, wenn Aus-
flockungen auftreten. Es scheint geradezu, daB diese Veranderun-
gen im Dispersititsgrad irgendwie eine Bedingung sind fir das

1) Vgl. den Abschnitt: ,.das glvkolytische Ferment* in C. Oppen-
heimer, dic Fermente, 4. Aufl. Leipzig 1913. S. 731—753.
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Zustandekommen der Kohlenhydratzersetzung. Gleichzeitig gehen
im Pepton sicher hydrolytische Spaltungen vor sich, und es scheint,
dafl eben ein solches Zusammenwirken chemischer Zersetzung
und Oberflichenverinderung im Substrat fir die Einleitung
»fermentativer‘ Prozesse notwendig ist. Unterscheidend zwischen
unserem ersten und den folgenden Fermentgemischen ist der
Umstand, daB die Girkraft bei jener linger anhilt, aber spiter
bemerklich wird. In allen Fillen sind die von uns erzielten Effekte
nur verhiltnismaBig geringfiigig; wir glauben aber, da8 sie ver-
groBert werden kénnen, wenn die Ausflockung durch geeignete
Mittel verlangsamt wird. Was die schlieBliche Erschopfung der
Gartatigkeit anlangt, so hat dieselbe ihr Analogon im Verhalten
der aus Hefe gewonnenen Zymase!). Wahrscheinlich miissen wir
darin ein Anzeichen erblicken, daB3 die Garkraft an den Ablauf
einer Zustandséinderung am Ferment gebunden ist, an welche die
alkoholische Giarung chemisch gekoppelt ist.

Noch in einer anderen Beziehung verhilt sich unsere Ferment-
mischung wie der HefepreBsaft. Wenn wir namlich den Trauben-
zucker durch Rohrzucker oder durch Dextrin ersetzen, erhalten
wir auch Gareffekte, wortiber die folgende kleine Tabelle V unter-
richten mag.

Tabelle V.
Gasentwicklung in ccm T

In 16 ccm sind enthalten mit 8¢ I im Leer-

Trauben- | Rohr- Dextrin versuch

[ zucker | zucker [ I
0,15,¢ gallens. Alk. 12 10 9 5
1,5 ¢ Pepton Siegfried
1,5 g Natr.-Bicarb.
0,15 g Lipoid 14 10 10 5
0,15 g gallens. Alk.
15 ¢ Pepton Siegfried
1,5 g Natr.-Bicarb.

Alle Daten der Tabelle sind in wiederholten Versuchen be-
stitigt worden. Die schwécheren Ausschlige mit Dextrin er-
innern an die entsprechend niedrigere Garkraft des HefepreB3-
safts gegeniiber Glykogen?).

1) E. Buchner, a. a. O. S. 87, 106, 154 u. a.
?) E. Buchner, a. a. 0. S. 106.
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Wir miissen_also schlieBen, daf8 unseren Fermentgemischen
auch polysaccharidspaltende Eigenschaften zukomnien. Somit
diirfen wir vielleicht sagen, da8 unsere synthetischen Fermente
in ihrem qualitativen Verhalten mit dem HefepreBsaft unver-
kennbare Ahnlichkeit besitzen. Aufgabe weiterer Forschung mu8
es sein, die bisher erhaltenen Wirkungen zu verstirken, um so
auch in quantitativer Hinsicht den natiirlichen Fermenten néaher-
zukommen.



Zur Kenntnis des oxydativen Zuckerabbaus im Tierkorper.
(Vorlaufige Mitteilung.)

Von
Julius Hirseh.

(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experi-
mentelle Therapie in Berlin-Dahlem.)

( Eingegangen am 7. Februar 1921.)

Durch die Untersuchungen Neubergs und seiner Schule sind
wir tiber den Mechanismus der Kohlenhydratspaltung bei niederen
Organismen in den wesentlichen Punkten unterrichtet. Es hat
sich gezeigt, daB sowohl bei der Umsetzung des Zuckers selbst
als ihm nahestehender Substanzen wie Glycerin, Mannit usw. die
Brenztraubensiurestufe durcheilt und zunichst Acetaldehyd ge-
bildet wird. Dies gilt gleichermaBen fiir anaerob arbeitende und
oxydierende Lebewesen. Auch letztere, die wie die Acetatbakterien
ihnen dargebotenen Athylalkohol teilweise, namlich zu Essigsiure,
oxydieren, oder wie der Kahm, der weitgehende Verbrennungen
bewirkt, erzeugen intermediir Acetaldehyd. Dieser entzieht
sich fir gewShnlich der Wahrnehmung, indem er entweder sofort
weiter verindert wird oder hichstens in solchen Spuren erhalten
bleibt, die keine Auskunft iiber seine Abstammung geben. Mit
den biochemischen Abfangmethoden, die besonders fiir die
Festlegung von Acetaldehyd ausgearbeitet sind, ist man
dagegen imstande, den letztgenannten Korper in betrachtlichen
Mengen anzuhiufen, ihn so vor der normalen Weiterverarbeitung
zu bewahren und seine Herkunft zu erkennen.

Fir die Fixation des als Zwischenglied auftretenden Acet-
aldehyds stehen mehrere Verfahren zur Verfiilgung, die Neuberg
mit Firber, Reinfurth und Hirsch angegeben hat. Eines
beruht auf der Bindung des Acetaldehyds durch zugefiigte neutrale
schwefligsaure Salze, die im Gegensatz zu den meist bei rein
chemischen Untersuchungen verwendeten sauren Sulfiten keine
sehr erheblichen Zellgifte sind. Einen anderen Weg beschreitet
die Dimedonmethode, welche in einer Kondensation des benutzten
Reagenzes (des Dimethylhydroresorcing) mit dem schnell ver-
ginglichen Gebilde des Acetaldehyds besteht.

Biochemische Zeitschrift Band 117. 8
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Diese beiden Verfahren unterscheiden sich nicht nur durch die
Art der vor sich gehenden Umsetzungen, sondern auch durch die
obwaltenden physikalisch-chemischen Bedingungen. Die sekun-
diren schwefligsauren Salze wirken dadurch, da8 sie den Aldehyd
gich zu dem bekannten Aldehydsulfitkomplex anlagern. Das Ver-
fahren, das sich des Dimedons (Abkiirzung féir Dimethylhydro-
resorcin) bedient, wirkt so, daB zwei Molekiile des Abfangmittels
mit einem Molekill Acetaldehyd unter Wasseraustritt sich konden-
sieren. Im ersten Falle handelt es sich um ein anorganisches Salz,
das wegen seiner geringen Penetrationskraft vermutlich nur an
der Zelloberfliche in Aktion tritt. Dagegen ist das Dimethyl-
hydroresorzin eine lipoidlésliche Substanz und damit wahrschein-
lich zum Eindringen in tiefere Protoplasmaschichten befahigt.
Neuberg und Reinfurth haben frither diese Eigenschaft be-
reits betont und darauf hingewiesen, daBl mit Hilfe dieses far
den Acetaldehydnachweis allgemein brauchbaren Aldomedonver-
fahrens bestimmte Fragen des animalischen Stoffwechsels einer
niaheren Prifung zuginglich gemacht werden wiirden.

Seitdem Claude Bernard zuerst in Erwigung gezogen hatte,
daB die sog. Glykolyse, d. h. das Verschwinden des Zuckers in
Berithrung mit bestimmten tierischen Korperbestandteilen, auf
der Umwandlung der Kohlenhydrate in Milchsiure beruht, und
seitdem Slosse diese Annahme bewiesen hat, ist eigentlich nichts
Genaueres iiber den Chemismus der weiteren Zuckerumwandlung
im Tierkérper bekannt geworden. Auch die neueren Unter-
suchungen, welche an E. du Bois-Reymonds Angaben iber
Milchsiurebildung im arbeitenden Muskel sich anschlieBen, haben
als wesentliches Ergebnis nur zutage geférdert, daB8 zunichst eine
Umlagerung der Kohlenhydratverbindungen in Milchsiure statt-
findet, die dann einer teilweisen Verbrennung unterliegt (Flet -
scher, Hopkins, Thunberg, Ransom, Embden, Par-
nas, Stoklasa, Meyerhoff, v. Firth, Wacker u. a.). Der
Weg aber, auf dem diese Verbrennung erfolgt, ist ungekliirt.

Der eigentliche oxydative Abbau stellt jedoch letzten
Endes das Hauptproblem dieser Fragen dar; denn nur das
verbrennende Material kann die Quelle zahlreicher energetischer
Leistungen des Tierkérpers darstellen.

Ich habe nun versucht, Giber diese Fragen Anhaltspunkte zu
gewinnen, indem ich die physiologische Oxydation in
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der Muskulatur in Gegenwart des Abfangmittels Dime-
don verfolgt habe. Wie aus den nachstehenden Daten hervor-
geht, ist es mir gelungen, das Kondensationsprodukt von Dimedon
mit Acetaldehyd, das Aldomedon, zu isolieren und zu charakte-
risieren.

Zu den Versuchen diente Kaltbliitermuskulatur und zwar
solche von Frioschen. Die Muskelsubstanz dieser Tiere enthilt
hinreichende Glykogen, so daB ein besonderer Zusatz abbaufahiger
Kohlenhydratverbindungen zuférderst unnétig erschien.

Nicht unerwihnt bleibe, daB auch bei Zugabe von Dinatriumsulfit
eine gewisse Anreicherung an Acetaldehyd erzielt wird. Bemerkenswert
ist ferner, daB ein schwacher Ausfall der Acetaldehydreaktion (Nitro-
prussidnatrium-Probe) mit den Destillaten aus Muskulatur eintritt, auch
wenn gie ohne Zusatz eines Aldehydabfangmittels verarbeitet werden;
doch ist einem qualitativen Nachweise solange keine besondere Bedeutung ,
beizumessen, als auf diesem Wege nicht genug Acetaldehyd zur sicheren
Kennzeichnung erlangt worden ist!). Das Auftreten minimalster Aldehyd-
mengen im Tierkdrper ist iibrigens nicht verwunderlich, da von Ford,
Béchamp, Rajewski, Nioloux, Landsberg, Jos. Prings-
heim u. a. das Vorkommen kleiner Mengen des zugehorigen Alkohols,
des Weingeistes, angegeben worden ist, Fiir diese hat Masuda die
Fihigkeit zum Ubergang in Aldehyd Lei der Leberdurchblutung fest-
gestellt; auch Acetaldehyd selbst ist schon vor lingerer.Zeit in Spuren
im Tierkorper angetroffen worden (vgl. Gaube, de Groot, Frieber,
Albertonie, Bierry und Porlier u. a. sowie neuerdings Stepp
[bei akuter Alkoholvergiftung und mdglicherweise auch im Blute Dia-
betischer]). In den Fillen dieser Art diirfte es sich wie hervorzuheben
ist, freilich nur um sehr geringe Quanten handeln; die erzielten Farben-
reaktionen weisen bloB mit geringerer oder gréferer Wahrscheinlichkeit
auf Aldehyd hin. Die Verhiiltnisse liegen &hnlich, wie sie Lei der alko-
holischen Giérung vor den Arbeiten Neubergs lagen, indem die in den
Endprodukten vorhandenen Aldehydspuren kein Urteil iiber primire
Bildung oder sekundiire Entstehung des Aldehyds zugelassen hatten und
als bedeutungslos galten.

Obgleich die von mir befolgte Isolierungsmethode vorliufig
noch sehr unvollkommen gewesen ist, habe ich bei Inangriffnahme
von 900 g Froschmuskulatur rund 0,3 g Aldomedon abgeschieden,
das bereits als Rohprodukt nahezu den richtigen Schmelzpunkt
aufwies und sich durch Umkrystallisieren aus verdfinntem Methyl-
alkohol véllig reinigen lieB. '

1) Entsprechende Versuche mit gréBeren Mengen Muskulatur ver-
schiedener Tierarten sind im Gange.

8‘
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Die Versuchsanordnung war im einzelnen folgende: Die Frdeche
wurden durch Dekapiticren getbtet. Nach schneller Durchtrennung des
Riickenmarks wurden die Schenkelpaare abpripariert, abgehdutet und
mittels einer Fleischmaschino zerkleinert. 800 g der Muskelmasse wurden
in 1600 ccm 1,8 proz. K,HPO,-Losung') suspendiert und mit 2,1 g Dime-
thylhydroresorcin in einer grolen Pulverflasche gut umgeschiittelt. Die
Muskelaufschwemmung wurde sodann auf drei Flaschen verteilt und 6
bis 7 Stunden lang mittels Sauerstoff bei Zimmertemperatur durchgewirbelt.
Danach wurde die Suspension in ciner groBen Zentrifuge scharf abge-
schleudert, die iiberstchende klare Fliissigkeit abgcgossen und der Boden-
satz mit absolutem Alkohol iiber Nacht digeriert. Nach zweimaligem
Extrahieren mit absolutem Alkohol im Wasserbad bei 60—70° wurde
die koagulierte Muskelmasse abgenutscht und mit heiBem Alkohol nach-
gewaschen. Das klare Filtrat wurde im Vakuum bei 40° konzentriert
und der Riickstand im Faust-Heimschen Apparat woitgehend eingeengt,
so daB eine zihe Masse hinterbliecb. Diese wurde mit wenig Alkohol
aufgenommen und in 500 ccm Wasser eingeriihrt; darauf wurden, wie
Neuberg und Reinfurth empfohlen hatten, 25 g festcs Kochsalz
eingetragen. Nach 24 stiindigem Stehen in der Kilte wurde abgesaugt,
wobei das sehr fein emulgierte Fott glatt das Filter passierte; auf ihm
hinterblieb ein krystallinischer Niederschlag, der nach dem Auswaschen
bei 136—140° schmolz und 0,3 g wog. Aus verdiinntem Methylalkohol
umkrystallisiert zeigte die erhaltene Verbindung den Schmelzpunkt
von 139—140°.

0,1 g der Substanz wurden mit 8 ccm Wasser bedeckt und mit
Dampf behandelt, bis 10 ccm iibergegangen waren. (S. bei Neuberg
und Reinfurth.) Dabei spaltete sich freier Acetaldehyd ab, der durch
eine stark positive Nitroprussidreaktion nachzuweisen war.

Somit ist es gelungen, ein wohl charakterisiertes Aldehydderi-
vat bei den Umsetzungen atmender Muskulatur zu gewinnen
und zugleich, soweit ich sehe, iiberhaupt Acetaldehyd erstmalig
als Produkt des tierischen Stoffwechsels in Form einer eindeutigen
Verbindung abzuscheiden. Auf Grund der an anderen Organismen
gemachten Erfahrungen muB der Acetaldehyd als Abbauprodukt
von Kohlenhydratsubstanzen angesehen werden. Die Bedeutung
einer solchen Fixierung greifbarer Mengen von Acetaldehyd far die
Theorie des Kohlenhydratabbaus im Tierkérper méchte ich jedoch
erst nach AbschluB noch laufender und lingere Zeit in Anspruch
nehmender Versuche erértern ; ich behalte mir vor, auBer dem Dime-

donverfahren andere Methoden nach dieser Richtung zu ptfen.

1) Sie befordert die Losung des Dimedons und zugleich nach Lépine.
Levene, L6b, Neuberg und Rewald, Rona u. a. den Zucker-
zerfall in mehrfacher Hinsicht.
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Gino Galeotti ¥

Galeotti, der am 12. August 1867 in Pozzuolo
geboren wurde, studierte in Florenz und war mehrere
Jahre dort Assistent am Institut fiir allgemeine Patho-
logie bei Professor A. Lustig. 1901 wurde er Extra-
ordinarius fiir das gleiche Fach an der Universitit in
Cagliari (Sardinien); 1904 wurde er nach Siena und
1905 als ordentlicher Professor nach Neapel berufen.
Hier setzte am b. April eine Lungenentziindungseinem
erfolgreichen Dasein ein friihzeitiges Ende.

Galeottis Lebensarbeit weist eine ganz beson-
dere Mannigfaltigkeit auf. Seine Forschungen betreffen
hauptsichlich die Gebiete der Cytologie, des all-
gemeinen Stoffwechsels und der respira-
torischen Vorginge im Herzen, in den Muskeln
und Nieren. Den Lesern dieser Zeitschrift diirften
am meisten vertraut sein Gale ottis physikalisch-
chemischeUntersuchungen an Kolloiden, seine
Studien iiber Nucleoproteide der Bakterien,
iiber Uricolyse und Aminoséduren. Sein in
fremde Sprachen iibertragenes ,Lehrbuch der
Allgemeinen Pathologie“, das er zusammen
mit Lustig verfa8t hat, liegt in der 5. Auflage vor.
In Deutschland genoB er die Ausbildung in dér physi-
kalischen Chemie (bei Wilhelm Ostwald), und eine
Frucht dieser Titigkeit sind Mitteilungen iiber die
osmotischen Leistungen der Nieren.

Besondere Verdienste erwarb sich der Dahin-
geschiedene auf dem Zweig der Hygien e durch seine
eingehenden Untersuchungen iiber die Cholera und
namentlich iiber die Pest, die ihn auf weite Reisen
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gefiihrt haben, so nach Agypten, China, Japan, Indien,
dem Kaukasus und Kongo. Auch die Ergriindung der
biochemischen Vorginge im Hochgebirge
erfuhr durch Galeotti eine wesentliche Forderung;
leitete er doch zeitweise das auf dem Monte Rosa
gelegene, von Mosso begriindete wissenschaftliche
Forschungslaboratorium. )
Wihrend des vergangenen Weltkrieges organisierte
er im Dienste des roten Kreuzes fiir sein Vaterland
die Herstellung der Impfschutzstoffe gegen Seuchen.
GaleottisLeben war inhaltsreich, vielseitig und
von grofen Leistungen gekront. Die Wissenschaft
betrauert den Heimgang dieses Mannes, dem nur

53 Jahre beschieden gewesen sind.
' C. N.




Uber den Stoff- und Energieumsatz juhger Ferkel auf
Grund von Fiitterungsversuchen, verbunden mit der Zer-
legung ganzer Ferkelkorper.

Von
0. Wellmann.

(Aus dem Institut fiir Zootechnik der Tieriirztlichen Hochschule Budapest.)

(Eingegangen am 18. Februar 1921.)

L

Uber den Stoff- und Energieumsatz des lebenden Organismus
gibt die genaue Kenntnis der Einnahmen und Ausgaben AufschluB,
weil daraus auf die Verinderungen, denen die Nahrstoffe im Tier-
korper unterworfen sind, gefolgert werden kann.

Der Stoffwechsel wird in der Weise ermittelt, daB die Elemente der
Nahrung analysiert, sowie die Menge dieser Stoffe im Kot, im Harn, in
den Ausdiinstungen der Haut und der ausgeatmeten Luft bestimmt werden.
Da das Verhiltnis der das EiweiB, die Kohlenhydrate und die Fette auf-
bauende Elemente konstant und bestimmt ist, kann aus dem Vergleich der
Einnahmen mit den Ausgaben darauf gefolgert werden, ob die aufgenom-
mene Nahrung zur Deckung des Bedarfs geniigt, oder ob das Tier seine
eigene Korpersubstanz verzehrt oder vermehrt, wieviel und welche Stoffe
dabei verbraucht bzw. angesetzt werden. Die Stoffwechseluntersuchungen
erstrecken sich auf die Bestimmung des Stickstoff-, des Kohlenstoff- und
Energieumsatzes, weiterhin evtl. auch auf die Ermittlung des durch die
Lungen und die Haut resorbierten Sauerstoffs. Der eingeatmete Sauerstoff
und die ausgeatmete Kohlensiure, der Wasserdampf und die tibrigen gas-
formigen Zerfallsprodukte, wie z. B. das Methan und der Wasserstofi
werden mittels des Respirationsapparates bestimmt.

Der EiweiBansatz bzw. der Abbau des KérpereiweiBes kann aus der mit
der Nahrung verzehrten, bzw. der mit dem Harn, dem Kot und durch die
Haut ausgeschiedenen Stickstoffmenge ermittelt werden, da Stickstoff in
Gasform, abgesehen von der geringen Menge Ammoniak, vom Organismus
nicht ausgeschieden wird. Auf die Fettproduktion kann, mit Beriick-
sichtigung des Fleischansatzes, aus dem Kohlenstoff- und Energieumsatz
geschlossen werden.

9*
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Tabelle I. Das Ergebnis

1 Die verabreichte Milch Das Versuchsferkel
¥ ;
= ©
| £ 4 ERN E =213 ‘§
' AR IR
Das Versuchstier b c[®e125| 8 El1 S8 &
= Qualitkt Menge | 2 | &5 |52 w5 | 8 L3 2
] slye ER) g H s e l L
= & § B BT a 5
a g ]< 3 ‘o
1
| Tage kg 1: [Tage | kg kg kg | &

Diafarinferkel  VIII | 2 Kohlenhydratreiche Mjk:h| 29,702 , 253
IX 84 " " 6BUK2 257

" X 2025 " " 63,165 . 4,88
Emulsionsferkel XI 32,4 | Fettreiche Milch 62,289 4,28
Diafarinferkel XII Kohlenhydratreiche Milch | 101,516 | 6,87
Emulsionsferkel XITI Fettreiche Milch 69,798 | 5,77
Diafarinferkel XIV Kohlénhydratreiche, ge-| 116,789 [4,78
whsserte Milch
Fettreiche Milch 90,775 | 7,84

:
3

6,188 | 38%
4250 | 12,087 | 8,184 - 7800
5,285 | 14,790 | 10,088 ' 9506
5621618280 | 9248 | 806
5,906 | 18,600 {12,828 12566
6287 | 16,080 |10834 . 878
7,000 | 12,706 | 9,892 | 50%

6,880 | 16,560 |10,710 | 9,/

& TRRIVEN

& ¥¥3

Emulsionsterkel XV

Da mir fir meine Versuche kein Respirationsapparat zur
Verfiigung stand, habe ich die Fiitterungsversuche mit der
Zerlegung der acht Ferkelkorper verbunden, um ein ge-
naues Bild von dem Stoff- und Energieumsatz zu erhalten. Die
Zusammensetzung des von den reichlich erndhrten Ferkeln
wihrend des Versuches produzierten Gewichtszuwachses er-
mittelte ich auf die Weise, daB ich von je drei aus demselben
Wurfe stammenden, gleichgeschlechtlichen und -entwickelten
Geschwistertieren eines, das sog. Kontrollferkel zu Be-
ginn des Stoffwechselversuches schlachtete und analysierte.
" Um die Ergebnisse einwandfrei miteinander vergleichen zu kénnen,
wurden nach Beendigung des Fitterungsversuches auch die
Versuchstiere geschlachtet und in ahnlicher Weise aufgearbeitet
wie die Kontrollferkel. Im weiteren Verlaufe wurde in der Weise
vorgegangen, dal ich auf Grund der Zusammensetzung des
Kontrollferkels, mit Beriicksichtigung des im allgemeinen geringen
Gewichtsunterschiedes, die wahrscheinliche Zusammensetzung
der Geschwistertiere zu Beginn des Stoffwechselversuches be-
rechnete. Nach Abzug der erhaltenen Werte von den Ergebnissen
der nach Beendigung der Versuche geschlachteten und analysierten
Ferkel konnte ich die Zusammensetzung des von den Versuchs-
tieren produzierten Gewichtszuwachses bestimmen.

Die Untersuchungen iiber die Zusammensetzung von 12 Ferkel.
korpern finden sich in meiner Arbeit: ,,Der EinfluB fett- und

e — —— i el
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der Ferkelfiitterungsversuche.

Nitrogen l Energie Ausgaben Umsetzbare
N-Retention Energie-
Einnahmen mit dem Kot| mit dem Harn einmashme
Nitrogen ). 2e
taglich taglich| _ | _ pame B L = 83 taglich
: pro pro I b+ o ! . pro
im m o | B alEwe| B | im |g§] Im
100 kg 100 kg o 5] ) %¥ 3 B 100 kg
g Lebend-| 5*™*°” |Lebend] g s |8 § '_;g g 8 R | ganzen 88 BADLER |)  bend-
gewicht gewicht, & ?"“ 28 gewicht
. K] 33
g g CalL Cal. g Cal g g Cal. 4 g Cal. Cal.
104,78 | 183,68 | 20489 | 14187 | 6,28 544 | 70,70 | 650,18| 707 { 10,00] 117,80 | 88,60 19238 | 18688
401,20 | 186,84 | 48584 | 16167 | 2267 | 1625 |157,74 | 67,04 | 1767 | 11,20] 220,79 | 79,88] 40192 | 14538
84051 | 10956 | 52879 | 17611 | 18,83 1171 | 85,60 | 29,16 | 1860 | 15,89 | 236,08 | 80,41 | 50848 | 17148
38289 | 108,79 | 50429 16547 6,42 | 850 | 94,67 | 81,69 | 1238 | 18,02] 281,80 | 77,20| 48346 | 16185
40871 | 83,88 | 76778 | 16894 | 23,87 | 1996 | 77,28 | 16,04 | 2179 | 28,19} 303,08 | 66,44 | 72698 [ 15916
28198 | 6641 | 58766 | 12721 | 6,51 | 1007 | 68,61 | 14,11 885 | 15,18] 216891 | 5280] 61874 | 12511
21842 | 01,46 | 42417 | 14477 | 16,06 | 897 116,86 | 40,56 | 1875 { 11,82 146,01 | 5090] 4145 | 18904
28457 | 6457 | 70884 | 15984 | 14,87 | 4040 | 68,94 | 16,561 | 946 | 18,72] 200,76 | 48,08 ] 658098 | 15657

kohlenhydratreicher Nahrung von verschiedenem Eiweilver-

hiltnis auf die Koérperzusammensetzung junger Ferkel*l).
Die Ergebnisse der Stoffwechselversuche?) habe ich in Tabelle I
kurz zusammengefaBt.

Das Ergebnis der Stoffwechselversuche an Ferkeln.

Aus den Daten der Tabelle I erhellt, daB die Stoffwechselversuche
mit den 2659 Tage alten, 4,2—7,1 kg schweren Ferkeln verhiltnismaBig
lange, 23 —39 Tage, gedauert haben. Die Versuchstiere erhielten als Nahrung
kohlenhydratreiche Diafarin-, bzw. fettreiche Emulsionsmilch, deren
Eiweiflverhiltnis eng (1:2,6), mittelmiBig eng (1: 4,5), mittelmiBig weit
(1: 5,8) und weit (1: 7,8) war. Von den Geschwistertieren erhielt das eine
gewohnlich kohlenhydratreioche Milch, das andere hingegen fettreiche Milch
von nahezu gleichem EiweiBverhiltnis. Da sich bei Ferkel XIV infolge
der kohlenhydratreichen Diafarinmilch des weiten EiweiBverhiltnisses
hartnickiger Durchfall einstellte, wurde mit diesem der Versuch unter-
brochen und nach 14 Tagen mit, zur Hilfte verdiinnter, gewiisserter, kohlen-
hydratreicher Diafarinmilch von mittelmiBig engem Eiweifverhiltnis fort-
gesetzt.

Die Ferkel wiesen wahrend der Versuche einen Gewichtszuwachs
von 3,8—12,7kg auf, der das 2—3fache des Einstellungsgewichtes aus-
machte. Der Stickstoffkonsum mit der Nahrung betrug im ganzen 190 bis
404 g, die tagliche Aufnahme pro 100 kg Lebendgewicht schwankte zwischen
66 und 137 g N. Die Energieaufnahme entsprach einem Werte von 20 000
bis 77 000 Calorien und betru, pro Tag und 100 kg Lebendgewicht 12 000

1) Die Arbeit erscheint demnichst.
%) Landwirtschaftliche Jahrbiicher 52, 671. 1919.
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bis 16000 Calorien. Da die verschiedenen Milchsorten zum groBten Teil
verdaut wurden, haben die Ferkel mit dem Kot verhiltnismaBig wenig
Stickstoff und Energie ausgeschieden. Die jungen Ferkel haben das Eiwei
infolge ihrer intensiven Wachstumsenergie recht gut verwertet, mit dem
Harn demzufolge wenig Stickstoff ausgeschieden. Das Minimum des
Harnstickstoffs betrug pro Tag und 100 kg Lebendgewicht 14—16 g, das
Maximum hingegen 50— 57 g. Der kalorische Quotient des Harns schwankte
zwischen 10 und 15; eine Ausnahme bildete das Ferkel XII, in dessen Harn
der kalorische Quotient ungefihr das Doppelte des normalen Wertes betrug.
Die Ursache dieser Erscheinung ist offensichtlich darin zu suchen, daB bei
diesem Ferkel der withrend des Versuches zeitweise vorhandene Durchfall
notwendigerweise mit abnormalen Gérungsprozessen verbunden war.
Die Ferkel hielten tiglich und pro 100 kg Lebendgewicht 48—84 g Stick-
stoff zum Aufbau ihres OrganeiweiBes im Korper zuriick, die Aufnahme
an umwandlungsfihiger Energie entsprach einem Werte von 13 000—17 000
Calorien.

Die Daten iiber die Ferkelanalysen habe ich in summarischer
Zusammenfassung in Tabelle II veranschaulicht.

.

Die Zusammensetzung der Ferkel (samt Magen- und Darminhalt).

In Tabelle II habe ich die Daten der 12 Ferkelanalysen, die zur Er-
mittlung des Stickstoff- und Energieumsatzes notwendig sind, zusammen-
gefalt.

Die Zusammensetzung des erzeugten Gewichtzuwachses (samt
Magen- und Darminhalt).

In Tabelle III habe ich auf Grund der Zusammensetzung der Kontroll-
ferkel, mit Beriicksichtigung des Gewichtsunterschiedes, die wahrschein-
liche Korperzusammensetzung der Versuchsferkel zu Beginn des Stoff-
wechselversuches berechnet, die wohl ganz unbedeutend von den wirk-
lichen Werten abweichen mag; in dieser Annahme wurde ich durch den
Umstand bestirkt, daB auch die Zusammensetzung der aus derselben Zucht
aber aus verschiedenen Wiirfen stammenden Kontrollferkel gut iiber-
einstimmte, namentlich dann, wenn der durch das verschiedene Alter
bedingte Unterschied beriicksichtigt wurde. Die Bedeutung des aus
dieser Berechnung sich evtl. ergebenden Fehlers wird dadurch noch be-
deutend vermindert, daB die Fiitterungsversuche so lange fortgesetzt
wurden, bis die Ferkel das 2—3fache des Einstellungsgewichtes erreicht
hatten.

Die Zusammensetzung des Gewichtszuwachses wurde somit nach
Moglichkeit auf dem unmittelbarsten Wege berechnet, und sie dnderte sich je
nach dem EiweiBverhdltnis der Nahrung in der Weise, daB die aschefreie
Trockensubstanz bei Fiitterung mit Milch von engem EiweiBverhiltnis
nur 25—309, bei einer Nahrung von weitem EiweiBverhiltnis, wie sie
Ferkel XV verabreicht wurde, 68,59, Fett enthielt.
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Unterschied scheint auf den ersten Blick namentlich bei den Ferkein
Nr. VIII, IX und XII bedeutend zu sein; wenn jedoch beriicksichtigt
wird, daB wir zu diesen Ergebnissen durch Anwendung zweier ganz ver-
schiedener Methoden gelangt sind, wenn weiterhin nicht auBer acht gelassen
wird, daB der berechnete Stickstoffgehalt unserer Ferkel zwischen 225 und
450 g schwankt, im allgemeinen also der Unterschied 4,99, betrigt, so ist
die Abweichung nicht iibermia8ig gro8. DaB aller Anfang schwer ist, zeigt
sich in dem groBeren Unterschied des Stickstoffgehaltes bei Ferkel VIII
und-IX; im weiteren Verlaufe wurden die Versuchsfehler durch die groBere
Fertigkeit und die gesteigerte Vorsicht bei der Aufarbeitung ganz bedeutend
vermindert. Der Stickstoffgehalt des Ferkel XII weicht von den aus den
Stoffwechseluntersuchungen berechneten Werten offenbar aus dem Grunde
in groBerem MaBe ab, wie bei den iibrigen, spiter verarbeiteten Tieren,
weil bei diesem Ferkel infolge des Durchfalls die verlustlose Sammlung dee
Kotes erschwert war, und wohl auch die stirkere Garung den N-Verlust
gesteigert hat.

Es ist ganz interessant, daB der Unterschied bei allen Ferkeln in der-
selben Richtung zu beobachten war, und zwar enthielten die Ferkel nach
den Berechnungen aus den Stoffwechselversuchen mehr Stickstoff, wie
nach den Korperanalysen. Dieser Befund ist im iibrigen ganz natiirlich,
da die Fiitterung, die Sammlung der Exkremente und die Trocknung
des Kotes jedenfalls mit Stoff- und Stickstoffverlust verbunden ist, und
weiterhin auch die Priparation und Trocknung der Ferkelorgane dhnliche
Verluste zeitigt, so daB sich die ergebenden Fehler nach einer Richtung
summieren.

Wenn wir all das Gesagte beriicksichtigen, kann festgestellt
werden, daB der aus den Stoffwechseluntersuchungen
berechnete Stickstoffgehalt unserer Versuchstiere ganz
gut mit den Werten der Ferkelanalysen tibereinstimmt;
es kann somit als erwiesen angesehen werden, daB die
in der iiblichen Weise berechnete Stickstoffretention
in Wirklichkeit mit Hilfe der Kérperanalyse nachge-
wiesen werden kann.

I11.
Energieumsatz.

Zur Ermittlung der Produktionswirkung der verabreichten
Nahrung ist in erster Reihe die genaue Kenntnis der dem Orga-
nismus zur Verfiigung stehenden umsetzbaren Energie not-
wendig, die aus dem Energiegehalt der Nahrung berechnet werden
kann, wenn wir davon die mit dem Harn und dem Kot veraus-
gabte Energie in Abzug bringen. Die dem Organismus zur Ver-
fiigung stehende, umsetzbare Energie kann dieser jedoch nicht
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ganz zur Produktion verwenden, weil ein bestimmter Teil dieses
Energievorrates fir die Verdauungsarbeit notwendig ist,
und weiterhin auch die Erhaltung des Lebens mit Energie-
verbrauch verbunden ist. " Die fiir die Verdauung und die Er-
haltung des Lebens notwendige Energie kann natiirlicherweise
fir die Produktion nicht in Betracht kommen. Wenn wir diese
Energiemengen von der umsetzbaren Energie in Abzug bringen,
wissen wir, wieviel kalorische Wéarme dem Organismus fiir die
Produktion zur Verfiigung steht.

Die zur Produktion verwendbare Energie wird jedoch nicht
restlos im Gewichtszuwachs der reichlich erndhrten, ruhenden Tiere auf-
gefunden, weil die Umwandlung des NahrungseiweiBes in KérpereiweiS,
sowie die Fettproduktion mit Assimilationsarbeit einhergeht. DaB die
EiweiB- und Fettproduktion tatsichlich mit Energieverbrauch verbunden
ist, daB sie also Assimilationsarbeit benétigt, wissen wir aus den von Heide
und Klein!) an wachsenden Schweinen angestellten Versuchen. Den
Produktionswert der verschiedenen Nihrstoffe fiir Schweine untersuchte
Fingerling?) und seine Mitarbeiter.

Meine mit der Analyse ganzer Tierkérper verbundenen
Versuche iiber den Energieumsatz habe ich mit sehr jungen Ferkeln
angestellt, die von den schon erwihnten Milchsorten ad libitum
als Nahrung erhielten; die Ferkel haben wihrend des Versuchs
ihre Korpersubstanzen, das Fleisch, Fett und die Salze, ganz be-
deutend vermehrt. Meine Versuche geben unmittelbar Aufschiu®
tber die Energieeinnahmen sowie dariiber, wieviel Energie die
Ferkel mit dem Kot und dem Harn ausgeschieden haben; mit
Hilfe der Ferkelanalysen konnte ich auBerdem den Gehalt der
produzierten Gewebe an kalorischer Wiarme bestimmen.

Da bei den mit Respirationsversuchen verbundenen Stoff-
wechseluntersuchungen der Energiegehalt auf indirektem Wege
aus dem Stickstoff- und Kohlenstoffumsatz, mit Beriicksichtigung
der elementaren Zusammensetzung und des Energiegehaltes von
Fett und Fleisch ermittelt wird, mull diesbeziiglich der Ana-
lyse ganzer Tierkorper aus dem Grunde der Vorzug
eingeriumt werden, weil mit Hilfe dieser Methode die
Zusammensetzung und der Energiegehalt des produ-
zierten Gewichtszuwachses unmittelbar bestimmt wer-
den kann. Der Nachteil der von mir befolgten Versuchsmethode

1) Diese Zeitschrift 535, 195. 1913.
1) Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen. Bd. 84, S. 149. 1914,
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liegt darin, daB sie iiber den detailierten Energiecumsatz nicht
geniigend Aufschluf gibt, weil wir mit ihrer Hilfe nur ermitteln
kénnen, was von der umsetzbaren Energie im produzierten Ge-
wichtazuwachs zum Ansatz gelangt. Dank den Respirations-
versuchen konnen jedoch meine Untersuchungen geniigend er-
ginzt werden. Aus diesem Grunde muB in erster Linie der Bedarf
an Energie zur Erhaltung des Lebens, weiterhin noch bekannt
sein, wieviel Energie die Tiere fiir die Verdauung benétigen.

" Den Energieumsatz hungernder Schweine kennen wir aus den Ver-
suchen Meissls!), wihrend Tangl?) durch seine klassischen Versuche
an hungernden Schweinen das Minimum der Erhaltungsenergie bestimmt
hat. Nach den Untersuchungen Tangls betrigt das Energieminimum
zur Erhaltung des Lebens eines ungefiahr 50 kg schweren, nicht gemasteten
Schweines bei der kritischen Temperatur (20—23° C) auf ein (1) gm Korper-
oberfliche bezogen, im Durchschnitt 1100 Calorien.

Mit Riicksicht darauf, daB sich meine Ferkel wiahrend des
Versuchs in einem Raume von 18—24° C Zimmertemperatur
befanden, habe ich ibren Bedarf an Energie zur Erhaltung des
Lebens nach den von Tangl fiir nicht gemistete Schweine er-
mittelten Werten berechnet.

Ich muB jedoch noch bemerken, daB Tangl seine Versuche an 46 bis
50 kg schweren, 7 Monate alten Frischlingen anstellte, wihrend meine Ver-
suchsferkel nur 4—18 kg wogen und 4—12 Wochen alt waren. Trotz diesem
auffallenden Unterschiede muBte ich dennoch diesen Wert beniitzen, weil
die Erhaltungsenergie von gleichaltrigen und gleichschweren Tieren, wie
meine Versuchsferkel waren, bisher nicht ermittelt worden ist. Die Ver-
wendung der von Tangl bestimmten Werte fiir meine Versuchstiere kann
indessen kaum als groBere Fehlerquelle sein, da nach den von Schloss-
mann®) an Siuglingen angestellten Versuchen die Erhaltungsenergie in
frither Jugend im Verhiltnis zur Kérperoberfliche diesclbe ist wie bei den
Erwachsenen. Ich bemerke, da Zuntz und Ostertag!) den Bedarf an
Erhaltungsenergie ihrer Saugferkel auf Grund der Untersuchungen Meissls
hoher einschitzten als ich, da sie pro Korperoberflache, die 1 kg Lebend-
gewicht entspricht, 110 Calorien annahmen, gegeniiber dem Werte von
99,22 Calorien, den ich bei meiner Berechnung beniitzte.

Da die Muskelarbeit den Energieumsatz der Tiere in groBem
MaBe beeinfluBt, richtete ich mein Augenmerk auch auf das Ver-
halten der Ferkel withrend des Versuches. Es mufl vermerkt

1) Zeitschr. fiir Biologie 4, 63. 1886.

?) Diese Zeitschrift 44, 252. 1912.

3) Zuntz - Loewy, Physiologie des Menschen 1909, S. 672.
4) Landwirtschaftliche Jahrbiicher 87, 201. 1908.
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werden, daB sich die Ferkel in dem engen Stoffwechselkasten
im allgemeinen ruhig und gewéhnlich nur unmittelbar vor den
goewohnten Mahlzeiten etwas unruhig verhielten. Nur die
Ferkel IX und XTII zeigten ein abweichendes Betragen, indem
das erstere ein auffallend unruhiges Benehmen an den Tag
legte, Ferkel XTII dagegen von sehr ruhigem, phlegmatischem
Temperament war.

Die Verdauungsarbeit der verschiedenen Nihrstoffe kennen wir aus
den von Zuntz und Loewy an Menschen und Hunden angestellten Ver-
suchen. Nach Zuntz betrigt die Verdauungsarbeit fiir 1 g verdauliches
Eiwei8 0,8, fiir 1 g verdauliches Kohlenhydrate 0,4 und fiir 1 g verdauliches
Fett 0,24 Calorien. Die Verdauungsarbeit bei Schweinen wurde bisher noch
nicht ermittelt, weshalb ich zur Berechnung der Verdauungarbeit meiner
Versuchsferkel die Werte von Zuntz verwendete. DaB dieses Vorgehen
nicht als wesentliche Fehlerquelle angesechen werden kann, bestdtigen auch
die Respirationsversuche von Fingerling, sowie von Heide und Klein.

Die Daten iiber den Energieumsatz meiner Ferkel habe
ich nach dem beschriebenen Vorgang zusammengestellt.

In Tabelle V habe ich die Energieeinnahmen und -ausgaben zum
Ausdruck gebracht und aus diesen Daten die umsetzbare Energie berechnet.
Die Erhaltungsenergie habe ich mit Hilfe der von Tangl fiir ungemistete
Schweine ermittelten Werte (1 qm = 1100 Calorien), nach der Vierordt-
Meehschen Formel in der Weise berechnet, daB ich das Durchschnitts-
gewicht der Tiere zur 2/,sten Potenz erhob und mit dem Energiebedarf
der 1kg entsprechenden Korperoberfliche bzw. mit dem Faktor 99 -22
und weiterhin mit der Anzahl der Versuchstage multiplizierte. Die Ver-
dauungsarbeit wurde in der Weise bestimmt, daB ich die Gramm des ab-
sorbierten EiweiBes mit dem Faktor 0,8, die der absorbierten Kohlen-
hydrate mit 0,4 und die des absorbierten Fettes mit 0,24 multiplizierte und
die erhaltenen Werte addierte. Nach Abzug der zur Erhaltung des Lebens
und der fiir die Verdauung notwendigen Calorienwiirme von der umsetz-
baren Energie verbleibt die den Ferkeln fiir die Produktion zur Verfiigung
stehende Energiemenge. Die folgende Spalte der Tabelle enthiélt den
auf Grund der Ferkelanalyse ermittelten Energiegehalt unserer Versuchs-
tiere. Wieviel Energie die Ferkel in dem wihrend des Versuches produ-
zierten Gewichtszuwachs zum Ansatz gebracht haben, konnte ich in der
schon erwihnten Weise mit Hilfe des Energiegehaltes der Kontrollge-
schwistertiere berechnen. In der Tabelle habe ich noch die Produktions-
arbeit zum Ausdruck gebracht, also in welcher Weise die Ferkel die zur
Produktion verwendbare Energie ausgentitzt haben.

Aus Tabelle V erhellt, daB die Versuchsferkel die fiir die
Produktion verfiighare Energie nicht in gleichem MaBe aus-
genutzt haben, da der Ausnutzungskoeffizient verhiltnismaBig
groBe Schwankungen (50—76) aufweist. Beim Vergleich der
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Werte der mit Milch von #hnlichem EiweiBverhiltnis gefiitterten
Ferkel fillt besonders auf, daB Ferkel XIV, das als Nahrung
kohlenhydratreiche, gewidsserte Milch von mittel-
méBig engem EiweiBverhédltnis erhielt, die nutzbare
Energie auffallend schlecht verwertet hat: Als Ursache
dieser Erscheinung kann der groBe Wasserkonsum gelten, doch
bin ich jedenfalls auch bei der Berechnung des Energiegehaltes
der Gewichtsvermehrung nicht von der richtigen Grundlage aus-
gegangen, weil dieses Ferkel zuerst kohlenhydratreiche Milch
von weitem EiweiSverhiltnis erhalten hatte, der Versuch aber
*infolge des aufgetretenen Durchfalls unterbrochen werden mubBte;
der zweite Versuch mit der gewiisserten Milch nahm also nicht
gleichzeitig mit der Schlachtung des Kontrollgeschwistertieres
seinen Anfang, sondern erst 14 Tage spiiter. Aus diesem Grunde
werde ich im folgenden die Daten des Ferkel XIV nicht beriick-
sichtigen, sondern nur mit gewissem Vorbehalt im Einklang mit
den Stoffwechseluntersuchungen so viel feststellen, da8 die
groBe Wasseraufnahme den Energieverbrauch in auf-
fallender Weise steigert.

Es muBl noch bemerkt werden, daB8 die Ursache der schlech-
teren Verwertung der Energie nicht darin gesucht werden kann,
daf die Erwirmung des in groBen Mengen aufgenommenen
Wassers auf Korpertemperatur dem Kérper viel Energie entzogen
hat, da die Nahrung der Ferkel vor der Fiitterung stets auf 37° C
erwiarmt wurde.

In welcher Weise der grole Wasserkonsum den Energie-
umsatz des tierischen Organismus zu beeinflussen vermag, ist
auch anndhernd nicht bekannt; die geplanten und in néachster
Zukunft in Angriff zu nehmenden vergleichenden Versuche sollen
dazu beruferr sein, auch diese Frage zu kliren.

Wenn wir die Daten der Geschwistertiere miteinander ver-
gleichen, kann festgestellt werden, daB8 Diafarinferkel IX die fiir
die Produktion verwendbare Energie schlechter, Emulsionsferkel
XIITI hingegen besser verwertet hat, wie die entsprechenden
Geschwistertiere. Diesen Unterschied konnen individuelle Eigen-
timlichkeiten verursacht haben, am ehesten jedoch die Tatsache,
daB Ferkel IX wihrend des Versuchs ein sehr lebhaftes Tempera-
ment besaB, bzw. daB Ferkel XIII ein auffallend ruhiges Be-
nehmen an den Tag legte.
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Wenn wir den Bedarf an Erhaltungsenergie diesem ent-
sprechend in der Weise korrigieren, daB wir nicht die Durch-
schnittswerte der mageren Schweine Tangls, sondern den groBten
(1 qm = 1282 Calorien) und den kleinsten (1 qm = 845 Calorien)
Wert als Erhaltungsenergie bei diesen Ferkeln in Rechnung brin-
gen, so steigert sich bei Ferkel IX der Nutzeffekt der Energie von
50,21 auf 56,12 und sinkt bei Ferkel XIII von 76,24 auf 66,62.
Nachdem diese korrigierten Werte besser mit den Daten itber die
entsprechenden Geschwistertiere iibereinstimmen, werde ich im
weiteren Verlaufe meiner Auseinandersetzung diese zwei korri-
gierten Koeffizienten anwenden.

Aus Tabelle V kann somit festgestellt werden, daB das ver-
schiedene EiweiBiverhiltnis der Milchsorten den Nutzeffekt
in der Weise beeinfluBt hat, daB die mit Milch von engerem
EiweiBverhiltnis gefiitterten Ferkel die der Produk-
tion zugingliche Energie weniger gut ausgeniitzt
haben, d. h. die Produktionhsarbeit gréo8er war wie bei
den Ferkeln des weiteren EiweiBverh#éltnisses. Den
Durchschnittswerten zufolge betrug der Nutzeffekt der Milch
von engem Eiweiverhiltnis 58,5, des mittelmaBig engen 63,2, des
mittelmaBig weiten 67,6 und des weiten EiweiBverhiltnisses 74,49,.

Der Nutzeffekt der kohlenhydratreichen Milch ist
ungefiahr gleich dem Nutzeffekt der entsprechenden
Emulsionsmilch; die Daten weisen aber, trotzdem ein auf-
fallender Unterschied nicht festgestellt werden kann, darauf hin,
daB die Ferkel die zum Ansatz verwendbare Energie der fett-
reichen Emulsionsmilch etwa besser ausgeniitzt haben wie die
der kohlenhydratreichen Diafarinmilch.

Es fragt sich nun, wieviel Prozent der mit der Nahrung auf-
genommenen Energie durch den Kot und den Harn gusgeschieden
werden, weiterhin, wieviel Energie zur Bestreitung der Lebens-
und Ernéhrungsarbeit notwendig ist und wieviel Prozent der
Energieeinnahmen im Gewichtszuwachs aufgefunden werden.
Die Beantwortung dieser Fragen hat sowohl von wissenschaft-
lichem, als auch von praktischem Standpunkt ganz besonderes
Interesse. Die Daten dariiber habe ich in Tabelle VI zusammen-
gestellt.

Aus Tabelle VI erhellt, dal die mit Milch gefiitterten jungen
Ferkel mit dem Kot und dem Harn einen verhiltnismiBig geringen
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Teil (3,5—7,8%) der
Nahrungsenergie aus-
geschieden haben. Die
fettreichen Milchsorten
haben, gegeniiber der
kohlenhydrathaltigen
Milch, die Energieaus-
gabe mit dem Kot
vermindert, mit Aus-
nahme der Emulsions-
milch von weitem Ei-
weiBverhiltnis, dieden
Energiegehalt des Ko-

tes gesteigert hat. Der
Harn enthielt bei Fiit-

terung mit Milch von -

engem EiweiBverhalt-
nis mehr Energie, wie
bei der Nahrung des
weiten Eiweilverhilt-
nisgses, Daraus kann
gefolgert werden, daB
die Ferkel unter Ein-
wirkung der Milch von
engem EiweiBverhilt-
nis mitdem Harn mehr,
jedoch mit dem Kot
weniger Energie ver-
ausgabt haben, wie die
Tiere der Nahrung des
weiten EiweiBverhiilt-
nisses.

Die mit Milch
reichlich  erndhrten
Ferkel haben 25—379,
der Nahrungsenergie
zur Bestreitung der
Lebensarbeit verwen-
det. Das jugendliche

Tabelle VI.

Blooh;mhche Zeitechritt Band 117.

133
= &3 EMQQ @ O N g
==.s; 8\o|-1b-m & e 3 1D
8§90y > O o
RAES -
3 —OIN®D 0 W g W
-4
RS R LR
n~ -t
s 5 o -
OEE agnoRondaaNn
on . J . . 0
FER 8 " X 8T i
a |- £ 5 3
3 WO KD . © B = O
aagﬂmmwnmm—qw
-] D N =2 I ]
QN i
H U Cefled N vt © OO b= v
'a (3 -~ e re e Te e e~ -
Elzain g s g ~g4 4
s K —
= . -
sl €3 OO 10 W0 MO
o (] w0 W (=2 g
© ESNS N RSB
Y R
-
é £ w9 @
gl g u B neJoeZn
o N HE=CY cvird . D -
g S Spe_ eIl
K| - g ] o.
g a i~ A
A :
[} ] VYA N @ Q W
% ‘Esﬂmwmh—cmb-b-
5 D N e N e
-4 -l
=} N BV )
§ S totototo o b0 b0 o o
O | IS
a . .-é
. R
. -g
3 2§ =
] anﬁ
g g83%<
] Qo D 3
‘E e =R~} 3
2 seag
8 888D
]
(=]

Die der Produktion verfigbare Energie . . .
Der Energiegehalt des Gewichtszuwachses

Energiebedarf zur Erhaltung des Lebens . . .
Die Produktionsarbeit

Die Energieeinnahme mit der Nahrung
= Verdanungsarbeit

Die Energieausgabe



134 O. Wellmann: Stoff- und Energieumsatz junger Ferkel auf Grund von

Alter und das geringe Lebendgewicht, d. h. die verhaltnismaBig
groBe Korperoberfliche, weiterhin der geringe Milchkonsum haben
den erwiithnten Wert gesteigert.

Der Energicbedarf zur Bestreitung der Ernidhrungsarbeit
beanspruchte 5—129%; der Energieeinnahmen. Die Verdauungs-
arbeit der Nahrung des weiten Eiweilverhialtnisses, sowie der
fettreichen Milch war geringer wie die des engen EiweiBverhilt-
nisscs, bzw. der kohlenhydratreichen Milchsorten.

Infolge der verschiedenen Wirkung der angefithrten Fak-
toren standen den Tieren von der aufgenommenen Energie
144619, tirr die Produktion zur Verfiigung. Dieser Wert wurde
durch den gesteigerten Appetit, durch das weite EiweiBverhaltnis
der Nahrung, durch die fettreiche Milch und das gréBere Lebend-
gewicht, also durch die verhiiltnismiBig kleine Kérperoberflache
giinstig heeinfluBt.

Die jungen Ferkel setzen vom Energiegehalt der ad libitum
verabreichten Milch in den produzierten Geweben 25—459%, an.
Der gute Appetit, das weite Eiweifiverhaltnis der Nahrung und
die fettreiche Emulsionsmilch steigerte die Energieretention.

Nach dem Gesagten fragt es sich nun, was fiir eine Assimila-
tionsarbeit die Bildung von Korpereiwei, bzw. der Ansatz von
Fett benotigt. Zur Beantwortung dieser Frage wiren solche
Ferkel notwendig, die wihrend des Versuches gleiche Mengen
EiweiB, hingegen verschiedene Mengen Fett angesetzt haben,
bzw. solche, die bei gleicher Fettproduktion verschiedene Mengen
EiweiB produziert haben. Obwohl mir nun solche Tiere nicht
zur Verfiigung standen, gelang es mir dennoch infolge eines gliick-
lichen Zufalles, die Assimilationsarbeit der EiweiB- und Fett-
produktion festzustellen, weil zur Produktion der organischen
Substanz, ohne Riicksicht auf den verschiedenen Fett- und EiweiB.-
gehalt des Gewichtszuwachses, eine festgesetzt gleiche Menge
Encrgie notwendig ist. Bei der Berechnung der Assimilations-
arbeit habe ich das Glykogen nicht beriicksichtigt, weil je ein
Ferkel nach den Analysen der Leber- und Muskellufttrocken-

substanz im ganzen nur 2—9 g Glykogen enthielt, gegeniiber den"

820—4039 g organischer Substanz, also eine so geringe Menge,
dag diese im folgenden ohne weiteres vernachlissigt werden konnte.
In der frischen Muskulatur und der Leber der unter denselben
Verhiltnissen, wie die Versuchstiere gehaltenen und nach 14 stin-

e AR
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digem Hungernlassen geschlachteten jungen Ferkel betrug nach
meinen Angaben!) das Glykogen nur 0,3—0,6%, des Lebend-
gewichtes. Wenn wir diesen Glykogengehalt der frischen Organe
auch nicht auBer acht lassen diirfen, mu8 der aus der Vernach-
lassigung des Glykogens sich ergebende Fehler als ganz gering-
fugig betrachtet werden.

In Tabelle VII habe ich die Daten iiber die fiir die Produktion
verwendbare Energie zum Ausdruck gebracht, weiterhin die Menge
des wihrend des Versuchs zum Ansatz gelangten Fettes und der
fettfreien organischen Substanz, das gegenseitige Verhiltnis
der produzierten Substanzen und endlich berechnet, wieviel
Energie die Produktion von 1 g organischer Substanz bendtigt.

Die Daten der Tabelle VII weisen, mit Ausnahme der Werte
iiber Ferkel XIV, das die gewisserte Nahrung erhalten hatte,
wider Erwarten darauf hin, daB die Produktion von 1lg
organischerSubstanzungefihrgleiche Mengen Energie,
durchschnittlich 11,46 Calorien, benétigt. Da nach den
Analysen der erwihnten Ferkel 1 g Fett durchschnittlich 9,36
Calorien enthielt, und die Verbrennungswiérme der fett- und
aschefreien Trockensubstanz, also des EiweiBes 5,47 Calorien
betrug, konnte ich unmittelbar aus meinen, mit der Analyse
ganzer Ferkelkorper verbundenen Stoffwechseluntersuchungen
feststellen, daB zur Produktion von 1g Fett eine 2,1 Ca-
lorienentsprechende Assimilationsarbeitnotwendig ist.

Uber die Assimilationsarbeit der Fleisch- und Fettproduktion besaBen
wir bis in die neuere Zeit keine sicheren Anhaltspunkte und es war nur
8o viel bekannt, daB die Umwandlung des EiweiBes in Korpereiweil un-
zweifelhaft mit einem bestimmten Aufwand von Arbeit verbunden ist;
Kellner betonte dies auch beziiglich der Fettproduktion. Die Assimi-
lationsarbeit wurde zundchst von Heide und Klein bestimmt; durch
Respirationsversuche an wachsenden Schweinen fanden sie, dafl die Pro-
duktion von 1 g Fett 2—2,5, von 1 g EiweiB hingegen 7,25 Calorien ent-
sprechende Assimilationsarbeit benoétigt. Die durch die Respirationsver-
suche ermittelten Werte stimmen im allgemeinen mit meinen durch die
Korperanalyse erhaltenen Zahlen iberein, obzwar Heide und Klein
die Assimilationsarbeit des EiweiBes etwas grofer fanden. Als Ursache
dieses Unterschiedes kann vielleicht das abweichende Alter der Versuchstiere
gelten, jedenfalls fillt aber dabei besonders der Umstand ins Gewicht,
daB die Respirationsversuche gewshnlich nur kiirzere Zeit dauern, weiterhin
daB diese Versuchsmethode nicht ein so unmittelbarer Vorgang ist, wie

1) Siehe die Abhandlung iiber ,,Ferkelanalysen®.
10*
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s53587agd
§ EE2 3:5’ 253 also, der mit den Ergebnis-
o ;' oB = 7% o F] sen meiner Untersuchungen
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wirtschaftlichen Haustiere ist es unter anderem notwendig, daB
wir iiber den Energiebedarf der Fleisch- und Fettproduktion in
geniigendem MaBe orientiert sind. Kellner hatte seine Theorie
iiber die Stirkewerte aufgestellt, nachdem er an Rindern das
Fettbildungsvermogen der verschicdenen Nihrstoffe und Futter-
mittel festgestellt hatte. Zweifelsohne bedeutet die Berechnung
der Futterrationen nach Stirkewerten einen groBen Fortschritt,
da Kellner dadurch die Futtermittellehre erheblich vereinfacht
und auf eine sichere Grundlage gestellt hat. Immerhin ist es
wiinschenswert, dal die Fehler verbessert und die Mingel aus-
geglichen werden mogen. Kellners Lehre laBt sich nicht ohne
weiteres ohne jede Korrektion auf die Fleischproduktion an-
wenden und muBl den verschiedenen Tierspezies angepaBt werden.
Es ist doch eine bekannte Tatsache, daB die Fettproduktion beim
Schwein viel giinstiger verliuft wie beim Rind; Kellner schitzte
den Unterschied auf 20—259%,, Fingerling konnte in seinen
bekannten Versuchen einen Unterschied von 30—359, feststellen.

Meine Untersuchungen weisen in Ubereinstimmung mit den
Respirationsversuchen darauf hin, daB die Produktion des
Schweinefettes mit einer bestimmten Assimilationsarbeit einher-
geht. Es ist sehr wahrscheinlich, daB die verschiedenen Tier-
spezies sowohl zur Produktion des Fettes, als auch des EiweiBes
ungefihr die gleiche Assimilationsarbeit bendtigen und die Ur-
sache der ungleichen Fettverwertung in dem abweichenden Bedarf
an Energie zur Bestreitung des Lebens und zur Verrichtung der
Verdauungsarbeit gesucht werden muB. DaB die frihreifen Tiere
das Futter besser verwerten als die spiitreifen, hat wohl in dem
verschiedenen Fettgehalt der produzierten organischen Substanz
seine Ursache; diese Annahme bestiitigen meine Kérperanalysen
der Mangolicza- und Berkshireferkel 1).

Nach all dem Gesagten waren unsere Kemntnisse iiber die
Bildung des tierischen EiweiBes bisher besonders mangelhaft,
trotzdem dieses fiir die Futtermittellehre eine ganz auBerordent-
liche Bedeutung hat. Nach meinen Untersuchungen bedarf 1 g
Eiweil einen 6,0 Calorien entsprechenden Arbeitsaufwand.
Dieser Wert kann wohl als richtig gelten, wenn man bedenkt,
daB ich wihrend meinen, an 7 Tieren angestellten, gut iber-
einstimmenden Untersuchungen die mit der Nahrung aufgenom-
%) Landw. Jahrbiicher 46, 479, 1914,
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mene und mit den Exkrementen ausgeschiedene Energie, sowie
den Gehalt an kalorischer Warme der Versuchs- und Kontroll-
tiere unmittelbar ermittelt, zur Berechnung der zur Bestreitung
der Lebens- und Verdauungsarbeit notwendigen Energie aber die
genauen Untersuchungen Tangls bzw. Zuntzs und Loewys
verwendet habe, und daB endlich die Ergebnisse der Respirations-
versuche an wachsenden Schweinen meine Untersuchungen voll-
stindig bestatigen.

- Im Zusammenhang mit der Ermittlung des zur Fleisch- und
Fettproduktion notwendigen Arbeitsaufwandes taucht die auch
vom praktischen Standpunkt beachtenswerte Frage auf, aus
welchen Nihrstoffen der Organismus die chemische Energie far
die Assimilationsarbeit nimmt? Diese Frage kann mit Hilfe der
detaillierten Untersuchungen tiber den Stickstoffumsatz beant-
wortet werden. Aus den Daten der Tabelle I ist ersichtlich, daB
ein 4 —12 Wochen altes Berkshireferkel tiglich pro 100 kg Lebend-
gewicht eine wenigstens 14—17 g Stickstoff entsprechende Menge
EiweiB zersetzt und zur Mehrung seines KorpereiweiBes hochstens
80—84 g Stickstoff zuriickzuhalten vermag. Wenn wir also den
erwihnten Ferkeln mehr als 100 g verdaulichen EiweiBstickstoff
verabreichen, so zersetzen die Tiere das iiberfliissig verfiitterte
Eiwei8. Da indessen die in geringerem oder gesteigertem Male
vor sich gehende Fleisch- und Fettproduktion den EiweiBzerfall
nicht wesentlich beeinfluBt, muB angenommen werden, da8 der
Organismus die zum Ansatz von Fleisch und Fett not-
wendige Assimilationsarbeit aus den stickstoffreien
organischen Substanzen herstellt. Die Xonstatierung
dieser Tatsache hat bei der Bestimmung des EiweiBbedarfes eine
wichtige praktische Bedeutung. Wenn also die Tiere Fleisch
ansetzen sollen, so miissen wir ihnen auBer dem zur
Bestreitung des Lebens notwendigen, nur noch soviel
EiweiB verabreichen, als dem zu produzierenden
Fleisch entspricht, vorausgesetzt, daB die Nahrung
geniigende Mengen stickstoffreier Nihrstoffe enthilt,
da die zur Fleischproduktion notwendige Arbeit den
EiweiBzerfall nicht steigert.



Untersuchungen iiber den Aminosiiurengehalt des Plasmas
und der Blutkérperchen nach 1. Bang.

Von
A. Costantino.

(Aus dem Physiologischen Institut zu Pisa.)
(Eingegangen am 18. Februar 1921.)

Da infolge des Krieges das Eintreffen von auslindischen
wissenschaftlichen Zeitschriften lange unterblieben war, hatte
ich erst jetzt Gelegenheit, von einigen Arbeiten von I. Bang {iber
den Reststickstoff im Blute Kenntnis zu nehmen, die in dieser
Zeitschrift in den Jahren 1915 und 1918 versffentlicht worden
sind?). Der Autor hatte sich die Frage der Verteilung der Amino-
siuren zwischen Blutkérperchen und Plasma zur Aufgabe gesetzt
und infolgedessen eine ganze Reihe von Untersuchungen ausge-
fiihrt, die zum Teile bereits von anderer Seite vorliegen. In der
ersten, im Jahre 1915 erschienenen Mitteilung weist der Verfasser
darauf hin, daB diese Frage noch sehr wenig behandelt worden
sei, 80 daB, abgesehen von einer Arbeit von mir, die nach Ansicht
des Verfassers den qualitativen Nachweis desin den Blut-
kdrperchen enthaltenen Harnstoffs und der Amino-
siuren geliefert hat, dieses Forschungsgebiet noch absolut un-
bearbeitet war. :

Diese meine Arbeit wird iibrigens von Bang falsch zitiert,
was darauf schlieBen 148t, daB er sie nicht gelesen hat. Ich fiihre
deshalb hier die Titel meiner Arbeiten auf, um meine Behaup-
tungen besser begriinden zu kénnen: ,,Untersuchungen iiber die
biologische Bedeutung und den Metabolismus der Eiweistoffe.
I. Der durch Formol titrierbare Aminosiurenstickstoff im Blut-
serum und in den Blutkérperchen von verschiedenen Tieren.

1) Diese Zeitachr. 72, 104—168. 1915; ibid. 74, 278—297. 1916.
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I1. id. von hungernden und ernéihrten Tieren. III. Die Perme-
abilitdit der Blutkorperchen fiir Aminosiuren?).

Zweifellos sind meine Untersuchungen ihrer Natur nach
quantitative und beziehen sich auf Plasma und Blutkérperchen.
I. Bang schreibt mir auch den Nachweis von Harnstoff in den
Blutkorperchen zu: das ist aber in Wirklichkeit nicht der Fall.

Sehen wir uns hun die Ergebnisse seiner Studien etwas niher
an: Vor allem muB8 man sich vor Augen halten, daB er sich zur
quantitativen Bestimmung des Aminosdurenstickstoffs einer
mikrochemischen indirekten Methode bediente.

Nach meiner Kenntnis dieser Frage ist es falsch anzunehmen,
daB der in den Aminosiuren enthaltene Stickstoff, auch nur
schatzungsweise, auf dem Wege einer Differenz zwischen den
Werten des NichteiweiB-N und denjenigen des Harnstoffstick-
stoffs berechnet werden kénne. In der Tat sind auch die von
I. Bang erhaltenen Werte fiir den Aminosiurenstickstoff viel
hoher als die von anderen Forschern gefundenen, welche nach
direkten Methoden gearbeitet haben.

Es muB zwar zugegeben werden, daB es keine zuverlassige
quantitative Methode fiir die Aminosiurenbestimmung gibt; sie
gestatten alle nur die Ermittlung von Néherungswerten. Ich er-
wihne in diesem Zusammenhang die Formol- und die Salpetrig-
sauremethode, welche die Bestimmung des Aminosiuren-N in der
«-Stellung der Aminosiuren gestatten. Daher miissen die mit
diesen letzteren Methoden erhaltenen Zahlen fiir den Amino-
sauren-N erh6ht werden. Jedoch ist die Abweichung zwischen
den mittels der indirekten mikrochemischen, von Bang benutzten
Methode und der direkten, die ich angewandt habe, viel zu stark,
als daB man sie auf die oben ausgefiihrten Umstinde zuriick-
filhren konnte. I. Bang hitte sich an die Bezeichnung halten
sollen, welche Folin und Denis?) auf Grund richtiger Uberlegung
derjenigen N-Fraktion gegeben haben, welche weder Proteine
noch Harnstoff des Blutes enthilt.

Betrachten wir nun die Schliisse, welche Bang aus seinen
Untersuchungen zieht:

In seiner I. Mitteilung schreibt er: ,,Von den Aminosiuren

1) Diese Zeitschr. 51, 91. 1913; ibid. 55, 402—411. 1913: Rendi-

conti Societé chimica, sezione di Napoli, 1912.
%) Folin und Denis, Journ. of Biolog. Chem. 1%, 87. 1912.
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besitzen in nicht weniger als 7 Versuchen die Kérperchen mehr
und bisweilen bedeutend mehr als das Plasma. In 5 Versuchen
enthilt das Serum keine oder nur ganz geringe Spuren von
Aminoriduren. AuBerdem stellt er folgende Erwigung an: ,,Wenn
also die Blutkirperchen die némlichen oder auch eine gréBere
Quantitit Aminosiuren als das Plasma enthalten, hat man eher
an zwei andere Moglichkeiten zu denken: 1. die Korperchen haben
aktiv mittels einer Zelltitigkeit die Aminosauren aufgenommen,
oder 2. die Aminosiduren der Blutkérperchen kommen nicht vom
Serum und entsprechen also keinem vom Darmkanal aufgenom-
menen Nahrungsstoffe, sondern sind Produkte der intrazelluliren
proteolytischen Enzymwirkung. Die letzte Annahme scheint die
wahrscheinlichste, da bekanntlich eben die Blutkérperchen solche
Enzyme enthalten‘.

In seiner 2. Mitteilung beschiftigt er sich mit den im Blute
enthaltenen Aminosiduren von Tieren im Hunger und nach Nah-
rungsaufnahme. Er findet diesbeziiglich in beiden Fillen keinen
Unterschied. Dies widerspricht sowohl meinen Ergebnissen (For-
molmethode) als auch denen von D. v. Slyke (Salpetrigsiure-
methode)!). Hier kommt ganz kral zum Vorschein, wie absolut
ungeeignet die Bangsche analytische Methode und ihre Ver-
suchstechnik fiir diesen in Betracht kommenden Zweck sind. Der
Verfasser teilt 2 Versuche iiber die Verteilung der Aminosiuren
gwischen Serum und Blutkérperchen bei Tieren im Hunger und
nach Aminosdurenfiitterung mit. Er behauptet, daB sich -
im letzteren Falle die Aminosiduren ausschlieBlich im Plasma vor-
finden.

Ohne in die Einzelheiten der Versuchstechnik weiter einzu-
gehen, die nichts weniger als einwandfrei ist, so miissen wir,
wenn wir nur seine Folgerungen einer Kritik unterziehen wollen,
hervorheben, daB Bang wohl eine Anregung zu seinen Arbeiten
den meinigen verdankt und daB seine Untersuchungen Wieder-
holungen der meinigen enthalten. Seine Folgerungen sind zuweilen
identisch mit den von mir gezogenen (s. I. und II. Mitt.). Andere
seiner Untersuchungen stehen im Widerspruch mit meinen Er-
gebnissen und denjenigen von v. Slyke, die mit geeigneten Me-
thoden erzielt worden sind und Anspruch auf Zuverlissigkeit er-
heben kénnen.

1) D. v. Slyke und Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 12, 339. 1912.
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Ich halte es jedoch fiir angezeigt, meine SchluBfolgerungen
der in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeiten bis zum Jahre 1913
hier zusammenfassend wiederzugeben:

1. Sowohl im Serum wie in den Blutkdorperchen des Blutes
sind Aminosiuren zugegen.

2. In den kernlosen Blutkérperchen des Blutes von Hunden
und Schweinen ist die Menge der Aminossiuren geringer als in den
nukleiren (Truthabn). Dagegen ist die Menge der im Serum von
Saugetieren und Vogeln enthaltenen Blutkérperchen annahernd
die gleiche.

3. Bei mit Fleisch gefiitterten Tieren (Hund) beobachtet man
eine Vermehrung der Aminosiurenmenge im Blute im Vergleich
zum Blut von hungernden Tieren, und zwar betrifft die Vermeh-
rung die korperlichen Gebilde des Blutes.

4. Die Menge der im Serum und in den Blutkérperchen ent-
haltenen Aminossuren ist bei normal geniahrten und Hungertieren
im ganzen Blutstrom fast dieselbe.

8. Die Blutkérperchen sind fiir die Aminoséuren durchléssig
(s. III. Mitt.).

Auf Grund der gesamten, von mir beobachteten Tatsachen
konnten nach meiner Auffassung die folgenden beiden Fragen ge-
stellt werden: g .

1. ,,0b die in den Blutkérperchen wihrend der Ernihrung
beobachtete Vermehrung der Aminosiuren einem speziellen Stoff-

. wechsel der Blutkérperchen zuzuschreiben ist,

2. wirde man andererseits den Blutkorperchen insgesamt
einen nur untergeordneten Stoffwechsel zuschreiben, wie man es
fiir die roten Blutkérperchen vermuten darf, so stehen wir vor
der anderen Frage, ob man den roten Blutkérperchen die Aufgabe
zuschreiben soll, die Aminosiuren den Geweben zuzutragen.*

Das Verharren der Aminosiuren in den Blutkorperchen
withrend des Hungerzustandes, ferner die Tatsache, da sie im
ganzen Blutstrom gleichméBig verteilt sind, daB ihr Gehalt in
den nucleiren Korperchen ein hoherer ist, das waren alles Um-
stinde, die zugunsten eines effektiven Stoffwechsels der Blut-
korperchen sprachen. In solchem Falle miilte das Plasma das
Vehikel fiir die Aminosiuren sein. Die Schnelligkeit, mit der diese
in die Gewebe und in die Blutkérperchen eindringen, wire hier-
nach eine so grofe, daB unter physiologischen Erndhrungs-
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bedingungen das Plasma seinen quantitativen Gehalt an Amino-
siuren nicht éndern konnte.

Zum SchluB mochte ich noch bemerken, da8 die verschiedenen
von mir angestellten Versuche die Annahme gestatten, daB die
zwei Prozesse — Assimilation und Transport — sich in der Masse
der Blutkérperchen wihrend der Nahrungsaufnahme abspielen.

Diese Untersuchungen muBten aus verschiedenen Griinden
abgebrochen werden: 1. aus Mangel an Mitteln; 2. infolge des
Kriegaszustandes. Nunmehr hoffe ich, die Frage, die zu losen ich
mir in den Jahren 1912—13 vorgenommen hatte, wieder be-
arbeiten und zum Abschlu8 bringen zu konnen.



Zur Kenntnis der Chininhéimolyse.

) * Von
Alfred Luger.

(Aus der II. med. Universitateklinik in Wien, Hofrat Prof. Ortner.)
(Eingegangen am 18. Februar 1921.)

In den hier mitgeteilten Versuchen, welche auf Anregung
Prof. Doerrs im bakteriologischen Laboratorium des Josefinums
begonnen und auf der II. med. Klinik fortgesetzt worden sind,
wurde einerseits das Verhalten mit Chinin vorbehandelter roter
Blutkérperchen gegen Agenzien verschiedener Art, andererseits
die Beeinflussung der Chininhdémolyse nicht vorbehandelter
Erythrocyten durch verschiedene Salzlésungen studiert.

Es wurde insbesondere die Beeinflussung mit Chinin vorbe-
handelter roter Blutkérperchen durch hypotonische Kochsalz-
l6sung, durch Saponin und Alkohol, durch Séuren und Laugen
und durch Immunamboceptoren untersucht. Hinsichtlich der
Wirkung der Chininvorbehandlung auf die Siuren- und Laugen-
hémolyse zeigte sich eine vollstandige Ubereinstimmung mit den
inzwischen von Rusznyak in dieser Zeitschrift mitgeteilten
Beobachtungen. Es ergab sich, daB die mit Chinin vorbehandelten
Erythrocyten Sduren gegeniiber (Salzséure) eine verminderte
Resistenz zeigten, wihrend dieselbe gegen Laugen (Kalilauge,
Natriumcarbonat) erh6ht war. Auch hier konnte die schon von
Rusznyak mitgeteilte paradoxe Beobachtung gemacht werden,
daB umgekehrt Chinin die Siurehdmolyse nicht vorbehandelter
Erythrocyten selbst in hohen Verbindungen hemmt, die Laugen-
héamolyse andererseits férdert. In den Versuchen mit hypotonischer
Kochsalzlésung, Saponin, Alkohol und Immunamboceptoren
wurde folgende Versuchsanordnung eingehalten: Frisches Ham-
melblut wurde vorsichtig durch Schiitteln mit Glasperlen defibri-
niert, wiederholt in 8proz. Rohrzuckerloésung gewaschen, mit



146 A. Luger:

4
dieser Losung auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt und
schlieBlich im Verhdltnis 1:4 in der Rohrzuckerlosung aufge-
schwemmt. Saccharoselosung wurde gewihit, da Vorversuche
zeigten, daB Kochsalz die Hamolyse durch salzsaures Chinin —
dieses Salz erwies sich fiir unsere Versuche als das geeignetste —
in ganz erheblichem MaBe zu steigern vermag. Wie aus folgender
Tabelle ersichtlich ist, vermag z. B. eine halbprozentige Ldsung
von Chininum muriaticum in Kochsalz — bei Verwendung von
physiologischer Kochsalzlésung als Verdfinnungsmittel — einen
Tropfen der 25 proz. Blutaufschwemmung in einer Stunde bei 37°
glatt zu l6sen, wiihrend das entsprechende Réhrchen im Saccha-
roseversuch noch gar keine Verdnderung nach dieser Zeit auf-
weist und erst nach 24stiindigem weiteren Stehen bei Zimmer-
temperatur eine noch immer inkomplette Lyse erscheinen laBt.

Tabelle 1.

Chin. muriat. 24 Std. Zimmer- | Bemerkungen

by I 1 Btande 7° I 1 Stunde 87° > emperatar

2 +++ Spur gr\lost ' - - Aufschwemmung
1 i +++ i Spur geldst | - u. Verdinnung
0,6 : 4+ s +++ + in 8 proz. Rohr-
026 | +++ |t + zuckerlsung

2 — | - — Aufschwemmung
1 | — ~ - - " u. Verdtinnung
05 | ++ o= = in  0,85proz.
025 | A+ [ 4+ - Kochsalzlosung

In obigen Versuchen wurden stets 2 ccm der betreffenden
Chininlésung in physiologischer Kochsalzlsung bzw. 8 proz. Rohr-
zuckerlosung fortlaufend mit Kochsalz- bzw. Rohrzuckerldsung
verdiinnt und dann ein Tropfen der 25 proz. Hammelblutkorper-
chenaufschwemmung zugesetzt, welche vorher gleichfalls in der
betreffenden Lésung gewaschen und verdinnt worden war.
Diese Tabelle, wie auch die folgenden, gibt nur ein ‘Beispiel vieler
gleichsinniger Versuche, welche iibereinstimmend die beschleu-
nigende Wirkung des Kochsalzes bei der Chininhimolyse zeigten,
eine Erscheinung, welche ja bei Hamolysen durch andere Agen-
zien, durch Tetanolysin (Arrhenius und Madsen) und u. a.
auch bei fermentativen Vorgingen manche Analogien erkennen
laBt. Es sei hervorgehoben, daBl in Versuchen mit relativ héherer
Chininkonzentration bei Gegenwart von Xochsalz stérende
Niederschlige wohl durch Entstehung von Doppelverbindungen
auftreten konnen.



Chininhémolyse. 147

Das Verhalten mit Chinin vorbehandelter Blutkérperchen
gegen hypotonische Kochsalzlésung, Saponin und Alkohol war nun
ein durchaus verschiedenes, je nachdem ob der Versuch — d. h.
vor allem auch die Vorbehandlung der Erythrocyten mit Chinin —
bei Gegenwart von Kochsalz oder in Rohrzuckerlésung angestellt
wurde. In Rohrzuckerlésung gewaschene Hammelblutkérperchen,
welche verschieden lange Zeit bei verschiedener Temperatur bis
zu 2stindigem Aufenthalt bei 37° in 0,2—0,002 proz. Losung von
Chin. muriat. in Saccharoselésung vorbehandelt wurden, zeigten
weder gegen hypotonische Kochsalzlosung noch gegen Saponin
und Alkohol ein von den Kontrollen verschiedenes Verhalten.
Ganz anders gestaltete sich der Versuch, wenn die Vorbehandlung
in physiologischer Kochsalzlésung und Chinin in entsprechender
Verdiinnung erfolgte und der Versuch schlieBlich in physiologischer
Kochsalzlosung angestellt wurde. Hier zeigte sich, daB eine
deutliche Herabsetzung der Resistenz der mit Chinin vorbehan-
delten roten Blutkérperchen gegen die hypotonische Losung zu
erkennen war. Die folgende Tabelle soll wieder ein Beispiel einer
golchen Versuchsanordnung geben. ’

Tabelle II.

Nacl Ho Kontrolle 0,02% Chininldsung | 0,002% Chininlosung
086% ' 10 | om 10’ 24b 1w | om
09 | 01 | +++ | NI I I R
08 | 02 | +++ | ++ | +++ ++ | ++
0,7 03 | ++, + + + + +
o6 | o4 | — | — | - - .
05 05 - | = - . - - | =

Zu allen Rohrchen wurde nach Aufstellung der Verdiinnungen,
je ein Tropfen der 25 proz. Hammelblutkorperchenaufschwemmung
aus der gleichen Capillare hinzugefiigt, und zwar in die Kontroll-
réhrchen Blutkérperchen, welche in gleicher Verdiinnung in
physiologischer Kochsalzlésung unter gleichen Bedingungen ge-
standen waren, in die mit 0,029, und 0,002%, bezeichneten
Rohrchen Blutkorperchen, die mit der betreffenden Lésung von
Chin. muriat. in physiologischer Kochsalzlésung in Kontakt
waren. Die Zeit betrug hier wie bei den Kontrollen 2 Stunden,
die Temperatur 37°. Die vorbehandelten Blutkérperchen wurden
nachher mit physiologischer Kochsalzlosung auf der Zentrifuge
gewaschen, um die Ubertragung von Chininspuren mit dem
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Losungsmittel zu vermeiden. Auch die nicht behandelten Kon-
trollblutkérperchen wurden der gleichen Prozedur unterzogen,
um Téuschungen durch Schidigung der Erythrocyten durch das
Waschen zu vermeiden.

Das Ergebnis der Priiffung gegen eine in Vorversuchen aus-
titrierte 0,005 proz. Saponinlésung in physiologischer Kochsalz-
lésung unter ganz analogen Versuchsverhiltnissen zeigt folgendes
Protokoll.

Tabelle III. )

Saponinldsung . . . 1,010,9‘-0_,; 071 08 | 05 | 04 ' 03 | o2 | o1 5 g3
Physiolog. Kochsale- i[ | ] :S _§
losung . . . . . — 0,1 02 O,H 04 05 08 0,7 0,8 09 2 3
. L — —=l%%a
Kontrollblut . . l’—l— - [ [+++ +++?H+ b gg 8
0,029, Chininblut' At A A A A e B8 E
0002°/°Chmmblut(—l— A b A A S e 8

Es ergibt sich somit eine deutliche Erhchung der Resistenz
der mit Chinin vorbehandelten roten Blutkérperchen bei der Sapo-
ninhimolyse gegeniiber der Kontrolle.

Demgegeniiber zZeigte die Untersuchung mit Chinin vorbehan-
delter Hammelblutkérperchen keine Anderung in der Resistenz
bei der Alkoholhdamolyse. Hier trat sowohl in den vorbehandelten
Blutkérperchen als in den Kontrollréhrchen gleichmiiBige Lyse
bei Ablesung nach 10 Minuten bei Zimmertemperatur bei der
entsprechenden Alkoholverdiinnung auf.

Der analoge Versuch mit menschlichen Blutkérperchen fiel
in gleichem Sinne aus, d. h. auch hier wurden die in verdiinnter
Chininlésung bei Gegenwart von Kochsalz gehaltenen roten Blut-
korperchen weniger resistent gegen hypotonische Kochsalz-
losungen, resistenter gegen Saponin, wihrend sie den Ausfall
der Alkoholhamolyse nicht wesentlich verinderten. Fir die
Untersuchung der Empfindlichkeit mit Chinin vorbehandelter
roter Blutkérperchen gegen Immunhémolyse wurden Hammelblut-
korperchen und Serum von mit Hammelblutkérperchen vorbe-
handelten Kaninchen gewiihlt. Auch hier zeigten nur die bei
Gegenwart von Kochsalz sensibilisierten Erythrocyten wenigstens
bei den angegebenen Versuchsbedingungen eine gesteigerte
Empfindlichkeit, wihrend in den kochsalzfreien Versuchen eine

Beschleunigung der Himolyse gegeniiber den Kontrollen nicht zu
erkennen war.
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Demgegeniiber erscheint es jedoch bemerkenswert, daf8 die
Immunhéimolyse durch Chinin gehemmt wird, wenn man den
Versuch in der Weise anstellt, daB bei Verwendung nicht vor-
‘behandelter roter Blutkorperchen Chininlésung in entsprechender
Verdinnung zugesetzt wird, wie folgende Zahlen zeigen:

Tabelle IV.

1/, ccm des Kaninchenamboceptors in 21/,fach 16sender Dosis
wird mit einem !/, ccm frischen Meerschweinchenkomplemente
{1:10), !/,cem einer 5proz. nicht vorbehandelten Hammelblut-
korperchenaufschwemmung und schlieBlich 1/; ccm einer fort-
laufend verdiinnten 2proz. Losung von salzsaurem Chinin in
physiologischer Kochsalzlosung aufgestellt und das Resultat
nach kompletter Lésung der Kontrollen ohne Chininzusatz nach
Erginzung mit der entsprechenden Menge physiologischer Koch-
salzlosung abgelesen.

05 | 04 | 6.3—|_0_,2 | o1 | 006 |00

HIPY VIFUY IS R O
In dieser wie in den iibrigen Tabellen bedeutet — komplette Lyse,
++ bis 4 inkomplette Lyse, +++ keine Verinderung.

DaB es sich hierbei nur um eine Hemmung, eine voriiber-
gehende Schidigung handelt, zeigt die Beobachtung nach weiteren
12 Stunden, bei welcher alle Rohrchen komplette Lyse zeigen.

Die Hemmung der Hémolyse ist hier wohl sowohl auf Schi.-
digung des Komplements als auf solche des Amboceptors zuriick-
zufithren. Wie speziell darauf gerichtete Untersuchungen zeigen,
wurde z. B. Kaninchenamboceptor einerseits mit physiologischer
Kochsalzlosung, andererseits mit 0,2-, 0,02-, 0,002 proz. Chinin.-
l6sung in Kochsalz im Verhéltnisse 1: 100 verdiinnt, 24 Stunden
.am Eis stehengelassen und dann in entsprechender Verdiinnung
ausgewertet; es konnte ein Herabriicken des Titers gegeniiber
der Kontrolle gefunden werden.

Im AnschluB an obige Versuche wurde auch das Verhalten
der Blutkérperchen eines durch lingere Zeit mit Chinin behan-
delten Kaninchens in gleicher Richtung studiert.

Ein 1700 g schweres, ménnliches Kaninchen wurde in der Zeit vom
5. IV. 1919 bis zum 24. V. 1919 in ein- bis zweitiigigen Intervallen mit
0,5proz. Losung von Chininum sulfuricum in physiologischer Kochsalz-
18sung in Mengen von 0,2 ccm bis 4 ccm vorbehandelt. Es erhielt auf diese

Biochemische Zeitschrift Band 117. 11
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Weise 0,635 g Chinin?). Die Priifung der Resistenz der roten Blutkdrperchen
dieses Kaninchens zu verschiedenen Zeiten der Behandlung ergab eine
Herabsetzung gegen hypotonische Kochsalzlosung und gegen Saponin-
losung und keine Verinderung der Resistenz bei der Priifung der Alkohol-
hiamolyse. Auch der himolysierenden Wirkung einer salzsauren Chinin-
16sung gegeniiber lie sich kein Unterschied zwischen den Blutkérperchen
des Kaninchens vor und wihrend der Behandlung nachweisen.

Es wurden ferner die Blutkérperchen gegen die Normal-
lysine in den Seris dreier nicht vorbehandelter Kontrollkaninchen
gepriift, doch konnte auch hier den Blutkérperchen gesunder
Kaninchen gegeniiber kein Unterschied gefunden werden.

Neben Kochsalz, dessen deutlich beschleunigende Wirkung
bei der Chininhémolyse bereits oben hervorgehoben wurde, wurde
auch eine Reihe anderer Salze gepriift. Abgesehen von dem
Allgemeininteresse der Frage schienen derartige Versuche not-
wendig, da ja gerade in den letzten Jahren durch die Unter-
suchungen Matkos die Aufmerksamkeit auf die Beziehungen
des Harns von Gesunden und Malarikern zur Chininhémolyse
gelenkt wurde und es wichtig ist, festzustellen, wieweit einzelne
Harnbestandteile an sich die Himolyse zu beeinflussen vermaogen.

Die Chininlésung in Saccharose wurde so gewihlt, daB die-
selbe zu gleichen Teilen (0,5 ccm) mit Saccharoselésung bzw.
0,6 ccm der betreffenden Salzlésung vermischt, bei Zusatz von
einem Tropfen der 25proz. Hammelblutaufschwemmung in
Saccharose in einer Stunde komplett, in einer halben Stunde nur
spurenweise zu lésen vermochte.

Das Ergebnis der Wirkung der gepriiften Verbindungen zeigt
folgende Tabelle:

Tabelle V.
T T sk Jistdl T | yased. 1 s, 1,86, 15td.
o _”EW_"” {37" I 87° 8i° 87° A 87
Kontrolle } Spur Lyse | - r i ' ! l
/334-N8,CO, " " —_ 1/350-K,CO, +4++ — ‘ CaCl, 444+ -
1/,-NaHCO, - - 8/4-KCl —_ - 2o (NHY)SO |44+ -
/3:4-Na,80, +++ | ++ | /1e—"/:-ENO ++| + Harnstoft 1
2/14-Na,PO, +++ /100 KNO, ++ — nf,—a/,

I

/14—0/4-NaNO, - l

D/se—0/100-KJ Blae—e |+++ T
®/s4—0/w-NaFl ] |

R
/w—2/10-KHPO; |+44-| ++ | i

1) Es sei bemerkt, daB das Versuchstier plstzlich 20 Sekunden nach
einer stomachalen Gabe von 4 com der halbprozentigen Losung — in den
letzten 4 Tagen mufite das Chinin wegen Verddung der Venen mit dem
Magenschlauch gegeben werden — unter anaphylaktoiden Zustinden
einging. Die Sektion ergab ein negatives Resultat.
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Nach 24stiindigem weiteren Stehen bei Zimmertemperatur
zeigten alle Rohrchen komplette Lyse. Die Verdiinnungen der
Salzldsungen muBten mit Ricksicht auf Niederschlagsbildungen
oder Verfarbungen, welche ein einwandfreies Ablesen der Ver-
suche nicht gestatteten, wie in der Tabelle vermerkt, verschieden
hoch gewihlt werden.

Die oben angefiihrten Versuche wurden auch in der Weise
angestellt, da8 Blutkorperchenaufschwemmungen mit der be-
treffenden Salzlésung 2 Stunden bei Bruttemperatur in Kontakt
gelassen wurden, um auf diese Weise zu sehen, ob der Grund des
veriinderten -Verhaltens in erster Linie auf eine dauernde Ver-
inderung der® Blutkorperchen zuriickzufithren sei. Es wurden
hierauf die Blutkérperchen durch Waschen in Saccharoselésung
gereinigt und auf ihr Verhalten gegen Chinin geprift, jedoch
lieB sich in diesem Fall weder Hemmung noch Férderung nach-
weisen.

Es zeigte sich, daB die wenigen untersuchten Salze — aus-
fuhrlichere Zahlen sollen in einer spiteren Mitteilung erfolgen —
ein recht verschiedenes Verhalten erkennen lassen. Natrium-
und Kaliumsalze kénnen bald férdernd wirken, bald auch eine
geringe Hemmung hervorrufen. Calcium hemmt, wenn auch
nur wenig. Ein Befund, der dem Verhalten des Calciums in zahl-
reichen anderen Versuchsanordnungen entspricht und speziell
auch in der Calciumhemmung bei der Saponinhémolyse (Mc-
Callum) ein Analogon hat. Es sei auch an die Versuche von
Eisler und Portheim, welche sich mit dem EinfluB des Chinins
auf die Saftstrémung in den Blittern von Elodea canadensis
_ beschiftigten, erinnert. Das Verhalten der Salze scheint hier
allerdings von dem bei der Chininhamolyse gefundenen Wirkungen
abzuweichen, namentlich tritt bei Gegenwart von Kochsalz und
Chlorkalium, in den Eisler - Portheimschen Versuchen eine
schwache, der Konzentration der Losung entsprechende Hemmung
der Chiningiftwirkung auf.

Harnstoff scheint auf die Chininhdmolyse bei stirkerer
Konzentration einen férdernden Effekt zu haben, bei héherer
Verdinnung zu hemmen. Dieses Verhalten des Harnstoffs in
relativ konzentrierterer Losung wurde auch schon seinerzeit von
Eisenberg beobachtet.

11*
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Ein #hnliches gegensitzliches Verhalten wie beim Harnstoff
konnte, wie die Tabelle zeigt, auch beim Chlorkalium festgestellt
werden. .

Zusammenfassung.

Es konnte zundchst die Angabe Rusznyaks hinsichtlich
der Wirkung des Chinins bei der Saure- und Laugenhamolyse
sowie der Wirkung dieser Agenzien auf mit Chinin vorbehandelte
Erythrocyten bestitigt werden. Ferner wurde eine Reihe von
Substanzen auf ihre hemmende oder férdernde Wirkung bei der
Chininhémolyse untersucht. Es erscheint namentlich die beschleu-
nigende Wirkung des Kochsalzes fiir den Ablauf der Chininhimo-
lyse von Bedeutung zu sein. Mit Chinin vorbehandelte rote Blut-
korperchen zeigen bei Gegenwart von Kochsalz eine Herab-
setzung der Resistenz gegen Wasser und gegen Immunhémo-
lysine, eine Steigerung gegen Saponin und keine Verinderung
bei der Alkoholhamolyse, Befunde, welche gegeniiber den Be-
obachtungen Rusznyaks einer Verstirkung der Wasser- und
Saponinhémolyse bei Gegenwart von Chinin hervorzuheben sind.



»

Uber die Wirkung metallischen Kupfers und Silbers
auf Diastase.

Ein Beitrag zur Kenntnis der sogenannten oligodynamischen
Phiinomene.

. Von
A. Luger.

(Aus der II. med. Universititeklinik in Wien.)
(Eingagdnqen am 18. Februar 1921.)

Die durch Behring spiter erweiterten Beobachtungen
Millers, daB Goldplittchen auf die Entwicklung von Bakterien
hemmend einwirken, sowie die bekannten Versuche Naegelis,
welcher die Wirkung gekupferten Wassers auf Algen studierte,
wurden in der Folgezeit in den verschiedensten Versuchsan-
ordnungen an verschiedenen Objekten wiederholt.

Neben der bactericiden Wirkung, welche wohl die eingehendste
Bearbeitung erfahren hat (Behring, Doerr, Ficker, Saxl, Luger u. a.),
wurde ein himolysierender Effekt blanker Metalle (Wollmann, Haus-
mann, Doerr) sowie gekupferter Kochsalzlésungen (Hess und Reitler,
Luger) gefunden. Es ergab sich ferner eine schidigende Einwirkung auf
Protozoen (Israel und Klingmann, Lohner), vielleicht auch auf fil-
trierbare Virusarten (Bertschy, Mayer), auf Hefen (S piro), auf hohere
Pflanzen (Kdhler) und Metazoen (Bullot) Baumgarten und
Luger haben in mehreren Publikationen Beobachtungen iiber eine scha-
digende Einwirkung metallischen Kupfers und Silbers auf Fermente
(Diastase und Trypsin) und auf Toxine (Tetanus- und Diphtherietoxin)
mitgeteilt. Luger, Hindel und Segall konnten analoge Befunde in Ver-
suchen mit Blutkatalase erheben. Gerade die letzterwihnten Versuchs-
anordnungen, das Studium der Einwirkung blanker Metalle auf Fermente
schien nun geeignet zu sein, mit Riicksicht auf die verh#ltnismiBige Ein-
fachheit der reagierenden Komponenten, die in den letzten Jahren durch die
Publikationen Sa xls zur Diskussion gestellte Theorie der oligodynamischen
Phinomene zu kliren. DaB die fermentschidigende Wirkung der Metalle
und, wie gleich hinzugefiigt yerden soll, der Metallsalze den seit Nageli
geltenden Kriterien fiir oligodynamische Phinomene gerecht wird, geht
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aus der schon seinerzeit von Baumgarten und Luger gefundenen Tat-
sache hervor, daB nicht nur die Metalle selbst, sondern auch destilliertes
Wasser, noch mehr Kochsalzlssung, welche bestimmte Zeit bei bestimmter
Temperatur mit den genannten Metallen in Kontakt waren, auf den Ablauf
des fermentativen Prozesses hemmend einwirken. Das gleiche gilt fiir
Gliaser, in welchen Schwermetallsalzlésungen odet Wasser - Metall
langere Zeit gestanden waren, sowie fiir Wasser, welohes lingere Zsit in so
vorbereiteten Glisern nach griindlichster mechanischer Reinigung auf-
bewahrt wurde. Es ist klar, und ich habe in friiheren Publikationen wieder-
holt darauf verwiesen, daB in Versuchen mit Bakterien die Verhaltnisse oft
8o kompliziert und uniibersichtlich sind, daB bei der groBen Zahl der hier
mitspielenden Faktoren manchmal eine exakte Deutung des zugrunde
liegenden Vorganges kaum méglich ist, wenn auch in einzelnen Versuchen
gerade das Studium des Verhaltens der Bakterien gegeniiber der Einwirkung
von Metallen und ,,oligodynamischen* Schwermetallsalzlosungen zu ein-
deutigen Ergebnissen im Sinne der Losungstheorie gefiihrt hat. Es ist klar,
daB z. B. der an sich schidigende EinfluB des destillierten Wassers, manch-
mal auch des Leitungswassers, der Kochsalzlosung, mit welchen Medien
von vielen Autoren gearbeitet wurde, zu Irrtiimern fithren kann, wvor
welchen bei den gewiB bestehenden individuellen Differenzen der einzelnen
Mikroorganismen selbst entsprechende Kontrollen nicht immer schiitzen
konnen. Bei Versuchen in festen oder fliissigen zureichenden Nahrmedien
bedingt andererseits wieder die Vielheit der anwesenden Salze, der Eiweif-
gehalt und die Gegenwart von EiweiBabbauprodukten eine solche Fiulle
von Moglichkeiten, daB8 die Vorginge im einzelnen kaum vollstindig zu
durchblicken sind, wenn auch in bestimmten Versuchsanordnungen die
Hauptreaktion ungestort ablaufen kann. Es sei in diesem Zusammenhang
an die Versuche mit Metallkombinationen erinnert (Thiele und Wolff,
Saxl). Hierzu kommen gewi8 auch die Stoffwechselprodukte der Bak-
terien selbst, wenn sie auch nicht vielleicht die Bedeutung fiir das Zu-
standekommen der oligodynamischen Phanomene haben, wie es Behring
angenommen hat. Es ist ferner zu beriicksichtigen, daB, wie M. Jakoby
in seinen Studien zur allgemeinen Vergiftungslehre hervorgehoben hat,
bei der Einwirkung von Giften auf die Zellstruktur der Bakterien ver-
schiedene Typen in Betracht kommen (grobe Zerstorung, Hemmung der
Fortpflanzung, direkte chemische Reaktion der Gifte mit fertigen Fer-
menten usw.). Typen, die bei den gebriuchlichen Arten der Anstellung
der Desinfektionsversuche wohl kaum auseinandergehalten werden kénnen.

Es schien mir naheliegend, die durch die grundlegenden Studien einer
Reihe von Autoren iiber die Einwirkung von Schwermetallsalzen auf Fer-
mente (Hata, Jakoby, Euler und Svanberg u. a.) gewonnenen Erfah-
rungen auf sog. oligodynamische Losungen zu iibertragen, um so einen
neuen einwandfreien Beweis filr Losungsvorginge als alleinige Ursache
der oligodynamischen Phinomene zu erbringen.

Im folgenden sollen die Ergebnisse meiner diesbeziiglichen
Studien, insbesondere die Maoglichkeit einer Reaktivierung
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der durch Metalle, durch ,oligodynamische Lésungen und
Glaser geschadigten Diastase zum Gegenstand haben, und zwar
wurde der EinfluB bestimmter Salze auf vorher mit metallischem
Silber und Kupfer ‘inaktivierte oder teilweise geschidigte
Diastase und andererseits der Ablauf des diastatischen Abbanes
bei Gegenwart der genannten Metalle und der unten angefiihrten
Salze studiert. ' ’
Zur Verwendung gelangte ein Parke-Davissches Priparat von
Takadiastase. Gewogene Mengen des Diastasepulvers wurden
in bestimmtem Verhiltnis in destilliertem Wasser aufgeschwemmt,
durch sorgfiltiges Zerreiben mit dem Glasstabe in der Fliissig-
keit gleichmiBig verteilt, mit Toluol {iberschichtet und nach
mehrstiindigem Stehen am Eis filtriert. Bei den nicht zu ver-
meidenden Verlusten und der daraus resultierenden Ungleich-
miBigkeit der Wirkung der Fermentlosungen wurde im folgenden
von genaueren quantitativen Angaben der Fermentmengen ab-
gesehen, da ja der Vergleich des unter gleichen Verhiltnissen
stattfindenden Stirkeabbaues in den Kontrollréhrchen einen
geniigenden Anhaltspunkt bietet. Im allgemeinen wurde eine
Verdiinnung von annihernd 1:1000 gewahlt. Die Stirkeldsung
wurde aus loslicher Stirke in der iiblichen Weise dargestellt.
In den meisten Fallen gelangte ein Kahlbaumsches Priparat
zur Verwendung. Die Glasgefile, welche bei diesen Versuchen
beniitzt wurden, wurden stets griindlich in konzentrierter Salz-
saure, dann in flieBendem und schlieBlich in destilliertem Wasser
gereinigt, ein Vorgehen, das bei allen ,,0ligodynamischen‘ Ver-
suchsanordnungen nicht zu vermeiden ist, wenn-man groben Irr-
timern begegnen will. Glasgefille oder Eprouvetten, welche
schon einmal mit Schwermetallsalzlésungen léingere Zeit in Kon-
takt waren, sollen am besten fiir diesen Zweck nicht mehr beniitzt
werden. Bei zeitlich linger ausgedehnten Versuchen sind mit
Riicksicht auf die Alkaliabgabe des Glases Jenaer Glassorten zu
verwenden. Es kann auch die Beniitzung sorgfiltig paraffinierter
Glédser empfohlen werden. Die verwendeten Kupfer- und Silber-
drihte wurden ebenfalls peinlich gereinigt und jede Beriihrung
mit dem Finger vermieden. Im iibrigen erfolgte die Anstellung
des Versuches und die Ablesung der Resultate nach der von
Wohlgemuth ausgearbeiteten Technik. In den folgenden
Protokollen, welche stets nur ein Beispiel fiir eine Reihe gleich-
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sinniger Versuche darstellen, sollen der Ubersicht halber 4 4 -4
tiefblaue Farbe nach Jodzusatz, also keinen Stirkeabbau, + 4+
eine Spur Abbau, dann von ++ bis — in abfallender Reihe die
Unterschiede in den einzelnen Réhrchen bis zur vollstindigen
Entfirbung bedeuten. Im allgemeinen wurde nach erfolgtem
Kontakt ein Tropfen 1/,,-Jodlosung zugesetzt, in den Versuchen
bei Gegenwart jodbindender Salze muBte natiirlich zunachst
durch einen UberschuB von Jod die Absittigung erzielt werden,
um einen brauchbaren Farbenumschlag zu erhalten. Die ver-
wendeten Metallmengen sollen, da ja die Oberfliche in erster Linie
bei unserer Versuchsanordnung in Betracht kommt, durch ihre
GroBenmaBe (Oberfliche), nicht dureh das Gewicht charakterisiert
werden.

Versuch 1: 150 com einer Diastaseldsung, welche bis zu einer Ver-
diinnung von 10¢ die doppelte Menge 1 proz. Stirkelsung in 2 Stunden
bei 37° abzubauen vermochte, werden in 3 gleiche Teile geteilt. 1 Kolbchen
bleibt als Kontrolle, die 2 anderen Proben werden mit blankem Kupfer-
blech (12cm: 8 mm, 1 mm dick) bzw. mit einer blanken Silberspirale

(10 cm lang, ca. }/; mm dick) versetzt. Nach 12stiindigem Stehen am Eis
werden diese 3 Diastaselésungen auf ihre Wirksamkeit gepriift.

10 108 104 104
D (Kontrolle) — — — +
D (Cu 12%) -+ +++ +++ +++
D (Ag 12") + ++ ++ ++

Starkekontrolle + 4 -+

Die Diastaselosung wurde somit durch den 12stiindigen Kontakt mit
Kupfer bzw. Silber empfindlich geschidigt.

Versuch 2: Diastaselgsung wird auf analoge Weise wie im vorherigen
Versuch durch 36 Stunden im Kontakt mit Kupfer geschidigt und der
Starkeabbau durch dieselbe bei Gegenwart von CNK, NaCl, K,S, NagS,0,
in wisseriger Losung in den aus der Tabelle ersichtlichen Verdiinnungen
untersucht. Die Kontrolldiastaselosung sowie die gekupferte Diastase ge-
langen in einer Verdiinnung von 10* zur Verwendung. Der Versuch wird
nach 2stiindigem Aufenthalt im Brutofen und nach Jodzusatz abgelesen.

10 10¢ 10% 10¢ 107 108

+ [CNK + - = — -+ +++ D(Kontrolle) +

£ INa,S0; — —  — — + 4+ D(Cu36t) +4++

« {K,S - = 44+ +++ Stirkekontrolle + ++
8 59, 0,05°, 0,005% 0,00059

A NaCl  — +4+ 4+ 4+

Versuch 3: Der analoge Versuch wird mit Silber vorbehandelter
Diastase angestellt.
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10* 104 10* 10* 107 D (Kontrolle)+
CNK +4+ 4+ 4+ ++4+ ++ D(Ag36d)++
Na,8,0; + + ++ ++ ++ Stérkekontrolle ++ +
D (Ag 36") 4-1K,S - 4+ ++ ++ ++
5% 0,059, 0,005% 0,0005%
NaCl + + + ++

Versuch 4: Destilliertes Wasser wurde 4 Wochen in einem Jenaer
Glagkolben gut verschlossen im Lichte bei Zimmertemperatur aufbewahrt.
Ein Vorversuch zeigte, daB nicht vorbehandelte, frische Diastaselésung
durch Zusatz einer gleichen Menge derart mit Silber vorbehandelten Wassers
in ihrer Wirksamkeit wesentlich geschidigt wurde. Das gleiche Resultat
war zu erzielen, wenn das Wasser mit dem Silberdraht 48 Stunden bei 60°
in Kontakt blieb. Die folgende Tabelle zeigt das Ergebnis des Starkeabbaues
bei Zusatz derartig vorbehandelten Wassers bei Gegenwart der bezeichneten
Salzlsungen.

D (Kontrolle) —; Stidrkekontrolle +4+; D + H,O(Ag 48Y) + + 4.

100 100 104
CNK  +++ ++ ++

Na,S,0 + + +

h it At ] az I z
D + H,0(Ag 48b) + 5%  05% 0059
NaCl +  +++ +++

Versuch 5: Der analoge Versuch mit ,,gekupfertem Wasser* bei
gleicher Versuchstechnik ergab: )

D (Kontrolle) —; Starkekontrolle 4-++; D + HyO (Cu 48%) 44 4.

102 102 104
CNK  +++ ++ ++
Na,S,0 + + ++

D + H,0 (Cu48¥) 4 { N5 5%  0,5% 0,05%
NaCl + + +

In den Versuchen 4 und 5 gelangten 1ccm Diastaselésung, 1 cem
»gekupferten* bzw. ,,gesilberten’ Wassers und 2 com destilliertes Wasser
in den Kontrollen, bzw. 1 ccm destilliertes Wasser und 1 ccm der ent-
sprechenden Salzverdiinnung in den Versuchsrbhrchen zur Anwendung.

Versuch 6: Die Versuchsbedingungen wurden hier in der Weise
modifiziert, daB die Diastaselosung nicht mit Metall vorbehandelt wurde,
sondern daB ein Kupfer- bzw. Silberdraht in das Stérke-Diastasegemisch +
destilliertes Wasser, bzw. + der betreffenden Salzlésung gestellt und nun-
mehr der Stirkeabbau nach 1/, Stunde bei 37° bebobachtet wurde.

D (Kontrolle) —; Stérkekontrolle 4+ +4-: D + Kupferdraht 4- .

100 100 106
CNK +++ +++  +

D (Kupferdraht) 4 { 5% 0,5%  0,059%
NaCl ++4++ +++ +
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D (Kontrolle) —; Starkekontrolle ++ +; D + Silberdraht - .
102 100 . 104
ONK +++ +++  +
D (Silberdraht) 4 5%, 0,5%  0,05%
NaCl 444+ ++4+ ++

Versuch 7: 10fach verdiinnte, gesittigte wisserige Sublimatldsung
wurde 14 Tage bei Zimmertemperatur in Glaskdlbchen am Lichte stehen
gelassen. Dann wurde das Wasser entfernt, die Kolbchen griindlich mecha-
nisch und im flieBenden Wasser gereinigt, die Koélbchen neuerlich mit
destilliertem Wasser gefiillt und wieder 2 Wochen bei Zimmertemperatur
stehen gelassen. Hierauf wurde eine dem Versuch 4 und 5 analoge Reihe

avigestelit.
D (Kontrolle) —; Stirkekontrolle + ++; D 4 H,O(HgCl,) ++ + .

D+ HIQ (HgCly)

NaCl59% Na,S,0;10* CNK 104
+ + +

Versuch 8: Analog der von Jacoby seinerzeit angegebenen Ver-
suchsanordnung wurde eine dicke Diastaseaufschwemmung mit metal-
lischem Kupfer (12 cm: 8 mm, 1 m dick) versetzt und 1 Woche am Eis
stehen gelassen. Hierauf wird das Kupfer entfernt, die Diastase filtriert
und der Riickstand im Vakuum getrocknet. Aus dem resultierenden
trockenen Diastasepulver wird eine Losung mit destilliertem Wasser im
Verhaltnisse 1: 500 hergestellt, welche gegeniiber der gleichen Verdiinnung
einer ebenso behandelten, jedoch nicht mit Kupfer versetzten Diastase-
losung eine deutlicheeAbschwichung der Wirkung erkennen lagt.

2 cem der gekupferten Diastaselosung werden wieder mit 1ccm
Lésung und 2 cem destillierten Wasser bzw. mit 2 ccm der genannten Salz-
16sungen versetzt und nach 1 Stunde bei 37° abgelesen.

D (nicht vorbehandelt) —; Stirkekontrolle 4-+4-; D (Cu) 44 4-.

102 103 10¢ 105
CNK + o+ 4+t

NB.’S,O; - —i— j: + +
D (Cu) + 59 0,5% 0,052, 0,005%
NaOl  + 4+ A4+ 4+t

Der Versuch zeigt also, dal auch hier die durch Kupfer geschadigte
Diastase durch Zusatz der betreffenden Salze reaktiviert werden konnte.

Uberblicken wir die Resultate obiger Versuche, welche, wie
gesagt, nur eine Auswahl einer Reihe gleichsinniger Versuchs-
anordnungen zeigen, so geht daraus, wie ich glaube, mit Sicher-
heit hervor, daB die durch Kontakt mit blanken Metallen, durch
Kontakt mit ,,oligodynamischen‘* Wasser geschidigte Diastase
durch Zusatz der in Rede stehenden Salze mehr oder weniger
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wirksam gemacht werden konnte. Dasselbe gilt fiir den Kontakt
mit Wasser, welches durch langeres Stehen in ,,oligodynamischen
GefaBen selbst ,,oligodynamisch* geworden war. '
Versuch 7 zeigt dies fiir mit Sublimatldsung vorbehandeltes
Glas. Das gleiche Resultat war aber auch mit Kupfer- und Silber-
vorbehandlung zu erzielen. Man muB sich, wie ich glaube, in
Ubereinstimmung mit den Arbeiten fritherer Autoren und im
Gegensatz zu den Arbeiten Saxls vorstellen, daB Spuren der
Metalle in Losung gehen, als solche beim direkten ,,oligodyna-
mischen“ Versuch wirksam sind, in Versuchen mit Glisern am
Glas adsorbiert oder im Glas, wie die Analysen von Kieser be-
weisen, chemisch gebunden werden, um bei neuerlichem Kontakt
mit Wasser dieselben wieder abzugeben. Die Wirkungsweise der
komplexbildenden Salze muB man sich im Sinne der Ausfithrungen
von Spiro, Jacoby u. a. wohl so vorstellen, daB die disso-
ziierten Metallionen durch die erfolgte Bindung unwirksam
- werden und daB andererseits die Affinitéit zu diesen Salzen wohl
eine groBere ist als zu dem Ferment, fiir welches ja gleichfalls
eine #hnliche komplexartige Bindung mit den Metallteilchen
angenommen wird. Der Ausfall des Versuches bei Gegenwart des
Metalles withrend des Reaktionsablaufes und der vermehrten
Schidigung der Fermente bei Zusatz der in Rede stehenden Sflz-
l6sungen in dieser Versuchsanordnung entspricht durchaus dem
seinerzeit von Spiro in seinen Versuchen mit Hefe entwickelten
Gedankengang. Der villige Parallelismus der Wirkung ,,oligo-
dynamischen* Wassers und verdiinnter Metallsalzlosungen geht
auch daraus hervor, da8 der Effekt nicht nur von der Menge,
sondern auch von der Art des Zusatzes abhéngt, daBl man auch
in der ,oligodynamischen Versuchsanordnung, wie in einer
weiteren Mitteilung gezeigt werden soll, ein Analogon des Danysz-
schen Phianomens beobachten kann, welches ja schon seinerzeit
von Pauli zu dem unterschiedlichen Verhalten der sofortigen
bzw. sukzedanen Mischungen kolloidaler Losungen in Beziehung
gebracht wurde. Wenn man hierzu noch die Ergebnisse der
Arbeiten der letzten Jahre beriicksichtigt — ich verweise auf die
Versuche von Bechhold, Bail, Doerr, Salus, Siipfle,Streck,
Rosenkranz, Weltmann u. a., sowie die eigenen Beobachtun-
gen iiber das Vorkommen Liesegangscher Figuren im ,,oligo-
dynamischen* Bakterienplattenversuch —, so kann kaum ein
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Zweifel bestehen, daB die sog. ,,oligopdynamischen‘* Phanomene
durch Losungsvorginge zu erkliren sind und daB die Saxl not-
wendig erscheinende Annahme einer ,,bisher unbekannten Ener-
gie* nicht gerechtfertigt erscheint. Es sei jedoch hervorgehoben,
daB sich diese SchluBfolgerung zunichst nur auf die ,,oligodyna-
mische’* Versuchsanordnung im Sinne N aegelis und der anderen
Autoren bezieht, daB jedoch die Frage, ob Energien anderer
Art in anderer Versuchsanordnung etwa auf der photographischen
Platte (Aktinautographie im Sinne von Kahlbaum und Stef-
fens u. a.) in Erscheinung treten, dadurch nicht tangiert erscheint.



Ergiinzungen zu der Arbeit ,,Gibt es Abwehrfermente gegen
Polysaccharide?* von E. Herzfeld und R. Klinger?).

Von
Emil Abderhalden.

(Physiologisol.lee Institut der Universitit Halle a. S.)
( Eingegangen am 21. Februar 1921.)

Herzfeld und Klinger haben versiumt, einige wichtige,
mit ihrer Fragestellung in engster Verbindung stehende Tatsachen
mitzuteilen; nimlich:

I. Das Auftreten von Fermenten im Blut, die Rohr-
zucker spalten konnen, hat bekanntlich zum erstenmal
Ernst Weinland?) festgestellt und zwar nach linger dauernder
subcutaner Zufuhr des genannten Zuckers bei jungen Hunden.

II. In der gleichen Arbeit teilt Weinland mit, da8
Inulin ochne Wirkung ist.

IIT. Die Versuche von Weinland sind von mir und meinen
Mitarbeitern Brahm?), Kapfberger4), Grigorescu®) und
Wildermuth?®) wiederholt worden. Es ergab sich, daB die
Resultate unregelmiéBig waren. Einerseits wurde eine
spezifische Wirkung vermiBt, und mehrfach gelang es
trotz allerBemiihungen nicht, Saccharase im Blut nach
parenteraler Zufuhr von Rohrzucker nachzuweisen. In
spiteren Versuchen, die in der IV. Auflage der Abwehrfermente und
im Lehrbuch der Physiologischen Chemie, Band 2, III. und nament-
lich IV. Auflage, Beriicksichtigung gefunden haben, ist ausdriicklich
darauf hingewiesen, daB die Ergebnissemit Kohlenhydraten

1) Diese Zeitschr. 114, 27. 1921.

1) Zeitachr. f. Biol. 47, 279. 1906.

3) Zeitsohr, f. physiol. Chemie 44, 429. 1910.

4) Zeitachr. f. physiol. Chemio 69, 23. 1910.

8) Zeitachr. f. physiol. Chemie 90, 419, 1914.
) Zeitsohr. f. physiol. Chemie 98, 388. 1814.
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und insbesondere mit Rohrzucker keine einheitlichen
sind. Es sind, von der Annahme, da8 die im Blute auftretende
Saccharase aus Zellen stammen kénnte, die dieses Ferment an den
Darm abgeben und von der Vermutung ausgehend, daB die Sac-
charase im Darm fehlen kann, wenn Rohrzucker in der Nahrung
nie zugefithrt wird, eine Reihe von Versuchen der folgenden Art
ausgefiihrt worden: Hunde erhielten 6 —10 Wochen lang jeden
Tag 25—50 g Rohrzucker. Es wurden dann die Versuche mit
parenteraler Rohrzuckerzufuhr wiederholt. Auch hier waren die
Ergebnisse schwankend. Zu diesen Fiitterungsversuchen wurden
Tiere gewihlt, die bei parenteraler Rohrzuckerzufuhr negativ
reagiert hatten. Im ganzen sind zehn Tiere so behandelt worden.
Bei dreien davon lieB sich nach der Periode mit Rohrzucker-
fiitterung Saccharase im Blut nachweisen, nachdem wiederholt
Rohrzucker subcutan eingespritzt worden war. Bei den {ibrigen
sieben Tieren zeigte das Blutserum kein Spaltungsvermégen fiir
Rohrzucker. (Vergleiche hierzu Abwehrfermente, 4. Aufl, S. 73).

Kurz vor Ausbruch des Krieges waren neue Versuche im
Gange, um festzustellen, worauf die unregelmiBigen Resultate
bei parentoraler Rohrzuckerzufuhr beruhen. Es sollte vor allen
Dingen erforscht werden, wieviel von dem subcutan zugefiihrten
Rohrzucker im Harn erscheint. Auch hier waren nimlich die
Ergebnisse bei friiheren Versuchen wechselnd gewesen. 85—96°;
des zugefiihrten Rohrzuckers wurden im Harn wieder aufge-
funden. Es war nun von groBtem Interesse, festzustellen, was
aus dem nicht durch die Nieren zur Ausscheidung gelangten
Rohrzucker wird. Es ist natiirlich an und fir sich gleich-
gliltig, ob die Saccharase, die normalerweise jenseits des Darmes
in den Geweben nicht anzutreffen ist, im Blutplasma ihre Wir-
kung entfaltet oder innerhalb der Lymphe oder innerhalb von
Zellen, die normalerweise jenes Ferment nicht besitzen. Alle diese
Arbeiten sind mitten in der Ausfithrung unterbrochen worden.
Es besteht auch jetzt keine Moglichkeit, Versuchstiere zu halten.

IV. Zahlreiche Versuche sind mit Raffinose ausgefiihrt
worden. Das Ergebnis war regelmiBig negativ?).

V. Rohmannund Kumagai?) haben bekanntlich in mehre-
ren Arbeiten, die in dieser Zeitschrift erschienen sind, die Beob-

1) Abwehrfermente, 4. Aufl., S. 77.

?) P. Kumagai, Diese Zeitschr. 57, 380. 1913.

P mn I asmt—
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achtung mitgeteilt, daB nach parenteraler Zufuhr von Rohrzucker
das Serum neue Eigenschaften gewinne, und zwar sollen syntheti-
sierende Fermente auftreten. Kumagai (S. 388, 1. c.) konnte das
Avftreten von Saccharase im Blute nach parenteraler Zufuhr von
Robhrzucker bestitigen. Herzfeld und Klinger nehmen zu
diesen Versuchen keine Stellung, ja sie erwithnen sie ebensowenig
wie die von Weinland.

Aus diesen Darlegungen ergibt sich, da8 Herzfeld und
Klinger in ihrer Arbeit keine bisher unbekannten Be-
funde mitteilen. Es kommt noch hinzu, daB schon mehrere
Forscher in den Jahren 1914 —1920 Versuche veréffentlicht haben,
aus denen hervorgeht, daB das Auftretén von Saccharase nach
Einspritzung von Rohrzucker,nicht immer und vielleicht sogar
selten gelingt. Leider stehen mir die betreffenden Originalarbeiten
nicht zur Verfiigung. Es handelt sich um Arbeiten von italienischen
und amerikanischen Forschern. Das Wesentliche ist jedoch,
"~ daB ich selbst stets berichtet habe, daB es nicht még-
lich ist, bei parenteraler Zufuhr von Rohrzucker das
dieses Disaccharid spaltende Ferment im Blute regel-
maBig und mit Sicherheit hervorzurufen. Somit konnte
ich unmoglich die Lehre aufgestellt haben, daB nach parenteraler
Zufubhr beliebiger, zusammengesetzter Produkte Fermente im
Blut auftreten, die diese zu zerlegen vermdégen.

In einer der ersten Arbeiten, die sich an den Befund von
Proteasen und Peptasen nach parenteraler Zufuhr von EiweiB-
stoffen bzw. Peptonen anschloB, habe ich am SchluB folgendes zum
Ausdruck gebracht: ,,...mochte jedoch ausdriicklich hervor-
heben, daB ich dieses Gebiet keineswegs fiir mich reservieren
mdochte, sondern vielmehr im Interesse eines moglichst vielseitigen
Ausbaues wiinsche, daB von verschiedenen Seiten aus die Be-
deutung der gemachterr Befunde festgestellt wird. Nur auf diesem
‘Wege wird es moglich sein, durch einseitig angestellte Versuche
hervorgerufenen Irrtiimern vorzubeugen‘‘!). Diese Bemerkungen
zeigen, da3 mir jede Nachpriifung der Untersuchungen auf dem
Gebiete der Abwehrfermente, jede Erweiterung und jede berech-
tigte Kritik sehr willkommen ist. Ich kann nicht finden, daB die
Lehre von den Abwehrfermenten in irgendeiner Weise im Wider-
spruch mit bekannten Beobachtungen steht. Im Gegenteil lassen

1) Zeitechr. f. physiol. Chemie €2, 249. 1909.
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sich die gemachten Feststellungen an lingst bekannte Erschei-
nungen zwanglos anschlieBen. Nach den von mir gegebenen, iiber
die Vorstellung von Hamburger (artfremd, arteigen, kdrper-
fremd, korpereigen) hinausgehenden Begriffe blutfremd, blut-
eigen, zellfremd, zelleigen und dabei gleichzeitig kér per-
eigen, ist z. B. das bei der Blutgerinnung auftretende Fibrin
als fremdartig fiir den Korper zu betrachten. Man kann hier
zweifelhaft sein, ob man es als korperfremd oder aber nur als
blut- bzw. zellfremd betrachten soll. Vielleicht ist das Wesentliche
bei der Blutgerinnung eine Zustandséinderung und dann wire der
Begriff zustandsfremd angebracht!). Wir wissen, daf das im
Korper entstandene Fibrin an Ort und Stelle zum Abbau gelangen
kann. Ebenso beobachten wir, da EiweiBausscheidungen, die in
Korperhéhlen bei Entziindungen usw. zustande kommen, durch
Hydrolyse beseitigt werden konnen. Es bedeutet nur einen Schritt
weiter, anzunehmen, daB auch im Blute selbst auftretende, blut-
fremde Produkte hochmolekularer, zusammengesetzter Natur
durch fermentativen Abbau in Spaltprodukte iibergefiihrt werden
koénnen, die keinen besonderen Charakter mehr besitzen und von
den Koérperzellen verwandt werden konnen. Ich habe stets betont,
daB die sog. Abwehrfermente wahrscheinlich nicht heugebildet.
werden, sondern vielmehr Leukocyten oder bestimmten Korper-
zellen entstammen. Das auBerordentlich Liickenhafte auf diesem
Forschungsgebiet, soweit es andere Stoffe als EiweiBstoffe anbe-
trifft, habe ich stets hervorgehoben. Ich verweise nochmals auf
die stets gegebene Darstellung im Verhalten des tierischen Organis-
mus gegeniiber der parenteralen Zufuhr von Kohlenhydraten.

Bei den Versuchen von Herzfeld und Klinger klafft eine
groBe Liicke. Sie fiilhren in der Einleitung an, ,,daB die meisten
fermentativ wirksamen Fliissigkeiten keineswegs eine so schnelle
und tiefgreifende Aufspaltung zustande bringen, als es der bis-
herigen Annahme entspricht* (8. 27). Logischerweise hitten nun
die Autoren statt nur auf Traubenzucker unbedingt auf héhere
Abbaustufen fahnden miissen, denn es bleibt die Méglichkeit, da3
die verwendeten Polysaccharide in héhere Spaltprodukte als
Maltose und Glucose zerlegt worden sind. Ferner bleibt der
schon oben erwihnte Einwand bestehen, daB die zugefiihrten

1) Vgl. Emil Abderhalden, Der kérper-, blut- und zellfremde
Zustand. Arch. f. d. ges. Physiol. 185, 322. 1921.
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Produkte nicht im Blut, sondern anderswo zum Abbau kamen..
Fortschritte hitte die Arbeit von Herzfeld und Klinger ge-
bracht, wenn sie sich die Frage vorgelegt hitten, was aus den
eingespritzten Produkten geworden ist. Bleiben diese unverindert
im Blut? Die beiden Forscher Herzfeld und Klinger beméingeln
den Ausdruck ,,Abwehrfermente, weil er ein teleologisches Geprige
habe! Sie meinen, daB schon dieser Ausdruck hitte Bedenken
hervorrufen miissen. Die pach parenterales Zufuhr bestimmter
Stoffe im Blutplasma beobachteten Fermente sind zuerst Schutz-
fermente genannt worden. Ich habe diesen Namen aufgegeben,
weil mit dem Wort Schutzferment etwas ausgesagt wird, was viel-
“leicht gar nicht zutrifft. Ich suchte nach einem neuen Namen. Der
Ausdruck ,,Abwehrfermente’‘ war mir personlich nie besonders
sympathisch, weil er wieder eine Funktion bzw. einen Zweck zum
Ausdruck bringt. Ein neutraler Name wire mir lieber gewesen.
Ich habe aber eine geeignete Bezeichnung nicht finden kénnen.
Es kommt ja auch nicht auf den Namen an, und es ist fiir die For-
schung ganz unwesentlich, ob man einmal zum Ausdruck bringt,
daB ein Ferment ,,die Aufgabe hat', oder zum Beispiel sagt ,,die
Verdauung habe die Aufgabe'* usw., das und das durchzufiihren.
Das Wesentliche ist, daB ohne Voreingenommenheit geforscht wird,
und da8 Vorstellungen, die sich an bestimmte Beobachtungen
kniipfen, sofort fallen gelassen werden, wenn die Forschung Er-
gebnisse bringt, die sich mit ihnen nicht vereinigen lassen.

Biochemische Zeitachrift Band 117. 12



Untersuchungen iiber die Mitwirkung der Lipoide beim
Stoffaustausch der pflanzlichen Zelle.

Von
Friedrich Boas.

{Aus dem Botanischen Institut der Landw. Hochschule Weihenstephan*).]
(Eingegangen am 22, Februar 1921.)

Mit 6 Abbildungen im Text.

Fiir die Vorgiinge der Stoffaufnahme nehmen im Anschluf
an die von Quinke!) inaugurierte, von Overton?) weiter be-
griindete Lipoidtheorie eine Reihe von Autoren wie Czapek3),
Kisch4), Hdébers), Vernon®), Porges und Neubauer?),
Watermann®), mit einigem Vorbehalt auch Nathanson?)
die Mitwirkung von lipoiden Kolloiden an oder geben wenigstens
dic Moglichkeit ihrer Mitwirkung zu wie Pauli®)., Pfeffer,
welcher der Plasmahaut Eiweilnatur zuschreibt, gibt in seiner
Pflanzenphysiologie (Bd. 2, S. 342, Anmerkung 2) die Méglich-
keit der regulatorischen Mitwirkung von Lipoiden beim Stoff-
austausch der Zelle zu, nimmt also keinen durchaus ablehnenden
Standpunkt den Gedankengingen der Lipoidtheorie gegeniiber ein.

Im Gegensatz zu diesen Auffassungen verneint mit be-
sonderem Nachdruck Ruhland?!?) seit Jahren die Tatsichlichkeit
einer Lipoidhaut. Er kann aber doch nicht umhin, ebenso wie
Pfeffer, mit der Moglichkeit zu rechnen, dafl in gewissen
Fallen die in der Zelle zweifellos weitverbreiteten fettartigen
Kérper das Eindringen mancher Verbindungen begiinstigen
bzw. hemmen konnten. [Ruhland!!?), S. 54.] In der fol-
genden Arbeit glaube ich nun eine Anzahl derartiger Fille der
Beteiligung von Lipoiden bei dem Stoffaustausch der Zelle nach-
gewiesen zu haben, so daB die Lipoidtheorie trotz aller Ableh-

*) Eine vorldufige Mitteilung der hier dargestellten Ergebnisse siche
F. Boas in Ber. deutsch. bot. Ges. 38, 350—353. 1921.
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nungen in der letzten Zeit doch eine-gewisse Berechtigung hat.
DaB es im iibrigen keineswegs angingig ist, die diosmotischen
Eigenschaften der Zelle allgemein auf eine so einfache Formel
zu bringen, wie sie die , Lipoidhypothese bildet, darin kann
Ruhland wohl beigestimmt werden.

E. P. Verkade!?) hat in allerjiingster Zeit eine kurze Kritik des
Wertes des landliufigen Begriffes der Olloslichkeit gegeben, die ohne
weiteres als berechtigt anzusehen ist. Auch J. Loeb?®) hat mit folgenden
Worten die Lipoidtheorie bekdmpft: ,,Die weitverbreitete Annahme, daB
die Lipoide der Zellmembran die Aufnahme und Abgabe von Stoffen durch
die Zelle bestimmen, sto68t auf die uniiberwindliche Schwicrigkeit, daB der
Stoffaustausch der Zelle auf Wasser und wasserlosliche und nicht auf
lipoidlésliche Stoffe eingestellt ist.*

Diese anscheinend glinzende Abfiihrung der Lipoidtheorie iibersieht
die tatsichliche Notwendigkeit, die Zelle nach auBen einerseits einiger-
maBen abzuschlieBen, um sie nicht jedem beliebigen Einflusse der
AuBenwelt hemmungslos preiszugeben, andererseits gleichzeitig mit dem
AbschluB eine gewisse Salzempfindlichkeit zu gewidhrleisten,
die fiir den Stoffaustausch unerliafflich ist. Eine derartige Empfindlichkeit
gegen Salze besitzt aber in hohem MaBe eine Lipoidoberfliche, keineswegs
aber eine reine EiweiBmembran. Denn soweit die Modellstudien im Reagens-
glas ein Urteil zulassen, sind EiweiBlosungen viel stabiler als Lipoide
gegeniiber Salzeinfliissen. Eine physikalisch chemische Erklarung der
Stoffaufnahme wird durch die Annahme einer EiweiBhaut jedenfalls nicht
erleichtert, durch die Annahme von Lipoiden aber immerhin teilweise ge-
fordert, wie die folgenden Untersuchungen zeigen. Die anscheinend glinzende
Abfiihrung der Lipoidtheorie durch J. Loeb stellt sich demnach als ein
Trugschluf heraus.

Bei anderer Gelegenheit hat iibrigens Loeb!!) den Lipoiden der Plasma-
haut bzw. ihrer Losung als Mittel zur Entwicklungsanregung einen eindeu-
tigen EinfluB zuerkannt. '

Unter den Gegnern der Lipoidtheorie sei auch Loewe!®) apgefiihrt,
der fiir das abweichende Verhalten von Cholesterin gegeniiber den gewihn-
lichen Lipoiden die Klasse der Semilipoide geschaffen hat.

An der tatsichlich spezifischen Beschaffenheit der Plasma-
oberfliche gegeniiber dem Innenplasma kann kein Zweifel sein.
Der besondere Bau der Plasmahaut ist eine logische Forderung,
und wenn Lipoide in der Zelle vorhanden sind, dann miissen sie
in bestimmten Mengen auch in der Plasmaoberfliche vorkommen.
Ob man sich die Plasmahaut nun als einen festen Verschluf§ der
Zelle oder mehr wie Ruhland im AnschluB an Bechholds!)
Anschauung eines Ultrafilters von poriger Beschaffenheit denkt,
ist fiir die folgenden’ Untersuchungen gleichgiiltig. Denn die
ganze Absicht der vorliegenden Arbeit geht dahin, in dem zum

12*
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Teil etwas orthodoxen Streit der Meinungen, hier Lipoidtheorie,
hier Eiweifitheorie cinen eindeutigen positiven oder negativen
Beweis dafiir zu bringen, ob Lipoide bei der Stoffaufnahme
und Stoffabgabe eine Rolle spielen. Zur Zeit ist bekannt-
lich die Lipoidtheorie stark in Millkredit geraten, man vergleiche
z. B. nur das hierher tendicrende Werk von Winterstein.
Eine Klirung in dem Streit der Meinungen kénnte nun eintreten,
wenn der EinfluB eines ganz spezifisch auf Lipoide, namlich
Lecithin und Cholesterin wirkenden Stoffes studiert wird.
Ein spezifisches Rcagens auf Lipoide, besonders Le-
cithin und Cholesterin, ist Saponin. Denn Saponin greift
nach ciner Reihe bekannter Untersuchungen Lecithin und Cho-
lesterin an, indem es den kolloidalen Zustand der Plasmahaut-
lipoide durch Lésung, chemische Bindung oder Fiallung
verandert, auf jeden Fall die Lecithin-Cholesterinbindungen,
die z. B. mit EiweiB vorhanden scin konnen, aufhebt. Eine Lé-
sung einer abdichtenden Lipoidhaut, eine Fallung*) einer Lipoid-
haut, fiihrt zu einer Erhohung der Permeabilitit. Die Saponin-
" wirkung auf pflanzliche Zellen muB daher in einer Steigerung der
Durchlissigkeit bestchen, wenn in der Plasmaoberfliche, in
Plasmaporen und Plasmakanilen sich Lecithin oder Cholesterin
oder beide zusammen vorfinden.

Das berihmte Beispicl eciner derartigen Wirkung auf die
Plasmahautlipoide ist diec Saponinhimolyse der roten Blutkor-
perchen und die weitgehend studierte Beziehung zwischen Le-
cithin, Cholesterin und Saponin in der tierischen Physiologie.
Es sei hier nur, soweit die Wechselbezichungen zwischen Saponin,
Lecithin und Cholesterin in Frage kommen, auf die grundlegenden
Arbeiten von Ransom 8) und Windaus!®) verwiesen.

Wenn sich nun bei der Behandlung pflanzlicher Zellen mit
Saponin eine dhnliche Bezichung feststellen 1i8t, d. h. Permeabili-
titssteigerung, dann ist auch fir die pflanzliche Zelle die Mit-
wirkung von Lipoiden — und sei sie rein passiv. — bei der Stoff-
aufnahme erwiesen und fiir die Annahme einer reinen EiweiBhaut
kein Grund mehr vorhanden. DaB sich die Zellipoide in der

*) DaB eine Fillung eine Erhohung der Permeabilitiat hervorruft, hat
Winterstein (mit Muskeleiwei) nachgewicsen und schon Lepeschkin
und Traube im Gegensatz zu Hober angenommen. Vgl. Winterstein,
Die Narkose. Berlin 1919, S. 273.
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Plasmaoberfliche ansammeln miissen, ist nach dem Gibbsschen
Satze schon wegen der groBen Oberflichenaktivitit der Lipoide,
z. B. Lecithin und Cholesterin *), unerlaBlich.

Die Lipoide, wie Lecithin und Cholesterin, werden nun
aber nicht bloB von Saponin hinsichtlich ihres kolloidalen Zu-
standes weitgehend verindert, sondern auch Salze, besonders
Ncutralsalze, wirken in nahezu spezifischer Weise ein, so daB
unter Beachtung gewisser Vorsichtsmafregeln auch aus dem Ver-
halten der Salze zu pflanzlichen Zellen auf das Vorhandensein
von Lipoiden geschlossen werden kann, wenn auch nur mit ge-
wissen Vorbehalten. Es ergibt sich also aus dieser kurzen Dar-
legung die Notigung, die Wirkung von Saponin, von Salzen und
der Kombination Saponin-Salz auf die pflanzliche Zelle zu unter-
suchen, denn unter dem EinfluB des Saponins verindert sich auch
in weitgehendem MaBe die Salzempfindlichkeit der Plasmaober-
flache und der Zelle.

Fir das Studium der Saponin-, Lecithin- und Cholesterin-
beziehungen haben wir — abgeschen von den Arbeiten von Ran-
son, Windaus u. a. — sehr gute chemische und kolloidchemische
Grundlagen in den Arbeiten von Kobert?®), Kisch4) und
in ganz hervorragendem Malle von Porges und Neubauer?).
Wir sind also bei den folgenden Untersuchungen jederzeit in der
Lage, Vergleiche zwischen dem Ausfall des Zellversuches und dem
Ergebnis des Reagensglasversuches zu ziehen. DaB diese Ver-
gleiche oft trotz aller auffallenden Ahnlichkeit doch mit Vorsicht
verwertet werden miissen, mag gleich hier an dieser Stelle betont
werden, weil die Lipoide in der Zelle doch wohl nicht in genau dem-
selben Zustande anzunehmen sind, wie im Reagensglasversuch.

Das uns hier interessierende kolloidchemische Verhalten der
beiden wichtigen Plasmahautkolloide Lecithin und Cholesterin**)
sei nun in folgendem kurz dargestellt.

*) Vgl. betreffs Cholesterin die Feststellung von Czapek, Uber eine
Methode zur direkten Bestimmung der Oberflichenspannung der Plasma-
haut von Pflanzenzellen. Jena 1911, S, 67.

**) Uber Lecithin und Cholesterin der Hefe vergleiche man die Arbeiten
von Hoppe-Seyler, Sedlmayr, Roos und Hinnsberg, auch Léw
und Nigeli, die sich bei Lafar, Handbuch der technischen Mykologie,
Bd. 1, S. 283, 1904—7, und bei Euler und Lindner, Chemie der Hefe
und der alkoholischen Girung, 1915, S. 71, 1914, zusammengestellt finden.
Hefe-Lecithin scheint ein Dipalmitincholinlecithin zu sein.
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Lecithin = CH,0 — Fettsdure
(l]HO — Fettsaure OH
éH,O - PO- oc,u.m" = (CHy),.

Lecithin stellt also ein Triglycerid dar, in dem das Wasserstoffatom
zweier Hydroxylgruppen durch ein Fettsiurcradikal (Ol-, Palmitin- und
Stearinsiaure), das der dritten Hydroxylgruppe durch das Radikal einer
esterartigen Verbindung der Phosphorsiure mit einem stickstoffhaltigen
Bestandteil, namlich Cholin, ersetzt ist.

Lecithin ist ein stark quellungsfahiges — hydrophiles —
Kolloid von starker Oberfliichenaktivitit. Es bildet mit Wasser
ziemlich haltbare Emulsionen, die von Saponin deutlich aufge-
hellt werden. Kobert (l. ¢. 8. 48) spricht von einer Losung des
Lecithins, wenn Saponin im UberschuB8 vorhanden ist.

In der Zelle findet sich Lecithin nach Porges und Neubauer
in einem verdichtetem Zustande — muB daher fir lipoid-
unlosliche Stoffe undurchlissig sein. Wenn nun Saponin die ver-
dichtete Lipoidhaut angreift, auflockert, aufhellt,16st oder sich sonst
wie mit Lecithin verbindet — dann tritt eine starke Erh6hung der
Permeabilitiit ein. ,,Es scheint nicht unwahrscheinlich, daB diese
(verdichtete, der Verf.) Zustandsform durch verhiltnismaBig ge-
ringfiigige Anderungen der Zusammensetzung des umgebenden Me-
diums Modifikationen erleidet, die einc verinderte Permeabili-
tit nach sich zieht.** (Porges und Neubauer L c., S. 175.)

Solche Anderungen kénnen hervorrufen

1. Saponin durch Losung, Auflockerung oder chemische
Bindung (Aufhellung im Reagensglas);

2. Salze (und andere FElektrolyte) durch Fillungen oder
sonstige Zustandsinderungen — Dispersititsinderungen —
des kolloidalen Zustandes der Lipoidkomponente.

Wenn demnach gleichzeitig Saponin und Salze auf die Haut-
lipoide wirken, dann muf} die Zustandsinderung unter dem Ein-
fluB der beiden angreifenden Teile — Saponin und Salz — so stark
werden, daB infolge des iiberaus erleichterten Eindringens
von Salzen in die Zelle schwere Schiden in der Zelle die Folgen
sind. Diese Annahme werden wir in den folgenden
Untersuchungen bestitigt finden.

Salze wirken nun durch die Kationen und durch die Anionen
andernd auf den Kolloidzustand des Lecithins ein (aber auch auf
EiweiB).

o cn————— AR



Mitwirkung der Lipoide beim Stoffaustausch der pflanzlichen Zelle. 171

Im Reagensglasversuch fillen die einwertigen Kationen nach

der folgenden bekannten lyotropen Kationenreihe:
Li> Na> NH,> K,
die zweiwertigen weniger ausgesprochenen nach der Reihe:
Mg, Ca, Sr, Ba.

Die Anionen wirken nach folgender Reihe in zunehmendem

MaBe fillend auf lipoide (und eiweiBéhnliche) Kolloide ein:
SCN < Cl < NO,; < SO,.

Da der kolloidale Zustand der Plasmamembran feststeht, wird man
also mit gutem Grunde bei entsprechender Versuchsanstellung
ahnliche Anionen- und Kationenreihen bei dem Studium des
Salzeinflusses auf die Hefezelle wieder zu finden hoffen kénnen.
Nach Analogie der Saponinwirkung darf die Salzwirkung wenig-
stens wahrscheinlich auf Zustandsinderungen der Oberflachen-
lipoide bezogen werden, wenn auch andere Wirkungen der Salz-
einfliisse nicht abgelehnt werden sollen.

Das andere wichtige Lipoid ist

Cholesterin C,;H,;OH + H,0.

Cholesterin findet sich vielfach zusammen mit Lecithin vor.
Es ist im Gegensatz zu Lecithin wenig quellungsfihig, stellt also
ein hydrophobes Kolloid dar; trotzdem ist es sehr stark oberflichen-
aktiv, wie Czapek (I. c. S. 67) festgestellt hat. Saponin ver-
bindet sich nach Kobert (I. ¢., S. 50) mit Cholesterin zu einem
Cholesterinsaponin. Porges und Neubauer stellten hingegen
bei ihrer Arbeitsweise fest, daB noch von 0,2 proz. Saponin Cho-
lesterin gefillt wird. Salze fillen nach denselben lyotropen
Reihen wie bei Lecithin, doch sind hier im allgemeinen griBere
Salzmengen nétig als bei Lecithin. Nur Aluminiumsulfat fallt
noch in den kleinen Konzentrationen von 1/, sehr stark. Es ist
das ein bemerkenswerter Unterschied gegeniiber Lecithin.

Lecithin und Cholesterin kommen meist miteinander (in
Bindung) vor. Eine Anderung im Kolloidzustand des einen
Bestandteiles muB daher die Anderung der ganzen Lipoidphase
zur Folge haben. Aus der spezifischen Saponinwirkung auf die
beiden Lipoide mufl demnach auf das Vorhandensein von Lipoiden
in der Plasmaoberfliche geschlossen werden.

Aus der Salzwirkung kann auf Lipoide geschlossen werden,
weil die Lipoide Lecithin und Cholesterin schon von Salzkonzen-
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trationen verindert werden, bei welchen eine EiweiBhaut
noch lange nicht verindert wird, soweit aus Reagensglas-
versuchen ein SchluB auf die Verhaltnisse in der Zelle zulassig
ist. DafBl die Plasmahaut aus ziemlich salzempfindlichen Stoffen
bestehen muB, ist eine logische Forderung, wenn die Stoffaufnahme
und -abgabe einigermaBen physikalisch-chemisch verstanden
werden soll, denn dann miissen schon ziemlich kleine Salzmengen
eine Anderung des Dispersitatsgrades der Plasmahaut hervorrufen,
weil die Zellen der Organismen an natiirlichen Standorten meist
von verdiinnten Salzlosungen (Nihrlosungen) umgeben sind,
und daher aus entwicklungsgeschichtlichen Griinden
das Plasma auf eine gewisse Salzempfindlichkeit ein-
gestellt ist. Dies trifft bei ciner Lipoidhaut zu, die EiweiBhaut
Loebs erfordert ganz andere Salzkonzentrationen um eine Per-
meabilititsinderung zu erzielen. Wir sehen schon aus dieser
Uberlegung, daB der eingangs erwithnte Loebsche Satz wohl
blendend aussieht, aber auch nicht einigermaBen zwingend ist.
Im folgenden wird im allgemeinen unter dem Namen Oberflachen-
lipoide die Lecithin-Cholesterinbindung verstanden, da ich nicht
zu entscheiden wage, inwieweit im einzelnen eine Lecithin- oder
Cholesterinreaktion vorliegt. DaB in dem Lipoidkomplex auch
noch andere Bindungen sein kénnen, ist damit nicht aus-
geschlossen.

Fiir das Vorkommen von Lecithin und Cholesterin bei Pilzen
und Hefen in der Plasmahaut sprach sich Br. Kisch4) aus. Er
fand namlich, daB die Herabsetzung der Oberflichenspannung
der Plasmahaut auf die Halfte des Wertes Wasser-Luft Hefezellen
und Schimmelpilze irreversibel schiadigt. Da nun Lecithin- und
Cholesterinemulsionen dieselbe Oberflichenspannung, nidmlich
0,6 des Luft-Wasserwertes, haben miissen, wenn sie schiadlich
wirken sollen, so hat sich Kisch fiir das Vorkommen von Lecithin
" und Cholesterin in der Plasmahaut ausgesprochen. Durch diese
Feststellung ist eine Lipoidhaut mindestens wahrscheinlich
gemacht. ’

Wenn nun weiter nachgewiesen wird, daB Saponin einseitig
auf Lipoide, besonders Lecithin und Cholesterin, wirkt, dann ist
der SchluB von der Saponinwirkung auf das Vorhandensein einer
Lipoidhaut zwingend.

Bis jetzt ist eine Saponinwirkung auf Eiweill nicht
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festgestellt, die der auf Lecithin analog wire*). Bei
der Saponinhdmolyse bleibt ein deutlicher Rest — das
eiweiBhaltige Stroma — zuriick, wie Neufeld und
Héndl (zitiert nach Héber l. c., S. 426) nachgewiesen ha-
ben und wie man sich ohne weiteres im Mikroskop
tiberzeugen kann. Auch bei Hefezellen bleibt bei
entsprechender Versuchsanstellung ein hyaliner Rest
tbrig. Da auch Bechhold **) brieflich die Auffassung teilt,
daB eine analoge Saponin-Eiweiflbeziehung nicht gegeben ist,
wie die Beziehung Saponinlipoid, so ist damit der Schlu8 auf
eine Lipoidhaut aus der Saponinwirkung durchaus
eindeutig.

Die weitere Untersuchung der Salzwirkung neben der Sa-
poninwirkung kann dazu verwendet werden, das Vorhandensein
von Lipoiden in der Plasmahaut beweisen zu helfen, da eine
EiweiBmembran von viel héheren Salzkonzentrationen veréndert
wird als sie im Leben der Zelle gewéhnlich vorkommen oder eine
Rolle spielen. Diese Oberflichenlipoide nehmen am Stoffaustausch
‘in bedeutendem MaBe teil, wie in folgenden Abschnitten gezeigt
wird.

I. Teil

Die vorliegende Arbeit zerfillt in drei Teile, indem im ersten
Teil der EinfluB des Saponins und der Salze auf den Verlauf der
alkoholischen Gérung und das Wachstum der Hefe festgestellt
wird. Der zweite Teil befaft sich mit dem Austritt von Anthocyan
und Gerbstoff aus Zellen héherer Pflanzen, ebenfalls unter dem
Einflu von Saponin und Salzen. Im dritten Teil wird die Wirkung
.des Narkoticums Chloralhydrat auf die Hefezelle niher unter-
sucht,

Versuche mit Hefezellen.

Zur Methodik.

Zur Verwendung kam gut gewaschene Weihenstephaner
Betriebshefe (untergirig), die stets vor der -Verwendung noch mit

*) Die Versuche von Ramsden nach Bechhold (Die Kolloide in
Biologie und Medizin 1920, S. 36) mit Saponin-Eiweigemischen ergeben,
daB offenbar zwiscen Saponin und Eiweifl keine Reaktion eintritt, da sich
beide aus einem Gemisch durch Schiitteln trennen lassen.

**) Vgl. hierzu auch Bechhold, H. und W, Kraus, Diese Zeitschr.
109, 227. 1920
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destilliertem Wasser nachgewaschen wurde, um sie méoglichst von
Salzen und organischen Stoffen zu befreien. Die Girung fand
in Erlenmeyerkolbchen von 100 ccm Inhalt statt. Die Koélbchen
standen ohne VerschluB meist bei Zimmertemperatur. Die ent-
wickelte Kohlensiure wurde gewohnlich durch Waigung fest-
gestellt, die Genauigkeit der Wigung betrug 4- 0,02 g. In einer
groBen Reihe von Vergleichsversuchen*), die hier meist nicht
erwithnt sind, wurde der Verlauf der Géarung auch in Garungs-
saccharometern beobachtet.

Versuche mit Hefe in salzarmer Losung.

a) Vorarbeiten: Die Einwirkung von Saponin auf Hefe ist bis jetzt
noch wenig untersucht worden, obwohl das merkwiirdige hamolytische Ver-
halten des Saponins zu roten Blutkorperchen AnlaB genug gewesen wire,
auch die Saponinwirkung auf pflanzliche Zellen eingehend zu studieren.
Im Jahre 1912 hat J. Lundberg?!) den EinfluB des Saponins Cyclamin
auf Hefe untersucht und eine deutliche Hemmung der Girungsgeschwindig-
keit festgesatellt sowohl bei frischer Hefe als bei Trockenhefe.

b) Eigene Versuche: Zur Verwendung kann Saponinum puriss.
albiss. Merk, ferner Sap. puriss. Schuchardt. Beide Priaparate bestehen in
der Hauptsache aus Quillayasapotoxin, wie die Priifung mit Ammonsulfat
im AnschluB an Kobherts (L. c., 8. 211{f.) Feststellung ergab.

Nach dicsen einleitenden Bemerkungen sollen nunmehr die
Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen folgen. Fast alle Ver-
suche sind in mehreren Reihen nebeneinander ausgefiihrt worden;
die in der vorliegenden Arbeit angefiihrten stellen eine Auswahl
aus der groflen Anzahl der durchgefiihrten Versuche dar.

YVersuche mit Rohrzucker.
Versuch 1: Giransatz.

a) 25 ccm gewaschene dickbreiige Hefe versetzt mit 5cem 5 proz.
Saponin; nach 10 Minuten Zusatz von 20 ccm 25 proz. Rohrzucker-
losung,.

b) Kontrollversuch ohne Saponin (5 ccm dest. Wasser).

Es wurden entwickelt Gramm CO, bei Zimmertemperatur nach

2 33/, 6 8 10 25 30 Stunden
la) 0,09 028 0,52 0573 0,85 1,38 1,56 Saponinprobe
1b) 0,03 0,15 023 048 0,58 1,12 1,31 Vergleichsprobe

L 4
*) Ausdriicklich sei bemerkt, daB neben den hier wiedergegebenen
Versuchen noch zahlreiche andere zu Vergleichszwecken ausgefiihrt wurden,
um ein moglichst einwandfreies Ergebnis zu erzielen.

—— Y
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Nach diesem Versuche betr,igt die Forderung der Garung durch Zu-
-gabe von 0,559, Saponin nach:
2 33/, 6 8 10 25 Stunden
200 86,6 126 52 46,5 23%

In Versuch 2 wurde die Saponinmenge auf 1,259, erhoht, die Hefen-
gabe auf 10 ccm eingeschriinkt, wiahrend die Gartemperatur 33° C betrug.
Auch unter diesen wesentlich verinderten Bedingungen ist eine deutliche
Forderung der Girung zu erkennen.

Versuch 2: Géransatz.

a) 10 ccm Hefe, 10 com 5 proz. Saponin, nach 30 Minuten Zusatz von
20 ccm 12,5 proz. Rohrzuckerlésung.

b) Kontrolle (Zusatz von 10ccm aqu. dest.).

Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

2 3 4 5 7 91/y Stunden
2a) 021 041 046 055 079 0,89
2b) o,17 027 036 042 0,67 0,80

Die maximale Girungsforderung betrigt in diesem Versuch 51,82,
nach 3 Stunden.

In den Versuchen 1 und 2 konnte Saponin 10—30 Minuten auf die
Hefe einwirken, ehe.der Rohrzuckerzusatz erfolgte. In Versuch 3 erfolgte
der Rohrzuckerzusatz unmittelbar nach der Saponingabe. In diesem
Falle ist die Saponinwirkung nur noch gering, aber nach den vor-
ausgehenden Versuchen doch so deutlich, daB sie noch als auBerhalb
der Fehlerquellen liegend erkannt werden kann.

Versuch 3.

Giransatz wie bei Versuch 2. Rohrzuckerzusatz unmittelbar nach
der Saponingabe. Temperatur 33° C. *

Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

2 3 4 b 7 9!/y Stunden
3a) 028 046 0,51 060 0,81 093 (1,269, Saponin)
3b) 0,26 041 049 0,56 0,70 0,90 (Kontrolle)

Nach 91/, Stunden ist hier eine maximale Garungsforderung von nur
12,89, zu beobachten. (Hemmung die durch Zuckerwirkung. Vgl. hierzu
Versuch 7.)

Versuche mit Maltose und Dextrose*).

Weitere Versuche mit Rohrzucker anzufiihren, eriibrigt sich, um so
mehr, als bei den spiter zu behandelnden Salzversuchen noch reichlich
Gelegenheit gegeben ist, S+poninwirkung bei Rohrzuckergegenwart zu er-
wihnen. Schon um dem an sich nicht hoch anzuschlagenden Einwande zu
begegnen, die bis jetzt konstatierte Saponinwirkung kénnte einzig auf einer
Aktivierung der Invertase beruhen, folgen nunmehr einige Versuche mit
Maltose. Diese Versuche wurden im Henkelschen Katalaseapparat ange-
stellt, um der hohen Kosten wegen an Zucker zu sparen.

*) Die reinsten Priparate des Handels kamen zur Verwendung.
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Versuch 4: Giransatze.

a) 5ccm Hefe, 5 ccm 5proz. Saponin, 5 ocm 9 proe. Maltose.

b) 5 ccm Hefe, 3 ccm 5 proz. Saponin, 5 ocm 9 proz. Maltose.

¢) 5 ccm Hefe, 5 ccm Waaser, 5 ocm 9 proz. Maltose.

Es sind entwickelt Kubikzentimeter CO; bei einer Temperatur von
21°C nach: .

27 37 47 57 67 77 Minuten
4a) 1,8 4 (] 8 10 12 Saponi
4b) 2,5 5 7,5 11 13 15,5 F

4c) 1,4 2,5 3,5 5,5 6,8 8,5 Kontrolle

Ein unter ahnlichen Bedingungen mit Dextrose angestellter Versuch
ergab folgendes Resultat.

Versuch 5: Garansatze.

a) 6 cem Hefe, 5 ccm 5 proz. Saponin, § ccm 10 proz. Dextrose.

b) 5 ccm Hefe, 5 ccm 5 proz. Saponin, 5 cem 10 proz. Dextrose.

¢) 5cem Hefe, 5§ ccm Wasser, 5 ccm Dextrose.

Es wurden entwickelt Kubikzentimeter CO; nach:

25 42 45 50 60 85 70 75 Minuten
5a) 3 65 15 8 156 17 195 } Saponin
6b) 3 65 715 — — 165 18 195
5¢) 1 2 25 35 170 80 95 °10,6 Kontrolle

In beiden Fillen, also sowohl mit Maltose als mit Dextrose,
wurde eine betrachtliche Forderung der Garung durch Saponin
erziclt. Infolge des starken Schiumens dieser Saponinversuche
wurde aber stets der gewichtsanalytischen Bestimmung der
Vorzug vor den Garversuchen im Katalaseapparat oder Garungs-
saccharometer gegeben. An der Forderung der Garung durch
Saponin kann aber auch bei den zwei letzten Versuchen kein
Zwecifel sein, da man schon mit bloBem Auge den geradezu
stirmischen Verlauf der Girung im Gegensatz zur Kontroll-
garung beobachten kann.

Einflu8 der Saponinkongentration.

Im allgemeinen hat sich gezeigt, daB die Garungsforderung
durch Saponin der Saponinkonzentration parallel geht, jedenfalls
kann, wie aus den folgenden Versuchen hervorgeht, die Saponin-
wirkung nicht als Katalyse betrachtet werden, es handelt sich, wie
ja aus der Einleitung, schon hervorgeht, um eine chemische
Beziehung zwischen Saponin und Plasmahautlipoid.

Den EinfluB der Saponinkonzentration auf die Giarung und

gleichzeitig die hervorragende Ubercinstimmung der Versuche
zeigt die folgende Tabelle.
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Versuch 6: Géransitze.

10 ccm Hefe.

a) Kontrolle, 20 com aqua dest.

b) 20 ccm 5 proz. Saponin

c) 6 ccm 5proz. Saponin

d) 2 ccm 5proz. Saponin

e) 10 ccm 5proz. Saponinum crudum®)
f) 5 com 5proz. Saponinum crudum

Es wurden entwickelt Gramm nach:

Zugabe von 20 com
15proz. Rohrzuckerldsung
nach 5minutiger Einwir-

kung des Saponins.
Gesamtvolumen 50 ccm
(durch Wasser erginzt).

1 6 9 Stunden
8) 005 0,67 0,75
0,04 0,55 0’73} Kontrolle
b) 0,09 0,73 0,80) ..
0,09 0,73 . 0,89} 2% Saponin
c) 0,12 0,67 0,85
0,10 0,70 0,83} 0,6% Saponin
d) 0,10 0,63 0,79
0,10 0,63 0,79} 0,29 Saponin
e) 007 0,95 1,15 .
f) 0,09 0,82 1’04} Saponinum crudum
120
100 //
L / -
080 ///
L 721
060 //)/
o
), /
90 7
-
. b b
o 1 2 3 ¥ 5 6 7 &8 9 %

Abb. 1.
L Gérung ohne Zusatz. Versuch 6a.
II. Girung bei Gegenwart von 0,2% Baponin. Versuch 6d.
IIl. Garung bei Gegenwart von 29% Saponin. Versuch 6b.
IV. Girung mit Zusatz von 1% Saponin. Versuch 8c.

Die Girungsférderung nimmt deutlich mit der Saponin-
menge ab. Besonders stark wirkt Saponium crudum
Merk; worauf dies beruht, kann nicht angegeben werden. Ver-
gleiche hierzu Schaubild 1.

*) Verdanke ich der Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. Dr. Hei-
duschka, Dresden.
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Einfla8 des 2ustandes der Hefe.

Nach zahlreichen Beobachtungen ist es nicht gleichgiiltig,
ob man ruhende oder girende Hefe mit Saponin behandelt.
Die sog. Vorbehandlung spielt bekanntlich in der Literatur
iiber die Physiologie der Hefe eine groBe Rolle, es braucht hierauf
nicht weiter eingegangen zu werden. Im Versuch 7 wurde die Hefe
in einem Falle 20 Minuten mit Saponin behandelt (7a), im zweiten
Falle wurde erst nach Beginn der Géarung Saponin zugesetzt.
Die erhaltenen Unterschiede sind sehr deutlich, wie die folgende
Zusammenstellung zeigt.

Versuch 7: Garansitze.

a) 10 ccm Hefe, 10 ccm Saponin (5proz.), 10 cem H,0; Rohrzucker
(20 ccm) nach 20 Minuten zugesetzt.

b) 10 com Hefe, 20 ccm Rohrzucker von 15%; Saponin nach Angarung.

¢) 10 ccm Hefe, 20 ccm Wasser, 20 ccm Rohrzucker; als Kontrolle.

Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

31/, 20  Stunden
e g:gg g:z;} Saponin vor der Zuckerzugabe zugesetzt
7b) 8::: g:;g} Saponin nach Angirung zugesetzt
" gji; g:;i} Kontrolle

Die volle Wirkung des Saponins wird also durch vor-
herige Zugabe von Zucker deutlich gehemmt, wenn gleich
gegeniiber der Kontrolle noch eine kriftige Garungsférderung
in allen Fillen zu beobachten ist*).

Diese Beobachtung erscheint mir aus zwei Griinden als
bemerkenswert.

Durch die Angirung entsteht Alkohol und alkoholische Le-
cithinlésungen sind stabiler als wisserige. Analog kénnen wir an-
nehmen, da3 durch den Alkohol der Girung die Saponinwirkung an
der nun stabileren Lipoidhaut nicht mehr voll zur Geltung kommt.

Die andere Annahme ist die, daf8 die Lipoide eine Bin-
dung mit Zucker eingehen und auf diese Weise am
Zuckertransport in die Zelle beteiligt sind. Durch diese
Betitigung der Lipoide — Zucker-Lipoidverbindung — wire
dann ebenfalls der Saponinwirkung einigermaBen
e ntgegenge\nr kt. Welche Annahme die wahrscheinlichere ist,

*) Vgl. hierzu den ganz ahnlich verlaufenen Versuch 3.
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lasse ich dahingestellt *). Wir werden spiter bei der Besprechung
der Saponin-Salzwirkung dhnliche Erscheinungen wieder finden.

Bisher wurde durchaus mit untergiriger Hefe gearbeitet;
es darf ganz kurz erwihnt werden, dafl mit obergariger Hefe
(Freisinger Weizenbierhefe) ganz ahnliche Resultate erhalten
wurden. Da diese Versuche, die mit Dextrose als Zucker durch-
gefithrt wurden, nichts Neues ergaben, kann von einer Wieder-
gabe eines Versuchsprotokolls abgesechen werden.

Versuche in salzhaltiger Losung.
: 1. Salze allein.

Bevor die Saponin-Salzwirkung auf Hefe dargestellt wird,
ist es zweckmaBig, zuerst die reinen Salzwirkungen auf girende
Hefezellen von kolloidchemischen Gesichtspunkten aus einer kur-
zen Untersuchung zu unterziehen.

Arbeiten iiber die Wirkung von Salzen auf die alkoholische
Girung liegen in groBer Anzahl von seiten der Theoretiker wie
von seiten der Girungspraktiker vor. Die fordernde Wirkung von
Kaliumnitrat auf die Garung haben Fernbach und A. Langen-
berg?®) betont; E. Drabble und D. G. Scott2%) untersuchten
die Chloride und Nitrate von Natrium und Kalium, ohne eine
merkliche Wirkung beobachtet zu haben. E. Kaiser?!) fand,
daB Mangannitrat stirker wirkt als Kaliumnitrat. Eine ausge-
dehnte Untersuchung iiber Salzwirkung verdanken wirH.Lange3).
Zahlreiche Angaben finden sich ferner bei Henneberg®),
Euler und Kassel?) fanden die girungsférdernde Eigenschaft
von Formiaten, und Higglund 2) gab in allerjiingster Zeit eine
Darstellung der Wirkung von Alkalisulfiten und Sulfaten.

Alle diese Arbeiten sind mehr oder minder kasuistischer
Natur und tragen zur vorliegenden Fragestellung nichts bei.
Da die Plasmahaut als Kolloid aufzufassen ist, und zwar wohl
in der Hauptsache als hydrophiles Lipoid, so miissen die Salze genau -
nach den bekannten lyotropen Reihen**) die Plasmahaut ver-
indern. Nehmen wir z. B. eine Lipoidhaut an, so miissen die’
Anionen in folgender Reihenfolge die Garung begiinstigen:

SCN - J - Br - NO; - 8O, — Ci.
_‘) Doch erscheint mir die letztere Annahme die wahrscheinlichere
Zu sein.

*#*) Auch die Wachstumsverhiltnisse folgen lyotropen Reihen, wie sich
bei Aspergillus niger sehr schon zeigen laBt. (Unveroffentlichte Versuche.)
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Denn eine Lecithinemulsion wird nach derselben Reihenfolge
gefallt, wobei Rhodanide wirkungslos sein konnen oder Lecithin-
emulsionen geradezu aufhellen. Wir diirfen nun annehmen, da8
einer Fillung im Reagensglasversuch eine Erhéhung der Per-
meabilitit entspricht, was z. B. bei Hefe erhohten Zuckerumsatz
zur Folge haben wird.

a) Versuche mit Alkalisalzen.

Es sollen nun im folgenden die Salzversuche kurz dargestellt werden.

Versuch 8.

a) 10 ccm Hefe, 20 ccm dest. Wasser

b) 10 ccm mol. LiNO,

¢) 10 ccm mol. KNO,

d) 10 ccm mol. NaNO, + 10 ccm dest. Wasser
e) 10 ccm mol. NH,NO,

f) Je 5 cm LiNOg; + NaNO,

g) Je 5 cem LiNO; + NHNO,

Nach guter Durchmischung Zusatz von 20 ccm 15 proz. Rohrzucker-
16sung.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

2 41/, 7Y, 20/, Stunden
a) 0,00 0,29 0,44 0,92 Kontrolle
b) 0,04 0,13 0,44 0,88 LiNO,
c) 0,10 0,29 0,67 1,11 KNO,
d) 0,08 0,24 0,45 1,06 NaNO,
e) 0,08 0,26 0,49 1,04 NHNO,
f) 0,08 0,22 0,28 0,75 LiNO,NaNO,
g) 0,06 0,26 0,45 0,92 LiNO,NH,NO,

Es ordnen sich also die Salze, in ®/.-Lésung angewendet,
nach steigender Forderung der Géarung in folgender Reihe an:
Li — Na — NH, — K.

Die Lithiumwirkung wird durch zugesetztes Natriumsalz
deutlich verstirkt, dagegen durch Ammonsalz aufgehoben.
-Nach 71/, Stunden ist bei allen Salzen (mit Ausnahme der Kom-
bination Lithium-Natrium) jede schidigende Wirkung aufgehoben,
wenn die salzarme Probe als Vergleichsgrundlage angenommen
wird.

Wendet man statt der »/.-Lisungen ®/,, an, so éndert sich
an dem Gesamtbild nichts Grundsitzliches, wie der folgende Ver-
such zeigt.
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Versuch 9.
Giransitze wie 8. Die Salzkonzentration halb so groB als in Versuch 8.
Es wurden entwickelt Gramm CO,; nach:

2 4/, 7y 20  Stunden
0,10 0,29 0,44 0,92 Kontrolle
0,10 0,29 0,44 0,80 LiNO,
0,12 0,36 0,54 1,12 KNO,
0,11 0,36 0,57 1,11 NaNO
0,11 0,33 0,54 1,11 NHNO,

In m/, .Losung entfaltete in den ersten 7 Stunden auch
Lithiumnitrat keine schidigende Wirkung mehr. Von einem deut-
lichen Unterschied der Salzwirkung kann hier nicht mehr gespro-
chen werden, da die Unterschiede zu gering werden, mit Ausnahme
der nach 20 Stunden betrichtlichen Differenz zum Nachteile
des Lithiumnitrates. '

Nach der Festlegung der Kationenreihe soll auch noch im
Interesse des Verstindnisses der Salzwirkung, als eines Kolloid-
vorganges, kurz die Anionenwirkung geschildert werden. Fiir
diesen Zweck wurden folgende Ammonsalze verwendet: Rhodan-
ammon, Chlorammon, Ammonsulfat, Ammonnitrat und Ammon-
citrat. Genau wie in Versuch 9 wurden 10 ccm Hefe mit einer
Mischung bestehend aus 10 cem molaren Ammonsalzes und 10 cem
destillierten Wassers iibergossen und gut durchgemischt. Nach
15 Minuten wurden 20 ccm Rohrzuckerlosung (159,) zugesetzt.

Versuch 10.

Es wurden Gramm CO, entwickelt nach:
13/, 33/, 5 21 Stunden
0,06 0,19 0,41 0,99 Kontrolle
0,04 0,22 0,42 0,99
0,08 0,17 0,25 0,99
0,06 0,18 0,26 0,98} NH,SCH
0,07 0,26 0,41 1,14
0,06 0,27 0,42 1,15} NHCI
0,12 0,32 0,48 1,16 .
0,10 0,32 0,46 1,17} (NH,),S0,
0,07 0,22 0,35 1,07
0,06 0,21 0,33 1,10} NH.NO,
0,09 0,36 0,46 1,19 "
0,09 0,37 0,48 1,21} NH(Ci*)

Fiir die Fillung von Lecithin (aber auch ebenso von Eiweil3)
gilt die allgemeine lyotrope Anionenreihe:
S0, > €l > NO; > J > SCN.
Biochemische Zeitschrift Band 117. 13
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Diese Regel finden wir hier bei der Anwendung von
Ammonsalzen genau wieder. Da die Saponinwirkung auf
Lipoide bezogen werden muB, kann in dem Verhalten der Salze
nach den hekannten lyotropen Reihen eine indirekte
Bestatigung des Schlusses von der Saponinwirkung
auf das Vorkommen von Lipoiden in der Plasmahaut
erblickt werden. Dal die Salzwirkung nur bedingt in obigem
Sinne verwertet werden kann, wurde schon in der Einleitung aus.
driicklich betont.

b) Versuche mit Erdalkali- Salzen.

Die Wirkung der Erdalkalisalze auf den Verlauf der Garung

stuft sich nach folgepder Kationenreihe ab

——
Ba, Ca, Mg.

Auf gewohnliche Eiweilllosungen wirken die Erdalkali-
salze irreversibel fillend ein: wire dies bei Hefe der Fall,
so diirfte eine Hemmung der Gérung zu erwarten sein, was der
folgende Versuch nicht bestiitigt. Nach Porges und Neubauer
(1. e. S. 157) fillen die Erdalkalisalze Lecithin und Cholesterin
ziemlich stark. ,,Ein bemerkcenswerter Unterschied im Vergleich
zu der Eiwciflfillung liegt in der niedrigen unteren Fallungsgrenze
der Erdalkalien, dic an die Reaktionen der sog. Suspensions-
kolloide erinnert” (Porges und Neubauer L. ¢, S. 166), d. h.
schon kleine Salzmengen wirken fillend. Nach dieser kleinen
kolloidchemischen Ubersicht iiber das Verhalten der Lipoide zu
Erdalkalisalzen sollen nun die Ergebnisse des- Hefeversuches
dargestellt werden.

Versuch 11.

Zu 10 ccm Hefe kamen:
. 20 ccm dest. Wasser
. 9 cem 4,2proz. Kochsalzlosung + 11 cem Wasser
6 ccm 4.2 proz. Kochsalzlosung + 14 ccm Wasser
4 cem 4,2 proz. Kochsalzlosung + 16 ccm Wasser
9 cem 10 proz. Chlvrbariumlosung*)
6 ccm 10 proz. Chlorbariumlosung }-{— dest. Wasser wie oben
4 ccm 10 proz. Chlorbariumlosung
9 ccm 5 proz. Chlorealciumlosung*)
. 6 ccm 5 proz. Chlorcalciumlosung
10. 4 ccm 5 proz. Chlorcalciumlosung
11. 9 cem 6,1 proz. Magnesiumchloridlosung*)
12. 4 ccm 6,1 proz. Magnesiumchloridlosung

P XN

l + dest. Wasser
] wie oben

7")_ Wasserfreics Salz.
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Nach 10 Minuten erfolgte Zusatz von 20 ccm 15proz. Rohrzucker-

losung.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:
11, 3 b 21 Stunden

1. 0,08 0,15 0,34 1,06 CO, (Kontrolle)
2. 0,08 0,24 0,37 1,17

3. 0,06 0,19 0,26 1,07 }

4, 0,06 0,21 0,30 L10

5. 0,09 0,20 0,41 1,22

6. 0,09 0,23 0,38 1 18}

7. 0,11 0,26 0,40 1,12

8. 008 . 0,20 0,34 0,95

9. 0,10 0,23 0,33 1,07 } CaCl,
10. 0,08 0,19 0,29 0 95
11. 0,06 0,19 0,30
12. 0,08 0,23 0,41 MgCl,

Es wirkt nach dieser Ubersicht BaCl, erkennbar stirker
permeabilititesteigernd als NaCl, die beiden anderen Salze fallen
deutlich gegeniiber Chlorbarium ab, so daB sich die folgende
Reihe ergibt: -
Ba > Ca> Mg.

Jedenfalls kann aus dieser Versuchsreihe keine Giftwirkung
erkannt werden, die doch vorhanden sein miifite, wenn die Plasma-
oberfliche eiweiBihnlicher Natur wire und mindestens bei
dem stoffweshselfremden Chlorbarium auftreten
diirfte. '

Bei der EiweiBfillung verhalten sich Magnesiumsalze durch-
aus wie Alkalisalze, dagegen bei der Einwirkung auf Lecithin
durchaus wie Erdalkalien. Diese letztere Erscheinung kommt nach
meiner Meinung in dem folgenden Versuch ganz ausgesprochen
zur Erscheinung. '

Versuch 12: Garansitze.

Zu 10 ccm Hefe kamen:

a) 20 ccm Wasser
b) 10 ccm n-NaCl + 10 ccm Wasser

¢) 7 ccm m-Na, SO, + 13 ccm Wasser 20 ccm Rohrzucker-
d) 15 ccm m-MgSO, + 5 ccm Wasser lésung von 159,
e) 10 ccm 3 proz. Saponin 4 10 ccm Wasser Gesamtvolumen
f) 10 ccm n-NaCl + 10 ccm Saponin 50 ccm

g) 6 ccm m-Na,SO,, Saponin und Wasser
h) 15 cem m-MgSO, + 10 ccm Saponin

J
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Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

1 3 . 4 5/, 20 Stunden
a) 0,02 0,15 0,21 0,26 0,89 Kontrolle
b) 0,01 0,16 0,20 0,28 0,95 m/..NaCl
¢) 003 015 02¢ 033 1,02 7/,-m-Na,SO,
d) 0,03 0,19 0,31 0,42 1,06 18/.,-m-MgSO,
e) 0,03 0,17 0,27 0,33 0,93 Saponin
f) 0,00 0,04 0,07 0,10 0,48 NaCl Saponin
g 000 005 009 011 050 Na,SO, Saponin
h) 0,02 0,08 0,09 0,13 0,47 MgSO, Saponin

~ Es wirkt nach dieser Ubersicht Magnesiumsulfat nicht wie ein
Alkalisalz, wie es zu erwarten wire, wenn die Salzwirkung sich
auf Eiweil erstrecken wiirde.

Von den Erdalkalisalzen wirkt am stirksten Chlorbarium;
es itbertrifft erkennbar die Kochsalzwirkung. Dagegen sinken
Chlorcalcium und Chlormagnesium erheblich ab, bedingen aber
mindestens eine geringe Forderung der Girung gegeniiber der
salzarmen Kontrolle. Die Abstufung nach der Reihe Ba > Ca >
Mg ist deutlich.

Da nunmehr die Wirkung der Kationen und Anionen in
groflen Umrissen festgelegt und als Kolloidvorgang an
Lipoidoberflichen aufzufassen sein diirfte, denn die Saponin-
wirkung zeigt auf diese Auffassung hin, soll in dem folgenden Teil
der kombinierte EinfluB von Saponin und osmotisch wirksamen
Verbindungen, nimlich Alkali-, Erdalkali- und $Aluminiumsalzen
und schlieBlich auch Nichtelektrolyten zur eingehenden Dar-
stellung kommen.

2, Saponinwirkung kombiniert mit Salzen.
a) Mit Alkalisalzen.

DaBl Saponin fiir sich angewendet girungsférdernd wirkt,
wurde in zahlreichen Versuchen gezeigt. Ebenso wirken die
meisten gepriiften Neutralsalze. Dagegen vernichtet eine
Saponin-Salzmischung die girungsférdernde Wir-
kung der an sich giinstig wirkenden Komponenten
Saponin und Salz. Dabei kann die Salzkonzentration recht
gering sein und doch zu betriichtlicher Schidigung der Zelle im
Verein mit Saponin fiihren. Infolge der Lockerung der den
hemmungslosen Salzeintritt hindernden Lipoide der
Plasmaoberflichen dringen nunmehr die Salze schnell in
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die Zelle ein, was zur Zerstorung der Plasmastruktur fiihrt. Diese
Wirkung 1aBt sich auch unter dem Mikroskop gut verfolgen,
besonders wenn man die Zellen nach einer bei Gegenwart von
Saponin und Salz stattgefundenen Giarung untersucht. Die meisten
Zellen sind langlich, spitz, klein, mit wisserigem hyalinen Plasma
ohne Vakuolen, sehr viele geschrumpft und tot.

Den Verlauf der Girung in einer Salz-Saponinmischung zeigt
Versuch 12 a.

Versuch 12a. Giransitze.
a) 26 ccm Hefe, 5 ccm 5proz. NaNO; + 5ccm dest. Wasser.
b) 25 ccm Hefe, 5 ccm 5proz. Saponin + 5ccm §proz. NaNO;.
Nach Durchmischen Zusatz von 20 ccm 25proz. Rohrzuckerlosung.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:
2 3, 6 8 10 20 30 Stunden
a) 007 018 043 064 0,82 1,10 1,73 (NaNO,)
b) 0,00 0,00 005 007 0,10 0,16 0,26 (NaNO,- Saponin)
Ein Zusatz von 0,459, Natriumnitrat*) hemmt in den ersten
Stunden die Girung véllig; nach 8 Stunden betrigt die Hemmung
800% und nach 25 Stunden ist sie noch annihernd gleich groB.
Es wirkt also Natriumnitrat zusammen mit Saponin schon in
hypotonischer Lésung iiberaus schidlich, osmotische
Schiden der zugesetzten Salzmengen konnen also nicht
zur Erklirung herangezogen werden.
Wie Natriumnitrat wirken alle Neutralsalze. Fiir Chlor-
natrium wird dies durch die Ergebnisse des Versuches 13 bestitigt.
Versuch 13: Giransatz.
a) 10 ccm Hefe, 10 ccm 5 proz. Saponin.
b) 10 ccm Hefe, 10 cem Saponin + 1,59 Chlornatrium.

Nach 10 Minuten Zusatz von 20 ccm einer 12,5 proz. Rohrzucker-
losung. Gesamtvolumen 40 com.
Es werden entwickelt Gramm CO, nach:

2 3 4 5 7 93/, Stunden
13a) 028 0,46 051 060 081 0,93 (Saponin)
13b) 0,00 0,03 0,08 — 0,18 0,26 (Saponin + 1,6% NaCl).

Nach 93/, Stunden betrigt die Hemmung der Girung noch
257%. Bei dieser Gelegenheit mag ganz kurz erwihnt werden,
daB osmotische Einfliisse der 1,5 proz. Kochsalzlésung keine Rolle
spielen kénnen, denn bei der Darstellung der Salzwirkung wurde

*) = 0,71% vor der Zugabe von 20 ccm Rohrzuckerlosung.
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z. B. gezeigt, daB 1,179, Kochsalz, firr sich allein angewendet,
die Girung lebhaft anregt. Ubrigens zeigt der folgende Versuch,
daB Kochsalz noch in 7/,-Konzentration erkennbar schadlich
wirkt, wenn Saponin gleichzeitig vorhanden ist.

Versuch 14: Giransatze.

a) 10 ccm Hefe, 56 ccm dest. Waaser 20 com einer 10 proz
b) §cem 5 proz. Saponin, v/,-NaCl proz-

¢) 6 ccm Saponin, ® ,,-NaCl Rohrzuckerlgsung
Es werden entwickelt Gramm CO, nach:
14a) 0,08 0,32 0,57 Kontrolle
14b) 0,04 0,16 0,32 Saponin + 8/,-NaCl
14c¢) 0,08 0,28 0,50 Saponin + 8/,-NaCl

Die Garungshemmung durch 2/,-NaCl betrigt rund 14°
und liegt erkennbar auBerhalb der Fehlergrenzen.

Wie die erwihnten Salze wirkt ferner das komplexe Salz
Ferrocyankali. Dies zeigt Versuch 15.

Versuch 15: Giransatz.

a) 10 ccm Hefe, 20 ccm dest. Wasser.

b) 10 com ™/,-Ferrocyankali + 10 ccm Wasser,

c) § ccm m/,-Ferrocyankali + 15 ccm Waaser.

d) 5 ccm Saponin + 5 ccm ™m/y-Ferrocyankali 4 10 ccm Wasser.

e) 10 com Saponin -+ 10 ccm Ferrocyankali.

Rohrzuckerzusatz nach 10 Minuten — 20 ccm einer 15 proz. Losung.

Es werden entwickelt Gramm CO, nach:

3 43/, 8 s 22 Stunden
15a) 0,15 0,24 0,31 0,41 0,74 Kontrolle
15b) 009 013 016 025 0,62 m/,,-Ferrocyankali
15¢) 017 0,19 033 042 0,79 m/,-Ferrooyankali
15d) 0,02 0,02 - — 0,12 Saponin
15¢) 0,00 0,00 - - 0,09 Ferrocyankali

Aus dieser Versuchsreihe ist ersichtlich, daB Ferrocyankali
in ®/,.Losung hemmend, in ®/,, eberr erkennbar férdernd auf die
Garung wirkt, daB aber in Kombination mit Saponin die Gérung,
wie bis jetzt stets, innerhalb der ersten Stunden ganz ausbleibt
und erst nach lingerer Zeit ganz schwach einsetzt.

Die Garung wird aber durch die Kombination Saponin-
Salz keineswegs in allen Fillen stark gehemmt, wie die
bis jetzt erwihnten Versuche zeigen. Der EinfluB der Saponin-
Salzwirkung wird durch den physiologischen Zustand der
Hefe oft weitgehend gehemmt. Namentlich wird gut-
ernihrte glykogenreiche Hefe durch Saponin-Salzgemische wesent-
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lich weniger geschiadigt als édltere schlechternihrte glykogenarme
Hefe. Das Glykogen scheint dabei keine Rolle zu spielen, es eignet
sich nur seiner leichten Sichtbarkeit wegen besonders gut zur
Charakterisierung des Zustandes der Hefe. Die eigentliche Ur-
sache diirfte in dem schwankenden Lipoidgehalt der Zellen
gelegen sein. Altere Zellen sind bekanntlich stirker ,fetthaltig*
als jiingere. Demgemaf konnte in dlteren Zellen Saponin energi-
scher angreifen als in jiingeren, d. h. die Saponinwirkung auf die
Garleistung fillt bei einer jiingeren ,fettarmen und glykogen-
reichen Zelle daher nur schwach aus im Gegensatz zu alteren
Zellen, wo Saponin infolge hoheren Lipoidgehalts die Permeabili-
tat betriichtlich steigern kann.

Die Richtigkeit dieser Annahme wird durch folgenden Versuch
bestitigt. Hefe wurde in zwei Teile geteilt; ein Teil wurde vier
Tage unter Wasser aufbewahrt, der andere wurde durch Zugabe
von Bierwiirze glykogenhaltig gemacht. Nach sehr gutem Waschen
wurde der folgende Versuch 16 durchgefiihrt.

Versuch 16: Giransitze.

a) 10 ccm Hefe, 5 ccm 5proz. Saponin + 5 cem n-NaCl
b) Saponin allein ohne NaCl.

Mit 15 proz. Rohrzuckerldsung gemischt ergab die Girung in Einhorn-
schen Girungssaccharometern folgendes Bild:
Glykogenreiche Hefe (fettarme):
16a) Girungsbeginn nach 10 Minuten.
16b) Unterschied in der Gidrung gering.
Glykogenarme Hefe (fettreichere):
16a) Garungsbeginn nach 1 Stunde 15 Minuten.
18b) Garungsbeginn nach 10 Minuten. .

Eine geringere Einwirkung der Salz-Saponinkombination
kommt auch in dem folgenden Versuch zur Geltung (vgl. hierzu
auch den friitheren Versuch Nr. 7), wenn man Hefe angiren 1a3t
und dann erst Salz-Saponin zugibt. Die Versuche lassen sich mit
der Annahme erkliren, daB der bei der Girung entstehende
Alkohol die Lipoidhaut gegen Saponin und Saponin-Salzeinwir-
kung stabilisiert oder daB Zucker mit den Plasmahautlipoiden
eine saponin- und salzresistentere Bindung eingeht. Demgemafl
ist dann der Saponin- und Salzeinflufl geringer als gegeniiber einer
Lipoidhaut ruhender Hefe. Diese Versuche sprechen also direkt
fiir das Vorhandensein von Lipoiden und ihre Beteiligung bei der
Stoffaufnahme. '
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Versuch 17 soll die hier kurz geschilderten Annahmen erlautern.
Versuch 17: Giiransatze.

1. Ruhende Hefe:

a) 10 ccm Hefe, 10 ccm 5 proz. Saponin, 10ccm Aqua dest.] Nach 20 Min.
b) 10 ccm Hefe, 10 ccm Rohsaponin, 10 ccm Aqua dest. Zusatz. von

¢) 10 ccm Hefe, 10 ccm Saponin, 10 ccm n-NaCl 20 ccm 15 proz.
d) 10 ccm Hefe, 10 com Rohsaponin, 10 ccm NaCl Traubenzucker-
d),) 10 ccm Hefe, 20 ccm Aqua dest. Kontrolle losung

I1. Giérende Hefe.

Nach der Angirung Zu-

e) 10 ccm Hefe, 20 ccm Traubenzuckerlésung satzv. 10cem Sap. + 10cem

f) 10ccem ,, 20ccm "

n-NaCl

Es werden entwickelt Gramm CO, nach:

2 19 Stunden
a) 0,14 0,96 Saponin allein
b) 0,15 1,09 Rohsaponin allein
c) 0,02 0,10 Saponin NaCl Rubende Hefe
d) 0,09 1,02 Rohsaponin NaCl
d),) 0,09 0,92 Kontrolle (Wasserzusatz)
) — 0,69 (Dauer der Angirung 70 Minuten)
f) — 0,57 (Dauer der Angirung 45 Minuten)

Es betriigt demnach die Garungshemmung nicht vorbehan-
delter Hefe nach 19 Stunden 99°;, bei vorbehandelter aber nur
559, bzw. 919%,.

Die Tatsache, daB hier Dextrose verwendet wurde, ist be-
langlos. Im iibrigen ist hier auch durch Wigung festgestelit,
daB hinsichtlich der verschiedenen Zuckerarten kein Unterschied
in der Saponinwirkung besteht.

Bemerkenswert ist, da bei Verwendung von Rohsaponin,
das natiirlich sehr unrein ist, sich die Salzwirkung nur in geringem
MaBe geltend macht. Dies konnte entweder auf dem Vorhanden-
sein zweiwertiger Salze oder auf der Anwesenheit von Katalysa-
toren im Sinne Neubergs?®?) beruhen, welch letztere die Girung
durch Hefesiifte und durch lebende Hefe oft betrichtlich akti-
vieren. Diese Moglichkeit zwingt nun dazu, die Saponinwirkung
von dem Gesichtspunkte aus noch kurz zu betrachten, ob die ganze
Saponinwirkung nicht unter die Katalysatoren Neubergs fillt. Be-
kanntlich hat Neuberg mit M. Sandberg und anderen Mit-
arbeitern nachgewiesen, da8 alle Aldehyde, Thioaldehyde, Ketone,
Nitrokdrper, mineralische Schwefel- und Selenverbindungen sowie
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kolloidaler Schwefel*) und andere leicht reduzierbare Verbin-
dungen, eben wegen ihrer leichten Reduzierbarkeit, als Aktiva-
toren der Girung eine Rolle spielen. Bei der Saponinwirkung ist nun
die Beziehung Lipoid-Saponin zu exakt gegeben, als daB diese
Beziechung iibersehen werden konnte. Auch zeigt das mikro-
skopische Bild einer mit Saponin und Salz behandelten Hefe
8o weitgehende Verénderungen, daB es sich hier um Struk-
turinderungen im Plasma handeln muB und daB allein eine Wir-
kung im Sinne eines Neubergschen Katalysators nicht in
Betracht kommen kann. Auch die Kombination mit
einem leicht reduzierbaren Giarungsanreger wie
Natriumthiosulfat unterscheidet sich in keiner Hin-
sicht von der Wirkung eines nichtreduzierbaren
Salzes wie Chlornatrium in Verbindung mit Saponin.
Diese Wirkung von Natriumthiosulfat neben Saponin zeigt der
folgende Versuch 17a. In diesem Versuche warde zum Vergleiche
noch Chlornatriam und das alkalisch reagierende Natrium--
sulfit mit untersucht. Die Konzentrationen der verwendeten
Loeungen waren zwar nicht isotonisch untereinander, doch spielen
osmotische Einfliisse hier keine nennenswerte Rolle.

Versuch 17a: Géransitze.

In 10 cem (nur mit Leitungswasser gewaschener) Hefe kamen:
. 20 ccm destilliertes Wasser.
10 ccm Wasser, 10 ccm mol. Natriumthiosulfat.
. 55 cem 5 proz. Saponin, 5 cem H,0, 10 ccm Na,S,04.
. 15 cem H, 0, 5 ccm mol. Na,SO,.
5 ccm 5proz. Saponin, 15 cem H,0, 5 cem mol. Na,SO,.
. 10 cem H,0, 10 cem mol. NaCl.
. 5 com 5proz. Saponin, 5 cem H,0, 10 ccm mol. NaCl.

Nach Durchmischen erfolgte Zusatz von 20 ccm 15proz. Trauben-
zuckerlésung,.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

NS kW N

2 4 51/, 22  Stunden
1 0,09 0,20 0,24 0,78 Dest. Wasser
2. 0,08**) 0,17 0,20 0,70 =/,-Na,S,0,
3. 0,01**) 0,03 0,04 0,17 m/,.Na,S,04 + Saponin
4. 0,03 0,08 0,11 0,55 m/,,-Na, S0,

*) Schon R. Schander hat auf die giinstige Wirkung des Schwelels
hingewiesen. 2. Jahresber. der Vertreter f. angew. Botanik. 1903/04. 85.
Vgl. auch Zentralbl. f. Bakt. 2. Abtlg. 14, 139. 1905.

**) Lebhafte Entwicklung von H,S.
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2 4 DY, 22 Stunden
5. 0,02 0,02 0,02 0,33 ™/,,-Na,SO, -+ Saponin
6. 011 0,26 0,30 0,86 m,-NaCl
7. 0,04 0,09 0,12 0,60 m/..NaCl + Saponin

Nach diesem Versuch ist also kein Unterschied in der Salz-
wirkung bei Gegenwart von Saponin vorhanden, gleichgiiltig,
ob man das leicht reduzierbare, als Wasserstoffacceptor dienende
Thiosulfat oder das nicht reduzierbare Chlornatrium anwendet.
Es liegt demnach keine Veranlassung vor, die Saponinwirkung in
eine Reihe mit den Katalysatoren Neubergs zu bringen. Damit
soll aber nicht gesagt sein, dall diec Saponinwirkung auf die Hefe-
zelle durchaus einheitlich aufgefaBt werden muB; aber der aus-
schlaggebende Faktor bei der Saponinwirkung ist die Ver-
danderung des kolloidalen Zustandes der Plasmalipoide.

Damit ist die Saponin-Salzwirkung, soweit einwertige Kat-
ionen in Betracht kommen, ausfiihrlich genug dargestellt. Es
sollen nun kurz die Wirkungen zwei- und dreiwertiger Kationen
in Kombination mit Saponin geschildert werden.

b) Mit Erdalkalisalzen.

Versuch 18: Giransatz.
a) 10 ocm Hefe, 20 ccm Aqua destillata.
b) 10 ccm Saponin, 10 ccm Wasser.
c) 6 ocm mol. BaCly + 14 ccm Wasser.
d) 10 ccm Saponin, 6 ccm mol. BaCl,, 4 ccm Wasser.
e) 10 ccm Saponin, 10 ccm n-NaCl.
Nach 20 Minuten Zusatz von 20ccm 15proz. Rohrzuckerlésung.
Angiirung bei 33°C, nach 1 Stunde Zimmertemperatur.
Es werden entwickelt Gramm nach:

1Y/, 4 8/, 8 24  Stunden
a) 0,04 0,25 0,33 0,51 1,14 Kontrolle
b) 0,08 0,41 0,61 0,75 1,20 Saponin
c) 0,07 0,26 0.44 0,55 1,24 BaCl,
d) 0,04 0,10 0,14 0,16 0,62 Sap. BaCl,
e) 0,03 0,03 0,03 0,07 0,18 Sap. NaCl

Es wirkt also die Kombination Saponin-BaCl; betriichtlich weniger
giftig als die Kombination NaCl. Diese Verhiltnisse sind im Schaubild 2
noch einmal erliutert.

Es betrigt namlich die Hemmung gegeniiber der Kontrolle durch:

Saponin-BaCl; Saponin-NaCl

Nach 4 Stunden. . . . . . . . 1509, 733%
Nach 8 Stunden . . . . . . . . 2182, 628°,

Nach 24 Stunden . . . . . . . 1637, 470%,



Mitwirkung der Lipoide beim Stoffaustausch der pflanzlichen Zelle.

191

Bariumchlorid regt die Garung*) stark an, fast stirker als
Natriumchlorid, so daB es nicht allzu stark auffallt, wenn die

Kombination Saponin-
Bariumchlorid ebenfalls
weniger hemmend auf
die Girung einwirkt als
Saponin - Chlornatrium.
(Vgl. hierzu ferner Ver-
such 20.)

¢) Mit Salzmischun-
gen in sehr geringer
Menge.

In den bis jetzt er-
withnten Versuchen ka-
men nur einheitliche
Salzlésungen in ®/,; bis
zur

e, 7
s

- e
a0l ///
o
o/

g2 i
i
\é.—é—“ﬂ/ Stinger

1 A 1 1 1
Q0 2 % 6 8 10 12 1 16 %8 20 22 24 2%
Abb. 2.
I. Saponinprobe. Versuch 18 b,
II. Kontrolle. Versuch 18a.
1II. Saponin-NaCl-BaCl,. Versuch 18d.
IV. Saponin-NaCl. Versuch 18 e.

7

b

m /. Konzentration
Anwendung. Diese Salzlosungen wirken im Vereine mit Saponin
“sehr giftig. Bei Verwendung eines Salzgemisches ist aus physio-
logischen Griinden eine starke Abschwichung der Salz-Saponin-
wirkung zu erwarten. Daher soll im folgenden kurz ein Salz-
gemisch in seiner Wirkung auf die Permeabilitit untersucht
werden. Ein natiirliches, physiologisch diquilibriertes Salzgemisch
haben wir im FluB- oder Leitungswasser vor uns. Die Zusammen-
setzung und hervorragende Wirkung des verwendeten Leitungs-
wassers ist aus den folgenden Angaben ersichtlich.

In 1000 ccm Wasser**) finden sich:

Abdampfriickstand . . . . . . . .. 0,395 g
Kalk . . ... .......... 0,114 ¢
Magnesia . . . . . . . ... ... 0,051 g
Schwefelssureanhydrid . . . . . . . 0,021g
Chlor. . . . ... ... .. ... 0,0l4¢g
Salpetersiure . . . . . . . . . .. 0,014 g

.*) An dieser Stelle sei bemerkt, daB Chlorbarium auch bei den Zellsaft-
girungen Buchners wenig hemmend oder geradezu fordernd wirkte.
Vgl hierzu: Buchner und Hahn, Die Zymasegarung. 1803. 8. 168.

**) Weihenstephaner Leitungswasser, analysiert in der Brautechnischen
Versuchsstation.
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Neben den Sulfaten, Nitraten und Chloriden des Kalkes
und des Magnesiums findet sich ein weiterer Teil als Bicarbonat
gebunden. Eine Ionenmischung dieser Art, die von den in den
vorstehenden Versuchen verwendeten durch ihre geringe Kon-
zentration sich unterscheidet, wirkt auch in Verbindung
mit Saponin stark girungsfordernd, wie der folgende
Versuch 19 beweist.

Zu 10 ccm Hefe kamen:

a) 25 ccm destilliertes Wasser.

b) 25 ccm Leitungswasser.

o) 15 ccm 1,8 proz. Saponin (in aqua dest. gelost) + 10 ccm destil-
liertes Wasser.

d) 15 cem 1,8proz. Saponin (in Leitungswasser geléet) + 10 ccm
Leitungswasser.

Dazu 20 ccm 15proz. Rohrzuckerléeung. Gesamtvolumen 556 ccm.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

a X ,26 0,40 X 1,10 o
' 008 038 om1 s 1o Detlirtcs Waser
b) 0,06 0,36 0,64 0,69 1,24
0,05 0,34 0,50 0,58 1,21
c) 0,08 0,36 0,64 0,61 1,20
0,10 0,35 0,53 0,69 1,17
d) 0,10 0,43 0,59 0,66 1,29
0,09 0,42 0,69 0,68 1,26
Die vorstehende Tabelle zeigt erstens die (meist) sehr weit-
gehende Ubereinstimmung derartiger Gérungsversuche, zweitens
die betrichtliche Foérderung der Géirung durch den minimalen
Salzgehalt des Leitungswassers gegeniiber destilliertem und
drittens, die Saponinwirkung, die auch bei Verwendung von
Leitungswasser mit seinem Salzgehalt sehr deutlich ist.
Die Forderung der Garung durch den Salzgehalt des Leitungs-
wassers gegeniiber destilliertem Wasser betrigt nach

13/, 41/, 7 8 22 Stunden
50 38 31 22 13%

}Leitungswasser
}Saponin, dest. Wasser

}Saponin, Leitungswasser

Leitungswasser erhoht also im Vergleich mit destilliertem
Wasser die Permeabilitit betrichtlich, meist so stark oder sogar
stidrker als eine m/,;-Kochsalzlésung. Bei dieser Erh6hung
der Permeabilitit konnte auch der Gehalt des Leitungswassers
an Bicarbonaten eine Rolle spielen. In Verbindung mit Saponin
bewirkt nun der Salzgehalt des Leitungswassers abermals eine
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Permeabilititssteigerung. Diese Tatsache scheint mir der Beweis
dafiir zu sein, daB Saponin nichtvitale Teile der Zelle verindert.
Denn bei der starken Erhohung der Permeabilitit der Zelle durch
Leitungswasser ist doch die Moglichkeit in besonderem MaBe
gegeben, daB Saponin in die Zelle eindringt und dann schidlich
wirken kénnte, wenn es vitale Teile der Plasmastruktur angreifen
wiirde. Etwas derartiges kann aber nicht beobachtet werden;
Saponin wirkt demnach nur auf nichtvitale Teile der Zelle ein.
Neutralsalze dagegen scheinen zwei Angriffspunkte zu haben;
ndmlich erstens die Hautlipoide — fiihrt zu einer Permeabili-
tatsinderung —, zweitens, als Folge des durch die Saponin-
wirkung iiberaus erleichterten Eindringens, die plasmatische
Struktur der Zelle. Durch den Angriff auf vitale Teile der
Zelle, durch die Anderung und Zerstérung der Plasmastruktur
kommt dann die heftige Giftwirkung zustande, die fiir eine Salz-
Saponinkombination bezeichnend ist. Die Wirkung der reinen
Salzlésungen muB also scharf von der Wirkung des Saponins
getrennt werden. Durch diese Ausfiihrungen scheint mir nun
bewiesen zu sein, daf3 die Salze durch eine Lipoidhaut am
hemmungslosen Eintritt in die Zelle gehindert werden.
Die Lipoidhaut wirkt demnach regulatorisch auf den
Stoffaustausch ein, und da sie moglicherweise nicht
zu jeder Zeit gleich stark sein diirfte*), so sind damit
mancherlei Regulationen des Stoffaustausches rein
physikalisch - chemisch gegeben.

Entgittung der Saponin-Salzkombination.

Aus allgemein physikalisch-chemischen Griinden, die unter
dem Stichwort Ionenantagonismus zusammengefat werden,
ist anzunehmen, daB eine entsprechende Ionenkombination die
Saponin-Salzwirkung wird abschwiichen kénnen. Wie im folgenden
gezeigt wird, gelingt dies auf dreifache Weise, nimlich durch
" Zugabe

1. zweiwertiger Kationen,

2. dreiwertiger Kationen,

3. durch Erhshung des Siuregrades, also durch Erhohung
der Wasserstoffionenkonzentration.

*) Vgl hierzu z. B. Versuch 7.
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Es ist bezeichnend fiir die Erscheinung des Ionenantagonis-
mus, daB schon sehr kleine Mengen eines anderswertigen
Kations oder von Wasserstoffionen eine nennenswerte Wirkung
ausiiben. Die folgenden Versuche werden dies bestitigen.

Die Entgiftung der Saponin-Salswirkung durch zweiwertige
Kationen.

Durch zweiwertige Kationen in geringer Menge wird die
Giftwirkung der Saponin-Alkalisalzkombination in erkenn-
barem MaBe aufgehoben. Dicse Tatsache soll nunmehr an einigen
Beispielen erlautert werden.

Versuch 20: Giransitze:

a) 10 ccm Hefe + (10 ccm n-NaCl + 5 ccm 3 proz. Saponin).

b) 10 ccm n-NaCl, 5 ccm Saponin + 2 ccm BaCl, (10 proz.).

¢) 10 cem n-NaCl, 5 cem Saponin + 1 cem BaCly (10 proz.).

d) 10 ccm n-NaCl, 5 ccm Saponin + 1 cem MgCl, (1 proz.).

e) 10 ccm n-NaCl, 5 cem Saponin + 2 cem MgCl, (1 proz.).

f) 10 ccm n-NaCl, 5 cem Saponin 4 3 cem MgCly (1 proz.).

g) 10 ccm n-NaCl, 5 cem Saponin + 5 cem MgCly (1 proz.).

Alle Versuche durch Zusatz von dest. Wasser und 20 ccm 15 proz.

Rohrzuckerlosung auf 50 ccm Gesamtvolumen erginzt.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

4 6 17 18 30 33 46 Stunden
a) 006 007 010 012 — 014 0,27 Sap.,NaCl
b) 010 020 055 068 073 08  — Sap., NaCIBaCl,
c) 018 023 058 070 076 078 —
d 003 — 009 013 015 — 028
e) 005 — 01I2 02 — — 044 .
- ~ 017 026 02 — 0572 NaClMgClL
g 003 — 016 02 029 — 062

Es entgiftet nach diesen Angaben schon 0,4 und 0,29, BaCl,
derart, daBl die Girungsforderung gegeniiber dem Vergleichs-
kolben nach 8 Stunden 450—480°), nach 33 Stunden 700%,
betrigt.

Gegenwart von 0,029, MgCl, ist wirkungslos, hingegen wirk-
ten schon 0,04% betrachtlich entgiftend. Die Garungsférderung
betrégt nach 17 Stunden 709; und nach 46 Stunden 619%,. Die
Wirkung steigender Mengen, angewendet werden bis zu 0,19
MgCl,, driickt sich in einer Steigerung der Géarung aus. Diese
Verhiltnisse sind durch dic Abbildung 3 nochmals veranschau-
licht.
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II. S8aponin-NaCl-BaQl,. Versuch 20b.
HL 8aponin-NaCl + n/y,-SBalsshure. Versuch 28 b.

Einen Gesamtiiberblick iiber die Bariumchloridwirkung
zeigt Versuch 21.

Versuch 21: Giransatze.
Zu 100 ccm Hefe kamen:
a) 20 ccm destilliertes Wasser.

b) 10 ccm n-NaCl, 10 ccm Wasser*).
¢) 6 ccm mol. BaCly, 14 com Wasser*).

d) 10 com n-NaCl, 1 ccm mol. BaCl;, 14 ccm Wasser.
e) 10 ccm n-NaCl, 10 ccm 5proz. Saponin.

§) 10 ocm Saponin (5proz.), 10 com Wasser.

g) 10 ccm Saponin, 6 com mol. BaCl,, 4 ccm Wasser.
h) 10 ccm Saponin, 10 ccm NaCl, 1 ccm BaCl,.

Nach 10 Minuten Zusatz von 25ccm 15proz. Rohrzuckerldsung.
Angirung bei 33°C, nach 2 Stunden Fortdauer der Girung bei Zimmer-
temperatur.

Ee wurden entwickelt Gramm CO, nach:

1Y,
a) 0,04
b) 0,08
c¢) 0,07
d) 0,08
e) 0,03
f) 0,08
g) 004
h) 0,05

-~

4

0,25
0,28
0,26
0,33
0,03
0,41
0,10
0,14

6'/y
0,33
0,47
0,44
0,52
0,05
0,61
0,14
0,23

8
0,61
0,60
0,66
0,67
0,07
0,75
0,16
0,29

24

1,14
1,30
1,24
1,38
0,18
1,20
0,52
0,80

Stunden

Kontrolle

m/; NaCl

BaCl, ¢/5, mol.
NaClBaCl,
NaCl Saponin
19, Saponin
Saponin BaCl,
Sap.BaCl,NaCl .

*) Nahezu isotonische Lisungen. Eingestellt auf einen oemotischen

Druck von 19, NaCl = 6,09; 1%, BaCl, = 2,70 Atmosphiren.
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Es ergibt sich aus dieser Ubersicht:
1. BaCl, wirkt nahezu so stark girungsfordernd als NaCl*).
2. Die Kombination

10 : b g
g 2 7 NaCl + BaCl, =zeigt diese
120 | s 1”17 Eigenschaft besonders stark.
- l { 3. Saponin-BaCl, wirkt
i ! i von Anfang an weniger

schidlich als Saponin-NaCl.
b 4. Schon 1/,, mol. BaCl,

980 A

-l // 4 |

a0 A / , 2 entgiftet die Saponin-Chlor-
i , ; 7 natriumlésung weitgehend.

o l/// _____ i

A 5. Die giirungsfordernde
[ 74 = + = [

N

Wirkung des Saponins allein
v ist anfangs stérker als die
der Neutralsalze Barium- und

1 ) 1 l y i . . . -
0 z v 6 6§ wn w % ¥ 2 2 & Natriumchlorid; im spiteren
Abb. 4. Verlauf der Girung kehrt sich

L m/,-NaCl. Versuch 21 b. . . .

IL */,, mol. BaCl,. Versuch 2lc. dieses Verhiltnis um.

III. m/,-NaCl + 1/,, mol. BaCl,. Versuch 21d. . . .

1V. 1, Saponin. Versuch 21{. Diese Verhiltnisse kom-
V. Saponin-NaBl. Versuch 21 e. men im Scha.ublld 4 sehr

VI. Saponin-BaCl,. Versuch 21g
VII. Saponin, m/;-NaCL }/ssmoL BaCl,. Versuch 2t h. deutlich zur Darstellung.
Die Entgiftung der Salz-Saponinwirkung durch dreiwertige
Kationen.

Als Salz mit dreiwertigem Kation wurde Aluminiumsulfat
verwendet. Die Wirkung der Aluminiumsalze auf die Zelle ist
von Sziics®), Fluri®) u. a.**) studiert worden und stellt ein nicht
ganz einfaches Problem dar. ‘

Das Verhalten der Aluminiumsalze zu den Zellhautlipoiden
Lecithin und Cholesterin ist im Reagensglasversuch nach Porges
und Neubauer sehr bezeichnend. Lecithin wird von Aluminium-
sulfat nur in normal und !/; normaler Lisung getriibt, wihrend
Cholesterin noch von /4, Aluminiumsulfat stark gefillt wird.

Nach dieser Vorbemerkung soll der folgende Versuch 22
die Aluminiumwirkung erléutern.

*) Bei anderen Versuchen (Nr.11) konnte festgestellt werden, daf
BaCl, etwas stirker giarungsfordernd wirkt, oder mindestens so stark
wirkt als NaCl.

**) Ohne Interesse ist die Arbeit von Ziokes, Allg. Zeitschr. f. Bier-
brauerei und Malzfabrikation Nr.7 und 8. 1913,

et . R AN
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Versuch 22: Garpnsitze.
Zu 10 com Hefe kamen:

a) 20 ccm destilliertes Wasser.

b) 10 com n-KCl + 10 ccm H,O.

¢) 10 cem n-KCl + 10 ccm 3 proz. Saponin.

d) 10 occm n-KCl + 10 com 3 proz. Saponin + 2 ccm ™/, Aluminiumsulf.
e) 8 ccm n-KCl + 2 com m/; Aluminiumsulfat.

f) 10 com ™/, Aluminiumsulfat 4 10 ccm H,O.

g) 6 ccm m/; Aluminiumsulfat + 15 com H,O.

h) 3 ccm m/, Aluminiumsulfat + 17 com H,O.

i) 10 oom Aluminiumsulfat + 10 com Saponin.

k) 5 ccm Aluminiumsulfat + 10 ccm Saponin + 5 ccem H,O.

Nach Umschiitteln erfolgte Zusatz von 20 ocm 15 proz. Rohrzucker-

18sung. -

Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

28/ 3B, &, 6 7 81/, 21 Stunden
a) 007 016 022 0290 039 048 0,97 Kontrolle
b) o011 021 02 043 0,58 065 1,15 2/; KCl
¢) 001 005 007 014 019 025 0,71 KCl 4 Sapo.
d 007 016 026 038 050 065 1,10 KCl, Sap., Alum.
e) 007 o011 021 028 044 053 1,05 KCl Alum.
f) o007 o011 015 019 025 035 0,82
g 007 o011 015 021 032 043 .093
h) 005 o111 013 022 027 037 0,92
i 006 015 022 032 046 0,58 1,08
k) 006 o014 0,19 030 039 0551 1,03 Saponin

Zu dieser Versuchsreihe vgl. man Schaubild 5.

Aluminiumsulfat

Die vorstehenden Ver. 7% A
suchsergebnisse sind insofern [ /LI
auf den ersten Anblick befrem- ** 7
dend, als sie eine- vollige mr- //-/”

beobachteten Verhilt- gp

nisse darstellen. Bis jetzt -

//
wurde beobachtet, daB die aw /
Kombination Salz-Saponin [ /// /

/
Umkehrung der bis jetzt | %/ P24

4

'/

girungshemmend wirkt, wih- o 7 ;
rend hierdie Kombination Alu- | X , ) | (St
miniumsalz-Saponin keinerlei ¢ 2 ¢ ¢ 6 9% K ¥ B o 2

H , der Gi k Abb. 5.
emmung der (rarung erken- y KCl, Aluminiumsulfat, Saponia. Versuch 22d.
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lungen diirften die Ergebnisse der Aluminiumversuche ohne
weiteres klar sein.

Nach der vorstehenden Tabelle wirkt Aluminiumsulfat be-
trichtlich girungshemmend (nach weiteren hier nicht anzufiihren-
den Versuchen ist diese Hemmung noch bei m/,,, sehr deutlich
zu erkennen).

Aluminiumsulfat und Saponin dagegen bedingen eine For-
derung der Girung, die recht bedeutend ist. Dies diirfte zum Teil
darauf beruhen, daBl die Giftwirkung der Kombination Salz-
Saponin durch Erhéhung des Séuregrades betrachtlich
abgeschwiacht wird, wie weiter unten gezeigt wird. Aluminium-
sulfat ist nun stark sauer, demgemiB ist der EinfluB der
erhohten Aciditiat hier als entgiftender Faktor zu
erwarten und auch tatsichlich vorhanden.

Die Zugabe eines Alkalisalzes zu Aluminiumsulfat erhoht
ebenfalls die Giirleistung und entgiftet die Aluminiumwirkung.
Dieses anscheinend sehr stabile System wird dann durch weitere
Zugabe von Saponin nicht mehr verindert oder doch nur
8o, daB sogar eine geringe Forderung der Garung zu beobach-
ten ist. .

Die heftige Aluminiumwirkung scheint sich in erster Linie
auf EiweiB zu erstrecken und die samtlichen Zusitze zu Aluminium-
salz hemmen dann den Angriff des Aluminiumsalzes auf Eiweil.
Eine Wirkung auf das ZelleiweiB fiithrt zu einer allgemeinen Lih-
mung wichtiger Funktionen und damit zu starker Hemmung der
Girung. Ahnlich heftig wie Aluminiumsalze wirken Narkotica,
die auch zu EiweiBfillungen fiithren, wie wir spiter sehen werden.
Auch nach dieser Analogie méchte ich die Aluminiumwirkung auf
Eiweil} beziehen. Wenn bis zur angewendeten Konzentration
vom ™/, Aluminiumsalz sog. unregelméBige Reihen, die fir die
Aluminium-Eiweiflbeziehung bezeichnend sind, nicht gefunden
wurden, so mag das an der heftigen Aluminiumwirkung auf das
Zelleiweil liegen. Da der Eiweillgehalt gegeniiber dem Lipoid-
gehalt der Zelle durchaus dominiert, so kann bei der kompli-
zierten Aluminiumwirkung kein Schluf auf die Lipoidtheorie
gezogen werden.
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Die Eitgittung durch Siéure, d. h. durch Erhéhung der Wasser-
stotfignenkonzentration.

Die Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentrationen*) wurde *
herbeigefiihrt

a) durch Zugabe von Salzsiure und
b) durch Anwendung des sauren Kaliumphosphates (KH,PO,).

Die erzielten Ergebnisse zeigt der Versuch 23.

Versuch 23: Garansitze.

Zu 10 ccm Hefe kamen

a) 10 ccm n-NaCl, 5 ccem 3 proz. Saponin.
b) Wie a + 1 ccm 1/,,-Salzsiure.

c¢) Wie a + 0,5 ccm 2/,,-Salzsiure.

Nach 10 Minuten Zugabe von 20 ccm 15proz. Rohrzuckerlésung.

Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:
4 6 8 17 33 46 Stunden
a) 006 007 o110 0,12 0,14 0,27 Sap.NaCl
b) 0,04 - 019 0,27 0,34 0,82 Sap.NaClz/;y,-Salzsiure
e) 0,05 - 017 022 0,32 — 8ap.NaCl n/,,,-Salzedure
(Vgl. hierzu Schaubild 3.)

Es ist nach diesen Angaben in hohem MaBe bezeichnend, dafl
schon 7/,.-Salzsiure kriftig entgiftend wirkt, auch 2/, ist
nicht viel weniger wirksam; dabei ist noch zu bedenken, da8 ein
Teil der Wasserstoffionen infolge der »/;,-Salzkonzentration
unwirksam werden muB.

Wenn nun freie Siure entgiftend wirkt, so miissen demgemaf
auch saure Salze sich dhnlich verhalten und alkalisch reagierende
Salze um so giftiger bei Gegenwart von Saponin wirken. Dies
trifft genau zu, wie der folgende Versuch zeigt.

Versuch 24: Giransitze.

a) 10 ccm Hefe, 10 ccm Na,HPO, (10proz.), 10 ccm Wasser.
b) Wie a 4+ 5 ccm Saponin (3proz.) 4+ 5cem Wasser.

¢) 10 ccm Hefe, 10 ccom KH,PO, (10 proz.), 10 ccm Wasser.
d) Wie ¢ + 5ccm Saponin (3proz.) 4 5cem Wasser.

Nach 10 Minuten Zusatz von 20 ccm 15 proz. Rohrzuckerlésung.

*) Betreffs der Wirkung von Sduren auf die Hefengirung siehe die
allgemeine Zusammenfassung von J. Higglund, Hefe und Garung in ihrer
Abhingigkeit von Wasserstoff- und Hydroxylionen. Sammlung chem.-
techn. Vortrige. Stuttgart 1914. — Séuren in gewissen kleinen Konzen-
trationen wirkungsfordernd, in groBeren Konzentrationen sehr schadlich.

14*
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Es werden entwickelt Gramm CQO, nach:

4 20 24 Stunden
a) 0,40 0,90 1,08 (Na,HPO,)
b) 0,05 0,18 0,27 (SaponinNa HPO,)
c) 0,49 0,93 1,05 (KH,PO,)
d) 0,19 0,56 0,68 (SaponinKH,PO,)

Wie man aus den Zahlen ersieht, macht sich der Unterschied
in der Reaktion der beiden Phosphate erst bemerkbar, wenn
gleichzeitig Saponin vorhanden ist, indem das alkoholisch reagie-
rende Salz bedeutend ungiinstiger wirkt als das saure Phosphat.

Kombination von Saponin und Nichtleitern.

Bis jetzt wurde Saponin in Mischung mit Elektrolyten unter-
sucht. Im folgenden Versuch wird Saponin mit Harnstoff, Acet-
amid und Glykokoll kombiniert. Dieser Versuch hat auch insofern
ein besonderes Interesse, als z. B. bei der bekannten Saponin-
himolyse der roten Blutkorperchen Nichtleiter gleichmiBig die
Héamolyse hemmen®*). Wir werden sehen, dal bei Hefezellen diese
Verbindung bei Gegenwart von Saponin ganz analog keine nach-
teiligen Wirkungen ausiiben.

Versuch 25: Garansatze.

a) 20 ccem H,O.

b) 10 ccm m-Acetamid + 10 ccm H,O.

¢) 10 ccm Harnstoff 4 10 cem H,O0.

d) 10 ccm m-Glykokoll + 10 ccm H,O.

e) 10 ccm Acetamid 4 10 ccm 6 prox. Saponin.

f) 10 ccm Harnstoff 4+ 10 ccm 5 proz. SAponin.

g) 10 ccm Glykokoll + 10 ccm 5proz. Saponin.

h) 10 ccm n-Chlorammon + 10 ¢ccm Saponin.

i) 10 ccm n-Chlorammon + 10 ccm H,0.
Nach Umschiitteln Zusatz von 20 ccm 15proz. Rohrzuckerlésung.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

1 3 5 7 Stunden
a) 0,05 0,14 - 0,24 0,33 Kontrolle
b) 0,06 © 0,14 0,20 0,30 Acetamid
c) 0,03 0,12 0,23 0,31 Harnstoff
d) 0,04 0,17 0,28 0,38 Glykokoll
e) 0,08 0,19 0,28 0,38 Acetamid Saponin
f) 0,07 0,20 0,31 0,40 Harnstoff Saponin
g) 0,04 0,18 0,31 0,41 Glykokoll Saponin
h) 0,00 0,05 0,08 0,14 Chlorammon Saponin
i) 0,02 0,20 0,32 0,46 Chlorammon

*) Nach Miculicich in Hober, Physikal. Chem. der Zelle und der
Gewebe, S. 493. )
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Es wird nach dieser Tabelle Harnstoff und Acetamid iiber-
haupt wirkungslos gegeniiber der Kontrolle; Glykokoll férdert die
Girung gerade erkennbar, wihrend Chlorammon, das zum Ver-
gleiche mit angesetzt wurde, die Giarung nach 3 Stunden um 429,
nach 5 Stunden um 33%, und nach 7 Stunden um 39%, férdert.
Der Einflu8 des Elektrolyten auf die Lipoidhaut tritt sofort hervor!

In Mischung mit Saponin tritt die Saponinwirkung, némlich
Forderung der Girung, deutlich auf; diese Forderung betrigt nach

3 5 7 Stunden
35 40 269, Acetamid Saponin
66 34 299, Harnstoff Saponin
5,8 10 7,8% Glykokoll Saponin

Es ist sehr charakteristisch, daB bei den nennenswert disso-
ziierten Glykokoll die Saponinwirkung auslaBt.

Infolge der Unwirksamkeit der verwendeten Nichtelektro-
lyten auf die Lipoidhaut kommt in der Kombination Saponin-
Nichtleiter auch keine Wirkung zustande, wie wir sie bei der
Kombination Saponin-Elektrolyt durchaus gefunden haben.

Der vorliegende Versuch ist nun insofern vielleicht zu
beanstanden, als die Losung der Kombination Nichtleiter-Saponin
nicht isosmotisch ist mit der Vergleichsgirprobe Chlorammon-
Saponin. Es betrigt nimlich der osmotische Druck der Harnstoff-
l6sung 4,2 Atmosphiren, der der Chlorammonlésung 7 Atmo-
sphiren, wenn wir blo8 die Harnstoff- und Chlorammonkonzen-
tration in Betracht ziehen. Beide Werte sind als hypotonisch zu
betrachten. Um diesen Einwand der Ungleichheit der Versuchs-
bedingungen nun aufzuheben, wurden in dem folgenden Versuch
isotonische und auBerdem etwas stirkere Konzentrationen ver-
wendet. Es wurden folgende Girungsansitze verwendet.

Versuch 26.

Zu 10 com gewaschener Hefe kamen:

a)*) 10 com n-Natriumnitrat und 10 ccm destilliertes Wasser.

b)*) 10 ccm NaNO; + 10 ccm 3,5 proz. Saponinlésung.

o) 15 ccm 10 proz. Harnstofflsung und 10 ccm Wasser.

d)*) 10 ccm 10 proz. Harnstofflésung und 10 ccm Wasser.

e) 5cem 10 proz. Harnstofflésung und 15 com Wasser.

ol) d?) e!) die gleiche Harnstoffmenge wie bei c—e und 10ccm
3,5 proz. Saponinlésung.

f) 10 ccm Saponin + 10 ccm Wasser.

Nach 10 Minuten erfolgte Zusatz von 20 ccm 15 proz. Rohrzuckerlésung.

*) Isotonische Losung.
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Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:

1 4 6!/; Stunden
a) 0,02 0,13 0,38 1/,-NaNO; .
b) 0,00 0,07 0,18 NaNO, Saponin
c) 0,05 0,12 0,23 Harnstoff
d) 0,04 0,12 0,24 "
e) 0,04 0,12 0,24 »
cl) 0,04 0,19 0,35 Harnstoff Saponin
d?) 0,04 0,20 0,36 » »
el) 0,04 0,21 0,36 Saponin allein
f) 0,04 0,18 0,29 » »

Nach diesem Versuche ist es also gleichgiiltig, ob Harnstoff
in einer mit Natriumnitrat isotonischen oder hypertonischen
Konzentration in Verbindung mit Saponin angewendet wird.
Der Nichtelektrolyt Harnstoff ist also vollkommen

"qu wirkungslos, so da8
W /ﬂr Sa.po’nin neben dem
030

—v1] osmotisch wirksa-

i , A%/” men Harnstoff seine

o /7 [~ ~z| volle Wirkung ent-
i A /// falten kann.
(2.4 ” . .
/ e Es ist also ein
i /// . .
yrmn | grundsitzlicherUn-
7 2 J L4 S 7 . .
7 . ¢ terschied zwischen
AbD. 6. . .
L ©/,-NaNO, Versuch 28a. der Kombination
II. NaCl-8aponin. Versuch 28 b. in. M
IIL 2,72 % Harnstoff. Versuch 25d. Sapomn Leiter ‘_lnd
1V. Harnstoff-Saponin. Versuch 26d°. Sapo nin-Nichtleiter

V. 0,7%, Harnstoff. Versuch 28 f. .
* festzustellen.  Die

Ergebnisse des vorstehenden Versuches sind in dem Schaubild 6
nochmals erldutert.

Bereits bei dieser Gelegenheit sei festgestellt, daB auch bei
Zellen héherer Pflanzen der grundsitzliche Unterschied zwischen
Elektrolyten und Nichtelektrolyten gefunden wird, solange man
nicht zu stark hypotonische Losungen anwendet.

Das mikroskopische Bild -nach der Girang bei Gegenwart von
Saponin.

Nach der Giirung sind die Zellen in den GirgefaBen mit Saponin nicht

von der Zelle der Kontrollkolben zu unterscheiden. Die Zellen

sind rundlich, mit groBer Vacuole versehen und meist nur maBig mit
Glykogen ausgestattet. Tote Zellen finden sich nur in geringer Menge.
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Ganz anders sehen die Hefezellen aus, welche eine Salz-Saponin-
behandlung iiberdauert haben. Sehr viele sind tot; die Mehrzahl der Zellen
ist klein und langlich spitz, d. h. die Zellen sind ohne Turgor, entspannt;
es fehlen die Vacuolen und das Plasma ist hyalin und wisserig. Diese Zellen
erinnern einigermafen an himolysierte Blutkérperchen. Es sieht vielfach
80 aus, als ob nur ein Schatten der Zelle zuriickgeblieben wire. Bei ge-
niigender Salzkonzentration tritt also eine ausgesprochene Cytolyse durch
Saponin ein. Diese Cytolyse beginnt rasch. Ich méochte daher an einem
Beispiel die Verhiltnisse kurz erliutern.

Schén vakuolisierte, glykogenarme Hefezellen kamen:

a) In m/,-Natriumsulfat

b) In m/,-Natriumsulfat + 19, Seponin.

Nach 3 Stunden wurden die Zellen mit hyalinem Plasma und die
toten Zellen (durch Firbung mit Methylenblau) festgestellt. Es fanden sich:

a) In m/,-Na,SO,:

Zellen ohne Vakuolen . . . . . ., . . . .. 9,6%
Tote Zellen. . . . . . . . . . . ... .. 9,49,

b) In m/,-Na,SO,, 1% Saponin:

Zellen ohne Vakuolen mit hyalinem Inhalt . 34,49
Tote Zellen. . . . . . . . ... ... .. 40,0%

Die Zahlen fiir Zellen ohne Vakuolen stimmen mit den fiir tote Zellen
gut iiberein. Fiir eine hungernde Hefe, die bei Zimmertemperatur 3 Stunden
lang mit ™/4-Na,SO, behandelt wurde, sind 9,49, tote Zellen nichts Auf-
fallendes. Dagegen sind 409, tote Zellen der mit Saponin-Na,SO, behandel-
ten Hefe ein deutliches Zeichen fiir die cytolytische Wirkung der Salz-
Saponinkombination.

Der EinfluB8 des Saponins auf das Wachstum der Zelle.

Saponin ist selbst in hoher Konzentration auf die
Hefezelle ziemlich lange ohne deutliche Wirkung,
sp lange Salze in nennenswerter Menge fehlen. In 5 proz.
Saponinlosungen behilt Hefe tagelang*) ihre normale Form, die
Vakuolen verdndern sich nicht; jedenfalls laBt sich mikrosko-
pisch eine Verinderung nicht nachweisen. Dies zeigt
z. B. folgender Versuch: In sterile 5 proz. Saponinlésung wurden
mehrere Osen Reinzuchthefe mit groBen Vakuolen gegeben.
Nach 2 Tagen war keine sichtbare Verinderung eingetreten. Nach
6 Tagen wurden nach sorgfiltigem AbgieBen der iiberstehenden
Flissigkeit Verdiinnungsplatten gegossen. Auf den Wiirze- und
Hefewasserplatineplatten entwickelte sich Hefe rasch und in
groBBer Menge. Die Zellen zeigten normale Formen.

*) In 2proz. Saponinlosung war Hefe nach 8 Wochen noch stark
wachstumsfihig nach Uberimpfen in Wiirze,
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Dagegen wird das Wachstum bei Gegenwart von schon ziem-
lich kleinen Salzmengen auch in sonst guten Néhrlésungen durch
Saponin sehr stark gehemmt, wie folgender Versuch zeigt:

25 ccm 10 proz. gehopfte Wiirze wurde:

a) mit 0,69, Saponin,

b) mit 0,69 Chlornatrium,

c) mit Saponin und Chlornatrium
versetzt und geimpft. Der Verlauf des Wachstums und der Garung wurde
refraktometrisch verfolgt. Es wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Datum Wiirze allein, Wiirze, Sapon, Wiirze, Salz; Wiirze, Sa.lz
Saponin
13. XL 48,0 48,70 47,0 47,7 Ausgangswert
16. XI1. 45,2 49,0 45,6 48,0
18. XI. 33,0 48,0 33,6 48,0
22. X1. 33,0 37,4 33,7 38,2

Schon #uBerlich waren starke Unterschiede zu erkennen,
indem in den Kontrollkolben und in der mit Salz versehenen
Wiirze die Garung am 17. XI. stark einsetzte; in dem Saponin-
kolben begann sie am 19. XI. und in dem Saponin-Salzkolben erst
am 20. XI. ganz trige. Von jeder Reihe standen 6 Kolben zum Ver-
gleiche zur Verfiigung, alle diese Kolben verhielten sich gleich.

Mycoderma valida wichst bei Gegenwart von Saponin ebenfalls
schlecht, ganz shnlich Saccharomyces turbidans und Oidium lactis.

Mycoderma valida wurde in folgender Nahrlosung bei Zimmer-
temperatur kultiviert:

3% Dextrose, 29, Maltose, o/4-Chlorammon, je 0,29, Magnesium-
sulfat und saures Kaliumphosphat, 0,69 Saponin.

Verlauf des Wachstums Versuchsbeginn 24. X. 1920

" Datum Kontrollkultur : Saponinkultur
27. X. starke, briichige, kein Wachstum
glasige Decke
31. X. Decke bricht durch * kein Wachstum
2. XI. Wachstum beendet kein Wachstum
40. XI. Wachstum beendet beugsame Bildung einer Bodensatz-
vegetation.

Der Ausfall dieser Versuche bringt nichts Unerwartetes und
bedarf keiner weiteren Erlauterung.

Saponin in Gegenwart nennenswerter Salzmengen ist
eben sehr giftig, das hat Klebs?®!) schon vor Jahren bei Sapro-
legnia beobachtet und findet hier fiir Hefe eine erweiterte Bestiiti-

gung.
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Ubersicht der gewonnenen Ergebnisse.

1. Saponin fordert infolge der Anderung des kolloidalen
Zustandes der Plasmahautlipoide im Sinne einer gesteigerten
Permeabilitit die Vergirung der wichtigsten Zucker durch Hefe
betrichtlich.

2. Die Salze der ein- und zweiwertigen Kationen lassen in
ihrer Wirkung auf die alkoholische Garung eine Anionen- und
Kationenreihe erkennen, die mit ihrer Einwirkung auf Lipoide
— Lecithin und Cholesterin — anndhernd iibereinstimmt. Die
Salzwirkung kann sich demnach auf die Lipoide der Plasmaober-
fliche beziehen. ’

3. Aluminiumsalze (Sulfat und Nitrat) wirken in den ange-
wendeten Konzentrationen hemmend auf die Gérung ein. (An-
gewendet bis m/,,- Aluminiumsulfat.)

4. Saponin in Verbindung mit Salzen 1 oder 2wertiger Ka-
tionen fiihrt rasch zum Tode der Zelle und zur Aufhebung jeder
Girung, wenn die Salze in eiigermaBen stirkerer Konzentration
(*/s) anwesend sind.

5. Diese Wirkung wird durch Zusatz eines anderswertigen
Kations in nennenswertem MaBe aufgehoben*). Auch Sauren
bewirken eine Entgiftung der Salz-Saponin-Kombination.

6. Saponin und Aluminiumsalz kombiniert fiihrt zu einer
Steigerung der Girung; vermutlich ist die saure Reaktion des
Aluminiumsalzes hierfiir verantwortlich.

7. Nichtelektrolyte kombiniert mit Saponin sind wirkungs-_
los, d. h. die Saponinwirkung wird durch Nichtelektrolyte nicht
beeinfluBt. Diese Wirkungslosigkeit der Nichtleiter ist der Aus-
druck der allgemeinen Wirkungslosigkeit der Nichtleiter bei
kolloidalen Vorgingen.

8. Diese sémtlichen Ergebnisse deuten auf kolloidale Vorgéinge
in der Plasmahaut hin und erstrecken sich auf Anderung des

*) Man vgl. hierzu die berilhmten Fundulusversuche von J. Loeb;
die von H. P. Ostwald iiber Gammarus Pulex, die Versuche von Osterhout
und Benecke, die alle einen mehr oder minder ahnlichen Ionenantagonis-
mus feststellten.

Gesamtiibersicht tiber die hier kurz angeschnittenen XAhnlichkeits-
fragen bei R. Hober, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe.
1914. 4. Aufl.,, 11. Kapitel: Die physiologischen Wirkungen von Elektro-
kombinationen.
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Dispersititsgrades der Hautlipoide. Soweit die Saponinwirkung
in Betracht kommt, ist die Mitwirkung von Lipoiden an der Stoff-
aufnahme erwiesen, soweit die Salzwirkung zur Diskussion steht,
ist die Anwesenheit von Lipoiden und ihre Mitwirkung bei der
Stoffaufnahme wahrscheinlich.

9. Die im vorstehenden zusammengefal3ten Ergebnisse sind
ein weiterer Beweis fiir die groBe Ahnlichkeit im Bau tierischer
und pflanzlicher Zellen (Hémolyse roter Blutkorperchen als
Vergleichsgegenstand).

II. Teil.
Die Wirkung von Saponin auf die Zelle der hiheren Pflanzen.

Fiir die Zellen der hoheren Pflanzen kénnen im allgemeinen
dieselben Annahmen einer Lipoidhaut gemacht werden wie'bei
den niederen Pflanzen mit der Einschrinkung, daB bei héheren
Pflanzen schon eine Erniedrigung -der Oberflichenspannung auf
0,69 des Wertes Wasser-Luft nach Czapek (1. ¢.) schidlich wirkt.
Da Neutralfettemulsionen groSter Stabilitit diesen Wert haben,
so mochte Czapek in der Plasmahaut das Vorhandensein von
Neutralfetten in Verbindung mit fettsauren Salzen annehmen.
Jedenfalls ergeben sich auch nach Kisch gewisse Unterschiede
zwischen dem Verhalten der Plasmahidute hoherer und niederer
Pflanzen, dal Czapeks®*) Annahme nicht als unwahrscheinlich
zu bezeichnen ist. Fiir diese Annahme mag vielleicht die Tatsache
verwertet werden, daB olsaures Natrium stark von Saponin*)
gefallt wird. Wir werden im folgenden sehen, daB8 durch Saponin
fiir sich, wie in Kombination mit Salzen, Anthocyane und Gerb-
stoffe aus den Zellen austreten als Folge einer Permeabilitits-
verinderung durch Saponin und Salze. Die lipoide Natur der
Plasmahaut ist damit ebenfalls gegeben, wobei es belanglos ist,
ob man der Cza pe kschen Auffassung oder einer anderen mehr zu-
stimmt, solange keine weiteren eingehenden Untersuchungen iiber
. die tatsiichliche spezielle Zusammensetzung der Lipoidhaut vor-
liegen. Wie im vorstehenden schon angedeutet, tritt unter dem
EinfluB von Saponin und Salzen Anthocyan und Gerbstoff aus.
Dies sci nun an einer Reihe von Beispielen erlautert.

*) Eigene Versuche.

. A r—  —————.  —ettive.
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1. Saponin kombiniert mit Elektrolyten.
Versuch 1. '

Flichenschnitte aus den unteren Teilen des Blattstieles vom Blaukraut
kamen nach gutem Auswaschen in folgende Losungen:

a) 5 com Saponin (5proz.) + 5ccm destilliertes Wasser.
b) 5 com Saponin + 5 ccm ™/, Lisungen von Rhodanammon, Chlor-
ammon, Chlornatrium, Chlorlithium und Ammonsulfat.

Nach 15 Minuten wurden die Losungen von den Schnitten abgegossen
und mit Lauge auf ausgetretenes Anthocyan gepriift. Da diese Priifung
ungemein empfindlich ist, so wurde meist in dieser Weise auf Exosmose
gepriift.

Es firbten sich nach 15 Minuten die Losungen mit Lauge:

a) Saponin allein ({), geringe Gelbfarbung.

b) Saponin-Rhodanammon + 4, deutlich gelbgriin.

¢) Saponin-Chlorammon + 4+, stark gelbgriin.

d) Saponin-Chlornatrium -+ .

) Sepoin. Chlorlithiom. 1 +} deutlioh gelbgriin.

f) Saponin-Ammonsulfat +, schwach gelbgriin.

Ein anderer Versuch mit Flichenschnitten von Blaukraut ergab fol-
gendes Resultat:

Versuch 2.

Zusammensetzung der Losung:

a) 6 ccm »/, NHCl, 5 ccm 6 proz. Saponin.

b) 10 cem 8/, NH,CI.
¢) 10 ccm 2,5 proz. Saponin.

Firbung der Losung: Firbung der Schnitte
a) blau naoh 5 Minuten entfirbt
b) farblos . blau nach 7 Stunden
o) forblogf 1o0h 8 Minuten 1

Mit stark herbstrotgefirbten Blittern des wdden Weines wurde der
folgende Versuch angestellt.

Es wurden Mischen von je 5ccm 5proz. Saponins mit 5 ccem einer
n-Losung folgender Salze hergestellt: Chlorammon, Ammonsulfat und
Kaliumsulfat und mit Blattquerschnitten beschickt. Ebenso kam die gleiche
Schnittmenge i destilliertes Wasser und in ?/,-Lésungen von Chlornatrium,
Ammonsulfat und Kaliumsulfat. Nach 20 Minuten wurde mit der Laugen-
probe auf Anthocyan und mit Eisenchlorid auf Gerbstoff gepriift. Eine
zweite Prifung auf Gerbstoff fand nach 20 Stunden statt. Das Resultat
zeigt uns die folgende Ubersicht des Versuches 3.
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Versuch 3.

Laugenprobe .01, 90 Standen
Zusammensetzung der Losung nach 20 Minuten oo eepes

Gerbstoffaktion
10 ccm aqua dest. (+)eben er- (+) Spur
kennbar gelb

5ccm n-NaCl + 5cem H,0 (+) hellgelb ++ stark gréin
5com Sap., 5ccm H,0 + gelb ++ stark grim
5cem Sap., 5 ccm n-NaCl + 4+ sehrstark 44 sehr stark

' gelb griin
5 cem n-(NH,),80,, 5ccm H,O — farblos + griinlich
5cem (NH,),SO, + 5 ccm Saponin + gelb -+ stark griin
5ocom K,SO, + 5com H,0 + gelb - griinlich

5cem K,SO, + 6 ccm Saponin ++ stark gelb ++ stark grin

Man sieht nach 20 Stunden den Schnitten auch schon &uBerlich die
Einwirkung dee Saponins usw. an, indem die Schnitte z. T. entfarbt sind.
Dies zeigt noch eigens die folgende Ubersicht.

Schnitte rot " Schnitte etwas entfarbt Schnitte stark entfirbt

Saponin
H,0 n/, (NH,),SO, Saponin-NaCl
/y-NaCl Saponin-(NH,),80,
1/,-K,80, Saponin-K,80,

Nach diesen Angaben tritt also:

1. Unter dem EinfluB des Saponins Anthocyan und Gerbetoff aus.

2. Verstirkt wird die Saponinwirkung durch Neutralsalze.

3. Neutralsalze fiir sich allein wirken durchaus schwiicher als Saponin
oder sind wirkungslos.

2. Saponin kombiniert mit Nichtleitern.

Saponin, kombiniert mit Elektrolyten, veranlaBt starken Anthocyan-
austritt, Dagegen wirken Nichtleiter in hypertonischer Lisung zusammen
mit Saponin deutlich schwacher, wie der folgende Versuch zeigt:

Versuch 4.
Versuchsobjekt gewiisserte Schnitte vom Blaukraut.
Zusammensetzung der Losung Anthocyanaustritt nach
1 1Y/, 2 Stunden
Destilliertes Wasser . . . . . . — - -
n/.-NaCl. . . . .. ... ... - — -

149% Dextrose . . . . . . . . . — — —

5% Harnstoff . . .. .. .. - — - i
NaCl + 0,69, Saponin . . . . . ++ ++4++4+ +++ sehr stark
Dextrose + 0,69, Saponin . . . (+) Spur + -+ stark
Harnstoff + 0,6% Saponin . . . - o4+ ++ stark.

Wendet man Niohtleiter in hypotonischer Lésung an, so scheinen
sie geradezu die Saponinwirkung zu verzégern, wie der folgende
Versuch zeigt.
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Versuch 5.
Versuchsobjekt gewisserte Blaukrautachnitten.
Zusammensetzung der Ldsung Anthocyanaustritt nach
1 51/y 20 Stunden
Destilliertes Wasser . . . . . . . - - (+) Spur
Saponin (0,3%) . . . . . . . .. - ? ++4 stark
Rohrzucker (4,4%) . . . . . . . — ? (+) Spur
NaS80, (mfg) . . . . . . .. A — (+) Spur
Rohrzucker-Saponin . . . . . . . ? ? (+) Spur
NaS80,-Saponin . . . . . . ... (+) <+ stark + -4+ sehr stark

In hypotonischer Lésung hemmen Nichtleiter also geradezu die Saponin-
wirkung, wihrend Elektrolyte nach wie vor wirksam sind.

Als Gesamtergebnisse der vorstebenden Versuche ergibt sich,
daB zwischen Nichtleitern und Leitern ein grundsitzlicher Unter-
schied ist genau wie bei der Zelle der Hefe, wenn die Kombination
Saponin-Elektrolyt (bzw. Nichtelektrolyt) auf die Zelle der hoheren
Pflanzen einwirkt.

Ob ein tatsichlicher Unterschied zwischen dem Verhalten der
Zellen hoherer Pflanzen und der Hefe besteht (die Kombination
Zucker-Saponin schidigt Hefezellen nicht, dagegen die hoherer
Zellen, wenn eine groBle Zuckerkonzentration angewendet wird),
mochte ich dahingestellt sein lassen.

8. Das mikroskepische Bild der Saponin-Salzwirkung.

Unter dem Mikroskope 1i8t sich die kombinierte Salz-8aponinwirkung
an geeigneten Objekten auBerordentlich schén verfolgen. Zu diesem Zwecke
kamen Flichenschnitte von Tradescantia in folgende Lisung:

a) ™/;-Na,S0,.

b) m/,-Na,80, + 2%, Saponin.

Es wurde folgender Verlauf der Plasmolyse festgestellt:

Verlauf der Plasmolyse:
Zeit . ®/,-Na,80, m/,-N8,8O¢ + Saponin
92 00"  Beginn :
9h 12’  Normale Plasmolyse: keine der 9 Zellen diffus gefarbt, deren
24 beobachteten Zeien geplatzt; Protoplast geplatzt; die anderen
Zellwand ungefirbt Zellen noch normal
9220’ Keine Anderung Nur noch eine Zelle mit norma-
) ler Plasmolyse, alle anderen Zel-
len geplatzt, diffus gefarbt, Kerne
und Winde stark gefirbt.
9825° Keine Anderung. — Nach An- Samtliche Protoplasten zerstéort
siiBen mit Wasser normale De-
plasmolyse
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Dieser Plasmolyseversuch 1iBt erkennen, daB die Elektrolytwirkung
zur Plasmolyse filhrt und rascher auf den Protoplasten wirkt als Saponin,
daB jedenfalls Saponin nicht in nennenswertem MaBe in die Zelle eindringt
und stérend wirkt, sonst wiirde keine Plasmolyse mehr eintreten. Auf die
Lipoide der stark gespannten Plasmahaut erfolgt nunmehr der langsamere
Saponinangriff und verindert die Hautschichten, die dann an den lidierten
Stellen aufreifen und den Zellinhalt entleeren. Dieses Platzen der Proto-
plasten kann man iiberaus scharf erkennen und liefert den Beweis, da
die Saponinwirkung von auBlen her wirkt und nicht von innen heraus. Na-
mentlich wenn man zum Zwecke einer erleichterten Vergleichung zwei
Mikroskope gleichzeitig verwendet (fiir normale Plasmolyse und Saponin-
wirkung), bekommt man einen charakteristischen Einblick in die Saponin-
wirkung.

Als Gesamtresultat der vorliegenden Arbeit ergibt sich:

1. Am Stoffaustausch der Zelle der niederen wie der hoheren
Pflanze sind Lipoide beteiligt. Eine reine EiweiBnatur der Plasma.-
oberfliche ist unwahrscheinlich.

2. Die Saponin-Salzwirkung 1a8t eine bemerkenswerte Ahn-
lichkeit des Aufbaues der Zelle der Pflanze und der Tiere erkennen,
wenn man die Himolyse der roten Blutkérperchen, die Cytolyse
von Infusorien*) und das Verhalten von Hefezellen und Zellen
hiherer Pflanzen miteinander vergleicht. In allen Fillen fithrt eine
kombinierte Saponin-Salzwirkung rasch’ zur Zerstérung der Zelle.

3. Die Wirkung physikalisch-chemischer Faktoren auf die
Zelle, genauer auf die kolloidalen Zustinde der Plasmaschichten,
driickt sich in dem Wiedererkennen der lyotropen Anionen- und
Kationenreihen aus und ist mehr als ein bloBSer Zufall**).

III. Teil.
Die Wirkung von Chloralhydrat auf die Hefezelle.

Die Wirkung des Narkoticums Chloralhydrat mufite besonders
aus dem Grunde einer nitheren Untersuchung unterzogen werden,

*). Eigene Versuche.

**) Ich verweise hier auf die Untersuchungen von Lundegardh
(Kungl. Svensk. Akad. Handb. 43, 3. 1911), wo die Auffindung lyotroper
Reihen noch mit groBler Vorsicht behandelt wird; auch Ruhland (Zeitschr.
f. Chemie und Industrie der Kolloide, Zeitschr. d. Kolloidchemie 12, 117.
1913) teilt hier die Anschauung, daB die Ubereinstimmung gzufillig sei.
Demgegeniiber mochte ich hier betonen, daB man auch bei Wachstums-

versuchen mit Aspergillus niger scharf ausgesprochene lyotrope Reihen

erhilt (Ammonsalze als Stickstoffquelle).

e —— e - el
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weil sie in der Abfiihrung der ‘Lipoidtheorie durch Ruhland
(1. c.) eine Rolle spielt. Ruhland hat némlich in der neuesten
Darstellung seiner Anschauung (Handwérterbuch der Natur-
wissenschaften Bd. X, Artikel Torgor, S. 101) besonders darauf
hingewiesen, daB Swellengrebel3%) mit Chloralhydrat Hefe-
zellen dauernd plasmolysieren konnte. Da nun Chloral-
hydrat ein'hervorragend lipoidléslicher Stoff ist, so
stehe dieser Befund Swellengrebels (l. c.) im Wider-
spruch mit der Lipoidtheorie, denn ein so ausge-
sprochener lipoidléslicher Stoff diirfe nicht plasmo-
lysieren.

Dieser Gedankengang konnte hingehen, wenn Chloralhydrat
nicht ganz spezifische Nebenwirkungen entfalten wiirde.
Es muB daher auffallen, daB8 weder Swellengrbbel noch Ruh-
land die Giftwirkung des Chloralhydrates in Betracht gezogen
haben. Schon aus diesem Grunde mufl die Angabe Swellen-
grebels als verddchtig erscheinen. Es sei bei dieser Gelegenheit
erwihnt, daB Lintner und Liiers34) bei ihren Chloralhydrat-
versuchen die Giftwirkung des Chloralhydrates in Rechnung
gestellt haben.

Die Nachpriifung der Chloralhydratwirkung auf Hefe ergab
nun folgende Resultate: Behandelt man Hefe mit einer hyper-
tonischen Losung von Chloralhydrat, so erhilt man momentan
,»Plasmolyse®. Diese Plasmolyse ist aber sofort fixiert und geht
daher durch Aussiien mit Wasser nicht mehr zuriick. Die Hefe-
zellen sind, wie jeder, der sich einigermaBen mit Hefe mikro-
skopisch beschiftigt hat, sofort sieht, abgestorben; und die
Priifung mit Methylenblau bestiitigt diesen Eindruck. Swellen- -
grebel hat aber ganz recht mit seiner Angabe, daB die durch
Chloralhydrat plasmolysierte Zelle nach 24 Stunden keine De-
plasmolyse zeigt. An einer toten Zelle ist auch keine Deplasmolyse
zu erwarten. Wendet man statt hypertonischer Lisung hypo-
tonische an, z. B. in einem bestimmten Falle 0,25 mol, so &ndert
gich an der Chloralhydratwirkung nur der Zeitfaktor. Nach
4—5 Stunden sind schon die meisten Zellen tot und zeigen mehr
oder weniger deutlich ,,Plasmolyse‘. .

An einem Beispiel seien diese Angaben noch ganz kurz er-
lautert.
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Plasmolyticum Aussehen der Zelle nach 30 Minuten

0,5 mol. Chloralhydrat Alle Zellen entspannt, spitz, Inhalt feinkdrnig,
geschrumpit, viele deutlioh ,,plasmolysiert, alle
mit Methylenblau intensiv, férbbar, tot, keine De-
plasmolyse nach AussiiBen mit Wasser.

0,6 mol. KCi Zellen rundlich, Vakuolen erhalten, keine Schrump-
fung, keine Plasmolyse, ca. 159% mit Methylenblau
sioh firbend.

Nach 6 Stunden keine Plasmolyse, Zellinhalt gleich-
miBig, ohne Vakuolen.

Aus dieser Ubersicht ergibt sich also scharf, daB die osmo-
tische Wirkung eines Neutralsalzes nicht mit der des Chloral- -
hydrates zu vergleichen ist. Wenn auch Swellengrebel mit
einer anderen Hefe gearbeitet hat, so kann das nur in dem Werte
der plasmolytischen Grenzkonzentration sich geltend machen,
aber das Gesamtergebnis nicht beeinflussen. Diese heftige Wirkung
des Chloralhydrates beruht neben einer Einwirkung auf die Lipoide
wohl auf einer Fillung der sonstigen Anderung des ZelleiweiBes.
DaB daher durch diese weitgehende Veréinderung des vitalen
Komplexes der Hefezelle auch die Gérung stark gehemmt wird,
ist wohl zu erwarten. Zur weiteren Erginzung der Tatsache der
besonderen Giftwirkung des Chloralhydrates sei daher noch der
folgende Giérversuch angefilhrt: Als Vergleichsgirung dienten
zwei Versuche mit geringen Chlornatriumzusitzen. Ein Blick
auf die folgende Tabelle zeigt sofort die auffallende Giftigkeit des
Chloralhydrates und lat die Angabe Swellengrebels ebenfalls
als sehr verdichtig erscheinen.

Giransitze,

Zu 10 com Hefe kamen:

a) 13,2 ccm mol. Chloralhydrat, 6,8 com destilliertes Wasser.

b) 10 ccm mol. Chloralhydrat, 10 com destilliertes Wasser.

c) 5 com*) mol. Chloralhydrat, 156 ccm destilliertes Waaser.

d) 3 com mol. Chloralhydrat, 17 ocm destilliertes Waseer.

e)’6 occm n-NaCl, 15 ccm destilliertes Wasser.
f) 3 ccm*) n-NaCl, 17 ccm destilliertes Wasser.

Nach Durchmischung Zusatz von 20 com 16 proz. Rohrzuckerldsung.
Es wurden entwickelt Gramm CO, nach:
13/, 4 5y 7 23 Stunden
s8) 000 000 000 002 005 3/, mol. Chloralhydrst
b} 000 002 002 003 0,04 !, mol. Chloralhydrat

*) Losung ¢ und f nahezu isotonisch.
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13/, 4 51/, 7 23 Stunden
0) 0,04 0,10 0,16 0,22 0,48 1/,, mol. Chloralhydrat
d) 0,08 0,13 0,18 0,26 0,71 3/, mol. Chloralhydrat
e) 0,10 0,28 0,43 0,64 1,19 n/;,-NaCl
1) 0,06 0,24 0,37 0,47 1,16 8/,,-NaCl

Wie aus dieser Ubersicht hervorgeht, ist die besondere Giftigkeit des
Chloralhydrates auBer allem Zweifel, schon 0,5 mol. Chloralhydrat hemmt die
Garung villig. — Swellengrebl-hat daher leicht mit 0,412 mol. Chloral-
hydrat dauernde Plasmolyse nach 24 Stunden erhalten kénnen. Untersucht

‘man die Hefe nach der Girung, so ergeben sich folgende Verh&ltnisse:

Osmotisch wirksame Substanz Zahl der toten Zellen*)

a) NaCl
0,10 mol. o
0,17 mol. } oa. 10%

b) Chloralhydrat

) 13/, mol. 100%
i/; mol 1009,
11/, mol. 70%
3/s0 mol. 609%,

Die Angaben Swellengrebels erscheinen mir nach den
vorliegenden Versuchen auf Beobachtung getdteter Zellen zu
beruhen. Die theoretische Verwertung der Angabe Swellen-
grebels durch Ruhland zuungunsten der Lipoidtheorie ist mit
dieser Feststellung wohl als erledigt zu betrachten. Damit ent-
fillt einer der Hauptgegenbeweise Ruhlands gegen die
Lipoidtheorie.
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Drehungserscheinungen von Dextrose in Losungen von
tertiirem Natriumphosphat.

Die Mutarotation als analytische Methode.

Von
Hans Murschhauser.

(Aus der akadem. Kinderklinik in Diisseldorf.)
( Eingegangen am 25. Februar 1921.)
Mit 1 Abbildung im Text.

Nach den jiingst von mir gemachten Beobachtungen iiber den
EinfluB von Natriumcarbonat und sekundirem Natriumphosphat
auf die Geschwindigkeit des Drehungsriickganges frisch bereiteter
Dextroselosungen!) war ich zu der Anschauung gelangt, daB die
Mutarotation ein Mittel zur Bestimmung und Vergleichung des
Hydrolysegrades von Liésungen alkalisch reagierender Salze dar-
stellen kénnte.

Ehe ich nun dazu iiberging, die Beziechungen zwischen der
Salzkonzentration der Losungen und der Geschwindigkeits-
konstante des Mutarationsverlaufes durch Ermittlung der elek-
trischen Leitfahigkeit der untersuchten Losungen zu kontrollieren,
untersuchte ich den EinfluB des tertiiren Natriumphosphats auf
den Geschwindigkeitsverlauf der Mutarotation wiBriger Dextrose-
l6sungen. )

Das zu den Versuchen verwendete tertiire Natriumphosphat
war ein reinstes Kahlbaumsches Priparat und fiir den vor-
liegenden Zweck nochmals aus Leitfihigkeitswasser umkrystalli-
siert worden. Die Untersuchung ergab einen Wassergehalt des
umkrystallisierten Salzes von 56,89, Daraus berechnet sich
. folgende Zusammensetzung des Salzes:

Na,PO, - 12 H,0.

1) Diese Zeitschr. 106, 23. 1920; 110, 181. 1920.
15*



216 H. Murschhauser:

Mit diesem Salze wurden unter Zugrundelegung des Aqui-

Na,Po4?-’12 H:0 Sio tiir die folgenden Ver-

suche benétigten Losungen bereitet. Die Dextrose war das in den
fritheren Versuchen bereits verwendete und als rein befundene
Mercksche Priparat.

Die Versuche wurden in der friiher bereits beschriebenen
Weise ausgefiihrt, indem 5 g Dextrose zu 100 ccm in der Fljissigkeit
(Leitfahigkeitswasser oder Losungen von NagPO, in Leitfahig-
keitswasser) gelost und diese Ldsungen, beginnend mit dem Mo-
ment des Loésens, in Intervallen von je 5 Minuten polarisiert
wurden. Die schon beim Losen angewandte Temperatur von
20,4° wurde wihrend der ganzen Versuchsdauer mit peinlichster
Sorgfalt eingehalten.

Zur Erreichung einwandfreier Ergebnisse wurde von den
Erfahrungen, die wir in friiheren analogen Versuchen gesammelt
hatten, ausgiebig Gebrauch gemacht.

Die Salzkonzentration wurde innerhalb der Breite variiert,
wie es bisher geschehen war, d. h. es wurde auf der einen Seite
derjenige Konzentrationsgrad aufgesucht, bei dem eben noch eine
Beschleunigung des Rotationsriickganges gegeniiber destilliertem
Wasser festgestellt werden konnte, andererseits die Grenze, bei
der die Mutarotation innerhalb der zum Lésen usw. benétigten Zeit
von 5 Minuten bereits abgelaufen war. Die Ergebnisse finden sich
in den nachfolgenden Tabellen. In diesen bedeutet ¢ die Anzahl
Minuten, die vom Beginn des Loésens bis zu der betreffenden
Ablesung verstrichen sind, 7' die Temperatur der Losung, « die
abgelesene Drehung im 189,4 mm-Rohre, ap die daraus berechnete
spezifische Drehung, oo den Wert 24 Stunden nach begonnenem
Losen. C ist die nach der wiederholt angefiihrten Formel berech-
nete Geschwindigkeitskonstante der Mutarotation (s. S. 217).

Wie aus den Tabellen zu ersehen, beschleunigt das tertiire
Natriumphosphat den Mutarotationsriickgang von wabBrigen
Dextroselésungen ebenso wie es sekundires Natriumphosphat
und Natriumcarbonat tun. Die Beschleunigung ist eine um so
stirkere, je hoher der Salzgehalt der Losung ansteigt.

Der Verlauf der Mutarotation wiBriger Dextroselésungen und
seine Beeinflussung durch den wechselnden Salzgehalt 1aBt sich
am besten in einer graphischen Darstellung iibersehen.

Fortsetzung auf S. 221.

valentgewichtes von
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5 g Dextrose ad 100 ccm dest. Wasser.

¢ o T ap logh —log(b —z) C

5 10,25 20,4 108,2 - —
10 9,86 20,4 104,0 4.4 6,88
16 9,48 20,4 100,1 68,9 6,88
20 9,15 20,4 96,62 102,1 8,81
25 8,90 20,4 92,08 129,1 6,46
30 8,60 20,35 90,82 163,6 6,64
40 8,10 20,4 85,63 226,8 6,64
50 7,85 20,4 80,78 246,9 6,60
60 7,30 20,4 77,08 358,4 6,62
70 6,956 20,4 73,39 430,1 6,62
80 6,68 20,4 70,64 494,9 6,60
980 6,40 20,4 67,68 574,0 6,76
100 6,20 20,4 6547 | 6410 8,756
110 6,00 20,4 63,36 720,1 6,86
120 5,85 20,3 61,78 790,7 6,87
140 5,65 20,4 59,66 907,2 6,72
160 5,50 20,4 58,04 1021,9 6,69
180 5,38 20,4 56,81 1140,4 8,62
200 5,28 20,4 55,97 1273,0 6,53
220 5,22 20,4 55,12 1377,7 6,41
260 5,10 20,35 53,88 1720,2 6,74
280 5,08 20,3 53,64 1817,1 6,61
300 5,056 20,4 53,33 2021,1 6,86
320 5,02 20,4 53,01 - -
340 5,00 20,4 - 52,80 — -
oo 5,00 20,4 52,80 — —
Mittel: 6,66

5 g Dextrose ad 100 ccm B/y00-NayPO,.

t o T ap logh —log(b—=z) C

5 10,10 20,4 106,65 — —
10 9,68 20,35 102,22 37,3 7,46
15 9,30 20,4 98,20 74,1 7,41
20 8,98 20,4 94,82 107,7 7,18
25 8,62 20,4 91,02 148,9 7,46
30 8,30 20,4 87,64 189,1 7,66
35 8,08 20,4 85,32 219,0 7,3
40 7,80 20,4 82,36 260,4 7,44
45 7,60 20,4 80,26 292,6 7,32
50 . 7,40 20,4 78,14 3274 7,28
60 7,00 20,45 73,90 408,5 7,39
70 6,70 20,45 70,74 471,1 7,34
80 6,42 20,45 617,79 565,3 7,40
90 6,20 20,46 65,46 628,4 7,39
100 — — - — —
110 5,80 20,4 61,24 804,7 7,66
120 5,68 20,4 59,07 875,1 7,61

130 5,68 20,4 58,92 944,1 7,66 -

150 5,38 20,4 56,81 1127,8 7,78
170 5,25 20,4 55,43 1309,6 7,94
190 5,15 20,4 55,38 15631,6 8,28
210 5,10 20,4 53,85 1707,6 8,33
230 5,06 20,4 63,32 2008,8 8,93
250 5,02 20,4 53,00 - -
0o 5,00 20,4 52,79 — —

Mittel: 7,62
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5g Dextrose ad 100 ccm n/gyq0-NagPO,.
T logh — log(b —2) C

40,6
80,0
121,2
159,2
195,4
240,9

logh — log(b —2) C

[+ 3 Xp
10,05 20,4 106,12
9,60 20,4 101,37
9,20 20,4 97,14
8,82 20,4 93,13
8,50 20,4 89,75
8,22 20,45 86,80
7,90 20,4 83,42
4,98 20,4 52,68

5 g Dextrose ad 100 com 1/g000-NayPO,.

« T op
10,00 20,4 105,59
9,45—9,40 20,4 99,67
8,90 20,5 92,98
8,50 20,4 89,95
8,10 20,356 85,53
7,80 20,45 82,36
7,50 20,4 79,19
7,22 20,4 76,24
7,02 20,4 74,12
6,60 20,4 69,69
6,23 20,4 85,78
5,98—6,00 20,45 63,14
5,75 20,4 60,71
5,60 20,4 59,13
5,38 20,4 56,81
5,26 20,4 55,43
5,12 20,4 54,06
5,08 20,4 53,64
5,00 20,4 52,79

x
9,90
9,28
8,80
8,40
7,08
7,60—7,62
7,30
7,02
6,80
6,60
6,35
6,25
6,10
5,85—5,88
5,68
5,50
5,35—5,38
5,20
5,12
5,08
5,00
5,00

20,4
20,4
20,4
20,4
20,3
20,45
20,4
20,4
20,4
20,4
20,45
20,4
20,45
20,6
20,4
20,45
20,4
20,45
20,4
20,4
20,4
20,4

&p
104,53
97,99
92,92
88,70
84,26
80,256
77,08
74,12
71,80
69,69
87,06
65,99
64,41
681,77
59,97
58,07
56,49
54,91
54,08
53,64
52,79
52,79

50,6 10,12
107,9 10,79
154,9 10,38
207,8 10,38
251,8 10,07
301,0 10,03
352,6 10,07
393,6 9,84
494,9 9,90
609,1 10,15
707,7 10,11
823,9 10,30
920,8 10,23

1119,2 10,18
1301,0 10,01
1619,8 10,80
1795,9 10,66

Mittel: 10,23

5 g Dextrose ad 100 com 1/g00-NagPO,.
T

90 ~31.~3 90 90 %0
-3 A

®:
8%

g
g
o0
(S

¢

logh — log(b—2) C

58,8
1104
168,7
216,0
275,2
328,5
384,9
434,9
486,1
559,9
593,3
648,8
760,8
8577
991,2

1146,1

1389,2

1611,0

1787,1

11,75
11,04
10,57
10,80
11,01
10,95
11,0

10,87
10,80
11,2

10,79
10,81
10,89
10,72
11,01
11,46
11,568
11,61
11,17

Mittel: 11,10
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« T ap logh—log(b—=z) C
9,60 20,4 101,37 — —
8,92 20,4 94,19 69,5 13,90
8,30 204 - 87,64 1443 14,43
7,80 20,4 82,36 215,7 14,38
7,40 20,4 78,14 282,6 14,13
7,05 20,4 74,44 361,0 14,04
8,72 20,4 70,96 427,2 14,24
6,50 20,4 68,63 486,7 - 13,81
6,28 20,35 66,31 566,86 13,89
6,08 20,3 64,20 . 629,3 13,98
5,90 20,56 62,30 708,5 14,17
5,756 20,45 60,71 787,8 14,32
5,50 20,4 68,07 963,8 14,83
5,36 20,35 56,49 1118,7 14,92
5,25 20,4 55,43 1264,8 14,88
5,12 20,4 54,08 1583,6 16,67
5,10(5,08) 20,4 53,85 1662,8 15,84
5,05 20,4 53,32 1963,8 17,08
5,00 20,4 52,79 —_ —

Mittel: 14,68

5g Dextrose ad 100 com 1/y000-NagPO,.

o T ap logh —log(b—2) C
9,30 20,4 98,20 — —
8,26 20,3 817,11 121,68 24,32
7,50 20,36 79,19 235,6 23,66

6,90—6,95 20,4 72,86 354,7 23,85
8,52—6,55 20,4 68,84 451,68 22,58
6,20 20,4 65,46 554,3 22,17
5,95 20,45 62,82 855,8 21,86
6,70 20,45 60,19 788,4 22,62
5,60 20,45 68,07 934,56 23,36
5,30 20,4 55,96 1156,4 23,13
5,15 20,45 54,38 1457,4 24,29
5,10 20,46 63,86 1633,6 23,36
5,05 20,35 63,32 1934,6 24,18

5,00 20,4 52,79 - -

5,00 20,4 52,79 — —
Mittel: 23,25

5 g Dextrose ad 100 ccm D/y00-NayPO,.

& T ap logh —log(b—2) C
9,30 20,4 98,20 — —
8,35 20,6 88,17 108,4 21,68
7,60 20,4 80,25 218,5 21,85
6,95 20,4 73,38 343,4 22,89
8,62 20,4 68,84 451,8 22,68

6,18—6,20 20,4 65,25 561,6 22,46
5,95 20,4 62,82 655,8 21,86
5,00 20,4 52,79 - —

Mittel: 22,22
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5g Dextrose ad 100 com b/y e0-NagPO,.

o T ap logh—logb—2z) C

,85 20,4 93,45 — —
212 20,4 81,62 160,9 30,18
,00 20,4 73,90 284,4 28,44
,45 20,6 68,10 4241 28,27
,00 20,6 63,35 585,56 29,28
, 10 20,4 60,71 7104 28,42
,60 20,4 58,07 886,56 29,66
30 20,4 55,96 1108,3 31,67
,20 20,4 54,91 1284,4 32,11
,12 . 20,4 54,08 1506,3 33,47
,10 204 53,86 1685,6 33,71
,05 20,4 53,32 1886,6 34,30

,00 20,4 52,79 — —

,00 20,4 52,79 — —
Mittel: 30,85

5 ¢ Dextrose ad 100 ccm D/;00-NayPO,.

o T op logb—1log(b—2) C
8,35 20,4 88,17 - —
7,00 20,4 73,90 224,0 44,80
6,156 20,4 65,36 464,3 46,43
5,73 20,4 60,60 661,7 44,11
5,40 20,4 57,02 923,0 46,16
5,25 20,4 56,43 1127,1 45,08
5,05 20,5 53,32 1826,1 —
5,00 20,456 52,79 — —
5,00 20,45 52,79 - —
5,00 20,45 52,79 — —

Mittel: 45,31

5 g Dextrose ad 100 com n/.50-NagPO,.

a T op logh—logb—2z) C
7,76 . 20,35 81,83 — —
6,40 20,4 67,58 293,2 58,64
5,70 20,4 60,19 594,2 59,42
5,36 20,4 56,49 895,3 59,69
5,15 20,4 54,38 1263,2 63,10
5,08 20,4 53,64 1536,2 61,46
5,02 20,4 53,00 — —
4,95 20,4 52,27 - —

Mittel: 60,5

5 g Dextrose ad 100 ccm 8/g,-Na,PO,.

& T op logb—logb—2) C
7,05 20,4 74,44 - —
5,70 20,3 60,19 466,7 93,33
5,18 20,6 54,68 10566,6 105,6
5,00—56,056 20,4 52,79 - —
5,00 . 20,4 52,79 — —
5,00 (4,98) 20,4 52,79 (62,68) —

Mittel: 99,6
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5 g Dextrose ad 100 com b/y,,-Na,PO,.

t & T op

5 7,00 20,4 73,90
10 5,70 20,4 60,19
oo 4,95 52,27

5 g Dextrose ad 100 ccm 1/;00-NayPO,.

t & T &p

b 6,15 20,4 65,36
10 5,20 20,45 54,91
12 5,02 20,4 53,33
156 4,95 20,4 52,27
20 4,95 20,4 52,27
oo 4,95 20,4 52,27

5 g Dextrose ad 100 ccm 1/y00-NagPO,.

& -4 T &p

5 5,60 20,4 58,07

i 5,12 20,45 54,08
10 5,00 20,45 52,79
16 5,00 20,45 52,79
oo 5,00 20,4 52,79

5 g Dextrose ad 100 ccm n/,4,-NasPO,.

t & T op

5 5,00—5,06 20,4 52,79
10 4,95 20,35 52,27
16 4,95-500 204 52,27
oo 4,90 51,74

5 g Dextrose ad 100 ccm n/,,-Na,PO,.

¢ 3 T &p

5 4,85 20,4 51,21

10 4,85 20,4 51,21
nach 24 Stdn. 3,80 20,4 40,13
2 X 248t 3,10 20,4 32,74
3 X 24St 2,70 20,4 28,61
5 X 248t 2,00 20,4 21,12

In der beiliegenden Abbildung 1 sind die Werte fiir die ab-
solute Drehung als Ordinaten, die Zeiten als Abscisse eingetragen.

Wir ersehen aus dieser Abbildung, daBl die Abnahme der
Drehung sowohl in wilBriger als salzhaltigen Dextroselosungen
gekriimmten Kurven folgt, die um so steiler abfallen und um so
kiirzer werden, je héher die Salzkonzentration der Losung ist.
Die Darstellung 148t ferner bereits vermuten, dal der Geschwindig-
keitsverlauf der Mutarotation durch den Salzgehalt der Losung
gesetzmiBig beeinflubt wird.
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dieser Konzentration setzt bald nach der erfolgten Losung des
Zuckers die Lobry de Bruynsche Umwandlung von Dextrose
in Liavulose und wahrscheinlich andere links- oder schwach rechts-
drehende Zuckerarten “ein. Es kann mit Sicherheit geschlossen
werden, dal auch in Lésungen mit geringerem Phosphatgehalt,
also zwischen 2/, und ?/,,, diese Zuckerumwandlung bereits er-
folgt.

Je héher nun die Geschwindigkeitskonstante mit der Konzen-
tration der Natriumphosphatlésung ansteigt, um so mehr reduziert
sich die Zeitdauer, innerhalb deren die Mutarotation ilren Ab-
schluB gefunden hat. Um den Zusammenhang zwischen diesen
beiden GroBen zu zeigen, wire es wiinschenswert gewesen, da8 der
Vorgang in allen Fillen bis zur Erreichung des Endwertes, 5,00°,
verfolgt worden wiire. Obgleich diese Forderung nicht immer
erfiillt ist, so lassen sich doch durch die Wahl eines anderen be-
stimmten Drehungswertes die Beziehungen zwischen Mutaro-
tationsdauer und Geschwindigkeitskonstante wiedergeben.” Die
nachfolgende Tabelle zeigt nun einerseits die Geschwindigkeits-
konstanten fiir die verschiedenen Phosphatkonzentrationen sowie
die zu diesen gehérige Anzahl Minuten, die vom Beginn des Lésens
bis zur Erreichung der absoluten Drehung 5,1° verstrichen sind.

HyO D/s00 2/s000 /a0 /00 /3000 NagPO,
C=666 762 10,23 11,10 14,68 23,25
Reaktionsdauer in Min. 260 210 1656 156 110 75
%/f1s00 /100 ™50 Plsoe NagPO,
C=23085 453 605 995
Reaktionsdauer in Min. 55 375 28 ca. 17

Tragen wir diese Zahlen in ein Millimeter-Quadratnetzpapier
ein, so zwar, daB die Geschwindigkeitskonstanten die Ordinaten
reprisentieren, die Salzkonzentration die Abszisse, so zeigt sich,
daB die Geschwindigkeitskonstante praktisch geradlinig mit der
Konzentration der Losung an Natriumphosphat ansteigt.

Die Verhiltnisse liegen also beim tertiiren Natriumphosphat
ahnlich wie beim sekundiren und beim Natriumcarbonat.

Um die Wirkung des sekundéiren (s. diese Zeitschr. 110,
181. 1920) und tertiiren Phosphats auf die Geschwindigkeits-
konstante in quantitativer Hinsicht miteinander vergleichen
zu konnen, entnehmen wir aus den beiden Versuchsserien die-
jenigen Konzentrationen, bei denen sich die Konstanten an-
nidhernd decken.
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NagHPO;  "/;000 /a0 /300 "3
C=1734 99 11,13 314

Na,PO, "/so00 "lroco  leoco /1500
C=762 1023 1110 3085

Wir stellen alsdann fest, daB zur Erzielung gleicher Beschleu-
nigungen, d. h. einer bestimmten Geschwindigkeitskonstante,
vom tertiaren Phosphat viel weniger benétigt wird als vom se-
kundéren.

Es ergibt sich ferner aus den obigen Zahlen, dafl der Anstieg
der Geschwindigkeitskonstante mit der Zunahme der Konzen-
tration des Salzes beim tertiiren Salz viel steiler erfolgt als beim
sekundiren. Bei dem gemeinsamen C von 7,62 bzw. 7,34 ist das
iquivalente Verhiltnis von Na,PO, zu Na,HPO, = 1 : 8,0, bei
dem gemeinsamen C von 9,96 bzw. 10,23 ist dasselbe 1 : 8,3, bei
dem gemeinsamen C von 11,1 ist es 1 : 13,3 und schlieBlich bei dem
gemeinsamen C von 30,85 (31,4) = 1 : 50.

Die Gerade, die wir aus den Geschwindigkeitskonstanten
unter dem EinfluB steigender Mengen von tertiirem Natrium-
phosphat konstruieren, steigt demnach viel steiler an als die aus
den Konstanten des sekundiren Salzes resultierende.

Die beiden Geraden bilden mit der Horizontalen Winkel ver-
schiedener GroBe. ‘

Der eine dieser beiden Winkel, nimlich der fiir das sekundare
Phosphat, betriigt 0° 53’, wenn, wie das in meiner fritheren Ab-
handlung geschehen ist, folgender Mafistab zugrunde gelegt wird:
Jedes Millimeter Ordinate entspricht 2 Einheiten fir die Ge-
schwindigkeitskonstante, jedes Millimeter Abszisse je 2 mg Salz.
Unter Anwendung dessclben MafBstabes errechnen wir fir das
tertiire Natriumphosphat, basierend auf dem Wert fiir B/y,,- aus
der Konstante fiir /,.,,-Losung, einen Winkel von 37° 17, und
aus der Konstante fiir 2/,,,,-Losung einen solchen von 37° 59’. Fir
das Natriumcarbonat war ein Winkel von 42° 8’ gefunden worden.

Da die Beeinflussung der Mutarotation durch die verschie-
denen Salze als eine Wirkung der Hydroxylionen zu betrachten
ist, so mul} die Entstehung der verschiedenen Winkel auf eine
mehr oder minder tiefgreifende hydrolytische Spaltung der Salze
zuriickgefilhrt werden. Die gebildeten Winkel sind demnach
ein Ausdruck fiir den Verlauf der hydrolytischen Dissoziation der
Salze. Die Untersuchung iiber diesen Gegenstand wird fortgesetzt.
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Mit dieser Betrachtungsweise der Mutarotation haben wir
eine Umkehrung des Prozesses vollzogen, den wir beim Studium
des Einflusses von alkalisch reagierenden- Salzen auf die Mutaro-
tation waBriger Dextroselosungen bzw. die Geschwindigkeit des
Vorgangs, verfolgten. Dort diente als bekanntes Agens eine be-
stimmte Menge eines alkalisch reagierenden Salzes, gesucht wurde
der Einfluf derselben auf die Geschwindigkeitskonstante; nun- .
mehr schlieBen wir aus der Geschwindigkeitskonstante auf die
Hydroxylionenkonzentration.

Nach dieser Betrachtungsweise des Vorganges wird aber die
Mutarotation eine analytische Methode, nicht nur zur Bestim-
mung der Hydroxyl- und Wasserstoffionenkonzentration einer
Loésung, sondern auch zur Erkennung verschiedener Stoffe.

Wir sind mit Hilfe dieser Methode in der Lage, das sekundire
und tertiire Natriumphosphat voneinander zu unterscheiden und
auBerdem die Priparate auf ibre Reinheit hin zu beurteilen.
Ja, wir kénnen noch weiter gehen. Die Anderung der Mutarotation
von Dextrose durch bestimmte Mengen eines Stoffes ist fiir
diesen so charakteristisch und spezifisch, daB sie zur Identifi-
zierung des betreffenden Stoffes herangezogen werden kann.

Zur Beantwortung der ersten Frage bereiten wir beispiels-
weise eine !/,,,-Normallosung des zu analysierenden Salzes,
indem wir zweckmaBig das Aquivalentgewicht des sekundiren
Salzes der Berechnung zugrundelegen. Die Unterschiede in der
Wirkung auf die Mutarotation sind so groB, daB die geringen
Differenzen im Aquivalentgewicht der beiden Salze fiir die bloBe
Beurteilung, welches von den beiden vorliegt, keine Rolle spielen.
Wir 16sen nunmehr 5 g reinste, wasserfreie Dextrose zu 100 ccm
in dieser Losung auf und verfolgen den Mutarotationsverlauf
bei 20,4°. Es wird sich nach den ersten Ablesungen bereits
entscheiden, ob das eine oder das andere Salz vorliegt.

Handelt es sich um Na,HPO, - 12 H;0, so werden die ersten
Ablesungen 5,10 und 15 Minuten nach begonnenem Lésen im
189,4 mm-Rohre absolute Drehungen von 10,15°, 9,75° und 9,35°
aufweisen. Zeigt die Lésung nach denselben Zeiten absolute
Drehungen von ca. 8,35°, 7,00° bzw. 6.15°, so liegt tertiires Phos-
phat vor.

Will man das Salz auf seine absolute Reinheit priifen (selbst-
verstindlich ist hierbei der Krystallwassergehalt mit einbegriffen),
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so verfolgt man zweckmiBig die Ablesungen weiter, eventuell
sogar bis zum Abschlul der Mutarotation. Sowohl die absoluten
Drehungszahlen als die aus ihnen berechneten Geschwindigkeits-
konstanten geben uns dann AufschluB iiber die Reinheit des
. Praparates.

Fiir den Fall, da man bei der Vorprobe die ®/,,-Losung
unter Zugrundelegung des Aquivalentgewichtes fiir sekundires
Phosphat bereitet und dann aus dem Mutarotationsverlauf er
mittelt hat, daB es sich um tertiires Phosphat handelt, wird man
einc neue Losung des Salzes unter Beriicksichtigung seines wahren
Aquivalentgewichtes herstellen. Man wihlt alsdann aber zweck-
milig wegen der grolleren Genauigkeit in niedrigeren Konzen-
trationen eine verdiinntere Lésung und bestimmt mit der aus dieser
hergestellten Dextroselosung den Mutarotationsverlauf.

Wenn nun schlieBlich ein Stoff durch die Mutarotations-
methode identifiziert werden soll, so muB dessen EinfluB auf
Rotationsriickgang wiBriger Dextroselosungen bekannt sein.
Wie die Ermittlung der spezifischen Drehung und der spezifischen
Leitfihigkeit erst die Identifizierung eines Stoffes ermoglichte,
so kann eben nur die Kenntnis der spezifischen Beeinflussung
der Mutarotation von Dextrose durch einen Stoff seinen Nachweis
sichern.

Die Mutarotation stellt nach meinen Beobachtungen wund
Erfahrungen eines der empfindlichsten analyptischen Hilfsmittel
dar, das wir iiberhaupt kennen. Das diirfte schon daraus ent-
nommen werden, daB Ausschlige noch in Verdiinnungen von !/, 000-
Normallésungen alkalisch reagierender Salze mit Sicherheit wahr-
genommen werden koénnen. In Losungen freier Basen ist die
Empfindlichkeit um ein Vielfaches groBer.

Uberall da, wo es sich um Reaktionen handelt, die durch
minimale Hydroxylionenkonzentrationen ausgelést werden, diirfte
die optische Methode der elcktrischen mittels des iiblichen Wheat-
stoneschen Briickenverfahrens als gleichwertig an die Seite ge-
stellt werden. Der Nachteil der Methode besteht darin, daB nur
absolut helle durchsichtige Lisungen ihre Anwendung erméglichen.



Uber das Schicksal einiger Polysaccharide im V(;rdauungs-
kanal bei Sdugetieren.

Von
Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der kaiserlichen Uni-
versitit Kioto.)

_ (Esngegangen am 27. Februar 1921.)

Die Polysaccharide der Inulingruppe (Inulin, Lichenin und
Hemicellulose) spielen wie die Stirke im pflanzlichen Stoffwechsel
die Rolle von Reservestoffen. Eine analoge Bedeutung besitzen
sie fiir die Tierphysiologie. Vielfach ist in physiologischen Experi-
menten die Frage verfolgt worden, aus welchen Stoffen z. B. der
tierische Organismus Glykogen zu bilden vermag.

Nach K. Miura!) und A. Oppenheim?) wird durch Zufuhr vor
Inulin bei Pflanzenfressern die Glykogenbildung in der Leber gesteigert,
“aber Mendel und Nakaseko konnten fiir die Steigerung der Glykogen-
bildung in der Leber durch Zufuhr von Inulin bei Kaninchen den Nach-
weis nicht bringen. Nach T. Saiki?) ersparen einige Meerpflanzen beim
EiweiBumsatz. Agar-Agar und Lichens, welche Hemicellulose und Lichenin
enthalten, wirken ebenso beim Menschen. In meinem Versuche am Hunde
ergaben die Polysaccharide den EinfluB auf den EiweiBumsatz. Die Spal-
tung von Polysacchariden der Inulingruppe durch Bakterien, chemische
Agentien und durch die Verdauungssifte war von vielen Autoren unter-
sucht worden, aber inwieweit die Spaltung von Polysacchariden der Inulin-
gruppe eintrat, ist noch wenig bekannt.

Ptylain¢) Emulsin, Leberenzym, kiinstlicher Magensaft, natiirlicher
Magenzaft von Tauben, Pankreassaft, das invertierende Ferment der Bier-
hefe, und Amylase’) verindern das Inulin nicht. Auch menschlichen
Magensaft fanden Komanos wie Kiilz ohne Wirkung auf Inulin. Nach

1) Zeitschr. f. Biol. 32, 255. 1895.

?) Amer. journ. of physiol. 4, 246. 1901.

3) Journ. of Biolog. Chem. 2, 251. 1901.

4) J. d. Fortschr. d. Tierchem. 1876, S. 180.

&) Compt. rend. de I’Acad. des Sc. 1893, S. 116.
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Komanos wird das Inulin weder im Magen noch im Darmkanal in Zucker
umgewandelt oder iiberhaupt verindert. Reiner sowie mit Darmmazeration
versetzter Pankreassaft vom Hund!) wirken nicht auf Inulin. Die Ausziige
von Askariden?) besitzen die schwache Enzymwirkung. Im Magen der
hoheren Tiere?) erfolgt die Spaltung des Inulins durch Salzsiure. Einige
Bakterien wirken auf Inulin ein, z. B. Bac. Orthbuthyricus?), Clostridium
Pasturianum ®) sowie andere nicht niher bekannte Spaltpilze®) liefern die
Buttersiuren. Die Milchsiurebildner der Gruppe 2 wirken auch ein. Nach
Joulie?) geschieht bei hoheren Pflanzen die Resorption durch die Wir-
kung der Inulase, wobei Fruktose entsteht und intermediire Produkte
mit Sicherheit nicht nachgewiesen worden sind. Langer fortgesetzte Fiitte-
rung von Kaninchen?®) mit inulin- oder licheninreicher Nahrung fiihrte in
der Regel zum Auftreten, bzw. zur Verstirkung der fermentativen Spal-
tung des Inulins und Lichenins durch Extrakte von Pankreas- und Darm-
schleimhduten von Tieren.

Die verschiedenen Cellulosen und Hemicellulosen werden wahrschein-
lich in dieselben Bruchstiicke durch einige Pilze®) und gewisse Bakterien )
zerspalten, wie sie bei der hydrolytischen Spaltung durch Mineralsauren
entstehen. .

Da das Inulin im Organismus Fruktose liefert, wird es von vielen
Diabetikern vertragen. Fiir Schwindsiichtige, als Mittel gegen die Hyper-
aciditit des Magensaftes, soll es auch gebraucht werden. Islindisches
Moos (enthilt Lichenin) findet auch in hochnordischen Gegenden als Nah-
rungsmittel Verwendung. Die Cellulose und Hemicellulose findet als
Nahrungsmittel (Gemiise) in allen Lindern Verwendung.

Die Erkenntnis der dabei sich abspielenden chemischen Vor-
ginge, resp. der dadurch entstehenden Abbauprodukte ist nicht
nur fiir die chemische Mikrobiologie, sondern auch fiir die Lehre
der Autointoxikation von groBer Bedeutung.

Die Stérung der physiologischen Regulation des Bakterien-
antagonismus im Darm koénnte deshalb zu einer abnormen ein-
seitigen Uberproduktion irgendeines physiologischen Giftes fiihren.

1) M. H. Bierry, Compt. rend. de la soc. de biol. 59, 256. 1905.
2) Arch. f. Physiolog. 99, 116. 1903.
3) H. Bierry, Compt. rend. de I’Acad. de Sc. 150, 367. 1895.
4) Gruenbert, Chem.-Ztg. 17, Ref. 109. 193.
5) S. Winograski, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 9 (IT) S. 43. 1902.
%) Fitz, B. 11, 45. 1878.
7) Joulie, Bull. de la Soc. chim. 7, 262. 1892.
8) Armin und Tschermack, diese Zeitschr. 45, 452—461. 1912,
- #) C. Wemer, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 2, (II), S. 140, 150.
1896.
10) M. W. Omelianski, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 2, (II),
S. 193—391. 1902.
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Systematische Untersuchungen iiber den Chemismus der bakte-
riellen Zersetzung sind deshalb auch von diesem Gesichtspunkte
aus sehr wiinschenswert.

Als Beitrag zu dieser Frage sollen unten erwihnte Versuche
iiber die Wirkung von verschiedenen Bakterien auf einige Poly-
saccharide gelten.

Experimenteller Teil.

Ich berichte jetzt iiber die Wirkung des Kotbestandteiles und
der Garungsbakterien auf die Polysaccharide (Inulin, Lichenin
und Hemicellulose).

Wirkung des Kotbestandteiles auf Inulin.

Ich isolierte den Kot desselben Hundes, den ich zu meinen
vorigen Stoffwechselversuchen benutzt hatte, und zwar in der
Weise, daB der Kot nicht von duBeren Verunreinigungen, besonders
von Keimen auBerhalb des Kotes beschmutzt wurde. Ich ver-
wendete die von Adolf Baginskil) benutzte Niahrlosung, welche
aus 1,0 g Pepton sicc., 20 ccm einer, aus 1,0 g schwefelsaures Am-
moniak und 1,0 g phosphorsaures Kali in 100 ccm destilliertes
Wasser bereiteten Losung bestand. In einen sterilen mit Watte-
pfropfen versehenen Kolben wurden 20 ccm oben erwihnte Nahr-
16sung, 1,0 g Pepton und 100 ccm destilliertes Wasser und eine
entsprechende Menge Calciumcarbonat eingetragen.

Nach nochmaliger Sterilisation des Kolbens mittels eines
Kochschen Dampftopfes wurden 2,0 g bei 120°, im Trocken-
schrank sterilisiertes Inulin und ein Stiickchen von frisch isoliertem
Kot eingetragen. Beim Stehen im Brutschrank von 37° ent-
wickelten sich dabei die Bacillen im Kolben sehr iippig.

Versuch 1: Ich arbeitete mit 8 Kolben auf einmal, und zwar ver-
blieben 2 Kolben als Kontrolle. Die Mischung stand 30—40 Tage lang im
Brutschrank bei 37° C. Das Reaktionsgemisch reagierte immer noch deut-
lich sauer auf Lackmuspapier, wurde aber mit vorhandenem Calcium-
carbonat neutralisiert. Die Reaktion in den Kontrollkolben war neutral.

Nach 30—40 Tagen war in keinem der Kolben an einer entnommenen
Probe mittels Fehlingscher Losung Zucker nachweisbar.

Es hat also in allen GefiBen, die mit frischen Fices geimpft waren,
keine Zuckerbildung aus Inulin stattgefunden, es ist jedoch freie Séure
nachweisbar geworden. Nun wurden die vereinigten Mischungen aus dem
Kolben auf die gebildete Saure hin untersucht. Die schwach sauer reagierende
Fliissigkeit wurde mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert, filtriert und
im Vakuum eingeengt.

1) H. 12, 449. 1888,

Biochemische Zeitsohrift Band 117. 16
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Trennung der Fettsiuren?).

Man macht die eingeengte Fliissigkeit mit Phosphorsiuren stark sauer,
um die Siauren in Freiheit zu setzen, treibt sie mit Wasserdampf ab und dampft
das Destillat mit Bleioxyd ein. Der Riickstand wurde in kaltem Wasaser
gelost, filtriert und zum Kochen erhitzt. Deas ausgeschiedene basische
propionsaure Blei wurde abfiltriert und im Filtrate das tiberschiissige Blei
mit Schwefelsiure entfernt.

Die Losung dampfte ich mit Zinkoxyd trocken ein und extrahierte
den Riickstand erschépfend mit absolutem Alkohol. Ungeldet blieben das
ameisensaure Zink sowie Zinksulfat, die ich durch Destillation mit Phoe-
phorsiure getrennt hatte.

Die alkoholische Losung des essigsauren und buttersauren Zinks
wurde trocken gedampft.

Die Siauren wurden durch Phosphorsiure frei gemacht, tiberdestilliert
und durch Silbercarbonat in ihre Silbersalze tibergefiihrt, deren Trennung
schlieBlich auf Grund ibrer verschiedenen Laslichkeit durchgefiihrt wurde.
Die abgetrennten Silbersalze wurden durch Schwefelwasserstoffe vom
Silber befreit und die Siauren mit Calciumcarbonat durch Kochen in ihre
Calciumsalze tibergefiihrt und gereinigt.

Der mit Wasserdampf destillierte Riickstand in Suto-Kumagawas
Extraktionsapparat 72 Stunden mit Ather extrshiert. Der durch Ather
extrahierte Riickstand wurde in Wasser gelost und durch Kochen mit
Zinkoxyd in die Zinksalze tiberpefiihrt. Diese Salze ergaben die Hopkinssche
und Uffelmannsche Reaktion, wurden aus heiBem Wasser umkrystallisiert
und an der Luft getrocknet.

"Von Sauren ist Essigsaure in groBerer Menge gugegen.

0,0842 g Substanz gaben 0,0306 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,97%, Ca; gef. 36,349, Ca.

Aus der Analyse ergab sich, daB die Substanz mit Calciumacetat
itbereinstimmte.

0,3784 g Substanz gaben 0,1014 g CaO.

Ber. £. (C,H,0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 19,169, Ca.

Nach der Analyse entsprach die Substanz der Formel (C,H,0,),Ca
des Calciumbutyrates.

Ameisensiure war zu wenig vorhanden, um analysiert zun
werden. Mit Quecksilberchlorid- und Silbercarbonatlosung ergab sich
jedoch eine ganz deutliche Reaktion.

0,355 g Substanz ergaben 0,0897 g ZnO. .

Ber. f. (C3H,04),Zn0: 20,389 Zn; gef. 20,319, Zn.

0,355 g Substanz verloren 0,0681 g H,0O bei 110° C getrocknet.

Ber. f.*(CsH,0,),Zn + 3 H,0: 19,209 H,O; gef. 19,18% H,O.

Die Analyse hat erwiesen, da8 die Substanz mit Zinklaktat tiberein-
stimmte. Die wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nicht, sie
war also Girungsmilchsiure.

') K. R. Haberland, Zeitschr. f. analyt. Chemie 38, 217. 1899.
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Versuch 2: Diesmal arbeitete ich mit 8 Kolben (2 Kolben als Kon-
trolle). Die Digestion dauerte 30 Tage bei 37°C. Buttersiure war in
groBerer Menge zugegen, Propionsiuren hingegen in zu geringerer Menge,
um sich nachweisen zu lassen.

0,0913 g Substanz ergaben 0,0453 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,979 Ca; gef. 35,60%, Ca.

0,27563 g Substanz ergaben 0,0705 g CaO.

Ber. {. (C,H,0,),Ca: 18,70% Ca; gef. 18,309, Ca.

0,3642 g Substanz ergaben 0,0926 g ZnO.

Ber. f. (C,H;0,),Zn + 3 HO,: 20,38% Zn; gef. 20,42% Zn.

0,4283 g Substanz verloren 0,0809 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. {. (C4H;0,)sZn + 3 H,0: 19,209, H,0; gef. 18,909, H,O.

Die wiisserige Lisung drehte das polarisierte Licht nicht.

Aus der erwihnten Analyse ist ersichtlich, daB Essigsiuren, Butter-
siuren und Garungsmilchsiuren in diesem Versuche mit Sicherheit ge-
bildet worden sind.

" Wirkung der Kotbestandteile auf Lichenin.

Ich arbeitete mit 8 Kolben resp. 6 g Lichenin. Die Mischung wurde
bei 37° C 38 Tage stehen gelassen. Die Behandlung war dieselbe wie beim
Versuche mit Inulin. Jedoch wird das Lichenin durch Wasser nicht hydro-
lysiert. Daher hatte ich das Lichenin im sterilisierten Kolben samt N&hr-
losung in Kochs Dampftopf sterilisiert.

Nach der Sterilisation ergab sich keine Zuckerreaktion in einer ent-
nommenen Probe.

Versuch 1: Nach 38tigiger Digestion ergab sich auch keine Zucker-
reaktion. Aus dem Reaktionsgemische habe ich fliichtige und nicht fliich-
tige Sauren isoliert. In diesem Falle waren Propionsiure und Butter-
saure in groBerer Menge zugegen und Essigsiure sowie Ameisensiure zu
wenig, um zur Analyse zu gelangen. Es zeigten sich jedooh Reaktionen
auf Ameisensiure und Essigsiure.

Die Analysenwerte sind folgende:

0,2105 g Substanz ergaben 0,0536 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 18,209 Ca.

0,4186 g Substanz ergaben 0,1061 g ZnO.

Ber. f. (C,H;0,),Zn 3 H,0: 20,38%, Zn; gef. 20,369, Zn.

0,4186 g Substanz verloren 0,081 g H;O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C;H;0,);Zn 3 H,O: 19,209, H,0; gef. 19,509 H,0.

Die wiisserige Losung drehte das polarisierte Licht nicht. Aus diesem
Versuche ergibt sich, daf das Lichenin durch Kotbestandteile ebenso wie
das Inulin gespalten wird.

Versuch 2: Dieser Versuch ist mir miBlungen.

Wirkung des Kothestandteiles au! Hemicellulose.

Ich arbeitete mit 8 Kolben resp. 8 g Hemicellulose. Das Gemisch
wurde bei 37°C 40 Tage digeriert. Die Behandlung war dieselbe wie beim

16*
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Inulin und Lichenin. Auch wurde die Hemicellulose wie das Lichenin
nicht durch Waasser hydrolysiert. So sterilisierte ich die Substanz in Kolben
samt Nahrlésung in Kochs Dampftopf. Nach der Sterilisation war keine
Zuckerreaktion im Kolbeninhalt vorhanden.

Versuch 1: Bei diessm Versuche konnte ich Zucker nicht nach-
weisen, und nur ganz geringe Mengen von Milchsiuren waren zu entdecken;
e ergab nur eine schwache Hopkins-Reaktion.

Die Buttersiure, Ameisensiure und Propionsiure waren zu wenig zur
Analyse.

0,1807 g Substanz ergaben 0,0921 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,979 Ca; gef. 36,409, Ca.

Diese Analyse lieferte Werte, die mit Calciumacetat tibereinstimmten.

Versuch 2: In diesem Falle ergab sich auch keine Zuckerreaktion,
und keine Hopkinsche Probe auf Milchsiure. Ebenso wie beim 1. Versuch
sind sehr geringe Mengen von Ameisensiure und Buttersiure zugegen.

0,1236 g Sybstanz ergaben 0,3597 g CaO.

Ber. f. (C;H;0,),Ca: 35,97%, Ca; gef. 36,209, Ca. *

Uberblicken wir die mitgeteilte Untersuchung, so baben wir in dem
Kot Agentien, welche die Polysaccharide (Inulin, Lichenin und Hemi-
cellulose) in ausgiebigster Weise in Fettsiuren spalten. Indes ist eine
Zuckerbildung nicht nachweisbar, vielmehr erscheint hier eine direkte
Bildung von Fettsiuren vorzuliegen. Ich habe nicht die wirksamen Be-
standteile des fiir die Versuche dienenden Kotes untersucht, aber es liegt
kein Zweifel dariiber vor, daB die in dem Kote wirksamen Substanzen
Bakterien sind.

Was die Menge der Bakterien im Magen- resp. Darminhalt betrifft,
8o vergroBert sich dieselbe fast regelmifBig gegen das anale Ende hin;
ganz gleich, was fiir ein Bakterium vorkommt, so wirkt es vielleicht doch
ein.

Ich will am niichsten Versuche die Wirkung der Bakterien auf die
Polysaccharide untersuchen.

Wirkung des Bac. lactis anf Inulin.

Ich verwendete die Nihrlosung, deren T. Sasaki!) sich bedient hat
und die aus 0,6 g Natriumchlorid, 0,1 g Magnesiumsulfat, 2,0 g Mono-
kaliumphosphat, 1,0 g Ammoniumcarbonat und 1000,0 ccm destilliertem
Waasser bestand.

In einen samt seinem Wattepfropfen vorher trocken sterilisierten
Kolben von 200 ccm Inhalt trug ich 100 ccm Nahrlosung ein. Nach der
Sterilisation in Kochs Dampftopf wurden 1,0 g sterilisiertes Inulin bei 120° C
im Trockenschrank und 5,0 g schiefen Agarkultur von Bac. lactis, in der-
selben sterilen Nihrlosung aufgeschwemmt zugesetzt.

Die Milchsiurebacillen wurden aus faulender Milch isoliert und auf
gewohnlichen schrigen Agarniihrboden in Reagenzglisern moglichst licken-

1) Diese Zeitschr. 59, 432. 1914.
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loe ausgebreitet und 24 Stunden lang kultiviert. Im Brutschrank bei 37° C
wuchsen die Bacillen sehr gut. Ich lieB das Gemisch 40—50 Tage lang
im Brutschrank stehen. Nachdem ich sodann die Reinheit der Bakterien
konstatiert hatte, vereinigte ich alle Portionen zusammen und filtrierte
sie. Das Filtrat wurde mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert und im
Vakunum eingeengt.

Die so behandelte Fliissigkeit ist mit folgenden Resultaten unter-
sucht worden:

1. Zucker war gebildet worden; die Fehlingsche Probe fiel positiv aus.

2. Die Reaktion war stark sauer.

3. Die Reaktion mit Eisenchlorid und Silbernitrat lieB mit Wahr-
scheinlichkeit Essigsiure erkennen.

Die eingeengte Fliissigkeit wurde mit Phosphorsiure stark sauer ge-
macht und der Wasserdampfdestillation unterworfen, um die fliichtigen
Fettsiuren von den nicht fliichtigen Fettsiuren zu trennen. Der Destil-
lationsriickstand wurde wieder im Vakuum eingeengt und dann 72 Stunden
mittels Kumagawa-Sutos Fliissigkeitsextraktor mit Ather ausgezogen. Die
nach dem Verdunsten des Athers verbliebenen Riickstinde ergaben die
Reaktion von Hopkins und Uffelmann und wurden durch Kochen mit
Zinkcarbonat in Zinksalze iibergefiihrt.

Die Trennung der fliichtigen Fettsiuren geschah nach Haberland?),
wie im Versuch mit Kotbestandteilen.

Versuch 1: Aus dem Reaktionsgemische habe ich Essigsaure, Butter-
sdure und Milchsiure, jedoch fiir die Analyse zu wenig -Propionsiure,
erhalten.

0,5229 g Substanz ergaben 0,2603 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 35,51% Ca.

0,6055 g Substanz ergaben 0,1563 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 18,36% Ca.

0,3864 g Substanz verloren 0,0503 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C;H,0;),Zn 2 H,0: 13,28% H,0; gef. 13,01% H,0.

0,3864 g Substanz ergaben 0,1178 g ZnO.

Ber. f. (C;H 0;),Zn 2 H,0: 24,809 Zn; gef. 24,509 Zn.

Die wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links.

Es ist aus der Analyse ersichtlich, daB unter den Digestionsprodukten
des Bao. lactis d-Milchsiure auftritt.

Versuch 2: In diesem Falle verwendete ich auch 8 Kolben, unter
ihnen 2 als Kontrolle, und zwar wurden 8 g Inulin der Digestion 40 Tage
lang ausgesetzt. Essigsiure, Propionsiure und Milchsiure wurden gebildet.
0,2433 g Substanz ergaben 0,1243 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,97%, Ca; gef. 36,509, Ca.

0,4841 g Substanz verloren 0,0654 g H,O bei 110° C getrocknet.
Ber. f. (C,H,0,),Zn + 2 H,0: 13,29% H,0; gef. 13,60% H,0.
0,4614 g Substanz ergaben 0,1428 g ZnO.

Ber. f. (C;H;0,),Zn + 2 H,0: 24,80% Zn; gef. 24,609 Zn.

}) Zeitschr. f. analyt. Chemie 38, 217. 1871.
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Thre wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links, daher
war die erhaltene Milchsiure d-Milchséure.

Wirkung des Bae. lactis auf Lichenin.

Versuch 1: 6 g Lichenin wurden 40 Tage lang bei 37° C digeriert.
Die Reinheit der Mischung wurde kontrolliert. Die Untersuchung der
Nihrfliissigkeit ergab folgende Resultate.

1. Die Reaktion der Fliissigkeit war sehr schwach sauer.

2. Die Probe auf Zucker mit Fehlings Ldsung war negativ.

3. Die mit verdiinnter Natronlauge neutralisierte Fliissigkeit ergab
weder die fiir Essigsiure charakteristische Reaktion mit Eisenchlorid und
Silbernitrat, noch die Milchsiaureprobe nach Uffelmann.

Versuch 2: In diesem Falle ergaben sich dieselben Resultate wie
beim 1. Versuch. Ee waren keine Siuren zustande gekommen.

In beiden Versuchen 1 und 2 wurde nach 48 Tagen Digestion bei
37°C im Brutschrank weder nicht fliichtige Fettsiuren noch fliichtige
Fettsiauren gebildet. Ebenso war die Reaktion auf Zucker negativ.

Wirkung des Bac. coli auf Inulin.

Versuch 1: Die Bakterien wurden aus Kot frisch isoliert und auf
sohiefen Agarnihrboden kultiviert. Ich arbeitete diesmal mit 8 Kolben
resp. 16 g Inulin, sonst in derselben Weise wie beim vorigen Versuche. Die
Nihrfliissigkeit ergab Reaktion auf Zucker, Milchsiure und Essigséure
nach 35tigiger Aufbewahrung bei 37°C.

0,3495 g Substanz ergaben 0,1428 g CaO.

Ber. f. (C;H;0,),Ca: 35,979 Ca; gef. 35,729, Ca.

0,668 g Substanz ergaben 0,1716 g Ca.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,70%, Ca; gef. 18,409, Ca.
Bestimmung des Krystallwassers:

0,3816 g Substanz verloren 0,05156 H,O bei 110° C getrocknet.
Ber. f. (CH;0,),ZnH,0: 13,29% H,0; gef. 13,60% H,0.
0,3816 g Substanz ergaben 0,1192 g ZnO.

Ber. f. (CH;0,);Zn + 2 HyO: 24,809, Zn; gef. 25,10% Zn.

Die wisserige Losung dieses Zinklaktats war rechtsdrehend, daher
lag 1-Milchsdure vor.

Versuch 2: Hier arbeitete ich mit 6 Kolben, d. h. mit 12 g Inulin.
Die Mischung wurde rein befunden. Aus dem Reaktionsgemisch erhielt
ich nur wenig Milchsiure, gewann aber reichlich Essigsiure und Butter-
séure.

Die Niahrfliissigkeit ergab eine positive Reaktion auf Zucker.
0,3416 g Substanz ergaben 0,1826 g CaO.

Ber. f. (C;H,0,)Ca: 35,979, Ca; gef. 36,209 Ca.

0,6346 g Substanz ergaben 0,1428 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,709 Ca; gef. 18,109, Ca.

——— . —
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Wirkung des Bae. coli auf Lichenin.

Versuch }: In diesem Versuche arbeitete ich mit 8 Kolben, d. h.
8 g Lichenin. Das Reaktionsgemisch reagierte sauer und gab Reaktion
auf Zucker, Essigsiure und Milchsdure nach 45tigigem Stehen im Brut-
schrank bei 37°C.

Aus der Nahrfliissigkeit isolierte ich unten analysierte Siuren; Eesig-
siure, Buttersiure und 1-Milchsiure.

0,0565 g Substanz ergaben 0,0281 g CaO.

Ber. f. (CyH;0,),Ca: 35,979 Ca; gef. 35,68% Ca.

0,3234 g Substanz ergaben 0,0826 g CaO.

Ber. f. (C;H,0,),Ca: 18,70% Ca; gef. 18,26%, Ca.

Bestimmung des Krystallwassers von milchsaurem Zink:

0,2361 g Substanz verloren 0,0308 g H,O.

Ber. f. (C;H;0,)Zn 2 H,O; gef. 13,069, H,O.

Bestimmung des Zinks im milchsauren Zink:

0,2361 g Substanz ergaben 0,0723 g ZnO.

Ber. f. (CyH;0;),Zn + 2 H,O: 24,809, Zn; gef. 24,60%, Zn.

Thre wiisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach rechts, daher
erhielt ich ]-Milchsdure.

Versuch 2: In diesem Falle wurde die Nihrlosung 40 Tage lang
bei 37°C digeriert. Die Reaktion fiir Zucker war positiv. Durch die
folgende Analyse wurde Essigsiiure, Buttersiure und Milohsiure festgestellt,

0,3295 g Substanz ergaben 0,0848 g CaO.

Ber. f. (C,H;0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 18,40%, Ca.

0,2318 g Substanz ergaben 0,1156 g CaO.

Ber. f. (C;H,0,),Ca: 35,979 Ca; gef. 35,849, Ca.

0,3576 g Substanz verloren 0,0468 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C;H;0,),Zn 2 H,0: 13,299, H,0; gef. 13,109, H,O.

0,3576 g Substanz ergaben 0,1099 g ZnO.

Ber. f. (C,H;0,)yZn + 2 H,O: 24,809, Zn; gef. 24,70% Zn.-

Die wilsserige Losung drehte das polarisierte Licht nach rechta.

Wirkung von Bac. coli aut Hemicellulose.

Versuch 1: Ich arbeitete mit 8 Kolben und 8 g Hemicellulose. Nach
57tdgiger Digestion reagierte die Nahrfliissigkeit sauer und gab Milch-
siiurereaktion, aber keine Reaktion auf Zucker und fliichtige Fettsiuren.

Die Analyse der Milchsdure zeigte folgendes:

0,4615 g Substanz verloren 0,0626 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C;H;0,),Zn + 2 H,0: 13,299, H,0; gef. 13,669, H,O.

0,4615 g Substanz ergaben 0,1452 g ZnO.

Ber. f. (C;H,0,),Zn + 2 H,0; 24,80% Zn; gef. 25,30% Zn.

Thre wilsserige Losung drehte nach rechts. .

Versuch 2: Nach 50tigigem Verweilen bei 37° C reagierte die Nahr-
fliissigkeit schwach sauer und ergab keine Reaktion auf Zucker und Fett-
sduren,
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Wirkung von Bae. proteus auf Inulin.

Die Proteusbazillen wurden aus faulendem Pankreas rein
isoliert.

Versuch 1: Ich arbeitete diesmal mit 8 Kolben, d. h. 16 g Inulin.
Die Nahrflissigkeit belieB ich 48 Tage lang bei 37°C. Das Reaktions-
gemisch ergab eine stark positive Reaktion von Zucker und Fettsiuren. Ich
erhielt die unten analysierten Fettsauren, darunter die Propionsiure.

Analyse:

0,5229 g Substanz ergaben 0,2607 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,979, Ca; gef. 35,64%, Ca.

0,6682 g Substanz ergaben 0.1592 g CaO.

Ber. {. (C,H,0,),Ca: 18,70, Ca; gef. 18,80°, Ca.

0,4115 g Substanz verloren 0,0555 g H,0 bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C,H,0,),Zn + 2 H,0: 13,29°, H,0; gef. 13,509 H,0.

0,4115 g Substanz ergaben 0,1297 g ZnO.

Ber. f. (C;H;0,)Zn + 2 H,0: 24,80% Zn; gef. 25,30%, Zn.

Thre wasserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links. Daher
war bei diesem Versuche d-Milchsiure gebildet worden.

Versuch 2: Nach 40tigiger Bebriitung bei 37° C reagierte die Nahr-
flissigkeit sauer und ergab Reaktion auf Zucker. Auch wie beim 1. Ver-
such erhielt ich die zur Analyse gebrachten Fettsiuren: Essigsiure, Butter-
siure und Milchsiure.

0,3049 g Substanz ergaben 0,1504 g CaO.

Ber. {. (C,H,0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 35,289, Ca.

0,3874 g Substanz ergaben 0,1043 g CaO.

Ber. £. (C(H;0,),Ca: 18,70% Ca; gef. 19,209, Ca.

0,6312 g Substanz verloren 0,086 g H,0 bei 110°C.

Ber. £ (C;H;0,),Zn 2 H,0: 13,29% H,0; gef. 13,63% H,O.

0,6312 g Substanz ergaben 0,1979 g ZnO.

Ber. 1. (CyH;04),Zn 2 H,0: 24,809 Zn; gef. 25,20%, Zn.

Ihre wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links. Es
batte sich also d-Milchsiure gebildet.

Wirkung von Bac. proteus auf Lichenin.

Versuch 1: Diesmal arbeitete ich mit 8 Kolben, d. h. 8 g Lichenin.
In diesem Versuche wurde die Nahrfliissigkeit 55 Tage lang 37°C aus-
gesetzt.

Die Nihrfliissigkeit ergab keine Reaktion auf Zucker und Essigsiure,
jedoch eine positive Reaktion auf Milchsiure.

Aus der Analyse ergibt sich, daB Milchsiure gebildet wurde.

0,3146 g Substanz werloren 0,044 g H,O bei 110°C.

Ber. . (C,H;0,),Zn 2 H,0: 13,209, H,0; gef. 14,009 H,O.

0,3148 g Substanz ergaben 0,1002 g ZnO.

Ber. 1. (C;H;0,),Zn + 2 H,0: 24,80% Zn; gef. 26,60%, Zn.
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Thre wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links, ent-
hielt also d-Milchsiure.

Versuch 2: Ich arbeitete mit 8 Kolben, d. i. 8 g Lichenin. Die
Nahrlosung wurde 55 Tage lang bei 37° C der Digestion unterworfen. Das
Reaktionsgemisch ergab keine Reaktion auf Zucker, jedoch eine positive
auf Fettsiuren.

Aus dem Reaktionsgemisch isolierte ich die unten analysierte Essig-
sdaure und Milchsiure.

0,3904 g Substanz ergaben 0,1977 g CaO.

Ber. f. (C;H;0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 36,209, Ca

0,416 g Substanz verloren 0,0567 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C4H;04)sZn 2 H,0: 13,299, H,0; gef. 13,64% H,0.

0,416 g Substanz ergaben 0,1304 g ZnO.

Ber. f. (C4H,0;);Zn 2 H,0: 24,809 Zn; gef. 25 20%

Ihre wisserige Losung drehte das polarisierte Llcht nach links.
d-Milchsiure.

Wirkung von Bae. proteus auf Hemicellulose.

Versuch 1: Diesmal arbeitete ich mit 6 Kolben, d. i. 6 g Hemi-
cellulose. Die Nihrfliissigkeit wurde diesmal 65 Tage lang bei 37° C be-
lassen.

In diesem Reaktionsgemisch bestand eine positive Reaktion fiir
Zucker und Fettsduren. Das Gemisch reagierte stark sauer.

Ich isolierte aus dem Gemisch reichlich Essigsiure, Buttersiure und
Milchsiure. Besonders die Buttersiure war in betrichtlichem MaBe vor-
handen.

Die Anslyse dieser Siuren war folgende:

0,2558 g Substanz ergaben 0,0938 g CaO.

Ber. {. (C,H,0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 36,309 Ca.

0,3326 g Substanz ergaben 0,0888 g CaO.

Ber. f. (CH;0,);Ca: 18,709, Ca; gef. 19,109 Ca.

0,4005 g Substanz verloren 0,0625 g H,0 bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C,H;0,),Zn 2 H,0: 13,299, H,0; gef. 14,139 H,0

0,4005 g Substanz ergaben 0,1221 g ZnO.

Ber. f. (C4H;0,),Zn 2 H,0: 24,80%, Zn; gef. 24,609 Zn.

Diese wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links.
d-Milchsiuren. ’

Versuch 2: Ich arbeitete mit 8 Kolben, d. i. 8 g Hemicellulose.
Die Nahrfliissigkeit wurde 50 Tage lang bei 37° C im Brutschrank stehen
gelassen.

Essigsiure und Buttersiure waren reichlich gebildet.

0,3611 g Substanz ergaben 0,1808 g CaO.

Ber. {. (C;H;0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 35,76% Ca.

0,4115 g Substanz ergaben 0,1103 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,);Ca: 18,709 Ca; gef. 19,209, Ca
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Wirkung von Baec. subtilis auf Inulin.
Die Subtilisbacillen wurden aus dem Heu rein geziichtet.

Versuch 1: Die 8 Kolben, d. h. die 16 g Inulin enthaltende Mischung
stand 56 Tage lang bei 37° C. Im Reaktionsgemisch waren die Reaktionen
auf Zucker schwach positiv, die fiir fliichtige Fettsiure positiv, und die
fiir Milchsdure negativ.

Aus dem Reaktionsgemisch isolierte ich die unten zur Analyse be-
reiteten Séuren; Essigsiure, Buttersiure und auBerdem Propionsiure.

0,4068,g Substanz ergaben 0,2054 g CaO.

Ber. . (C;H;0,);Ca: 35,97% Ca; gef. 36,109, Ca.

0,5123 g~ Substanz ergaben 0,1371 g CaO.*

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,70%, Ca; gef. 19,14% Ca.

Versuch 2: Diesmal arbeitete ich ebenfalls mit 8 Kolben, d. h. 16 g
Inulin. Nachdem sie 50 Tage bei 37° C aufbewahrt waren, ergab das Re-
aktionsgemisch die Proben auf Fettsiuren. Die Reaktion auf Zucker war
negativ; das Gemisch reagierte stark sauer.

Ich isolierte Buttersiure und Milchsdure.

0,4464 g Substanz ergaben 0,2279 g CaO.

Ber. f. (C,H;0,),Ca: 35,97 Ca; gef. 36,609 Ca.

0,4812 g Substanz ergaben 0,13 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 19,309, Ca.

0,664 g Substanz ergaben 0,2067 ZnO.

Ber. £. (C;H0,),Zn 2 H,O: 24,809, Zn; gef. 25,409, Zn.

0,664 g Substanz verloren 0,0916 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. £. (C;H,0;),Zn 2 H,0: 13,20% H,0; gef. 14,029, H,0.

Die wiisserige Losung dieses Zinksalzes drehte das polarisierte Licht
nach links, es ist daher d-Milchsiure gebildet worden.

Wirkung von Bac. subtilis aut Lichenin.

Versuch 1: Auch diesmal arbeitete ich mit 8 Kolben, d. i. 8¢
Lichenin. Die Mischung stand 55 Tage bei 37° C im Brutschrank. Das
Reaktionsgemisch reagierte sauer auf Lackmus. Die Reaktion fiir Fett-
siduren war stark positiv und die fir Zucker negativ. Ich isolierte aus der
Nahrfliissigkeit Essigsiaure, Milchsiure, Buttersiure und Propionsiure und
analysierte.

0,3412 g Substanz ergaben 0,1708 g CaO.

Ber, f. (C;H;0,),Ca: 35,979, Ca; gef. 35,809, Ca.

0,4342 g Substanz ergaben 0,1111 g CaO.

Ber. f. (C,H;0,);,Ca: 18,70%, Ca; gef. 18,5629, Ca.

0,6543 g Substanz verloren 0,0859 g H,O bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C;H;0,);Zn 2 H,0: 13,299, H,0; gef. 13,149 H,0.

0,6543 g Substanz ergaben 0,199 g ZnO.

Ber. f. (C;H;0,)3Zn 2 H,O: 24,809, Zn; gef. 24,609, Zn.

Ihre wiisserige Losung drehte das polarisierte Lioht nach links; ich
hatte also d-Milchsiure erhalten.
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Versuch 2: Bearbeitung der Nihrlssung und Behandlung der Di-
gestionsprodukte geschahen in derselben Weise wie beim 1. Versuch. Das
Reaktionsgemisch reagierte sauer. Die Reaktionen auf Zucker und fliich-
tige Fettsduren waren positiv, die auf Milchsiure jedoch nur schwach
positiv.

Es ist aus den folgenden Analysen ersichtlich, daB Essigsdure und
Buttersdure gebildet worden waren. Ich habe leider zur Analyse zu wenig
Milchsiure erhalten.

0,4808 g Sustanz ergaben 0,234 g CaO.

Ber. . (C,H,0,),Ca: 35,97% Ca; gef. 35,189, Ca.

0,6569 g Substanz ergaben 0,1675 g CaO.

Ber. f. (C,H;0,),Ca: 18,70%, Ca; gef. 18,229, Ca.

Wii'kung von Bae. subtilis auf Hemicellulose.

Versuch 1: Ich arbeitete mit 10 Kolben, d.i 10 g Hemicellulose.
Nachdem diesclben 60 Tage lang bei 37°C im Brutschrank gestanden
hatten, war das Gemisch sauer und die Reaktion auf Zucker, Essigsiure
und Milchsiure positiv. Ich isolierte zunéchst die der Analyse unterworfene
Eagigsiure und Buttersiure, erhielt aber zur Analyse zu wenig.

0,3428 g Substanz ergaben 0,1742 g CaO.

Ber. f. (C,H,0,),Ca: 35,979% Ca; gef. 36,329, Ca.

0,668 g Substanz ergaben 0,1798 g CaO.

Ber. f. (C;H,0,),Ca: 18,70% Ca; gef. 19,24%, Ca.

Versuch 2: Die Bearbeitung der Nahrlgsung geschah in derselben
Weise wie beim 1. Versuch. Die Nahrfliissigkeit war stark sauer und die
Probe auf Zucker, Essigsiure und Milchsiure stark positiv.

0,4257 g Substanz ergaben 0,2165 g CaO.

Ber. f. (C,H;0,),Ca: 35,979, Ca; gef. 36,33% Ca.

0,6272 g Substanz ergaben 0,1339 g CaO.

Ber. {. (C;H,0,),Ca: 18,709, Ca; gef. 18,209%, Ca.

0,6702 g Substanz verloren 0,0743 g H,0 bei 110° C getrocknet.

Ber. f. (C,H;0,),Zn 2 H,0: 13,299 H,0; gef. 13,049 H,O0.

0,5702 g Substanz ergaben 0,1774 g ZnO.

Ber. f. (C,H;0,),Zn 2 H,0: 24,80%, Zn; gef. 25,20% Zn.

Die wasserige Losung dieses Salzes drehte das polarisierte Licht nach
links, also war d-Milchsiure zugegen.

Zusammenfassang.

Uberblicken wir die ganze Reihe der mitgeteilten Unter-
suchungen, so haben wir im Kot eine Substanz (vielleicht Bakte-
rien) vor uns, welche die Polysaccharide (Inulin, Lichenin und
Hemicellulose) in ausgiebigster Weise zu Essigsiure, Propionséure
und Buttersiure vergirt. Auch merkliche Mengen von optisch
inaktiven Milchsiuren treten dabei auf.
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Ein wesentlicher Unterschied der Wirkungsweise der Bak-
terienarten gegeniiber den Polysacchariden liegt darin, daB Bac.
lactis vorzugsweise Essigsiure bildet. Bei der Wirkung von Bac.
lactis, Bac. proteus, Bac. subtilis und Bac. coli bildet sich auBler
den oben erwihnten Fettsiuren noch optisch aktive Milchsdure,
und zwar dreht die bei Bac. lactis, proteus und subtilis entstandene
Milchsiure nach rechts, die von Bac. coli erzeugte nach links.

Im wesentlichen schlieBen sich so die unter der Einwirkung
der Bakterien im Darmkanal vor sich gehenden Spaltungsvor-
ginge, soweit wenigstens Kohlenhydrate in Frage kommen, nach
den vorliegenden Ergebnissen, den bekannten von Hoppe-Seyler
eingehend studierten Faulnisvorgingen an.

In meinen Versuchen beeinflussten einige Polysacchariden den
EiweiBumsatz. Diese Vorginge sind so zu deuten, daB die Poly-
saccharide im Verdauungstraktus durch Bakterien iiber Zucker
zu Fettsiiuren gespalten und resorbiert werden (Zuntz).

Nach v. Jaksch und Schotten ist der Nachweis erbracht
worden, daB bei der Fiitterung mit Essigsiure und Ameisen-
siure dieselben durch den Harn wieder zum griBten Teil ausge-
schieden werden. Daraus ergibt sich die Tatsache, daB auch die
im Darmkanal entstehenden, fliichtigen Fettsduren resorbiert und
im Harn wieder erscheinen miissen. Somit werden vielleicht die
erwihnten Polysaccharide durch verschiedene Bakterien im Darm-
kanal gespalten und resorbiert, und diese Spaltungsprodukte be-
einflussen wahrscheinlich den EiweiBumsatz.

Zum SchluB ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Rektor
der Universitit Kyoto, Dr. T. Araki und Herrn Prof. Dr. K.
Mayeda fiir ihre freundliche Leitung und Liebenswiirdige Unter-
stiitzung meinen herzlichen Dank auszusprechen.



Uber die Spaltung von einigen Polysacchariden (Inulin,
Lichenin und Hemicellulose) im Verdauungskanal bei
Siugetieren.

Von
Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der kaiserlichen Uni-
versitit zu Kioto.)

(Eingegangen am 27. Februar 1921.)

Untersuchungen iiber die Verdaulichkeit einiger Polysaccha-
ride (Inulin, Lichenin und Hemicellulose) im Verdauungskanal bei
Saugetieren wurden schon lange angestellt, aber die Resultate
gingen auseinander.

A.D. Komanos!) fand, daB der Speichel, der kiinstliche Magensaft,
natiirlicher Magensaft von Taube, Pankreassaft und invertierende Fermente
der Bierhefe Inulin nicht verindern. Auch menschlichen Magensaft fanden
Komanos wie Kuelz ohne Wirkung auf Inulin. Inulin wird weder im
Magen noch im Darmkanal in Zucker verwandelt oder iiberhaupt ver-
&ndert. M. H. Bierry?) beobachtete, dal reiner sowie mit Darmmazeration
versetzter Pankreassaft vom Hunde Inulin in Zucker weder umwandelte
oder iiberhaupt sonst verinderte. Nach K. Miura®) wird die Glykogen-
bildung in der Leber des Pflanzenfressers durch Zufuhr von Inulin ge-
steigert. M. H. Bierry gab an, daB bei Hunden, Rindern, Schweinen
und Enten die Spaltung des Inulins im Magen durch Salzséure erfolgt,
wahrend mazerierter Pankreas- und Darmbrei sowie frischer Pankreassaft
keine hydrolytische Wirkung auf Inulin ausiiben sollen. T. Saiki*) unter-

suchte die Verdauung und Ausnutzung von Lichenin und Agar-Agar im .’

Darmtractus der Menschen und Tiere, und es ergab sich dabei, daB diese
Polysaccharide nicht direkt in Zucker durch tierische kohlenhydratspaltende
Enzyme oder Bakterien gespaltet werden. — Bei lingerer Fiitterung mit
einer licheninreichen (Islindische Moose) und einer inulinreichen (Dahlia-
knollen)®) Nahrung gewannen die Extrakte von Darm- und Pankreas-

1) J. f. Fortschr. d. Tierchemie 1876, S. 180.

2) Compt. rend. de la soc. de biol. 59, 256. 1905.

3) Zeitschr. f. Biol. 32, 255.

4) Journ. of Biolog. Chem. 5, 434.

5) Armin und Tschermak, diese Zeitschr. 45, 452, 461. 1912.
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mazerationen die Fahigkeit, das Lichenin und das Inulin zu speilten.
Celluloge!) wird auf unbekannte Weise unter Einwirkung eines oder meh-
rerer bisher ungeformter Fermente in ein 15sliches Stadium iiberfiihrt, in
dem sie je nach der Resorptionskraft des Darmes mehr oder weniger aus-
giebig resorbiert werden kann. Durch die Untersuchungen Tappeiners
wird nur bewiesen, daB im Darm eine Cellulosesumpfgasgarung stattfindet.

Daher ist die Untersuchung der Verdaulichkeit im Darm-
kanal bei Siugetieren mangelhaft. Meine Untersuchungen kénnen
diesem Mangel abhelfen.

Experimenteller Teil.

In einem samt seinem Wattepfropfen vorher trocken sterilisierten
kurzhalsigen Kolben von 150 ccm Inhalt fiihrte ich 100 ocm sterilisierte
physiologische Kochsalzlésung ein. Nach Sterilisation im Xochschen
Dampftopf trug ich 10 g moglichst keimfrei isolierte Darm- oder Pankreas-
mazeration mit den Versuchsmaterialien ein. Dann stellte ich den Kolben
in einen Brutschrank von 37°C. Ich arbeitete auf einmal mit 5 Kolben,
davon dienten 2 Kolben zur Kontrolle. Die Verdanungsfliissigkeit wurde
durch Leinwand koliert und das Kolat mit 10 proz. Bleizuckerlésung vom
EiweiB befreit und der UberschuB des Bleies durch Schwefelwasserstoff
entfernt. Die von Schwefelblei abfiitrierte Fliissigkeit wurde im Vakuam
eingedickt und der Zucker darin mit Fehlings Probe ynd der Phenyl-
hydrazinprobe untersucht.

1. Versuch mit Inulin am Hunde.

Nr. 1 2 3 4 5
Inulinmenge ing . .. ... .. .. 1 1 1 1 -
Menge von Darmbreiing . . . . . . 10 — 5] 5 b
Menge von Pankreasbrei in g. . . . . - 10 5 b 6
Menge von 0,89, NaCl-Lésung incem . . 100 100 100 ° 100 100
Verdauungsdauer in Wochen . . . . . 3 3 3 3 3
Temperatur . . . . . . .. .. ... 37 37 37 37 37
Fehlings Probe . . . . . . .. A - = — —
Phenylhydrazinprobe . . . . . . . . . — — — - -
2. Versuch mit Inulin am Kaninchen.
Nr. 1 2 3 4 5
Inulinmenge . . . . . .. .. ... 1 1 1 1 1
Darmbrei . . . . . . . .. ... .. 10 - 6 5 5
Pankreasbrei . . . . .. ... ... — 10 b b 5
NaCl-Losung . . . . . . ... ... 100 100 100 100 100
Verdauungsdauer. . . . . . . . . .. - 4 4 4 4 4
Temperatur . . . . . . . . . . . .. 37 37 37 37 37
Fehlings Probe . . . . . . .. ... — — — — -
Phenylhydrazinprobe . . . . . . . . . - = - - -

) Dr. Hans Lohrisch, H. 47, 200. 1906.
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1. Versuch mit Lichenin am Hund.

Nr. 1 2 3
Licheninmenge. . . . . . . . . . .. 1 1 1
Darmbrei . . . . . ... ... ... 10 — 5
Pankreasbrei . . . . .. ... ... - 10 ]
NaCl-Loeung . . . . .. .. ... . 100 100 100
Verdauungsdauwer. . . . . . ... .. 2 2 2
Temperatur . . . . . . . ... ... 37 37 37
Fehlings Probe . . . . . . ... .. — — —
Phenylhydrazinprobe . . . . . . . . . — - —

2. Versuch mit Lichenin am Kaninchen.

Nr. 1 2 3
Licheninmenge . . . . . . . . . .. 1 1 1
Darmbrei . . . . . .. ... ... . 10 —_ 5
Pankreagbrei . . . . . ... ... A 10 6
NaCl-Ldeung . . . . . . .. .. .. 100 100 100
Verdauungsdaver. . . . . . . .. .. 3 3 3
Temperatur . . . . . . ... ... .37 37 37
Fehlings Probe . . . . . .. . ... — - —
Phenylhydrazinprobe . . . . . . . . . — — -~

1. Versuch mit Hemicellulose am Hunde.

Nr. 1 2 3 4
Hemicellulosemenge . . . . . . 05 05 05 0,5
Darmbrei . . . . . . . ... . 10 - b 5
Pankreasbrei . . . . . . . .. — 10 5 b
NaCl-Losang . . . . . . . .. 100 100 100 100
Verdauungsdauver. . . . . . . . 3 3 3 3
Temperatur . . . . . . . . .. 37 37 37 37
Fehlings Probe . . . . . . .. - — — —
Phenylhydrazinprobe . . . . . . — — — -

2. Versuch mit Hemicellulose am Kaninchen.

Nr. 1 2 3 4
Hemicellulosemenge . . . . . . 05 05 05 05
Darmbrei . . . . . . .. .. . 10 — 6 b
Pankreasbrei . . . . ... .. - 10 5 5
NaCl-Lésung . . . . . . . .. 100 100 100 100
Verdauungsdauer. . . . . . . . 4 4 4 4
Temperatur . . . . . . . ... 37 37 37 37
Fehlings Probe . . . . . . . . — — — —

Phenylhydrazinprobe . . . . . . — — - —
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Zusammenfassung.

Bei der Digestion von Polysaccharide (Inulin, Lichenin und
Hemicellulose) zeigen die Darm- und Pankreasmazerationen weder
verfliissigende noch Zucker spaltende Kraft.

Diese Tatsache hat die Bedeutung, da8 keine diese Poly-
saccharide spaltende Fermente in der Darm- und Pankreasmaze-
ration vorkommen.

Zum Schlusse halte ich es fiir eine angenehme Pflicht, Herrn
Rektor der Universitit Kyoto, Dr. T. Araki und Herrn Pro-
fessor K. Mayeda herzlichen Dank fiir ihre iiberaus freundliche
Hilfe auszusprechen.



Uber den EinfluB einiger Polysaccharide (Inulin, Lichenin
und Hemicellulose) aut den EiweiBumsatz.

Von
Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Kaiserlichen Uni-
versitdt zu Kyoto.) '

(Esngegangen am 17. Februar 1921.)

Frithere Beobachtungen!) haben bereits ergeben, daB die Poly-
saocharide (Stdrkemehl) wie das Fett den EiweiBumsatz im Tierkdrper
verringern. J. Hoppe?) zeigte, daB bei Zusatz von Stirkemehl zu Fleisch
weniger Harnstoff im Harn auftritt und nahm danach eine Ablagerung
stickstoffhaltiger Substanz unter der Einwirkung des Stirkemehls an.
Spater schlossen Bischoff und C. Voit ebenfalls aus der geringeren Stick-
stoffausscheidung im Harn und Kot nach Darreichung von Starkemehl auf
eine Verminderung der EiweiBzersetzung durch diese Stoffe. In allen
Fillen wird durch die Zugabe von Kohlenhydraten zum Fleische die Stick-
stoffausscheidung geringer®) und steigt nach Weglassen derselben wieder
zur vorigen Hohe an.

Inwieweit die Polysaccharide (Inulin, Lichenin und Hemi-
cellulose) den EiweiBumsatz beeinflussen, ist jedoch weniger be-
kannt.

T. Saiki®) untersuchte die Verdauung und Ausnutzung von Lichens
und Agar-Agar im Verdauungstractus der Menschen und Tiere und fand,
daB diese Polysaccharide durch tierische Kohlenhydrate spaltende Enzyme
oder Bakterien nicht direkt in Zucker gespalten werden. Durch Verab-
reichung von Inulin bei Kaninchen wurde der Gehalt der Leber an Glykogen
vermehrt #).

1) C. Voit, Zeitschr. £, Biol. 5, 329—368.

) J. Hoppe, Arch. £ pathol. Anat. 10, 144.
3) C. Voit, Zeitschr. £ Biol. 5, 434.

4) T. 8aiki, Journ. of Biolog. Chem. 2, 251.
%) K. Miura, Zeitschr. f. Biol. 32, 255—265.
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Die Muttersubstanz dieser Polysaccharide (Heliantus tube-
rosum, Lichen islandicus und Agar-Agar) hat als Nahrungsmittel
Verwendung gefunden, daher ist es von Bedeutung, die Verdauung
und Ausnutzung der Polysaccharide zu erforschen.

Um diese Frage zu 16sen, habe ich die unten erwahnten Ver-
suche unternommen.

Untersuchungsmethode.

Ich verabreichte einem Hund von 9 kg Korpergewicht taglich gleiche
Nahrung; 350 g Fleisch, 10 com Shoyu und 150 com Wasser. Ich zer-
kleinerte das Fleisch und zerrieb es in der Reibschale, um den Stickstoff-
gehalt gleichmiBig zu verteilen und bestimmte tiglich seinen Stickstoff-
gehalt nach Kjeldahl.

Im Shoyu wurde ebenfalls der Stickstoffgehalt bestimmt. Auch war
ich fiir die Analyse des Harnes und des Kotes besorgt. Ich erreichte es,
daB der Hund tiglich einmal mittels Katheter urinierte) und so ein Verlust
des Harnes vermieden wurde), und bestimmte den Gesamtstickstoff im
Harn (einer Tagesmenge) nach Kjeldahl. Die Abgrenzung des Kotes
geschah mit Karmin und zwar in der Weise, da am Vortage 0,5 g Karmin
mit Fleisch verfiittert und dann bis zum eigentlichen Versuch wenigstens
3 Tage lang gefastet wurde. Die SchluBabgrenzung geschah in gleicher
Weise. Die Faeces!) (pro Periode) mit ein wenig Schwefelsiure zu einem
diinnen Brei verriihrt, wurden gesammelt und abgewogen. Ein Teil der-
selben wurde auf einem schwach siedendem Wasserbade eingedampft?) und
mit wenig Alkohol getrocknet, bis die Faeces nach der Abkithlung pulveri-
sierbar wurden.

Jetzt stellte ich das Gewicht fest, zerrieb alles zu einem feinen Pulver,
brachte dasselbe in Schwefelsiure-Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz und
bestimmte den Gesamtstickstoff nach Kjeldahl. Zirka 2 g trockene Faeces
werden genau abgewogen®) und in einem 300 ccm fassenden Kolben nach
Liebermann mit 100 ccm 2proz. Salzsiure versetzt und auf dem Sand-
bade 11/, Stunden am RiickfluBkiihler gekocht und schlieBlich mit Natron-
lauge nahezu neutralisiert. Durch einen Asbestfilter werden sie nun mit
Hilfe einer starken Saugpumpe filtriert, mit Wasser ausgewaschen und
nun genau auf das Volumen von 300 com gebracht. Von den erhaltenen
Fliissigkeiten dienten 50 ccm zur Zuckerbestimmung nach Bertrand.
Die fiir Zucker gefundenen Faktoren*) wurden mit 0,94 multipliziert, um
den Wert fiir die Stirke zu erhalten.

1) Arch. {. d. ges. Physiol. 98, 595.
?) H. 25, 355.

3) Arch. {f. d. ges. Physiol. 84, 180.
4) Chem. Centralblatt 1891, S. 733.
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Versuche.

Nachdem das Stickstoffgleichgewicht!) eingetreten war und wihrend
3—4 Tagen je 156—25g Inulin, Lichenin oder Hemicellulose zugesetzt
worden waren, um den EinfluB derselben auf den EiweiBumsatz zu priifen,
folgten nun zum abermaligen Vergleich 3—6 Tage ohne Darreichung der-
selben. Es wurden unter diesen Umstinden nachstehende Zahlen erhalten.

Bemerkung von Darstellung der Lichenin und Hemicellulose.

Lichenin?) 3): das islindische Moos, jene zu medizinischen Zwecken
verwandte Flechte, welche mit Wasser gekocht gallertartig gestehende
Fliissigkeiten liefert, gibt beim Extrahieren mit konzentrierter Salzsiure
und schleunigen Fillen des Extraktes mit Alkohol farbloses oder schwach
gelbes Lichenin.

Hemicellulose®): Agar-Agar mit 0,4% Atzkali behandelt.

Tabelle I.

Inulin.
Versuch 1: September 1918.

Gewicht des

. e 3 © H] -‘é © z 2 z § E 2 E w ] -
AR RN IR IR o DL CREE
i g gé ﬁm& oH é” é" feucht h-gck- -ES :2 %ﬁ §ir§
a "“":.: SR wg| 83 | &3 il ol B K 3

kg | A cem | & g g g g g g g g
9.19,5 {sauer{ 303 |(1,032(7,68250,1358] 15,2 | 2,9 |8,2345/7,8183| — |0,3056

10. 19,6 " 326 |1,028(7,84600,1358] 15,2 | 2,9 |7,9880/7,9818) — [0,3056
11. 9,5 " 305 [1,030/8,0150:0,1358] 15,2 | 2,9 |8,4155;8,1508) — |0,3056

12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.
21.

96 | ., | 275 1,032/8,0350/0,1358| 15,2 | 2,9 |8,3500/8,1708| — |0,3056
945 . | 250 |1,033/8,1450(0,1358] 152 | 2,9 |8,4160|8,2908] — |0,3056
945 . | 235 |1,031/8,1050/0,1358] 152 | 2.9 [8,3321/8,2408| — [0,3056
945 .. | 240 |1,030(7,9460(0,2346] 34,1 | 8.2 |8,4529.9,1806| 15 |2,9652
940| ,, | 280 {1,027|7,9053/0,2346| 34,1 | 82 |8,6431|7,9388 15 |2,9652
940| ,, | 250 |1,029|7,3468(0,2346] 34,1 | 82 |8,8256|7,5814| 15 |2,9652
940| , | 240 [1,029/7,4028/0,1637| 15,8 | 3,0 |8,9165(7,5665| — |0,4139
940 ., | 290 {1,026(7,4057,0,1637] 15,8 | 3,0 [8,3156(7,5690| — |0,4139
940 ,, | 245 [1,032|7,8455/0,1637| 15,8 | 3,0 [8,0250|8,0092| — [0,4139
940| ,, | 285 |1,030/8,1432/0,1637] 15,8 | 3.0 [8,40558,3069] — |0,4139

1) Zeitschr. f. Biol. 5, 434. 1857.

1) Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate von Dr. B. Tollens, S. 198.

3) Annalen d. Chemie u. Pharmazie 55, 1656 von Knopp und Schne-
dermann.

4) H. 49, 96. 1908.
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Tal)clle II. Inulin. Versuch 2: Dezember 1918.

i » e t . w | Gewicht des | 2 s .
les £ ﬁg ZS Kotes pro Tag ;E"? é? .‘55;3_;3
£ 22 -z 2 & i f——— 55 | 5 (22 E. ¢
21E% E¢g 5 Cgs | g | 2o | 25 |§21 223
2 24 2 e © 2% lfeucht | trock- | 285 | TR [EZ2 &>
i < ‘ g3 == net b3 = > -z
"k & cem | % | i g g 8 g g | «
13. 9.70 sauer 230 '1, 033 6, 7149 0,12281 17,1 | 3,0 7,2307{7,8307 — ;0,4580
14. 9,70/ ,, | 275 1,032 7.)248 012280 17,1 | 8,0 |8,1458.7,6476, — 0,458)
15. 9,70: ,, | 235 (1,031 Gl%’4 012240 17,1 | 3,0 7,1528,6,8052) — 10,4580
16.°950; ,, | 303 [1,031'75097 0.1228] 17,1 | 3,0 [8,1032!7,6325| — |0.4580
17. 9,50, ,, 320 (1,029 7 8.)2‘* 0,1228] 17,1 3,0 |7,9896]7,9757| — '0.4580
18. 9,4:’)! w | 305 {1,029 7 1731'0,3179| 45,3 | 13,3 [8,7606!7,4928| 26 |3.7907
19. 945/ ,, | 280 1029 7,12x3 0,3179| 45,3 | 133 8 '1895|7,4480| 25 13,7007
20. 940 ,, | 275 {1,033 71,1145 0,3179] 45,3 | 13,3 9117’7 14392| 25 ) 3.7907
21..9,40| , 210 [1,030 6,7374'0,1941] 15,7 8,6 |7,7587'6,9315| — 10,3365
22. 940 275 {1,030 0‘9008 0 1941} 15,7 8,6 7,5 )96)7 1549 — 10.3365
23.19,40| 295 {1,026 7.0048 0,1941} 15,7 86 |7 6193 7,2421| — 0,3365
24.19,40| ,, 206 |1 4)5] 6,9313, 0 1941] 15,7 | 8,6 |7, 2148 7 12564| — 10,3365
\cmxcll 3: Dezember 1918.
21.19,40'sauer 210 11,030 6,7374(0,1941) 15,7 | 8,6 |7,7587:6,9315! — ]0.3365
22.°940 ,, ' 275 (1.030 69608 0,19414 15,7 8,6 17,6596 7,1549. — |0,3365
939400 | 295 |1,026 7.0045:0.1941) 15.7 | 8.6 |7.6193:7.2421] — |0.3265
94. 940, » | 255 |1031 6.9313 0,1941] 15,7 | 86 |7.2148 7.1254| — 03365
25. 940, 300 |1, “‘7' ﬂ 9646 O 2049] 47,5 | 14,1 8 6989 7 2645 20 | 3,7447
26..935 ,, | 265 [1,030 7,12m 0.2949] 47,6 | 14,1 |8,3232 7, '4212) 20 3,7447
27..9,30, ,, | 285 [1,030 7,6635 0,2949] 47,6 | 14,1 84464 7,9584, 20 |3,7447
28. 4,35, | 295 [1,029 17,5891 0,1663] 16,8 | 9,5 8 1020 7,75541 — |0.2104
29,0935 ,, | 340 1025 7.3973 0,1663} 16,8 | 9,5 [7,6627 7,5636! — |0,2104
30.79.35: » | 305 11.03017.4165 0.1663] 16,8 | 9.5 |7.8602:7.5828; — 10,2104
Tabelle III. Lichenin. Versuch 1: Januar 1919.
7.19,6 ‘sauerl 420 }1,125'8, 101410,1033| 13,4 2,1 ]8,5054-8,2047: — {0,1640
8.196 | 325 11,0288, 4123! 0,1033] 13,4 2,1 8 9024:8,5156! — 10,1640
9.196 { | 310 |1.028'80517:0,1033| 13,4 | 2,1 [8,7013 81550 — | 01640
10.19,6 | , 280 11,030 8,2138 () 10331 13,4 2,1 |8, 4258 8, 3171 — 10,1640
11.: 955" , 350 1 026 8,4691 ‘0 3700 13,4 2,1 8 6566 8, .)724‘ — 10,1640
12.°055) | 320 11027 8,0111'0,3700] 3055 | 7.4 [8.4167 8,3811; 15 | 1,3741
13. 9,551 , 300 [1,028.8,0485'0,3700] 30,5 7.4 8,7130 8,4145 15 11,3741
140955 | 315 |1.026 8.1642.0,1406] 305 | 7.4 87150 85342; 15 |1.3741
15. 955 , 290 1,028 8,236 0,1406] 15,1 3,2 |R ‘)4()‘4 8, 3771. — 10,4063
16. 9,50 , 280 {1,029 ¥, 1(J44‘O 1406] 15,1 3,2 861.’)0 8,24’)0 — 10,4088
17. 9,500 ,, | 360 {1,020 8,‘2.".’() 0,1406f 15,1 | 3,2 |8,4130/8,3626! — |0,4058
18..9,50 ,, | 325 [1,024 8,0904,0,1406) 151 | 3,2 [8,3015:8,2310: — | 0,4063
Versuch 2: Januar und Februar 1919.
22.°9, S)sauor 525 1,020 83536 0.0930] 14,3 | 2,6 |8,5729 8,4525] — 10,1376
23. 9.65 280 11,031:8.504110,0939{ 14,3 2,0 8 8434|8 5980: — 10,1376
241 9.5, 270 1,035 85041 00930 143 | 255 816430 8,5980' — 10,1376
26.19,651 ,, 1 350 143 | 2,6 8709"8 ,b760] — 10,137
26. 1,9 ()J‘ » 290 1, UP 8 1818 0 O‘H‘J 14,3 2,5 18,3833 82757' — 10,1376
27. ‘9 BHo 320 ‘1())8 8,0079 H4(>t>l 32,3 | 8,0 |8, 14730/ 18,4740] 15 {1,2513
28.19.50" ,, | 235 [ 1,041'8,4821 0,4661 32,3 8,0 19,1240/8,9488| 15 {1,2513
291940 ,, | 295 i, 034 §,3640 0,46611 32,3 { 8,0 19,4939, 88301 15 11,2513
30.19.40° | 806 1,00 ».)‘8 0319 0, A0961 16,9 | 3,5 8 49771 8 3473 — |0.,6489
31.19,40] ,, { 318 16,9 | 3,6 85839 84694 — 10,6489
1.19,40 ,, : 315 |1 0.56 8 5925, 0 3096 169 | 3,6 8,8239 8,9021 — 10,6489

}
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Tabelle IV.
Lichenin.
Versuch 3: Februar und Mirz 1919.
i - - -« w @« Gewicht des 2 o
-] 3 o = i g LB E ] R g @
AFHEAREEHE R o EEIR SR
3. 88| S5 |5eg|c®R| 2o | 8T, 2o | Zg |E8| 8ES
:lllmu Em ga 55 32 88 feucht tl;lo:ck- [;19' = & ga cgh
j ke | & cem | @ g g g g | ‘e g |lel| &
20. ‘ 9,9 [sauer| 370 {1,020/7,0410/0,1163f 13,8 | 2,6 {8,3567/7,1578| — |1,1309
21.;\ 99 | , | 250 (1,031{7,0751{0,1163] 13,8 | 2,6 |8,2888/7,1914| — |0,1309
22.,985| , | 410 11,020/8,3779/0,1163| 13,8 | 2,6 {8,53198,4942} — 0,1309
23. 1 9.85| , | 255 [1,030{7,0610/0,1163] 13,8 | 2,6 |8,4608/7,1773| — |0,1309
24..9,85| , | 235 |1032/651460,1163| 13,8 | 2,6 68746 6,6309| — 10,1309
251985 | ., | 326 [1,0237,3553/0,1163] 138 | 2,6 |7,6508/7,4716] — 0,1309
26. il 9,85| , | 205 |1,038/7,1005(0,1163] 13,8 | 2,6 {7,4568(7,2168] — |0,1309
27.19,85 | , | 260 [1,082|7,63550,3669) 30,1 | 7,8 |8,5160;8,0024| 15 |0,9057
28.19.85| ., | 295 |1,028/7.0417/0,3669) 30,1 | 7.8 18,3595 7,4086| 15 | 0,9057
119851 ,, | 245 |1,085/7,5012/0,3669] 30,1 | 7,8 [8,5104/7,8681 15 |0,9057
2. "i 985 | , | 346 |1,034|7,0820.0,2159] 15,2 | 8,4 |7,8724|7,2879| — |0,3388
3.198 | ., | 300 11,0357,2712/0,2159] 15,2 | 3,4 |7,4976|7,4871) — |0,3388
4. ‘l 98 | . | 260 |1,0467,5774/0,2159) 15,2 | 3,4 |7,8710(7,7533| — |6,3388
5.198 | , | 276 [1,03017,2712/0,2159) 15,2 | 8,4 |75204{7,4871] — ]0,3388
Tabelle V.
Hemicellulose.
Versuch 1: April und Mai 1919.
20. 11,45 |saner| 390 |1,028/8,5103/0,1386] 12,8 | 2,5 |8,7324|8,6489 — |0,1287
21.111,45{ ,, | 270 |1,036/7,8456/0,1386| 12,8 | 2,5[8,6930,7,9842| — 0,1287
22.111,45| ,, | 280 [1,0368,99440,1386] 12,8 | 2,5 ]9,6302/9,1330| — |0,1287
23.11140| ,, | 275 [1,036(9,1065/0,1386] 12,8 | 2,5 [9,4358,9,3712 — |0,1287
24.011,40] . | 255 [1,0389,2326,0,1386( 12,8 | 2,6 [9,5024/9,3712| — |0,1287
25.111,40| , | 220 |1,042/8,6442/0,1386| 12,8 | 2,5[9,05738,7828| — |0,1287
26.111,40 ,, | 250 |1,037(8,4741/0,1386] 12,8 | 2,5 |8,6295 8,6128] — |0,1287
27.111,40| ., | 180 [1,046(7,3973/0,2194| 52,4 | 12,1 {8,0642 7,6167| 15 |6,2461
28.111.40| ,, | 170 [1,048|7,815610,2194] 52,4 | 12,1 |8,6532:8,0850| 15 |6,2401
29.111,40| ,, | 180 {1,046|7,0852/0,2194] 52,4 | 12,1 |8,0183|7,3046/ 15 |6,2401
30.111,40| ,, | 190 [1,046(7,7456 0,2194] 52,4 | 12,1 {8,2037:7,9650/ 15 |6,2401
1.11,40| ,, '| 220 {1,0407,6214/0,1674] 15,1 | 3,2 [8,2168|7,7888] — |0,1183
2.111,35| , | 240 [1,040|7,9534:0,1674] 15,1 | 3,2 |8,5124 8,1208| — [0,1183
3.011,35| ,, | 270 |1,039(9,2746:0,1674] 15,1 | 3,2 |9,4570|9,4420| — |0,1183
4.111,35, ,, | 260 ;1,037 8,2519:0,1674 15,1 | 3,208,4933(8,4193| — |0,1183
5.011,35) ,, | 220 |1,039/7,9896,0,1674} 15,1 | 3,2 8,3310,8,1570 — |0,1183
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Tabelle VI.
Hemicellulose.
Versuch 2: Mai 1919.
= - - - Gewicht des e o '
AR AP HERE I e ‘§El§§ £is
§|EelEE 2% 3E 57 | g% e | 85 | 25 |E3 322
BfRx|xa|"35s = SE| &k Ieuchttr:::x- ;3:: S8 %3 2=
@ |2 cem |22 g g e | g g € g | @
i ,

14.[11,45 sauer| 210 1,03717,8729 0,1595| 14,6 | 3,5 |7,9587 8,03241 — 10,0810
15.111,45) ,, | 240 1,032,7,1548/0,1595( 14,6 | 8,5 8,1558'7,6239 — '0.0810
16.011,35 ., | 190 {1,040'7,5603/0,1595] 14,6 | 8,5 |8,3779 7,7198, — :0,0810
17.411,35; ,, | 180 |1,045'7.5707/0,1595] 14,6 | 3,5 |8,3994'7,7302| — :0,0810
18.011,35! , | 155 |1,04917,83690,1595| 14,6 | 3,5 [8,2942 7,9964| — | 0,0810
19.111,35 ,, | 200 |1,046/7,8356(0,1595] 14,6 | 3,5 18,3926,7,9951| — |0,0810
20.111,35) ,, | 190 |1,048/7,9093(0,1595| 14,6 | 3,5 8,4071 8,0688| — |0,0810
21. 111,35, , | 168 |1,048,7,5934/0,1595| 14,6 | 8,5 17,8524 7,7529| — |0,0810
22.°11,35; ,, | 150 |1,057|7,1691|0,2488] 48,6 | 9,2 |7,9367 7,4079| 15 |3,0399
23. 11,35I » | 180 |1,046,7,7176|0,2488| 48,6 | 9,2 [8,7538 8,0663| 15 ;3,0349
24.111,35, ,, | 175 |1,047,7,5374/0,2488| 48,6 | 9,2 |8,3277 7,7862| 15 |3,0399
25.1111,35 ,, | 175 |1,046 7,4113|0,2488| 48,6 | 9,2 |8,8081.7,6601| 15 |3,0399
26.011,35 , | 220 |1,041/7,2572/0,1688 15,7 | 4,0 |7,8190 7,4260| — |0.0756
27.011,1 | ,, | 200 |1,045 8,3500/0,1688| 16,7 | 4,0 |8,6567 8,5188] — |0.0756
28.11,1 |, | 180 |1,044/7,8705(0,1688] 15,7 | 4,0 |8,2830 8,0393| — 0,0756
290111 |, | 200 |1,046/8,2258 0,1688) 15,7 | 4,0 8,4880 8,3946| — '0,0756
30.11,1 | ,, | 220 |1,0428,1936;0,1688] 15,7 | 4,0 |8,4717 8,3624| — ' 0,0756

Tabelle VII.

Hemicellulose.

Versuch 3: Juli 1919.

6.]/11,35 sauer| 220 |1,038/7,8012/0,1463] 13,4 | 2,9 |8,2135|7,9476] — '0,0960
7.111,35) ,, | 200 |1,038/7,5432/0,1463] 13,4 | 2,9 |8,4105|7,6895| — : 0,0960
8.i11.35' ,, | 210 |1,087 7,6153.0,1463] 13,4 | 2,9 |8,0113(7,7616| — |0,0960
9.{11,35 ,, | 180 |1,040 7,2461/0,1463] 13,4 | 2,9 [8,00157,3924| — 10,0960
10./11,35, ,, | 17 1,041.7,6600,0,1463| 13,4 | 2,9 17,9102|7,8063| — |0.0960
11..11,30, ,, | 185 |1,041 7,5732/0,1463] 13,4 | 2,9 |7,7838.7,7195. — [0,0960
12.111,30; , | 168 |1,045 7,4013/0,2357| 45,3 | 89 8,0443/7,6370, 15 | 2.8734
13.111,30| ,, | 170 |1,044,7,30350,2357] 45,3 | 8,9 |8,1056 7,5412| 15 28734
14.{11,30 ,, | 150 1,045{7,2551 0,2357} 45,3 | 8,9 |8,4069]7,4908| 15 12,8734
15.411,35{ ,, | 165 |1,044.7,3855/0,1220] 16,0 | 3,5 [8,3101/7,5075| — |0,1082
16.411,35) ,, | 200 |1,039 7,44750,1220| 16,0 | 3,5 8,0121|7,5695; — (0,1082
17.111,200 ,, | 250 |1036,7,4901 0,1220] 16,0 | 3,5 [8,1563 7,6121, — 0,1082
18. |11.200 | 230 ;1,1)46,’7,8644;0,1220 16,0 | 8,5 18,3101/8,0864| — {0,1082
19.§11,20] ,, | 180 {1,048:8,011%0,1220 16,0 | 3,6 |8,2504/8,1335| — |0,1082
20.§11,20; ,, | 205 [1,039.8,1897,0,1220] 16,0 | 3,5 {8,6123'8,4117| — |0,1082
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Zusammenfassung.

Aus den vorerwihnten Tabellen ergibt sich, daf durch Zu-
gabe von Polysacch®riden (Inulin, Lichenin und Hemicellulose) zu
Fleisch die Stickstoffausscheidung sich verringert.

Diese Polysaccharide sind im Verdauungstraktus des Hundes
verdaulich und ausnutzbar und EiweiBsparer.

Aber in welchem Teile des Verdauungstraktus es gespalten
wird und durch welche Agentien oder Fermente es gespalten wird,
ist weniger bekannt; ich will versuchen, dies in spiteren Versuchen
festzustellen.

Dem Herrn Rektor der Universitat Kyoto, Dr. T. Araki und
Herrn Prof. Dr. K. Maeda spreche ich fiir ihre freundlichst er-
teilten Ratschlige bei der Ausfithrung meiner Arbeit meinen ver-
bindlichsten Dank aus.



Zur Kenntnis -
der chemischen Zusammensetzung des Gehims.

Von
Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisoh-chemischen Laboratorium der Kaiserlichen Uni-
versitit zu Kioto.)

(Esngegangen am 27. Februar 1921).

Die lebenden Zellen enthalten verschiedene Proteinstoffe, die
nach Art der Zellen und Korperorgane variieren. Die Protein-
stoffe in den Zellen spielen verschiedene Rollen und bauen die
Zellenbestandteile auf. Es ist aus der Fermentlehre ersichtlich,
daB die Zellen eigene Proteinstoffe haben und sich in normalem
Zustande durch Spaltung eigener Proteinstoffe ernihren. So z. B.
hat Simon?) ein proteolytisches Ferment bei der Autolyse im
Gehirn festgestellt und sah auch beim Hungern N-haltige Stoffe
im Harn austreten.

Es ist bekannt, daB verschiedene Organe eigene Extraktiv- -
stoffe in verschiedenem Mengenverhiltnis enthalten. Aus diesen
Griinden ergibt sich, daB jede Zelle und jedes Organ verschiedene
Ansprﬁche an ihre Erndhrung stellen. Daher ist es von Bedeutung,
die Extraktstoffe der verschiedenen Organe zu erforschen.

In der Reihe des einzelnen Organs scheint das Gehirn in bezug
auf seine N-haltigen Extraktivstoffe bisher wenig untersucht
worden zu sein.

Die Tatsachen, die ich nimlich in den mir zugéinglichen Lite-
raturen {iber das Vorkommen finde, sind sehr spirlich. Die che-
mische Zusammensetzung des Gehirns war nach verschiedenen
Richtungen hin von mehreren Autoren z. B. von Thudichum?),
Arthur Weil und Tierfelders) E. Abderhalden®) usw. unter-
sucht worden. Die Resultate dariiber gehen jedoch auseinander.

1) H. 712, 463. 1910.

t) Thudichum, Konstitution des Gehirns 1901.

%) H. 30, 542. 1900; H. 34, 572. 1905; H. 91, 106. 1914.
4) H. 81, 207. 1913; H. 83, 425. 1913; H. 88, 272. 1913.
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Experimenteller Teil.

Ich sammelte 35 kg mdglichst frisches normales Ochsenhirn. Dieses
wurde schnell gewaschen, von Blut gereinigt und die Haute mittels Pin-
zette entfernt. Die gereinigten Stiicke der Hirnsubstanz wurden dann in
kleine flache Stiicke zerschnitten. Zur Entwiasserung wurde die Hirnsub-
stanz in 85 proz. Alkohol gelegt und koliert. Die so von Blut und Wasser
befreite Hirnsubstanz wurde mittels einer Hackmaschine in kleine Stiick-
chen zerschnitten und mit kaltem Ather wiederholt so lange erschopfend
extrahiert bis das Filtrat farblos ablief. Das mit kaltem Ather extrahierte
Hirnpulver wurde mit kochendem Ather abermals derselben Behandlung
unterzogen. Das so mit Ather behandelte Pulver wurde nun mit 95 proz.
Alkohol im Wasserbade auf eine Temperatur von 46—55° C erwdrmt. Die
Masse wurde dann auf ein Tuchfilter gegossen und nach Ablaufen des
Alkohols gepreBt. Der PreSkuchen wurde wieder aufgeweicht, abermals
auf dieselbe Temperatur erwirmt, gepret und dieses Ausziehen so lange
wiederholt, bis die Masse erschopft war.

Das mit warmem Alkohol extrahierte Hirnpulver wurde mit drei-
fachen Mengen Wasser gut durchgeriihrt und eine Stunde auf dem Wasser-
bade bei 45—55°C abermals digeriert. Die so behandelte Fliissigkeit
wurde nun koliert, der Riickstand dreimal auf dieselbe Weise mit Wasser
extrahiert und endlich gut ausgepreBt. Die vereinigten Wasserausziige
wurden zunfichst mit 20 proz. Tanninldsung vollkommen ausgefillt und
abfiltriert. Das Fitrat wurde durch Baryt von der Hauptmasse des iiber-
schiissigen Tannins befreit, das tiberschiissige Baryt durch Schwefelsiure
gefallt, die Schwefelsiure und die Reste des Tannins durch Eintragen von
Bleioxyd aus der Losung beseitigt und das geloste Blei durch Schwefel-
wasserstoff entfernt. Die so vorbereitete Fliissigkeit engte ich im Va-
kuum ein.

Es schieden sich mikroskopische, nadelformig gruppierte, seide-
glinzende weile Krystalle aus, die 0,18 g betrugen. Die wasserigen Lsun-
en derselben ergaben eine stark positive Millons-Reaktion. Dann wurden
die Krystalle in Ammoniak gelost und mit Salzsiure ausgefillt. Die ge-
reinigten Krystalle erwiesen sich als Tyrosin nach folgenden Analysen:

0,1032 g Subetanz verbrauchten 5,96 ccm ©/,,-Schwefelsdure. '

Ber. f. C,H,;,0,N: 8,18% N; gef. 8,009 N.

Die salzsaure Losung dieser Krystalle drehte das polarisierte Licht
nach links.

Die vom Tyrosin abfiltrierte Fliissigkeit wurde stark eingeengt, wobei
sich wieder Krystalle ausschieden, die in Wasser leicht 1oslich waren. Ferner
waren diese Krystalle phosphor-, schwefel- und stickstoffrei und schmolzen
bei 228°C (unkorr.), das polarisierte Licht wurde nicht gedreht. Die
Substanz wurde im Wasser gelost und mit Bleiessig und Ammoniak?)
ausgefallt. Der Niederschlag wurde in Wasser zerteilt, mit Schwefelwasser-
stoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfit stark eingeengt, kochend hei mit

1) A. 117, 118. 1861.
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dem 3—4fachen Volumen Alkohol versetzt, und mit kaltem Alkohol aus-
gewaschen. Die so gereinigten Krystalle gaben Gallois und Scherers
Inceitproben. Bei der Analyse wurden sie als Inosit nachgewiesen. Aus-
beute: 0,95 g.

0,1405 g Substanzen ergaben 0,219 g CO, und 0,098 g H,O.

Ber. f. C(H,;,04: C = 39,64%, H =17,75%; gef.C = 39,019,
H = 78,83%.

Die von Tyrosin und Inosit abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit Ather
72 Stunden lang im Suto-Kumagawas Extraktionsapparate zur Entfernung
von noch zuriickgebliebenem Fett und Phosphatid extrahiert. Bei stark
schwefelsaurer Reaktion wurde sie wieder im Extraktionsapparat 72 Stun-
den mit Ather extrahiert.

Der Ather wurde abdestilliert und die guriickbleibende Saure einige
Zeit erhitzt, wobei etwas Ameisensiure entwich. Der Riickstand wurde
alsdann mit Zinkcarbonat neutralisiert, und das erhaltene Salz durch
wiederholte Umkrystallisationen aus heiBemn Wasser gereinigt und an der
Luft getrocknet. Bei der Analyse lieferte es einen Wert, der mit d-miich-
saurem Zink tibereinstimmte. Die Ausbeute betrug 9,88 g.

Bestimmung des Krystallwassers:

0,68540 g Substanzen verloren beim Trocknen bei 105° C 0,0886 g H,O.

Ber. . (CyH04),Zn + 2 H,0: 13,679 H,0; gef. 13,64% H,O0.

Bestimmung des Zinks im wasserfreien Salz:

Bei 105° C getrocknete Substanz 0,2174 g gaben 0,0723 g ZnO.

Ber. f. (C;H;04),Zn: 26,769, Zn; gef. 26,699 Zn.

Thre wisserige Lisung drehte das polarisierte Licht nach links.

Das von d-milchsaurem Zink befreite Filtrat wurde mit {iberschiissigem
Eisenchlorid gekocht und vorsichtig unter Zusatz von Baryumcarbonat
ausgefillt. Die Eisenniederschlige wurden dabei mit zersetzt.

Aus der sauren Losung zog Ather eine Siure aus, die in Wasser leicht
loslich war, beim Erhitzen schmolz und in weiBen Dampfen sublimierte.
Beim Verdampfen der Losung krystallisierte sie.

Die aus Wasser umkrystallisierte Substanz lieferte bei der Analyse
einen Wert, der mit Bernsteinsaure iibereinstimmte, sie wog 3,84 g.
Die iiber Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz getrocknete Substanz ergab
folgende Analysenzahlen:

0,1830 g Substanz gaben 0,2980 g CO, und 0,0841 g H,O.

Ber. f. (CH0,): C = 40,669%,, H = 5,13%,; gef. C = 40,71%, H = 5,129,

Die mit Ather extrahierte Fliissigkeit siuerte ich so stark mit Schwefel-
siure an, daB die Losung 59, davon enthielt, und fillte mit 20 proz. Phos-
phorwolframsaurelésung aus. Ioh will diese Fillung als Basenfraktion, das
Filtrat davon als Aminosdurenfraktion bezeichnen.

Basenfraktion.

Die Phosphorwolframsiurefillung wurde abgesaugt, mehrmals mit
5 proz. Schwefelsiure gewaschen, durch Baryt zerlegt, von iiberschiissigem
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Baryt durch Kohlensiure befreit und abfiltriert. Die vereinigten Filtrate
wurden im Vakuum eingeengt, mit verdiinnter Schwefelsdure von fiber-
schiissigem Baryt befreit, dann mit Salpetersiure schwach angesiuert und
mit 20proz. Silbernitratlosung gefillt. Diese Silbernitratverbindungen
muBten die Purinbasen enthalten.

Fillung der Purinbasen.

Diese Fillung wurde mit silbernitrathaltigem Wasser gut ausge-
waschen und dann mit ammoniakhaltigem Wasser einige Zeit in der Wirme
digeriert, abfiltriert und so lange mit verdiinntem Ammoniak gewaschen,
bis sie salpetersiurefrei waren. Der Filterriickstand wurde im Wasser
zerteilt, auf dem Waaserbade mit Salzsiure zerlegt, und die Basen in ihre
Chloride verwandelt. Darauf wurde das Chlorsilber abfiltriert, gut aus-
gewaschen, die vereinigten Filtrate auf dem Waaserbade vorsichtig ab-
gedampft.

Der Riickstand wurde mit Wasser digeriert, das dabei ausgeschiedene
Xanthin abfiltriert, aus dem Filtrate durch Zusatz von Ammoniak das
Guanin gefillt und nach 24stiindigem Stehen abfiltriert. Zur Reinigung
des Guanins wurde dieses in Natronlauge aufgelost und durch Ansiduern
mit Essigsiure gefillt. Die Ausbeute betrug 0,4233 g.

0,085 g Substanz verbrauchten 28,1 ccm 2/,,-H,SO,.
Ber. f. C;H;N,;O: 46,369, N; gef. 46,349, N.

Das ammoniakalische Filtrat von Guanin wurde durch Erwérmen vom
Ammoniak befreit, mit Salzsiure vorsichtig neutralisiert und dann mit
einer gesittigten Losung von Natriumpikrat so lange versetzt, als noch
ein weiterer Zusatz des Fallungsmittels zu einem Teil der Losung unmittel-
bar eine Fillung erzeugte. Es entstand sofort ein krystallinischer Nieder-
schlag. Derselbe wurde alsbald mit Hilfe einer Saugpumpe abfiltriert. Das
aus heiBem Wasser umkrystallisierte Pikrat, dessen Schmelzpunkt bei
280° C lag, betrug 2,4228 g. Bei der Analyse stimmte es mit dem Werte fiir
Adeninpikrat i{iberein.

0,1532 g Substanzen ergaben 43,5 com feuchten Stickstoff bei 30° C
und 759 mm.
Ber. f. C;H N, C,H,0,N,: 30,789, N; gef. 30,67% N.

Das Filtrat von Adeninpikrat wurde mit Salpetersiure angesiuert
und Pikrinsdure durch Ausschiitteln mit Benzol entfernt. Hierauf fillte
ich Hypoxanthin und Xanthin mit ammoniakalischer Silberlésung
aus und fiihrte sie in die Chloride iiber, deren Losung ich zur Trockne
dampfte. Der Riickstand wurde zur vélligen Entfernung der iiberschiissigen
Salzsiure noch mehrmals mit Wasser und Alkohol abgedampft, sodann
in wenig Wasser gelost und bei 40° C digeriert. Die abgeschiedene Masse,
welche eine sehr schéne Xanthinprobe und eine prachtvolle Weidelsche
Reaktion ergab, wurde abfiltriert, in Ammoniak gelost, entfirbt, sodann
eingedampft. Das dabei ausgeschiedene Xanthin wurde mit Wasser ge-
waschen. Die Ausbeute: 1,3307 g.
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0,0224 g Substanz ergaben 7,30 ccm feuchten Stickstoff bei 22°C
und 754 mm.

Ber. f. C;H,O,N,: 36,859 N; gef. 36,70% N.

0,0211 g Substanz verbrauchten 4,56 ccm 3/,,-H,80,.

Ber. f. C,H,0,N,: 36,85% N; gef. 36,70 N.

Die von Xanthin abfiltrierte Fliissigkeit wurde mit einem kleinen
UberschuB von Pikrinsdurelosung versetzt. Die entstandene Triibung,
die wohl von einem Adeninrest herriihrte, wurde sofort abfiltriert. Die
klare von Adenin voéllig freie Losung schied nach dem Einengen und Er-
kaltenlassen das Hypoxanthinpikrat in tafelformigen Krystallen aus. Das
Hypoxanthinpikrat wurde abfiltriert und aus siedendem Wasser um-
krystallisiert. Ausbeute: 0,1756 g.

0,0592 g Substanzen ergaben 14,3 ccm feuchten Stickstoff bei 24,6° C
und 756 mm.

Ber. f. C(H,ON,, C(H,0,N,: 26,865, N; gef. 26,709, N.

Filtrat der Purinbasentillung.

Zum Filtrate der Silberfallung wurde 10 proz. Silbernitratldsung ge-
fiigt, bis in einer Probe kalt gesittigtes Barytwasser neben weiBlen orga-
nischen Verbindungen braunes Silberoxyd ausfillte; dann wurde mit Baryt-
wasser im UberschuB versetzt, abgesaugt und diese Fallung mit 2proz.
Barytwasser gut ausgewaschen, bis sie salpetersiurefrei geworden war.
Der Riickstand wurde in Wasser suspendiert, von iiberschiissigem Baryt
durch Schwefelsiure und von dem Silber durch Schwefelwasserstoff befreit.
Danach wurde die von Baryt und Silber befreite Fliissigkeit im Vakuum
trocken gedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol wieder-
holt ausgezogen, die alkoholischen Ausziige wurden auf dem Wasserbade
verdampft und in wenig Wasser gelost. Durch Zusatz von alkoholischer
Chlorzinklésung schieden sich nun Krystalle von konzentrisch gruppierten
feinen Nadeln aus; nach 2tigigem Stehen wurden sie filtriert. Durch
Krystallform erwiesen sie sich als Kreatininchlorzink. Ausbeute:
0,2196 g. '

0,0353 g Substanz verbrauchten 6,8 ccm 2/,,-H,SO,.

Ber. f. (C,H,0,N),ZnCl,: 23,229, N; gef. 23,029, N.

Der durch Alkohol ausgezogene Riickstand wurde in ca. 200 ccm
Wasser gelost, mit CO, tibersittigt und mit Sublimatlésung ausgefalit.
Der erhaltene Niederschlag wurde in Wasser aufgeschwemmt und mit H,S
zersetzt. Die von Schwefelquecksilber abfiltrierte Fliissigkeit wurde stark
eingeengt und mit Silbernitrat und Barytwasser véllig gefallt. Der dadurch
erhaltene Niederschlag muBte der Hauptsache nach aus Histidinsilber
bestehen. Um es zu isolieren, wurde der Niederschlag mit Schwefelsaure
und H,S behandelt, das Filtrat von BaSO, und Ag,S stark eingeengt und
mit alkobolischer Pikrolonsiurelésung im UberschuB versetzt. Es schieden
sich sofort feine gelbe Nadeln ab, die von der Mutterlauge abgesaugt und
aus heilem Wasser umkrystallisiert wurden. Ausbeute: 0,1888 g. Die
Krystallform sowie die Analyse erwiesen die Krystalle als Histidin-
pikrolonat.
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0,0876 g Substanzen ergaben 14,02 ccm feuchten Stickstoff bei 27° C
und 748,6 mm.

Ber. f. CygHyN,,0,,: 22,63% N; gef. 22,429 N.

Das Filtrat von Histidinquecksilber wurde durch H,S vom Queck-
silber und nach Verdampfen des H S durch Zugabe von Ag,CO; von der
Salzsiure befreit. Darauf wurde die quecksilber- und salzsiurefreie Losung
mit HS behandelt, und, um das darin geloste Silber zu entfernen, stark
eingeengt sowie mit alkoholischem Platinchlorid!) versetzt. Die Ana-
lyse ergab, daB das abgeschiedene Platinchloridsalz Cytosinplatin-
chlorid war.

0,0082 g Substanz ergaben 0,0025 g Pt.

Ber. f. (C,H;N,0),PtCl, 2 HCI: 30,689, Pt; gef. 30,489, Pt.

0,0131 g Substanz verbrauchten 1,2 ccm 2/,,-H.SO,.

Ber. f. (C,H;N,0),PtCl, 2 HCI: 13,298% N; gef. 13,289 N.

Das Filtrat von Cytosinplatinchlorid wurde durch H,S von Platin
und durch -Zugabe von Ag,CO,; von Salzsiure befreit. Die so behandelte
Losung wurde durch H,S von Ag befreit, auf ca. 20 ccm eingeengt und
mit gesdttigter Pikrinsdurelosung versetzt. Das aus heiBem Wasser um-
krystallisierte Pikrat, dessen Schmelzpunkt bei 200° C lag, betrug 0,2118 g.
Die Analyse erwies es als Argininpikrat.

0,045 g Substanzen ergaben 9,7 ccm feuchten Stickstoff ber 21°C
und 758 mm.

Ber. f. C4H, O,N,, C.H;0,N,: 24,289 N; gef. 24,33% N.

Das Filtrat von Histidin- und Argininsilber wurde durch H,SO, von
Baryt und durch HCI von Silber befreit, eingeengt, mit 59, seines Volumens
an Schwefelsiure versetzt und mit Phosphorwolframsiure gefillt. Der
Niederschlag wurde abgesaugt, mit 5proz. Schwefelsiure ausgewaschen
und dann durch Baryt zersetzt. Die durch Kohlensiure vom Baryt befreite
Loeung wurde nach Ansiuern mit Salzsiure trocken gedampft und mit
Alkohol erschopft. Die Alkoholausziige wurden vereinigt und mit einer
alkoholischen Sublimatlésung gefillt. Der entstandene Niederschlag wurde
abgesaugt, mit Alkohol ausgewaschen, in Wasser zerteilt und durch H,S
zerlegt. Die von Schwefelquecksilber abfiltrierte Losung wurde trocken
gedampft und der Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Die
alkoholische Losung wurde mit einer alkoholischen Platinchloriditsung
versetzt, der dabei erhaltene Nliederschlag mut Alkohol gewaschen und
aus heiBem Wasser umkrystallisiert. In wohl ausgebildeten orangeroten
Prismen schieden sich das Platindoppelsalz ab, das bei 234° C schmolz und
0,5724 g wog. Die Krystallform und die Analysenresultate erwiesen sich
als Cholinplatinchlorid. .

0,1168 g Substanz gaben 0,0368 g Pt.

Ber. f. (C;H,NOCI),PtCl,: 31,679, Pt; gef. 31,66% Pt.

0,0439 g Substanzen verbrauchten 1,21 ccm 2/,,-HSO,.

Ber. f. (C4H,,NOCl), PtCl,: 3,899 N; gef. 3,869, N.

1) H. 38, 170.
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Das Filtrat von Cholinquecksilber wurde durch H,S von Hg befreit
mit Schwefelsiure angesiuert, daB die Lésung 5%, davon enthielt, und mit
Phosphorwolframsiure ausgefdllt. Diese Féllung wurde in bekannter Weise
zerlegt, von Baryt durch H,SO, und CO, befreit, unter Zusatz von Salz-
siure stark eingeengt und mit einer alkoholischen Natriumpikratlosung
versetzt. Es schieden sich bald nadelformige Krystalle ab, die von der
Mutterlauge getrennt und aus heiBem Wasser umkrystallisiert wurden.
Sie zersetzten sich bei 252,6° C (unkorr.), und gaben bei der Anelyse dem
mit der Zusammensetzung von Lysinpikrat vollkommen iiberein-
stimmenden Wert. Thre Menge betrug 0,698 g.

0,0868 g Substanz gaben 14,7 ccm feuchten Stickstoff bei 26°C
und 756 mm.

Ber. f. C¢H,,0,N,. C,H,N;0,: 18,669 N; gef. 18,609 N.

Das von den alkoholischen Cholin- und Lysinquecksilberextrakten!)
befreite Filtrat wurde durch H,S von Hg, durch Ag,CO; von HCl befreit.
Die von Hg und HCI befreite Fliissigkeit wurde durch H,S wieder von Ag
befreit, eingeengt und wie fiblich der Silber-Baryt-Fillung unterworfen.
Der Niederschlag wurde durch H,S von Ag und mit CO, von Baryt befreit
und eingeengt. Die schwach alkalisch reagierende Fliissigkeit wurde mit HNO,
neutralisiert, eingeengt und wieder der Silber-Baryt-Fillung unterworfen.

Der Riickstand?) wurde mit 2proz. Barytwasser gut ausgewaschen,
in Waaser suspendiert und durch H,S von Ag, durch CO, von Baryt befreit.
Die von Ag und Baryt befreite Losung wurde mit HNO, neutralisiert, mit
Tierkohle entfirbt und eingeengt. Es schied sich jedooh kein Methyl-
guanidinnitrat ab.

Das Filtrat bei der zweiten Silber-Baryt-Fillung®) wurde mit Salz-
siure neutralisiert, von AgCl abfiltriert, eingeengt und mit Dragendorf-
schem Reagens®) versetzt. Es entstand ein orangeroter volumindser Nieder-
schlag. Derselbe wurde mit Wasser wiederholt abgesaugt, mit frisohem
Bleioxyd zerrieben und filtriert. Das Filtrat wurde durch H,S von Blei
befreit, zu Sirup eingeengt, in Alkohol gelést und mit alkoholischer Sublimat-
losung versetzt. Aber auch in diesem Fall schied sich kein Quecksilber-
doppelsalz des Karnosins ab,

Aminosiurefraktion 1.

Das Filtrat von Phosphorwolframsiurefillung wurde mit Baryt von
der geldsten Phosphorwolframsiure und Schwefelsiure befreit und der
itberschiissige Baryt durch CO, entfernt. Danach wurde die von Baryum-
phosphorwolframat usw. abfiltrierte Losung stark eingeengt und mit
gesiittigter Sublimatlosung und Barytwasser ausgefillt. Ich mochte diese
Fillung als’ Pyrimidinkorper und das Filtrat davon als Aminosiurefraktion
Nr. 2 bezeichnen.

1) WL Gulewitsch s. Amisadzki, H. 30, 565.
2) Wl. Gulewitsch, H. 47, 471.

3) Krimberg, H. 48, 412.

%) Wl Gulewitsch, Krimberg, H. 45, 326.
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. Fillung des Pyrimidinkdrpers.

Diese Fallung wurde im Wasser zerteilt, mit H,S zerlegt, die von
Schwefelquecksilber abfiltrierte Losung nach Verdampfen des H,S mit
H,S0, vom Baryt befreit und eingeengt. Es schied sich aus derselben eine
krystallinische Substanz aus. Dieselbe ergab, nachdem sie aus Wasser um-
krystalligiert war, eine Weidelsche Reaktion und sublimierte bei vor-
sichtigem Erhitzen in trocknem Reagensglas und betrug 1,2628 g. Diese
Krystalle') wurden im Trockenschrank bei 100° C getrocknet, pulverisiert
und bei Zimmertemperatur in 12 ccm rauchender Salpetersiure vom spezi-
fischen Gewicht 1,5 gelést. Nach vélliger Losung wurde sie im Waéserbade
bei 50—60° bis zur Trockne verdampft. Der UberschuB von Salpetersiure
wurde im Vakuum fiber Schwefelsiure und Kaliumcarbonat vertrieben.
Der Verdampfungsriickstand wurde dann pulverisiert, mit 20 ccm kaltem
absolutem Alkohol extrahiert und von dem unléslichen Teil abgesaugt,
mit 5 cem kaltem absolutem Alkohol ausgewaschen und aus heiem Wasser
umkrystallisiert. Dabei schieden sich goldgelbe Nadeln aus, die bei der
Anslyse den mit der Zusammensetzung des Nitro-urazils iiberein-
stimmenden Wert licferten.

0,1053 g Substanz gaben 25,05 ccm feuchten Stickstoff bei 24° C und
758 mm.

Ber. f. C,H,O,N;: 26,769% N; gef. 28,489, N.

Das von Nitrourazil befreite alkoholische Filtrat, mit dem Wasach-
alkohol vereinigt, wurde bei Zimmertemperatur trocken gedampft. Dann
wurde der Rilckstand aus méglichst wenig heiBem Wasser umkrystallisiert.
Es schied sich dabei eine Substanz in triklinen Prismen ab. Wie die Analyse
ergab, bestand sie aus Oxynitrohydrothymin und schmolz bei 185° C.

0,12 g Substanzen gaben 24,13 com feuchten Stickstoff bei 25° C und
759 mm.

Ber. f. C;H,O0;N;: 22,239, N; gef. 22,299, N.

Aminosidurefraktion 2.

Das von Thymin und Uracil befreite Filtrat wurde durch H,S von
Hg, durch H,80, von Baryt befreit und dann zu Sirup eingeengt. Zur
Isolierung der Aminosiduren verfuhr ich nach E. Fischers Estermethode.

Der Sirup wurde mit absolutem Alkohol fibergegossen und durgh
Einleiten von Salzsiuregas verestert. Die tiefbraune Liésung wurde im
Vakuum eingedampft, der Riickstand von neuem esterifiziert, 48 Stunden
lang im Eisschrank aufbewahrt und abgesaugt. Aus diesem Riickstande
konnte ich kein Glykokollesterchlorhydrat isolieren. Die ausgezogene
Losung wurde im Vakuum eingedampft und noch zweimal verestert: Um
die Aminosiureester in Freiheit zu setzen, wurde die Bearbeitung des
Verdampfungsriickstandes mit Ather, Kaliumcarbonat und Atzkali aus-
gefihrt. Der Ather wurde abdestilliert und das Estergemisch der frake
tionierten Destillation unterworfen.

1) B. Johnson, Journ. of Biolog. Chem. 4, 408.
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1. Fraktion bis 60° des Wasserbades und 12mm Druck . . . . 1,8 g
2 Fraktion bis 100° des Wasserbades und 12 mm Druck. . . . 3,5 g
3. Fraktion bis 100° des Wasserbades und 0,5 mm Druck . . . 1,8 g
4. Fraktion bis 175° des Olbades und 0,5 mm Druck . . . . . 2,1 g
Phenylalaninester . . . . . . . .. ... 000000 ... 0,45¢g
Ubrige Aminosiureester der 4. Fraktion. . . . . . . . . ... 1,55g
Die Verarbeitung der einzelnen Fraktionen erfolgte in der iiblichen
Weise. .
olse d-Alanin.

Eine wiisserige Losung dieser freien Aminosiure drehte das polari-
sierte Licht nach rechts. Das Kupfersalz ergab folgenden Analysenwert
und betrug 0,2368 g.

0,0345 g Kupfersalz: 0,0113 g CuO.

Ber. £. (C;HNO,),Cu: 26,5629 Cu; gef. 26,409, Cu

d-Valin, d-Isoleuzin und l-Leugin.

Jedes, nach der Verseifung, bis Trockne gedampfte Aminoedure-
gemisch der 2. und 3. Fraktion wurde einzeln mit abeolutem Alkohol
wiederholt gekocht und dann der im Alkohol unltsliche Teil in Kupfersalz
iberfithrt. Diese Kupfersalze wurden jedes fiir sich mit Methylalkohol
erschépfend extrahiert. Die vereinigten methylalkoholischen Ausziige
wurden verdampft. Der Verdampfungsriickstand betrug 0,842 g, die aus
Valin- und Isoleucinkupfer bestehen muBten. Aus in Methylalkohol un-
loslichen Teilen wurden Alanin- und Leucinkupfer (0,09 g) durch frak-
tionierte Krystallisation getrennt.

1-Leucin: Eine salzsaure Losung dieser Aminosiure war rechtsdrehend.

0,0178 g Substanzen gaben 0,0044 g CuO.

Ber. f. (C4H,,NO,),Cu: 19,63%, Cu; gef. 19,689, Cu.

Die in Methylalkohol 18elichen Kupfersalze wurden von Methylalkohol
befreit, in Wasser gelost und durch H,S zerlegt. Die freie Aminosiure-
loeung!) wurde mit fiberschiissigem 2proz. Barytwasser im Autoklaven
auf eine Temperatur bis 180° geniigend lang (20 Stunden) erhitzt und
d-Valin vollstindig in d, 1-Valin racemisiert. Die so racemisierte Fliissigkeit
wurde durch H,SO, von Baryt befreit, wieder in Kupfersalz fiberfiihrt,
trocken gedampft und mit heiBem 96 proz. Alkohol erschépfend extrahiert.
Die Alkoholausziige wurden von Alkohol befreit und aus heiBem Spiritus
umkrystallisiert. Das Isoleucin wog 0,0928 g. Die wilsserige Ldsung dieser
freien Aminosiure drehte das polarisierte Licht nach rechts.

0,0472 g gaben 0,011 g CuO.

Ber. f. (C,H,;NO,),Cu: 19,64%, Cu; gef. 19,499, Cu.

PDie in absolutem Alkohol unléslichen Teile wurden aus heiBem Alkohol
umkrystallisiert. Die Valinkupfermenge betrug 0,1282 g. Die wisserige
Losung der freien Aminosiure drehte das polarisierte Licht nicht.

0,068 g Substanzen ergaben 0,0179 g CuO.

__Ber. £ (C;H(NO,),Cu: 21,499 Cu; gef. 21,03% Cu.

1) Diese Zeitschr. 8, 423.
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1-Prolin.

Die nach Verseifung der 1., 2. und 3. Esterfraktionen gewonnene in
absolutem Alkohol lésliche Aminosidure wurde in Kupfersalz verwandelt,
das 0,1239 g wog. Die Kupfersalze wurden nunmehr mit absolutem Alkohol
ausgekocht und von Ungelostem abfiltriert. Die wisserige Lisung der
freien Aminosiure, dessen Kupfersalz sich in Alkohol 15ste, drehte das
polarisierte Licht nach links.

0,0388 g Substanzen ergaben 0,1047 g CuO.

Ber. f. (C;H,NO,),Cu: 21,799 Cu; gef. 21,609, Cu.

d, I-Prolin.

Das in Alkohol unldsliche Kupfersalz wurde aus Wasser umkrystallisiert -
und belief sich anf 0,1294 g.

0,0484 g Substanzen ergaben 0,0131 g CuO.
Ber. £. (C;H,NO,),Cu: 21,799, Cu; gef. 21,69%, Cu.
Die Bearbeitung der 4. Fraktion erfolgte in der iiblichen Weise.

1-Phenylalanin.

Das Phenylalanin wurde nach der Verseifung des Esters mit Salz-
sdure als Chlorhydrat isoliert. Die in Vakuum iiber Natriumhydroxyd
getrocknete Substanz ergab den folgenden Stickstoffwert und betrug 0,0278 g.

0,0266 g Substanz verbrauchten 1,32 ccm 2/,,-H,SO,,

Ber. {. (C,H,,NO,HCI): 6,959 N; gef. 6,649 N.

Die wisserige Losung drehte das polarisierte Licht nach links.

Die vom Phenylalaninester abgetrennten Ester der {ibrigen Amino-
siuren wurden mit Baryt verseift. Aus der verseiften Losung krystallisierte
asparaginsaures Baryum aus, das aber leider zur Analyse nicht ausreichte.

d-Glutaminsaure.

Aus der Mutterlauge des asparaginsauren Baryums wurde diese Siure
als Chlorhydrat gewonnen, dafiir wurde sie durch H,SO, von Baryt quan-
titativ befreit und in der iiblichen Weise in Chlorhydrat iibergefiihrt,
welches 0,0958 g wog.

0,0352 g Substanz verbrauchten 2,13 ccm 8/,,-H,SO,.

Ber. f. C;H,0,NHCI: 7,64%, N; gef. 7,68% N.

Die Mutterlauge des Glutaminséurechlorhydrats wurde im Vakuum
vollig trocken gedampft. Der Riickstand wurde wiederholt in Wasser auf-
genommen und wiedor eingedampft um moglichst viel Salzsiure zu ent-
fernen. Dann wurde der Riickstand in Wasser gelost, diese Losung so lange
mit gelbem Bleioxyd gekocht, bis das Filtrat der Bleichloridniederschlige
keine Chlorreaktion gab, filtriert und das Filtrat mit H,S von geléstem’
Blei befreit. Durch Einengen des von Bleisulfid befreiten Filtrates schieden
sich die Krystalle nicht mehr aus.

Biochemische Zeitschrift Band 117. 18
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Die das Serin enthaltende Losung wurde in bekannter Weise!) in -
Naphthalinsulfoserin iibergefiihrt. Die erbaltenen Krystalle wurden aus
Wasser umkrystallisiert und aus heiBem Alkohol in Nadeln krystallisiert.
Die Ausbeute: 0,468 g.

0,1633 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl verascht, 4,95 ccma
?/10-HsSO

Ber. f. C,,H,;0,NS: 4,749, N; gef. 4,25% N.

Daher wurde die Identitit der hier gewonnenen p-Naphthalinsulfoserin-
verbindung mit dem f-Naphthalinsulfoserin erwiesen.

Die Gesamtmenge der isolierten Aminosiuren usw. aus 35 kg
Ochsengehirn ist in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Glykokoll . . . . . .. 0,00 g Arginin . . . . . . .. 02l g
Alanin. . . . .. . .. 024 g Lysin . . . ... ... 0,50g
Valin . . . ... ... 0,13g Adenin . . . . . ... 242¢g
Leucin. . . . . . . .. 0,09¢g Guanin . . . ... .. 042¢g
Isoleucin. . . . . . .. 0,09 g Xanthin. . . . . . .. 1,33 g
Prolin . ., . . . .. .. 025g Hypoxanthin . . . . . . 0,18¢g
Phenylalanin . . . . . . 0,03 g Kreatinin . . . .. . . 022¢
Glutaminsgure . . . . . 0,l0g Cytosin . . . ... .. 0,03g
Asparaginsdure . . . vorhanden Thymin-Uracil . . . . . 1,26 ¢
Tyrosin . . . . . .. . 0l18¢g Cholin. . . ... ... 0,57 g
Histidin . . . . . . . . 019g Serin . . . ... ... 047¢g
Zusammenfassung.

In dem Extrakte des Ochsenhirns habe ich die aus der Tabelle
ersichtlichen Bestandteile nachgewiesen. AuBer den N-haltigen
Stoffen habe ich betrichtliche Mengen von d-Milchsiure, Bern-
steinsiiure und Inosit festgestellt.

Zum SchluB halte ich es fiir eine angenehme Pflicht, dem
Hermn Rektor T. Araki und Herrn Prof. Dr. K. Mayeda meinen
herzlichen Dank fiir ihre iiberaus freundliche Hilfe auszusprechen.

1) B. 35, 3880.



Verhalten des Phrenosins im Tierkorper.

Von

Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Kaiserlichen Uni-
versitdt Kioto.)

(Eingegangen am 27. Februar 1921.)

Das Verhalten des in den Organismus eingefiihrten Phre-
nosins!) ist noch nicht untersucht, obwohl es nach verschiedenen
Richtungen hin Interesse verdient namentlich von dem Gesichts-
punkt aus, daB sich verschiedene Tierklassen in bezug auf das
Phrenosin sehr verschieden zu verhalten scheinen.

Thudichum?) entdeckte das Sphingosin bei der Hydrolyse von
Phrenoein. Bei der Aufspaltung gab es Sphingosin, Galaktose und eine

Um die Vorginge im tierischen Organismus zu erkennen,
geniigt es nicht, die Anfangs- und Endglieder der Stoffwechsel-
produkte und ihre gegenseitigen Beziehungen unter wechselnden
Verhiltnissen kennen zu lernen, sondern man mufl auch die all-
mihlichen Verinderungen der Substanz verfolgen und die Zwi-
schenglieder bestimmen. Von diesem Gesichtspunkte aus ist es
nicht unangebracht, zu untersuchen, wie sich das Phrenosin im
Tierkorper verhilt; ob diese Stoffe den Korper in derselben
Menge verlassen, oder ob sie zum Teile in andere iibergehen, dar-
iiber bekam ich in weiterer Verfolgung der Vorgénge nicht nur
iiber das Verhialtnis von Phrenosin zum Sphingosin, sondern auch
iiber das Verhalten dieser 2 Stoffe im Tierkérper Aufschliisse.

1) Thudichum, Konstitution des Gehirns, S. 76 und 181.
t) Thudichum, Konstitution des Gehirns, S. 187,

18*

\
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Experimenteller Teil.

A. Verhaiten des Phrenosins im Tierkdrper.

Ich fiitterte einen Hund mit je 3 g Phrenosin 5 Tage lang, sammelte
den Harn und untersuchte die Ausscheidungsprodukte in demselben. Der
Harn reagierte sauer, die Reaktion von Hopkins war stark positiv, wahrend
die Uffelmannsche Reaktion negativ ausfiel. Im Harn war Zucker nicht
nachweizbar.

Der gesammelte Harn wurde im Vakuum eingeengt, zur Entfernung
von Salzen mit dem doppelten Volumen 95proz. Alkohols versetzt und
filtriert. Das Filtrat wurde wieder im Vakuum eingeengt und zwar bis
zur Trockenheit, und der Riickstand mit kaltem absolutem Alkohol er-
schopfend extrahiert. Aus der alkoholischen Losung wurde durch ver-
diinnte Schwefelsiure ein flockiger Niederschlag ausgefillt und filtriert.

Der Niederschlag wurde aus heiem Alkohol wiederholt umkrystallsiert.
Ich erhielt ein weies Pulver, das aus mikroskopischen zu Rosetten ver-
einigten Nadeln bestand, und in kaltem Alkohol schwer, in Ather und
Waasser unléslich, in kaltem Chloroform schwer, in heiBem leicht 16elich und
auch in schwefelsdaurehaltigem Wasser léslich war.

0,1375 g Substanz ergabea 0,3356 g CO, und 0,134 g HO,.

Ber. f. C = 61,08%, H = 10,78%; gef. C = 61,05%, H = 10,89%,.

0,1405 g Substanz verbrauchten 4,16 ocm 2/,,-H,SO,.

Ber. f. (C,,H,;0,N),H,SO,: 4,199, N; gef. 4,16% N.

Die schwefelsiurehaltige wiisserige Ldsung drehte polarisiertes Licht
nach links,

Nach der oben erwihnten Analyse entspricht das aus dem Harn
isolierte weiBe Pulver der Formel (C,,H,;0,N),H,SO,.

Somit ergibt sich, daB das Phrenosin im Kérper des Hundes ge-
spalten und zum Teil mit dem Harn ausgeschieden wird. Aus dem von
Sphingosin befreiten Filtrate konnte ich nichts neues isolieren.

B. Das Verhalten des Sphingosinsulfates im Tierkdrper.

Wie sich das Sphingosinsulfat im Tierkorper verhalt, ist noch nicht
bekannt. Ich habe daher Sphingosinsulfat in ca. 20 proz. Loeung, in ver-
diinnter Schwefelsidure gelost, in den Korper des Hundes und Kaninchens
per o8 oder subcutan eingefithrt, und den Harn mit der im vorigen Ab-
schnitt beschriebenen Methode untersucht.

Aus dem Urin konnte ich ein aus heifem Alkohol umkrystallisierbares
weiBes schwefelsaures Salz isolieren, das in mikroskopischen Nadeln kry-
stallisierte, und in kaltem Alkohol schwer, in Ather und Wasser unldslich war.

0,145 g Substanz ergaben 0,3339 g CO, und 0,1413 g H,O.

Ber. f. C = 61,08%, H = 10,78%; gef. C = 60,96%, H = 10,83%,

0,150 g Substanz verbrauchten 4,4 ccm ?/,,-H,SO,.

Ber. f. (C;;H,;0,N),H,SO,: 4,19% N; gef. 4,156% N.

Thre schwefelsiurehaltige wisserige Liésung drehte das polarisierte
Licht nach links.
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Zusammenfassung.

Bei der Fiitterung mit Phrenosins tritt Sphingosin im Harn
des Hundes auf, und nach der Fiitterung oder Injektion von
Sphingosin bei einem Hunde oder Kaninchen mit Sphingosin wird
dieses durch den Harn ausgeschieden.

Nach Thudichum wirkt das Sphingosin auf nervise Er-
krankungen ein, aber bei meinen Versuchen beobachtete ich
nichts besonderes im Zustand des Hundes und ‘des Kaninchens,
wihrend der Fiitterung oder der Injektion des Sphingosins haben
die Tiere sehr gut gefressen.



Verhalten des Pyrrols im Tierkorper.
I. Mitteilung.

Von
Tomihide Shimizu.

(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der Kaiserlichen Uni-
versitit Kioto.)

(Evngegangen am 27. Februar 1921.)

Auf die Verwandtschaft, die zwischen Pyrrol und Indol besteht, ist
schon von verschiedenen Seiten!) hingewiesen worden. G. Ciamician?)
versuchte, die Indole in Chinolinderivate zu verwandeln, die eine Uber-
fithrung des Pyrrols in «-Chlorpydrin und in j3-Brompyridin gestatten.
Der Pyrrolkern behilt auch in den Indolen seine wichtigsten Eigenschaften
bei. G. Ciamician konnte aus dem Methylketol und Skatol Chinolin-
abkdmmlinge erhalten.

Die Verwandlung der Indole in Chinolinabkémmlinge ist lingst von
E. Fischer’) und A.Steche in anderer Weise ausgefiihrt worden und
scheint somit eine ziemlich haufig eintretende Reaktion zu sein.

Der Ubergang des Tryptophans in Chinolinderivat scheint sich auch
ohne Mitwirkung des Tierkorpers leicht zu vollziehen. Der Tierversuch!)
hat gezeigt, wie verfiittertes Tryptophan im Organismus des Hundes in
Kynurensiure iibergeht. Die Umwandlung des Pyrrolkernes in Pyridin-
derivate®) war bekanntlich zum erstenmale bei der Behandlung des Pyrrol-
kaliums oder des Pyrrols in Gegenwart von Natriumithylat mit Chloro-
form oder Bromoform beobachtet worden. Weiter war achon fesgestellt,
daB in dhnlicher Weise auch Tetrachlorkohlenstoff, Benzalchlorid und
Methyljodid einwirken®) und daB auch ferner Methylpyrrol’) beim Er-

1) G. Magnanin, B. 20, 2608. 1887.

) E. Fischer, B. 19, 2988. — G. Ciamician, B 20, 818.

3) B. 12, 2199. — B. 20, 818.

4) Alexander und Ellinger, B. 37, 1801. 1904.

%) G.Ciamician, B. 37, 4231. 1904; G.Ciamician und Dehn-
stedt, B. 14, 1153. 188l.

%) Dehnstedt undZimmermann, B. 18, 3316. 1885.; B. 19, 2198.
1886.

) Amé Pictet, B. 38, 1946. 1905; B 37, 3963. 1904.
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hitzen mit Salzsiire im Rohr oder beim Leiten durch ein gliilhendes Rohr
sich in Pyridin verwandeln kann.

Diese sehr interessanten Resultate zeigen, daB die Pyridin-
bildung gus dem Methylpyrrol durch Verlust von zwei Atomen

Wasserstoff und Eintritt des Methylkohlenstoffs in den Ring vore®
sich geht.

Um den Eintritt einer solchen Reaktion im Tierarganismus
zu priifen, habe ich eine Anzahl von anderen Kérpern, die das
Pyrrol als methylierten oder benzylierten Pyrrolkern enthalten,
dem Tierversuche unterworfen.

P. Sacchardi hat das Pyrrol in Suspension in Wasser Kaninchen
injiziert und Melantne im Harn des Kaninchens konstatiert. Nach R. Ko-
bert findet es sich im Harn rein oder mit Schwefelsiure gepaart wieder.

Experimenteller Teil.

Ich habe das Pyrrol in Suspension in Wasser je 0,6 g einem Hund
von 11 kg Korpergewicht wihrend 6 Tagen injiziert!) und einem Kaninchen
von 3,5 kg Korpergewicht je 0,3 g wihrend 7 Tagen beigebracht. Der
Harn des Hundes reagierte sauer, der des Kaninchens alkalisch, und es
traten in beiden Harnen kein Blut, kein Eiwei8 und keine Gallenfarbstoffe
im Harn auf, daftir zeigte er aber eine schwach positive Pyrrolreaktion.

Der Harn?!) wurde mit neutralem, essigsaurem Blei im Uberschu
versetzt und filtriert. Der mit Bleizucker ausgefillte Harn wurde durch
Schwefelsiure vom Blei befreit und nach Abfiltrieren von schwefelsaurem
Blei mit Kaliumquecksilberjodidiésung versetzt. Dabei fiel ein dick-
flockiger Niederschlag aus.

Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag auf dem einem Filter gesam-
melt, sorgfiltig mit Wasser gewaschen und unter Zusatz von H,;SO, durch
Silberoxyd zersetzt und filtriert. Zur Entfernung des Silbersulfats und der
uiberschiissigen Schwefelsiure wurde das von Jodsilbers abgetrennte Filtrat
durch Barytwasser niedergeschlagen, filtriert, der tiiberschiissige Baryt
durch Einleiten von CO,; und Erwiirmen entfernt und die wisserige Losung
mit Salzsiure genau neutralisiert. Nach Eindampfen, mehrmaligem Aus-
ziehen mit Alkohol und erneutem Eindampfen hinterblieb ein siruposer,
briunlich gefirbter Riickstand. Aus der alkoholischen Lisung dieses
Riickstandes wurde durch Platinchloride ein brauner dichter Niederschlag
susgefallt, der in heiBem Wasser leicht 16slich war und nach dem Ein-
engen der Losung gut auskrystallisierte.

Nach mehrmaligem Umkrystallisieren erhielt ich eine Platinverbin-
dung in Form von gelben monoklinen Tafeln, die bei 195° C (unkorr.)
schmolzen und bei der Analyse den Wert lieferten, der mit Methylpyridin-
platinchlorid iibereinstimmte.

1) Kunkel, Handbuch der Toxikologie, S. 639.
%) W. His, Arch. f. experim. Pathol. u. Therap. 22, 253.



268 T. Shimizu: Verhalten des Pyrrols im Tierkirper.

0,1877 g Substanz ergaben 0,0609 Pt.

Ber. £ (C,H,NC),PtCl,: 32,789, Pt; gef. 32,489, Pt.
0,3941 g Substanz ergaben 0,1282 g Pt.

Ber. f. (C4H,NCI),PtCl,: 32,789 Pt; gef. 32,5639 Pt.

Zusammenfassung.

Im Gegensatz zum Befund von R. Kobert, demzufolge das
Pyrrol im Harn rein oder mit Schwefelsdure gepaart vorkommt,
habe ich mit Sicherheit nach Injektion des Pyrrols beim Hunde
und Kaninchen im Harn Methylpyridin nachgewiesen.

Uber das Verhalten des methylierten Pyrrols und benzylier-
ten Pyrrols im Tierorganismus gedenke ich spiter zu berichten.

Dem Herrn Prof. Dr. K. Maeda spreche ich fiir seine
freundlichst erteilten Ratschlige bei der Ausfithrung meiner
Arbeit meinen verbindlichsten Dank aus.



Vom Wesen der Buttersiure- und Butylalkoholgirung.

Abfangung von Acetaldehyd als Umsetzungsprodukt. Ubergang
von Brenziraubensiiure-aldol in Buttersiiure. Entstehung hiherer
Fettsiuren aus Zucker.

Von
Carl Neuberg und Bernhard Arinstein.

(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir ex-
perimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.)

Mit 1 Abbildung im Text.

Die neuen Methoden zur Erforschung der Zuckerzerlegung,
die bei Hefen und anderen Organismen erprobt worden sind,
haben sich mit Erfolg auch auf das Problem der Buttersiaure-
girung anwenden lassen, wie wir im folgenden zeigen wollen.

Wirunterscheiden dreiFormen desnatiirlichenVor-
kommens von Buttersiure: ihr Auftreten bei dem Zerfall
von Fetten, ihre Erzeugung durch bakterielle Zersetzung von
EiweiBverbindungen und zu dritt ihre biochemische Bildung aus
Kohlenhydraten nebst verwandten Kérpern. Bisher vermifit man
eine genaue Durchfithrung dieser Dreiteilung in li-
pogene, proteinogene und saccharogene Abstammung.
Zahlreiche Angaben sind infolgedessen mit Unsicherheit betreffs
der Herkunft der Buttersiure behaftet.

Die Abspaltung der Buttersiure aus Fettstoffen ist ohne
weiteres verstindlich, da sie in den betreffenden Lipoiden als
solche priformiert zugegen ist, wie man seit Chevreuls grund-
legenden Arbeiten weil. Das Hervorgehen von Buttersiure aus
Proteinen ist durch die Untersuchungen von C. Neuberg in Ge-
meinschaft mit E. Rosenberg und W. Brasch vor 14 Jahren
aufgeklirt worden!); hier fanden die Autoren in der Glutamin-

1) C. Neuberg, Sitzungsbericht d. PreuB. Akad. d. Wissensch. vom
26. V. 1907; C. Neuberg und E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7, 183. 1907;
W. Brasch und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 299. 1908.
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saure, die sich in erheblichem Umfange am Aufbau der meisten
EiweiBkorper beteiligt, eine wesentlich in Betracht kommende
Muttersubstanz, indem sie zeigten, daB die a-Aminoglutarsiure
unter gleichzeitiger Desaminierung und Kohlensiaureablosung
gemal der Formulierung COOH - CH, - CH, - CH NH, - COOH —
COOH - CH, - CH, - CHy oder COOH - CH, - CH, - CHNH, - COOH
- CH,;'CH,:-CH,- COOH in Buttersiure umgewandelt wird.
Nach spiteren Feststellungen!) verhalten sich aktive und raze-
mische Glutaminsiure dabei gleich. Die dritte Form der Butter-
saureproduktion, die saccharogene, ist in ihrem Wesen bis jetzt
wenig durchsichtig. Gerade sie aber beansprucht unser groBtes Inter-
ess¢; denn im Gegensatz zur protecinogenen Entstehung.
die unter Kohlenstoffkettenverkiirzung erfolgt, liegt
inder Buttersidurebildung aus kohlenhydratihnlichen
StoffeneinkernsynthetischerProzeB vor. Schon A.Fitz?),
der die Buttersduregiarung der Kohlenhydrate einer eingehenderen
Priifung unterzog, hat mitgeteilt, daB auch Glyzerin und Milch-
siure, also Korper der 3-Kohlenstoffreihe, eine Quelle der
Buttersiaure hezw. ihres zugehorigen Alkohols, des Butylalkohols,
darstellen kénnen.

Angaben iiber Vergirung von Glycerin und Laktaten zu 4-Kohlen-
stoffkorpern sind mehrfach gemacht worden®). Allerdings beziehen sich
die Ergebnisse von A. Fitz?*) selbst, ferner die von F, Hiippe?®), A. Ba-
ginsky?®) sowic R. Kerry und 8. Frinkel?) auf die Vergirung von Nahr-
losungen, die milchsauren Kalk in komplizierten Gemischen enthielten und
zum Teil auf pathogene Erreger. Die Daten sind, zumal éfter nur geringe
Mengen Buttersiure auftraten, auch nicht immer hinreichend beweis-
kriftig. L. Pasteur?) arbeitete mit Bakteriengemengen, wihrend bereits

M. W. Beijerinck?®) und E. Duclaux?), die eine Ca-Laktatumwand-
lung durch Reinkulturen erzielten, den baldigen Verlust dieser Eigen-

1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 431. 1908; vgl auch J. Effront,
Chem. Centralblatt 1969. 1. 929.

?) A. Fitz, B. 9, 1348. 1876; 11, 42. 1878; 13, 1309. 1880.

3) A. Vigna, B. 16, 1438. 1883; M. L. Grimbert, Ann. de I'inst.
Pasteur 7, 353. 1893; E. Duclaux, Ann. de linst. Pasteur 9, 811. 1895.

4) A. Fitz, B. 13, 1309. 1880.

5) F. Hippe, Mitteilungen aus dem Reichsgesundheitsamt 2, 353.
1884,

%) A. Baginsky, H. 12, 434, 1888.

) R. Kerry und S. Frinkel, Monatshefte f. Chemie 12, 350. 1891.

8) L. Pasteur, Jahresber. Fortschritte d. Chemie 1862, 477.

#) M. W. Beijerinck, Uber die Butylalkoholgirung. Amsterdam 1893.
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schaft bei Fortztichtung auf kiinstlichen Niahrboden erwihnt haben.
Neuerdings hat G. Bredemann?!) in einer umfangreichen Studie dar-
getan, daB bei Verwendung rein fortgepflanzter Stimme der Gattung
Amylobacter — und zu ihr gehoren nach seinen Ausfithrungen die ihm
zugiinglich gewesenen harmlosen Buttersiurebildner — die Vergirung
milchsaurer Salze nicht beliebig reproduzierbar ist, auch mit
Rohkulturen und frischen Reinziichtungen selten gelingt und daB bei
Reinkulturen das dargebotene Material nur in geringfiigigem Grade
zum Umsatz gelangt. Die Girung von Calciumlactat soll weitgehend
von noch nicht erforschten Bedingungen der Symbiose und des Nahr-
mediums abhiingen. Die Vergirung von Glycerin?) ist bisher nie quan-
titativ zu Ende geftthrt worden, und auch die Kleinlebewesen, die als typi-
sche Glycerinverzehrer herangeziichtet werden, biiBen vielfach bei lingerer
Kultivierung auf kiinstlichen Nahrsubstraten diese Fahigkeit ein, wie auch
wir an den von uns benutzten Stimmen haben beobachten kiénnen. Er-
halten bleibt allen diesen Mikroorganismen jedoch das Vermogen, echte
Kohlenhydrate anzugreifen.

Auf Grund des seiner Zeit vorliegenden Materials hat Fitz
immerhin als erster versucht, sich eine Vorstellung von dem
Mechanismus des beobachteten Vorganges zu machen; er wies
namlich darauf hin, daB Milchsiure bei verschiedenen Reaktionen
Acetaldehyd liefern und sich dieser zu Aldol kondensieren kénne,
das wie die Buttersiure 4 Kohlenstoffatome in gradliniger Kette
enthilt. Acetaldehyd oder Aldol freilich hat Fitz niemals, so
wenig wie die nachstehend erwiihnten Forscher, bei der Butter-
sduregirung nachgewiesen und auch gar keine experimentelle Be-
griindung seiner ganz beildufigen AuBerung versucht; jedoch ist
er mithin der Vater jener 6fter herangezogenen, aber auch wieder-
holt bekimpften Theorie der Buttersiauregirung geworden.

M. Nencki?), K. Spiro¢), L. Hugounenq?®), A. Magnus-Levy?®),
C. Neuberg und F. Blumenthal?), H. St. Raper?) sowie E. Buchner

1) G. Bredemann, Centralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. 2. Abt., 23, 385.
1909; Ch. C. 1909, I1. 1147.

?) G. Bredemann, L c. 470.

3) M. Nencki, Journ. f. prakt. Chemie 17, 105. 1878.

4) K. Spiro, zit. bei Magnus-Levy.

%) L. Hugouneng, Rev. de méd. 8, 301. 1887.

¢) Ad. Magnus-Levy, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol.
42, 140. 1899; Verhandl. der Berl. Physiol. Gesellsch. 1902.

7) C. Neuberg und F. Blumenthal, Beitr. z. chem. Physiol. u.
Pathol. 2, 241. 1902.

8) H. St. Raper, Journ. Chem. Soc. 91, 1831. 1907;s. a. J. Smedley,
Ch. C. 1911. II. 1516; H. Hammarsten, Ann. 421, 313. 1920.
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und J. Meisenheimer!) haben dieser Hypothese voneinander ein wenig
abweichende, im Grunde aber tibereinstimmende Fassungen gegeben; die
letzte beachtenswerte Variante rithrt von J. Smedley und E. Lubrzyns-
ka3?) her; sie nahmen, nachdem die bedeutsame Rolle der Brenztrauben-.
siiure in der Natur bekannt geworden war, — allerdings ohne durch bio-
logische Experimente beigebrachte Stiitzen fiir ihre Meinung — an, da8 der
Acetaldehyd sick nicht mit sich selber, sondern mit Brenztraubensdure
etwa zur ungesittigten Siure CH, - CH : CH - CO - COOH kondensiere, die
dann entweder durch carboxylatische Spaltung Crotonaldehyd oder durch
Oxydation Crotonsiure liefere usw.

Andere Autoren dagegen, wie F. Hoppe-Seyler?), Th. Curtius
und H. Franzen?$), haben jene Hypothese abgelehnt.

Inder Tatfehlte es bisvorkurzeman jeder tatsach-
lichen Grundlage fiir diese Theorie, die letzten Endes
immer auf eine Acetaldol- oder Crotonaldehyd-Condensation heraus-
liuft und durch mehrfache Wiederholung dieser Reaktion auch die
natiirliche Bildung héherer Fettsiuren erkliren will. Aber man
hat auf physiologischem Wege weder aus Acetaldehyd noch aus
Acetaldol oder dergleichen jemals Buttersiure und Butylalkohol
erhalten, auch sind die betreffenden Stoffe, wie schon bemerkt ist,
nicht als Zwischenstufen der Butylgirung?®) festgestellt
gewesen.

Erst die Untersuchungen von C. Neuberg und ¥. F. Nord ¢)
haben dargetan, daBl bei bakteriellen Abbauprozessen
inder Zuckerreihe, genau wie bei der alkoholischen Zucker-
spaltung durch Hefen, Acetaldehyd nachgewiesen werden
kann. Mit Hilfe eines sogenannten ,,Abfangverfahrens®, das
in der Festlegung intermediar auftretenden Acetaldehyds durch

. Bindung an gleichzeitig zugefiigte sekundire schwefligsaure Salze
besteht?), gelang es den Genannten, betriachtliche Mengen

1) E. Buchner und J. Meisenheimer, B. 41, 1410. 1908.

) J. Smedley und E. Lubrzynska, Biochemical Journ. 7, 372.
1913; vergl. hierzu analoge Annahmen und Beobachten von B. Homolka,
B. 18, 987, 1885; 19, 1089. 1886 sowie E. Erlenmeyer, B. 32, 1453. 1899.

3) F. Hoppe-Seyler, H. 8, 357. 1879.

4) Th. Curtius und H. Franzen, Ann. 390, 114. 1912,

) Mit dem Namen ,,Butylgirungen‘ bezeichnet man zweokmaBig
die Entstehung der genetisch zusammengehérigen Karper der 4-Kohlen-
stoffreihe.

¢) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 9¢, 133. 1919.

7) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916;
C.Neuberg undE. Reinfurth, diese Zeitschr, 89, 365 u. 92, 234. 1918,
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Acetaldehyd bei der Vergirung von Zucker mit Hilfe verschie-
dener Bakterien anzuhdufen. Dies gliickte ihnen auch bei dem Er-
reger des Gasbrandes, dem Frénkelschen Bacillus, der ein ausge-
sprochener Anaerobier ist. Dieser letzterwihnte Mikroorganismus-
wird in der Regel zu den Buttersiurebildnern gerechnet. Es trifft
zu, daB das Frinkelsche Bakterium Buttersiure wie auch Butyl.
alkohol erzeugen kann; diese Stoffe sind aber nicht immer die
Hauptprodukte ') der herbeigefiihrten Zuckerspaltung, so daB der
Beweis fiir einen Zusammenhang zwischen der wahren Butylgirung
und intermedidren Abbaustufen des Zuckers sich am ehesten er-
bringen lieB durch Untersuchungen an einem typischen
Buttersiurebacterium. Wir wihlten hierfiir den Bacillus
butylicus fitzianus, der wiederholt zur Einleitung einer
reinen Buttersiuregirung gedient hat und in seinen chemischen
Leistungen am besten untersucht ist. In der Tatistesmég-
lich, durch Vermittelung dieses Erregers Zucker in
Gegenwart von Dinatriumsulfit unter Ansammlung
von Acetaldehyd zu vergiren. Es gelang uns, den
Acetaldehyd in ansehnlicher Ausbeute zu 9,8% vom
Gewichte des angewendeten Zuckers, zu isolieren und
charakterisieren. Wie auch bei anderen Girungen?) haben
wir die Beobachtung gemacht, daB die Menge des Acetaldehyds
trotz Gegenwart schwefligsaurer Salze beim Stehen wieder ab-
nehmen kann. Dieses Verhalten erscheint verstindlich, wenn
man bedenkt, daB bei Brutschranktemperatur unter dem Ein-
flusse des als Bodenkorper reichlich vorhandenen kohlensauren
Kalks sowie des sich in der Losung (gemidfl der Umsetzung:
CH, - CHO + Na, SO; + H,CO;=CH,;- CHOH - O - SO,Na -+
NaHCO,) bildenden Natriumbicarbonats bezw. Natrinmcarbonats
die Dissoziation der Aldehyd-Sulfit - Verbindung merklich ist3),
also Aldehyd frei wird, der anderweitig wieder verbraucht werden
kann. Weiterhin ist in Betracht zu ziehen, dal der als recht
hoch anzusehende Acetaldehydertrag nach 13 Tagen zu ver-
zeichnen war, d. h. zu einem Zeitpunkte, an welchem noch keines-

1) Vgl. A. Schattenfroh und R. GraBberger, Arch. f. Hyg.
1900—1907.

?) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 166. 1919.

3) Vgl. hierzu C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr.
89, 384. 1918; B. 52, 1682. 1919 sowie C. Neuberg und F. F. Nord, L. c.
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wegs aller angewandter Zucker vergoren war; denn abweichend
von der Hefe vermag der Bacillus butylicus Fitz in Anwesenheit
von Sulfit das Kohlenhydrat nicht quantitativ umzusetzen, zumal
er bekanntlich sclbst Maischen, die keine andere Zugabe als die
erforderliche von kohlensaurem Kalk enthalten, auch erst nach
mehr als 3—4 Wochen angenihert vollstindig zu verarbeiten im-
stande ist.

In reichlicher Menge kann also Acetaldehyd bei
den Umwandlungen zu Tage gefordert werden, die der
erwihnte Erreger der Butylgirung auslost; damit ist
der erste experimentelle Beweis dafiir erbracht, da8
Acetaldehyd in Beziehungen zu den Vorgingen der
wahren saccharogenenButtersiurebildung steht.

DaBeine bestimmte Abhingigkeit vonden Gescheh-
nissen vorhanden ist, die zum Auftreten der Acetal-
dehyds fiihren, ergibt sich mit vélliger Schirfe auch
daraus, daB im Abfangversuche weder Buttersiure
noch Butylalkohol iiberhaupt auftreten und daB die
Umwandlungsstoffe des Zuckers, soweit sie nicht in
Form gasférmiger Verbindungen vorliegen, eben aus
Acetaldehyd bezw. seinen Dismutationsprodukten,
Essigsiure und Athylalkohol, bestehen?).

Um biindigere Vorstellungen iiber die Art dieser Zusammen-
hinge zu gewinnen, lag es nahe, Acetaldehyd sowie Acetaldo] mit
dem Erreger in Berithrung zu bringen und hinsichtlich ihrer Fiihig-
keit zum Ubergange in Buttersiure und Butylalkohol zu priifen.
Diese Versuche haben insofern ein vollig negatives Ergebnis ge-

1) Das Auftreten von Essigsiure und Athylalkohol auch bei nor-
maler Anstellung der Buttersiuregirung in Gegenwart von Caloiumcarbonat
und zwar in Mengen, die selbst bei gleichem Erreger und Nahrboden
innerhalb weiter Grenzen schwanken, (Grimbert, Duclaux, Brede-
mann, L c.) erwihnen alle Autoren, die bisher iiber dieses Thema
sohrieben; wir haben diese Angaben bestitigt gefunden. (Bei dem den
eigentlichen Buttersiurebildnern ferner stehenden Tetanusbazillus fithren
S. Kitasato und Th. Weyl (Zt. f. Hygiene 8, 404. 1890) von fliich-
tigen Siuren allein Buttersiure an.) Die vollstindige Unterbindung der
Produktion von 4-Kohlenstoffkérpern bei Umsetzung
von Kohlenhydraten oder Glycerin durch Erreger der
typischen Buttersiuregirungen war dagegen noch nie
beobachtet worden.
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habt, als der Bacillus nach Zusatz der iiblichen Nahrsalze, ferner
auch bei Anwendung der genannten Aldehyde als Ammoniak-
verbindungen nicht gedieh und Acetaldehyd sowie das Acetaldol
unverandert zuriicklief3. .

Nachdem der carboxylatische Zerfall der Brenztraubensiure
in CO; und Aldehyd entdeckt worden war, wird jene Ketosiure
mit guten Griinden als Vorstufe des Acetaldehyds betrachtet.
Man konnte also vermuten, daB3 die Brenztraubensiure wie bei
der alkoholischen Zuckerspaltung so auch bei der Butylgirung
ein Zwischenglied darstellt und daB8 der Acetaldehyd, durch eine
in den Bakterien enthaltene Carboxylase in Freiheit gesetzt, sich
bei Vorhandensein sekundirer schwefligsaurer Salze anhduft.
Denn auch die Pyruvinatsulfite besitzen erwiesenermaBen!) eine
groBe Tendenz zu glattem Zerfall in Kohlenséiure und in den
Aldehyd-Schwefligsiure-Komplex. Es ist aber damit zu rechnen,
daB normalerweise nicht der ganze AbbauprozeB iiber die Stufe
fertigen Acetaldehyds fiihrt2), sondern daBl die erforderliche
Kondensation sich bereits an einem vorangehenden Gebilde ab-
spielt, d. h. mit anderen Worten, dafl nicht zwei Acetaldehydreste
sich zu Aldol zusammenschlieBen, sondern daB die Aneinander-
lagerung z. B. an der Brenztraubensiure vollzogen wird.

Das entsprechende Aldol der Brenztraubensiure ist in
Form seines Anhydrids bekannt, und schon im Jahre 1913 ist auf
die Moglichkeit verwiesen, dafl diese Verbindung, die «-
Keto-y-valerolacton-y-carbonsiaure, sich in bedeutendem
MaBe an biochemischen Umsetzungen, insbesondere auch an den
Vorgingen bei der Buttersiurebildung beteiligt?). Eine
Bestatigung findet nun diese Annahme durch das Verhalten, das
der Buttersiurebacillus einmal gegeniiber Brenztraubenséure und
ein andermal gegeniiber ihrem Aldol zeigt. Der genannte Erreger
wiachst ohne Schwierigkeiten auf einer Losung von brenztrauben-
saurem Kalk. Er nutzt das Pyruvinat durchaus als Kohlenstoff-
quelle aus, jedoch tritt keine Buttersiure auf; es entstehen aller-
hochstens Spuren. Die Reaktion verliuft weder wie bei der

1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 413. 1918;
B. 52, 1689. 1919; 53, 1039. 1920.

%) Vielleicht nur insoweit, als Alkohol und Essigsiure entstehen.

3) C. Neuberg, in C. Oppenheimers Handb. d. Biochemie
Erganzungsband, S. 603 vom 27. II. 1913.
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Brenztraubensiurespaltung mittels Hefe!) unter Freiwerden von
Acetaldehyd (Neuberg und Karczag), noch wie bei der Zer-
setzung durch Paratyphus- oder Coli-bacillen teils gaslos, teils unter
Wasserstoffentwicklung (Bouillonnihrbiéden)®), sondern nach Art
der Beobachtungen von Neuberg und Mitarbeitern3) iber das Ver-
halten von Brenztraubensiaure (und Homologen) zu Faulniserregern
80, daB Essigstiure und Ameisensiure als Hauptprodukte gebildet
werden. Es ist fraglich, ob dabei die Brenztraubensiure einfach
als Acetyl-ameisensidure fungiert, oder ob sie zunichst carboxy-
latizche Spaltung in Acetaldehyd und Kohlendioxyd erfiahrt, von
denen ersterer oxydiert (oder dismutiert) und letzteres reduziert
wird. Anders dagegen ist das Verhalten des Brenztraubensiure-
aldols, das wir ebenfalls in Form des Calciumsalzes anwenden.
Hier wird in der Tat reichlich Buttersiure (neben nur geringen
Mengen von Essigsiure) erzeugt. Somit ‘wird man zu der Vor-
stellung geleitet, daB auch im Verlaufe der Buttersiuregirung
der Abbau des Zuckers iiber die Brenztraubensiure schreitet und
daB diese dann die maBgebende Kondensation erfihrt; das ent-
standene Produkt, das ja noch zur Reihe der «-Ketosiuren
gehort, kann darauf unter Kohlensdureverlust und Sauerstoff-
wanderung zu Buttersiure werden. Der erste dieser Vorginge,
die Loslésung des Kohlendioxyd aus einer x-Ketos§ure, ist durch
das eingehende Studium der Carboxylasewirkung geklirt. Hin-
sichtlich des zweiten Prozesses sind wir zur Zeit noch auf Ver-
mutungen angewiesen. Wir konnen die Reaktion summarisch als
eine Saccharinumlagerung auffassen, da sie analog ist den
chemisch wohl erforschten Ubergingen ‘von Galactose (bezw.
Lactose) in die Meta- und Para-saccharinsiurens?):
CH,0H — (CHOH), — CHOH — CHOH — COH ——>
CH,OH — (CHOH), — CH, — CHOH — COOH.

Die einfache carboxylatische Spaltung des anhydrischen Brenz-
traubensiurealdols kénnte natiirlich §-Oxybutylaldehyd geben;
1) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 68. 1911.

1) G. Wagner, C. f. Bact. I. Abt. 71, 25, 1912; L. Karczag und
E. Schiff, diese Zeitschr. 70, 325, 1915; 84, 229. 1917.

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90. 1914; vgl. auch C. Neuberg
und J. Jamakawa, diese Zeitschr. €7, 123. 1914 und C. Neuberg und
B. Rewald, diese Zeitschr. 71, 122. 1915.

¢) Vgl. A. Windaus, Chem. Ztg. 29, 564. 1905; H. Kiliani,
B. 41, 2650. 1908; J. U. Nef, Ann. 876, 52 u. folg. 1910.
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es wire auch kein Widerspruch, dafl der letztgenannte Kérper fiir
sich kein geeignetes Nahrmedium fiir den Bacillus darstellt; denn
er ist biochemisch viel differenter als das Kalksalz der zuge-
horigen Dicarbonsiure !).

Vorstellbar wire noch ein ganz anderer Weg der Brenztrauben-
saureumwandlung, auf den vor Jahren schon einmal der eine von
uns?) aufmerksam gemacht hat. Das Brenztraubensiurealdol, das
zum Ubergange in Brenzweinsiure (Carboxy-buttersiure) be-
fihigt ist, konnte auf eine analoge Weise Athylessigsiure liefern:

CH, - C(OH) - COOH co. CHs-CHOH 10
| — U ] — Hy
CH,-CO.COOH ——— CH,-CO.COOH ——
CH, - CHO — CH, - CH, CH, - CH
3 l >CO —CO, 3 ' 2 +H,0 3 2
CH, - CO — CH:CO —— CH, - COOH.

Das Problem der Buttersiduregirung hat deshalb seit langem
das allgemeine Interesse der Chemiker und Biologen erregt, weil
sie als ein Paradigma fiir einen der physiologisch bedeutsamsten
Prozesse gelten kann, fiir den der Bildung héherer Fettsauren
aus Zucker. Das Auftreten von Ameisensiure und Essigsiure
vermag in dieser Beziehung keinen AufschluBl zu verschaffen, weil
die Ameisensiure selbst durch Reduktion aus Kohlensiure und
die Essigsiure auf verschiedene Weise aus den Kohlenhydraten
hervorgehen kann. Bei der Buttersiure liegt der Fall insofern
schon anders, als bei ihrer Entstehung aus Korpern der 3-Kohlen-
stoffreihe, aus Glycerin und Milchsédure, augenscheinlich eine Syn-
these im Spiele ist. Gestiitzt auf die erwihnte, in ihrer urspriing-
lichen Form aber nicht bewiesene Aldolhypothese hatte man
die Anschauung entwickelt, daB auch die mittleren und héheren
Fettsduren durch eine fortgesetzte Aldolcondensation in der Natur
gebildet wiirden. (Siehe hierzu S. 280—281.)

Diese Ansicht geht auf den Umstand zuriick, daB unter den
Uberbleibseln der technisch hergestellten Girungsbuttersiure ge-
legentlich hohere Fettsiuren gefunden worden sind.

Sticht?) acheint die erste hierhin gehorige Beobaohtung gemacht zu
haben, indem er im Jahre 1868 bei der Géarung von ,,200 Pfund Kartoffel-

1) Es sei bei dieser Gelegenheit iibrigens bemerkt, da das Brenz-
traubensiurealdol, die «-Keto-valerolakton-y-carbonsdure, auch durch Hefe
unter Kohlensiureentbindung angegriffen wird.

?) C. Neuberg, Monogr. Jena 1913, S. 35 u. 36.

3) Sticht, Jahresber. d. Fortschritte d. Chemie 1868, 522.

Biochemische Zeitschrift Band 117, 19
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stirke 12 Unzen ©&lige Sdure angetroffen und als Capronsiure ange-
sprochen hat. Darauf hat Linnemann?) eine éhnliche S8iure aus den
Abfillen der industriellen Buttersiureerzeugung im Jahre 1871 abge-
schieden, und Lieben?), Grillone?) und Henry¢) baben seine An-
gaben bestiitigt. Dementsprechend konnte F. Hoppe-Seyler (L c.) auf
die synthetische Bildung hoherer Fettsiuren und Alkohole durch mehrere
Jahre andauernde bakterielle Girungen hinweisen. Béchamp ®) zihlte
Capron- und auch Caprinsidure auf, Raper®) auch Caprylsiure. Ab-
weichend ven den meisten fritheren Autoren, die nur den Sduren mit
.einer geraden Anzahl von Kohlenstoffatomen begegneten, fiihrte im
Jahre 1902 R. Locquin?) nooch Valeriansiure an, nachdem tibrigens
bereits Béchamp die Anwesenheit des Angehérigen der 3-Kohlenstoff-
reihe, der Propionsdure, behauptet hatte, eine Angabe, die mit den aus-
driicklichen gegenteiligen Befunden von Buchner und Meisenheimer
(I ¢.) in Widerspruch steht, jedoch mit Fitz'8), Beijerincks?®) sowie
R. Kerry und 8. Frinkels (L c.).nebst GraBberger und Schatten-
frohs Beobachtungen der Produktion von Propylalkohol u. Propion-
siure 19) durch Granulobakter butylic. bzw. den Bacillus des malignen
Odems tibereinstimmen wiirde. Ferner ist zu erwithnen, da O. Emmer-
ling 12) bei seinen Untersuchungen mit dem Bacillus butylicus Fitz neben
Butylderivaten einen hochmolekularen Kérper von Saurecharakter auf-
treten sah, den er als Palmitinsiure betrachtete; auch Bredemann (1. ¢.)
stieB auf eine fettige Subetanz.

Es darf freilich nicht auBler acht bleiben, daB eine Reihe der
iilteren Angaben iiber die Bildung kohlenstoffreicherer Fettsiiuren
gich auf die gewerbliche Gewinnungsweise bezieht, bei der sowohl
Mischkulturen als verhiltnisméfBig reichliche Mengen von rohen
Eiweikorpern, z. T. wohl auch von Fetten in den Maischen vor-
handen gewesen sind, bei denen also mit anderen Worten der
strikte Beweis der Herkunft aus dem Zucker- oder Glycerin-
molekiil fehlt und proteinogene wie lipogene Abstammungen mit
in Betracht kommen kénnen.

1) E.Linnemann, Ann. 160, 224. 1871.

?) A.Lieben, Ann. 170, 89. 1873.

3} G. B. Grillone, Ann. 165, 127. 1873.

4) L. Henry, Ch. C. 1905, 1I. 214,

®) Béchamp, Chem-Ztg. 18, 970. 1894,

¢) H. S. Raper, zit. nach Maly, 37, 891. 1907.

) R.Locquin, Chem-Ztg. 26, 756. 1902.

8) A. Fitz, Ber. 13, 36. 1880.

®) M. W. Beijerinck, frdl. Privatmitt. d. Autors u. zit. bei
0. Emmerling.

1) R. GraBberger u. A. Schattenfroh, Ch. C. 1903, 1I. 843.

1) 0. Emmerling, B. 30, 453. 1897,
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Bei dieser Sachlage schien uns eine Priifung der Frage un-
erliBlich, ob bei der Vergérung von Kohlenhydraten
in sonst vollkommen mineralischer Lésung und mit
Reinkulturen héher molekulare Fettsiuren entstehen.

Zu diesem Behufe haben wir entsprechende grofle Giransitze
angestellt. Es gelang uns, bei der Vergéirung von 3990 g Trauben-
zucker in 2—3proz. Losung mit einer Reinzucht des Bacillus
butylicus Fitz tatsichlich das Auftreten der Capronsiure so-
wie hoherer Fettsiuren von den Eigenschaften der Capryl- und
Caprinsduren festzustellen. Die kohlenstoffreichen, sicherlich
vom Zucker abstammenden Fettsiuren wurden in einer Gesamt-
menge von 34,9 g isoliert; doch ist die wahre Ausbeute daran
wegen des unvollkommenen Abscheidungsverfahrens hsher zu
veranschlagen (sieche den experimentellen Teil). Das Hauptpro-
dukt der Giérung war hier, wie bei den Versuchen im kleinen,
Buttersiure, die auBerdem von picht zu vernachlissigenden
Mengen Butylalkohol, Weingeist sowie Essig- und Milchsiure
stets begleitet wurde.

Die neuerdings, nach AbschluB unserer Arbeit auftauchende Angabe?),
daB bei Ausfithrung einer Butylgirung?) ohne kohlensauren Kalk
Aceton neben den Butylderivaten auftritt, und zwar schon nach
24—30 Stunden, haben wir nicht eingehend nachprtifen kénnen. In den
wenigen darauf gerichteten Ergiinzungsversuchen ist es uns nicht gelungen,
unseren Erreger, der ja zu den siureempfindlichen Organismen gezihlt
wird, in einem calciumcarbonatfreien Nihrmedium zu einem nennenswerten
Verbrauch des Zuckers zu veranlassen. Das Wachstum war spérlich und
der Umsatz schritt nur duBerst langsam fort. Keine der scharfen quali-
tativen Proben auf Aceton war im destillierten Gérgut zu erzielen. Es
wiirde iibrigens die Entstehung des Acetons neben der Buttersiure und
dem Butylalkohol durchaus mit den entwickelten Ansohauungen in Ein-
klang zu bringen sein, indem der Weg nach diesbeziiglichen Darstellungen
von Neuberg und Blumenthal vom Jahre 1902 sowie ebensolchen
spiteren Neubergs?) auf die jiingst Peterson und Fred*) verweisen,

1) H. B. Speakman, Chem. Centralblatt 1919, IV. 737; J. Reilly
und W. J. Hickinbottom, Chem. Centralblatt 1920, I. 112; vgl. hier-
zu die Bildung von Phoron bei Spaltpilzgirung des Glycerins, K. E.
Schulze, B. 15, 64. 1882,

%) Die Natur des Erregers ist aus den Referaten nicht ersichtlich.

3) C. Neuberg und F. Blumenthal, B. ch. Phys. und Path.
2, 237. 1902; C. Neuberg, diese Zeitschr. 43, 401, 1912, und Monogr.,
Jena 1913,

4) W. H. Petersonund E. B. Fred, Biochemical Journ. 44, 38. 1920.

19*
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&~

natiirlich tiber die Stufen Brenztraubensiure —— Aocetaldehyd —— Aldol
-— f-Oxybuttersiure - — Acetessigsiure zu Aceton fithren k&nnte.

Nach unseren unter einwandfreien Bedingungen — in anor-
ganischen Néhrlosungen und mit einer Reinzucht — erzielten Er-
gebnissen werden allem Anscheine nach Fettsiuren mit gerader
Anzahl von C-Atomen gebildet. Bekanntlich kommen diese
vorwiegend in der Natur vor.

AuBer den auf 8. 271 u. 272 erwihnten Autoren, von denen die Aldol-
hypothese entwickelt worden ist, haben E. Fischer!) sowie Th. Curtius und
H.Frangzen (L c.) Erklirungen fiir diese Tatsache zu geben versucht. Ersterer
nahm an, daB in vitro bisher nicht gelungene Kohlenstoffverkettungen
von Hexosen untereinander oder mit mehreren Molekiilen Pentosen zu den
hoheren Fettsiuren fithren wiirden (z.B. 3 mal C, zur C,4-Saure, C; 4+ C; + Cg
zur C,,-Sdure, 2mal C; zur C,,-Sure). Curtius und Franzen sowie
Smedley und Lubrzynska (L. c.) haben auf die Schwierigkeiten hin-
goewiesen, die diese Hypothese in sich birgt. Bei der Entstehung der My-
ristinsiure (C,,) miiBten etwa Glykolaldehyd oder die Tetrosen mitgewirkt
haben, die jedoch bislang in der Natur nicht sicher nachgewiesen sind und
jedenfalls nicht in wesentlichen Mengen zur Verfiigung stehen diirften. Auch
wire es schwer verstindlich, daB falls z. B. 1 Mol. Hexose mit 2 Mol. Pentose
gur Palmitinsiure oder je 2 Mol. Hexose und Pentose zur Erucasiure (C,,)
zusammentreten kdnnten, nicht auch der ZusammenschluB von 1 oder 2 Mol
Hexose mit 1 Mol. Pentose zu den Siuren C,, oder C,, erfolgen sollte. Aus-
gehend von der bemerkenswerten Auffindung des «, f-Hexylenaldehyds
haben Curtius und Franzen eine andere Theorie der nathrlichen Bildung
hoherer Fettsiuren aufgestellt. Jenen in den griinen Blittern vorkommenden
ungesittigten Aldehyd, CgH,,0 = CH,-CH,-CH,-CH : CH-CHO, denken
sie sich durch weitgehende Reduktion einer Hexose entstanden. Sie be-
trachten ihn selbat oder seine Vorstufe beispielsweise auch als die Mutter-
substanz der Capronsiure und nehmen ferner wiederholte Anlagerungen
von Glykolaldehyd nebst Reduktionen und Sauerstoffverschiebungen
an, wodurch aus dem Hexylenaldehyd Fettsiuren mit paariger C-Zahl
hervorgehen kinnten. Aber auch diese iiberaus anziechende Hypothese tsi
nicht frei von bestimmten Voraussetzungen, tiber deren Wahrscheinlichkeit
man streiten kann. Zuniichst handelt es sich wieder um das Postulat von
hinreichend vorhandenem, verwendungsbereitem Glykolaldehyd, dann
kommt der Umstand in Betracht, daB der Blitteraldehyd nur in griinen
Gewichsen aufzutreten und im Dunkeln (C. uw. F. L o., 8. 109) za ver-
schwinden scheint. Mag die Hexylenaldehydhypothese fiir die Entstehung
der natiirlichen Pflanzenfette gelten, die Bildung hoherer Fettsiuren bei
bakteriellen Prozessen und bei chlorophyllosen Organismen allgemein
deutet sie zuniichst nicht; denn diesen wiirde weder der «, 5-Hexylen-

1) E. Fischer, Faraday-Lecture, deutsch bei J. Springer, Monogr.
1908, S. 11.°
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aldebyd noch assimilatorisch erzeugtes und zur Kondensation zu Glykol-
aldehyd?) befahigtes Formalin zur Verfiigung stehen.

Man darf aber nicht auBer acht lassen, daB in der Natur auch
Siuren (sowie Alkohole) mit ungrader Kohlenstoffzahl vorkommen
und aus Zuckern hervorgehen diirften. In dieser Richtung erklirt
nun manches unsere Beobachtung, daB die biologische Aldoli-
sierung schon in der C;-Reihe, an der Brenztraubensiure, erfolgen
kann. Von ihrem Aldol, das auch als Lacton der «-Methyl-
x-0xy-a, -ketoglutarsiure aufgefalt werden kann und
erwiesenermaBen der Buttersiuregirung unterliegt, fiihren Wege
zu Korpern sowohl mit gerader als mit ungerader Zahl von
C-Atomen. Dieses Verhalten mahnt zugleich zur Vorsicht bei
der Aufstellung von Theorien.

Ganz nebenbei sei bemerkt, daB auch durch zahlreiche reifd chemische
Reaktionen Verbindungen der 3-Kohlenstoffreihe mit hierhin gehdrigen
Substanzen htheren Molekulargewichtes zusammenhiéngen. Wir erwahnen
nur einige der auffallendsten Umsetzungen. :

J. U. Nef?) hat gefunden, daB Acetol, Acrolein und Hydracrylaldehyd
mit ganz verdiinnten Alkalien Crotonaldehyd liefern; dies wird versténdlich,
wenn man Acetaldehyd als Zwischenstufe annimmt im Sinne der Formu-
lierungen:

CH,0H - CO - CH, —— CH,0 + COH - CH,,

CH, :CH-CHO OE:. CH,0 + CH,-CHO,

CH,O0H-CH,-CHO —» CH,0 - CH,-CHO.
Mit dhnlichen Dissoziationserscheinungen diirften die vom gleichen Autor
beobachteten Uberginge von Glycerinaldehyd und Dioxyaceton in Erythron-
sdure zu erkliren sein. Nach Guerbet?®) entateht ferner beim Erhitzen
von Athylalkohol und Bariumithylat der n-Butylalkohol und aus Butyl-
alkohol und Natriumbutylat der Dibutylalkohol C,H,;0. Die Bildung
kleiner Mengen von Buttersiure bei Belichtung von Milchsiure in Gegen-
wart von Quecksilbersalz, die von Duclaux*) beschrieben worden ist,
wird wohl auch iiber die Stufen der Brenztraubensiure bzw. des Acetalde-
hyds erfolgen. Weniger durchsichtig sind die Verhaltnisse filr die Alkali-
schmelzen von Lactaten und Glycerin, durch die nach F. Hoppe-Seyler®)

1) Letzterer kdnnte immerhin bei der Verwendung von Zucker geméi8
Neubergs Beobachtungen iiber Depolymerisation von Kohlenhydraten
(Diese Zeitschr. 12, 337. 1908) aus héheren Zuckern hergeleitet werden.
Schwieriger ist dies aber im Falle der Vergirung von Glycerin oder noch
mehr bei der von Lactaten.

2) J. U. Nef, Ann. 335, 220, 225, 250, 323, 325. 1904.

3) M. Guerbet, Chem. Centralbl. 19¢t, II. 621; 19¢2, I. 208;
1902, II. 567.

) E. Duclaux, Bull. de la Soc. chim. 47, 385. 1887.

5) F. Hoppe-Seyler, H. 2, 14. 1878.
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und E. Herter!) Buttersiure erzeugt wird, sowie fiir die trockene Erhit-
zung von Caloiumglycerat, bei der Destrem?) Hexenylalkohol, CH,,O,
auftreten sah, wihrend die gleiche Verbindung bei der Zinkstaubdestillation 2)
Phoron, C,H,,0, liefert, was auch eine fortgesetzte Kondensation zur Vor-
aussetzung hat.

Die mitgeteilten Ergebnisse der von uns vorgenommenen
Versuche iiber dieButtersauregirung zeigen die Brenz-
traubensiure wieder in einem neuen Lichte. Nach den
bisherigen Feststellungen durfte sie als Muttersubstanz des Acetal-
dehyds und weiterhin des bei Girungsvorgingen entstehenden
Weingeistes sowie der Essigsiure betrachtet werden. Nunmehr
kann sie auch als Vorstufe der Buttersidure geltent). Vom Zucker,
vom Glycerin und von der Milchsiure fithren in ungezwungener
Weise Regktionen zu dieser so umsetzungsfiahigen x-Ketosiure.

Will man sich ergebende Vorstellungen in — selbstredend
schematische — Formeln kleiden, so gelangt man fiir den Teil der
Vorginge, die Butylderivate liefern, zur folgenden einfachsten
Umschreibung, bei der insbesondere die zwischen Ausgangsmadterial
und Brenztraubensiure liegenden Umwandlungen nicht ver-
zeichnet werden und die Lactonbildung des Brenztraubenssiure-
aldols auBer Betracht bleibt:

A. Buttersiiuregirung des Zuckers.

o) CeH ;404 =2CH,-CO-COOH 4 4H,
#) 2 CHj, - CO - COOH = CH, - C(OH) - COOH

!

CH, - CO - COOH,
7) CgHgOg = 2€0; + CH,0,.

B. Butylalkoholische Zuckerspaltung.

) CgHy40, =2CH,-CO-COOH + 4H.
#) 2 CH, - CO - COOH = CH, - C(OH) - COOH

|

CH, - CO - COOH,
7) CoHyO4 + 4 H =2C0, + Hy0 + CH,o0 .

1) E. Herter, B. 11, 1167. 1878.

2) A. Destrem, Ann. de Chim. [5] 217, 50, 58. 1882.

3) K. E. Schulze, Lec.

4) Ihre allgemeinere Bedeutung fiir Kernsynthesen erhellt auch
aus dem Verhalten gegeniiber der Carboligase, dem jiingst von C. Neu-
berg und J. Hirsch (diese Zeitschr. 115, 282. 1921) aufgefundenen
Kohlenstoffketten kniipfenden Ferment.
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C. Buttersiuregirung des Glycerins.

&) 2 CsH,0, =2CH,-CO-COOH +8H,
#) 2CH, - CO - COOH = C¢H,0, ,
+) CeHyO4 = 20, + CH,0;.

D. Butylalkoholische Géarung des Glycerins.

) 2 C,H,0, —2CH,-CO-COOH +4H +4H,
) 2CH, - CO - COOH = C4H,0, ,

7) CeHyOp + 4 H =20, + H,0 + C, H,,0.

E. Buttersiuregirung der Milchsdure.
6)2CHy-CHOH-COOH =2CH,-CO-COOH +4H,
£) 2CHO, = CoHsoa ’

7) CeHgO4 = 2(0, + C,H,0,.

F. Butylalkoholische Garung der Milchsiure.

a)2CH;-CHOH-COOH =2CH,;-CO-COOH +4H,

8) 2GH 0, = C¢H,0, ,

7) CeH,O04 + 4 H = 2C0, + H,0 + CH,,0.

Die iiblichen Nebenprodukte der Butylgérungen sind
im Zusammenhange mit den neuen Befunden gleichfalls leicht
erklirlich. Alkohol und Essigsiure konnen ihre Entstehung
der Dismutation von Acetaldehyd verdanken, der durch carboxy-
latische Spaltung der Brenztraubensiure bekanntermaBen hervor-
gebracht wird; Milchsd urediirfte vom Brenztraubenaldehyd, dem
Methylglyoxal, herstammen. Auch die Bildung von Ameisen-
sdure (s. S.289, 298 u. 304) wird verstindlich. Die gasférmigen
Erzeugnisse der Buttersiuregirung sind Kohlendioxyd und
Wasserstoff. Wenn Brenztraubensiure oder ihr Aldol zu Stoffen
der C,-Reihe werden, so muB sich CO, ablosen. Das Grundschema
dafiir ist die typische Carboxylasewirkung. Der Oxydationshub
auf die Pyruvinatstufe muB, da er ohne Mitwirkung des atmosphi.-
rischen Sauerstoffs geleistet wird, irgendwie Wasserstoff zur Ver-
fiigung stellen. Wahrend nun bei der gewshnlichen alkoholischen
Zuckerspaltung dieser beweglich gemachte Wasserstoff in letzter
Linie zur Reduktion des beim Brenztraubensiurezerfall gebildeten
Acetaldehyds dient, demnach entsprechend zur Dehydrierung ver-
braucht wird, ist ihm eine solche Betitigungsmoglichkeit im Falle
der Buttersiiuregirung infolge der einsetzenden,,Saccharinumlage-
rung® (s. S.276) verwehrt. Letztere schafft aus der Carbonylver-



284 C. Neuberg und B. Arinstein:

bindung (vom Aldoltypus) durch die Sauerstoffwanderung eine .
gesiittigte Fettsiure, also eine Substanz, die nicht mehr als H-
Acceptor dienen kann. Infolgedessen mufl der frei gewordene
Wasserstoff in elementarer Gestalt entweichen: ,,Wasserstoff-
giarung.” Ein Teil kann natiirlich — zumal im atomaren Ent-
stehungszustande — weitergehende Desoxydationen veranlassen!)
und so0 den Butylalkohol und fernerhin héhere Fettsiuren aus den
Aldolen usw., auferdem Ameisensiure aus Kohlendioxyd hervor-
bringen. In diesen wechselseitigen Zusammenhiéngen diirfte es
auch begriindet sein, daB keine scharfe stéchiometrische Beziehung
zwischen den einzelnen Gérungserzeugnissen zu erkennen ist.
Wasserstoff kann andererseits auch durch Zerfall von Ameisen-
siiure entstehen, und so wird das von den Idealgleichungen
geforderte Mengenverhiltnis der Reaktionsprodukte ersichtlich
von vielen Faktoren abhingig.

Nach ijhren wesentlichen Grundziigen steht aber die Butyl-
girung anderen bereits genauer erkannten Arten biochemischer
Zuckerspaltungen nahe; die Buttersiduregirung ist ge-
wissermalBen eine vierte Vergiirungsform. .

Als erste Vergiarungsform bezeichnen wir die tibliche alko-
holische Zuckerspaltung; bei ihr wird durch intermediire Oxydation
als Zwischenstufe Brenztraubensiure gebildet, deren carboxylatisches Zer-
fallsprodukt Acetaldehyd dann korrelative Reduktion zum Weingeist er-
fahrt, wihrend die Carboxylase zugleich die Girungskohlensiure bereitstellt.

Die zweite Vergirungsform ist in der Acetaldehyd-Glycerin-
Zerlegung des Zuckers gegeben. Man erzielt sie, wie C. Neuberg mit
E. Farber und E. Reinfurth?) dargetan haben, wenn der aus der Brenz-
traubensiure neben CO, hervorgegangene Acetaldehyd durch ein ,,Abfang-
mittel gefesselt und vor weiterer Hydrierung zum Athylalkohol geschiitzt
wird. Der reduktive Ausgleich erfolgt dann durch Anlagerung von Wasser-
stoff an einen Zuckerrest und ergibt das Glycerin im Gegenwertsverhalt-
nis zu dem Acetaldehyd und der Kohlensiure:

C¢H,404 = CH, - COH + CO, + C4H,0,.

Zur dritten Vergiarungsform gelangte man mit Hilfe des
Dismutationsverfahrens, das von C. Neuberg und J. Hirsch3) auf-
gefunden ist; sie wird ausgedriickt durch die Gleichung: 2 C,H,,0, + H,0

1) Uber eine biologische Reduktion einer Carbonylgruppe zum Me-
thylenrest vgl. F. Knoop und R. Oeser, H. 89, 144. 1914.

) C. Neuberg und E. Firber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916;
C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 und 9%, 234. 1918.

3) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175; 100, 304.
1919; C. Neuberg, E. Reinfurth und J. Hirsch, diese Zeitschr. 103,
307. 1920.
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. =CH,+COOH + C,H,OH + 2 CO, + 2 C;H,0, . In Anwesenheit von Salzen,
die keine spezifische Bindekraft fiir Acetaldehyd besitzen, werden nadmlich
je 2 Mol. dieses durch Decarboxylierung von Brenztraubensiure erzeugten
Korpers in Essigsiure und Sprit umgelagert, wihrend wiederum im Glyce-
rin das vollkommene Reduktionsiquivalent fiir die erfolgte Oxydation zur
Stufe der Brenztraubensiiure bzw. des Acetaldehyds zugegen ist, wenigstens
bei entsprechender Umsetzung des Zuckers durch Hefen. Ein etwas
anderer Typus liegt bei den Gérungen unter dem Einflusse der Bakterien
aus der Coli-Dysenterie-Gruppe vor; bei ihnen entstehen Alkoho! und Essig-
sdure wohl auch auf dem Wege der Dismutation, wihrend der ,,Géarungs-
wasgerstoff* keinen Empfanger findet, sondern sich in molekularem Zu-
stande gasférmig verfliichtigt.

Hinzu tritt nun als vierte Umwandlungsart die Grund-
form der bei der Buttersiuregirung sich abspielenden Umsetzun-
gen (s. S. 282). Der Abbau diirfte auch hier iiber das Glied der
Brenztraubensiure stattfinden. Der Teilvorgang, der Essigsiure
und Athylalkohol liefert, fiihrt iiber die Brenztraubensdure hin-
aus und hat die Dismutation des carboxylatisch erzeugten Acetal-
dehyds zur Folge. Die Verkettung scheint dagegen schon auf der
Brenztraubensiurestufe!) einzusetzen. Die Ketosiure kondensiert
sich zu jhrem Aldol, und eine Saccharinumlagerung am Produkte
seiner einmaligen und zweimaligen Decarboxylierung?) ergibt die
Buttersiure. Diese Substanz stellt keinen funktionstiichtigen
Acceptor fiir den ,,Gérungswasserstoff'‘ mehr dar, so daB er nicht
fixiert, sondern als solcher in Freiheit gesetzt wird.

Demnach beschreitet die Natur in den Grund-
ziigen denselben Weg bei den wichtigsten biochemi-
schen Abbaureaktionen der Kohlenhydrate. Nur der
SchluBakt ist je nach den Lebensbediirfnissen der ein-
zelnen Organismen verschieden.

Experimentelles.
Wie bereits erwihnt, diente als Erreger bei den Untersuchun-
gen iiber die Zwischenstufen der Buttersiurebildung und die
sich anschliefenden Fragen der Bacillus butylicus Fitz, der auler

1) Damit soll nicht gesagt sein, daB nicht bestimmte Organismen
auch den Acetaldehyd selbst aldolisieren oder zu ,,Benzoinkondensationen‘*
verwenden kénnen. Siehe C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr.
115, 307. 1921; vgl. auch P. Lindners Untersuchungen iiber die Frage
der Fettbildung aus Alkohol, Zeitschr. f. techn. Biolog. 7, 68 und 79.

2) Beziiglich eines anderen Umwandlungsmechanismus siehe vorher
S. 277,
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von seinem Entdecker namentlich von O. Emmerling (1. c.)
eingehend untersucht worden ist. Durch die Giite des Herrn
Professor Emmerling gelangten wir in den Besitz einer Kultur
dieses Mikroorganismus; er stamm¢ urspriinglich aus dem Elsa8.
Herrn Professor Ficker und Friulein Késter sind wir fir die
dauernde Kontrolle der Reinheit zu Dank verpflichtet.

Neben dem Bacillus butylicus Fitz kam noch ein anderes
Buttersiurebacterium zur Anwendung, das wir vom Institut
fir Girungsgewerbe in Berlin bezogen haben. Es gehort
hinsichtlich seiner Ziichtungs- und Gestaltverhiltnisse offenbar
in die Klasse des Amylobacter, wihrend der Bacillus butylicus
Fitz nach seinen morphologischen und kulturellen Eigenschaften,
wie uns Herr Professor Ficker mitteilte, dem B. coli niher
steht!).

Die in ihren allgemeinen Ergebnissen zuvor gewiirdigten Tat-
sachen wurden mit dem Fitzschen Bacillus beobachtet. Von einer
ausgiebigen Benutzung des anderen Erregers nahmen wir Abstand.
Denn erstens gedieh er nicht recht (s. 8. 295) in peptonfreien Lésun-
gen, ein Umstand, der die Herkunft von Buttersiure aus EiweiBab-
kommlingen nicht mit voller Sicherheit auszuschlieBen gestattete;
dann zeigte er ein eigentiimliches Verhalten bei der Kultivierung in
Gegenwart schwefligsaurer Salze. Er erzeugte namlich unter den
Bedingungen, bei denen noch ein Wachstum zu erzielen war, aus
verschieden konzentrierten Sulfitlésungen durch weitgehende Des-
oxydation stets Schwefelwasserstoff, einerlei ob lésliches Dina-
triumsulfit oder unloslicher schwefligsaurer Kalk zur Anwendung
gelangte. Die hydrierende Kraft des Fitzschen Bacillus kann
ebenfalls dazu fithren daB in Fliissigkeiten mit einem Gehalt von
weniger als 1%, Dinatriumsulfit Schwefelwasserstoff auftritt, aber
bei den durchaus brauchbaren hoheren Konzentrationen von
2—-2,59%, an schwefligsaurem Salz unterbleibt diese Reduktion
vollkommen. Bei dem anderen Erreger war die H,S-Entwicklung
nicht zu unterdriicken, auch nicht bei dem maximal ertragenen

1) Essei jedoch erwihnt, daB G. Bredemann (L c.) den bac. butylicus
Fitz zur Klasse Amylobacter zu zihlen geneigt ist. Dabei ist in Betracht
zu ziehen, daB sowohl A.Schattenfroh und R. GraBberger (L ¢.) als
Bredemann, welche diesen Zweig von Mikroorganismen recht eingehend
erforscht haben, auf die bedeutende Variabilitdt hinweisen, die dieser
Gruppe von Erregern in den Wachstumsformen wie im Chemismus eigen ist.
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Gehalte von 1,5%, Na,SO;; Acetaldehyd wurde hier auBerdem nur
spiirlich manifest, und hinzu kam, daB infolge von Vergiftung der
ProzeB nach kurzer Zeit iiberhaupt still stand.

Aus dem folgenden ergibt sich, welch eine bedeutende Anzahl
zeitraubender Vorversuche erforderlich war, bevor die fiir unsere
Fragestellungen geeignetenr Bedingungen befriedigende Erfiillung
fanden. .

A. Die benutzte mineralische Niéhrldsung (m. N.).

Die m. N. hatte durchgiingig, wenn nichts anderes vermerkt
ist, die Zusammensetzung:

1000 com Leitungswasser,
1,00 g Dikaliumphosphat,
0,30 g Magnesiumsulfat kryst.,
0,02 g Natriumchlorid,
0,01 g Ferrosulfat kryst.,
0,01 g Manganosulfat kryst. und
0,560 g Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle.

B. Prifung der Eignung und Eigenheiten des Bacillus butylicus
Fitzlanus als Erreger der Butylgirungen.

Von einer Reinkultur des Bacillus auf Traubenzucker-Schrig-
Agar iiberimpften wir mittels Platindse in grofle, an drei aufein-
ander folgenden Tagen im Dampftopfe sterilisierte Reagensgléser,
und zwar auf nachstehende Substrate:

1. 2proz. Losung reinsten Traubenzuckers in m. N.,

2. desgleichen unter Zusatz von Calciumcarbonat,

3. 2proz. Losung von Glycerin in m. N.,

4. ebenso mit Kreide als Bodenkdrper.

Bei einer Brutschranktemperatur von 36° zeigten die Glu-
coserdhrchen 1 und 2 nach 24 Stunden Gérung, die jedoch bei
1 schwach und am darauf folgenden Tage nicht mehr wahrnehm-
bar war, obgleich eine Probe mit Fehlingscher Losung reichlich
unvergorenen Zucker erkennen lie. In Rohrchen 2 bemerkte man
noch nach 5 Tagen ununterbrochenes Aufsteigen von Gasblasen,
und der Glucosegehalt hatte dementsprechend bereits stark ab-
genommen. Die Dextrosemenge betrug dann nur noch 0,6%,
{gegen 29, zu Versuchsbeginn).

‘Die Glycerinréhrchen wiesen keine Gasentwicklung auf,
wohl aber Triibung der Fliissigkeit infolge Wachstums des Bac-
teriums.
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C. Dle Vornahme der gleichen Versuche bel anaeroben Bedingungen
(unter einer evakuicrten Gasglocke in Gegenwart alkalischer Py-
rogallollosung) fithrte zu keiner Abweichung von dem oben be-
schriebenen Verhalten der gewdhnlichen zuckerhaltigen Kultur-
Réhrchen. Zumeist unterblieben daher weiterhin besondere MaB-
nahmen zur Fernhaltung der Luft. Erneute Garansitze mit
Glycerin hatten bei vielfach variierten Bedingungen wiederum
keinen Erfolg.
D. Buttersdurenachweis.

Die keimfreie Losung von 4 g Dextrose in 200 ccm m. N.
mit 3 g Calciumcarbonat wurde mit 2 ccm steril dem zuvor
erwiihnten Garrohrchen Nr. 2 entnommener fliissiger Bakterien-
kultur versetzt. Die Girung war bereits amn nichsten Morgen im
Gange. Der Kolben wurde nach einer Woche zum Zwecke des
Nachweises von Buttersiure aufgearbeitet, ohne daB aller Zucker
vollstindig verbraucht gewesen wire. Nach kurzem Aufkochen
des gesamten Kolbeninhalts wurden 150 ccm abfiltriert, mit ver-
diinnter Schwefelsiure bis zur Reaktion auf "Kongopapier ange-
siuert und mit Wasserdampf am absteigenden Liebig- und Schlan-
genkiihler, die miteinander verbunden waren, von flichtiger Siure
befreit. Es wurden 2500 ccm Destillat aufgefangen, zu deren
Neutralisation 11,69 ccm n-Natronlauge erforderlich waren. Diese
11,69- 88

1000
= 1,029 g. Da in den verarbeiteten 150 ccm Girgut 3 g Dextrose
enthalten gewesen waren, so ergibt sich eine prozentische Ausbeute
1,029- 100

3

2200 ccm des Destillates wurden sodann mit reinster Natron-
lauge iibersittigt, bis zu einem kleinen Volumen auf dem Wasser-
bade eingedampft, zur vollstindigen Neutralisation des Alkali-
iiberschusses mit CO, behandelt, darauf zur Trockne gebracht
und dreimal mit je 30 ccm abs. Alkohol auf dem Wasserbade
extrahiert. Die Ausziige wurden durch ein Filter gegossen, die
auf ihm zuriickgebliebenen Salzmassen griindlich mit heiBem
Weingeist ausgewaschen, so daB sich alles fettsaure Natron im
alkoholischen Filtrat befand. Nunmehr wurde das Solvens ver-
jagt und der beim Abkiihlen entstandene Brei weiBer Krystalle
abgenutscht; dieselben wurden in wenig Wasser aufgenommen

Menge entspricht bei der Berechnung als Buttersiure:

an Sdure von = 34,3% des angewendeten Zuckers.
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4

und unter Eiskiihlung und Schutz vor direktem Tageslicht mit
einer konzentrierten Losung von 1,7 g AgNO, gefiillt; der Nieder-
schlag wurde sofort abgesaugt und im Dunkelexsiccator getrock-
net, wihrend das Filtrat, das die Waschwisser sowie den zur
schnellen Entwiisserung benutzten Sprit enthielt, sich bald dunkel
firbte, was auf Anwesenheit von Ameisensiure schlieBen lief3.
Analyse des Silbersalzes. 0,2161 g gaben 0,1214 g = 56,179, Ag.
Ber. fiir Silberbutyrat 55,38%, Ag.
Ber. fiir Silberacetat 64,669, Ag.
Es lag also zum ganz iiberwiegenden Teile das Salz der
Buttersiaure vor.

E. Bel lortgesetster Uberimpfung unseres Erregers aus girender
Glucosel3sung in dasselbe Nihrmedium

(s. oben) und ebenso bei gleichen Ansitzen mit auf Zuckeragar-
platten weitergeziichteten Kolonien machten wir die auch sonst
angegebene Erfahrung, daB die Girkraft des Bacillus sehr bald
erheblich nachlieB. Versuch Nr. 139 z. B., der ganz analog dem
Versuch 2 (S. 287) vorgenommen war, ergab 3 Monate spiiter,
daB der Erreger innerhalb 9 Tagen nur noch 409, des zugefiigten
Kohlenhydrats iiberhaupt anzugreifen vermochte.

F. Erhaltung konstanten Glrungsvermdgens.

Weiterhin wurde folgendes ermittelt:

«) Glucose, Rohrzucker, Invertzucker, Maltose
und Starkesirup, nicht aber Kartoffelstirke, konnen in zwei-
bis dreiprozentiger Losung in 3 oder 4 Wochen vom Erreger in
girtiichtigem Zustande zu Ende vergoren werden.

B) Ein Gehalt an Pepton von 1°/,, beschleunigt etwas das
Wachstum und den Eintritt der Vergirung; aber jene organische
Stickstoffquelle ist bei keinem der erwihnten Zucker fiir die
Umsetzung unerlaBlich.

y) Die wechselseitige Uberimpfung aus einer peptonhaltigen
2proz. Maltoselssung in 2proz. Glucoselosung ohne oder mit
Pepton oder in eine Lisung von Stiarkesirup von entsprechender
Konzentration hielt Wachstum und Gérfihigkeit dauernd auf
der Hohe.

Auch Grimbert (L. c.) hat eine ahnliche Erfahrung bei von ihm
benutzten Erregern anderer Art gemacht in bezug auf den giinstigen Ein-
fluB sich ablosender Ziichtungen auf Dextrose-, Glycerin- und Inulin-
nahrbéden.
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Nach unseren Feststellungen fiir den Bac. butylicus Fitz ver-
fuhren wir daher so, daB wir fiir die meisten Versuche aus
einer fliissigen Reinkultur in 2proz. Maltoselésung,
die auBer der notwendigen Kreide 1°/,, Pepton enthielt, auf die
Losungen von Traubenzucker in der mineralischen
Nahrflissigkeit aussiaten.

G. Abfangung von Acetaldehyd bei der Butylgérung.

Die Ansitze wurden teils mit Dinatriumsulfit, teils mit frisch
gefilltem Calciumsulfit gemacht. Die genauen Angaben iiber die
jeweiligen Mengenverhiltnisse finden sich bei den einzelnen Ver-
suchen.

Die qualitative Probe auf fixierten Acetaldehyd
wurde in wenigen ccm des steril dem Girkolben entnommenen
Inhalts mittels Nitroprussidnatrium und 3 proz. Piperidinlosung
angestellt. Da das Ergebnis infolge des sich manchmal ent-
wickelnden Schwefelwasserstoffes bei direkter Priifung nicht
deutlich ist, so wurden 5—20 ccm nach einer an das quantitative
Bestimmungsverfahren (s. unten) sich anlehnenden Methode (nach
Ausfillung tiberschiissigen Sulfits durch Bariumchlorid sowie zur
Bindung des H,S unter Zugabe von etwas Bleiacetat und stets
mit CaCO,) aus einem kleinen Kolbchen destilliert und das
Ubergehende in einem eisgekiihlten Reagensglase mit etwa
1 cem verd. Alkohol aufgefangen. Es gelang so auch dort, wo
die Proben mit dem Gérgut selbst unsicher gewesen wiren, eine
klare Entscheidung herbeizufiihren.

Die Identifizierung und quantitative Bestimmung
des Acetaldehyds erfolgten nach den von Neuberg und
Reinfurth!) ausgearbeiteten Methoden. Die Ausbeuten
sind stets als g Aldehyd pro 100 ccm Gérgut angegeben;
in letzterem waren urspriinglich 2 g Traubenzucker vorhanden,
so daB der auf Glukose bezogene prozentische Ertrag durch
Multiplikation mit 50 gefunden wird.

1. Versuchsreihe.

Zu den Versuchen 133 und 134 wurden die Natriumsulfit-
und die Glucose-Nihrsalz-Lésung jede fiir sich sterilisiert, letztere

1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 390. 1918:
106, 281. 1920.
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dreimal im strémenden Dampf, erstere durch einmaliges Kochen
unter LuftabschluB. Die Mengen waren so bemessen, daB nach
dem ZusammengieBen das Volumen 100 ccm betrug. Der Zusatz
des sekundéren schwefligsauren Natriums geschah bei Nr. 133
und 134 vor der Impfung, bei Nr. 135 am Tage nach der Aussaat,
wahrend das Calciumsulfit in den Ansiétzen 136—138 mit der
Kulturfliissigkeit zusammen sterilisiert wurde. Jeder Kolben
erhielt sodann 2 g durch Erhitzen auf 180° keimfrei gemachtes
Calciumcarbonat fiir je 100 ccm Nihrlésung. Die Impfung
wurde schlieBlich mit 1 ccm fliissiger Reinkultur (s. vorher S. 290)
pro 100 ccm des Gemisches vorgenommen.

Tabelle 1.

! Acetaldehydreaktion am Aldehydmenge
am 11, Tage in

Nr. Gehalt Abfangmittel 100 ccm
| 3. Tage | 5. Tage 8. Tage <
133]f 2 g Glucose }!
in 100 ccm ;0,58 g NagSO; |schwach!schwach| negativ 0
m. N. .
134 desgl. 1,74 g Na,S0,| positiv | stark } etwas }
’ * positiv)|schwiich. 0,0704
135) - desgl. 1,16 g Na,S0, , positiv [ stark
| ' positiv 0,0665
136 desgl. 1,25 g CaSOj; | negativ | negativ | negativ 0
137 desgl. 3,75 g CaSOQ, " " " 0
138110 g Glucose ‘
in 500 cem | 7,50 g CaSOq " " — 0
m. N.

Bemerkungen: Wachstum (zunehmende Triibung der Fliissig-
keit) sowie Gasentwicklung waren in GefaB 133 und 134 am Tage nach
der Impfung kaum wahrnehmbar; Ansatz 135, noch ohne Sulfit, gor sehr
stark. In den Calciumsulfitkolben trat vom zweiten Tage an bei recht
lebhafter Garung Schwefelwasserstoff auf, der durch den Wattebausch-
verschluf hindurch am Geruch sowie durch die Reaktion mit Bleisalz
erkannt wurde; vom vierten Tage ab lieB die Garung betrichtlich nach
und horte bald ganz auf, wihrend der reichlich vorhandene Bodenkérper
sich deutlich dunkelgrau firbte (ausgeschiedenes Schwefeleisen).

Auch der Natriumsulfitkolben Nr. 133 mit der geringen Konzentration
(von 0,58 g Natriumsulfit) zeigte vom dritten Tage ab deutliche Schwefel-
wasserstoffentwicklung, die gleichfalls zur Dunkelfirbung des Inhaltes
filhrte. Etwa vom selben Zeitpunkte an nahm der Acetaldehydgehalt wieder
ab. Im Kolben 134 wurde kein H,S beobachtet, wihrend kleine Mengen
dieses Gases im Gefdll 135 aufstiegen.
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Zu den quantitativen Aldehydbestimmungen, bei denen natiirlich
gleichfalls Bleiacetat angewendet wurde, dienten je 50,0 com des urspriing-
lichen Gérgutes. Am zehnten Tage aus den Ansitzen Nr. 133, 138 und 138
auf Zucker-Agar-Platten gemachte Ausstriche ergaben Abwesenheit von
wachstumsfihigen Keimen, wihrend 135 als lebende Reinkultur des Bac.
but. erwiesen wurde. Demnach scheint eine andauernde starke Schwefel-
wasserstoffbildung dem Erreger unzutriglich zu sein.

2. Versuchsreihe.

Je 600 ccm m. N. mit 10 g Kreide und 15 g Traubenzucker
(bei Nr. 148 nach Zugabe auch von 5g Pepton) waren sterilisiert
beimpft und zwei Tage spiter mit Sulfit versetzt, und zwar bei
Nr. 148 und 149 mit 15 g Na,SO; in 150 ccm H,0 sowie bei Nr. 150
mit 7,5 g Na,SO; in 150 ccm H,0. Die Aldehydbestimmungen
erfolgten hier mit je 100 ccm Géargut.

Tabelle II.
N ” Acetaldehyd in 100 ccm am
Nr. i Inhalt 4 Tage | 6.Tage | 10. Tage | 82 Tage
) 7 g g g 4
148 | 750 ccm mit 2°/, Dextr. und 2%/, | 0,0465 | verun- | 0,0953 | 0,0543
NayS0, sowie 0,66°/, Pepton gliickt

149 | 750 cecm mit 2°/, Dextr. und 2°,]0,0141 | 0,0210 | 0,0257 | 0,0498
Na,SO; (kein Pepton) .
150 ' 750 ccm mit 29, Dextr. und 19, ]0,0128 | 0,0174 0 0
Na,SO, (kein Pepton)
Eine reduzierende Wirkung gegeniiber dem schwefligsauren Salz
machte sich nur bei dem sulfitirmsten Kolben Nr. 160 bemerkbar, dessen
Bodensatz am 10. Tage ganz geschwirzt war. Ein Ausstrich auf Trauben-
zuckeragar zeigte die Sterilitit der Probe an. In Nr. 148 und 149 waren
noch am 32. Tage die Keime nicht durch fremde Erreger verunreinigt und
wachstumsfihig. Der Aldehydgehalt in Nr. 148 war zum Schlusse geringer
als am 10. Tage. (Vgl. S. 293.) Ansatz 149 hatte moglicherweise gleich-
falls einen Gipfelpunkt zwischen dem 10. und 32. Tag, wo eine Priifung
Laboratoriumsschlusses halber hatte unterbleiben miissen.

Bei Zugabe des Dinatriumsulfits zu den drei Kolben entstand
etwas CaSO, infolge Umsetzung mit dem bis dabhin (d. h. innerhalb
48 Stunden) erzeugten ldslichen fettsauren Calcium. Trotzdem war eine
Bildung von H,S in den GefiBen Nr. 148 und 149 nicht nachweisbar, so
daB sein Auftreten offenbar hauptsichlich von der Konzentration der Sul-
fitionen in der Fliissigkeit und weniger von der Natur der Base abhiangt.
Allerdings ist bekannt!), daB auch 15sliche Alkalisulfate durch rein chemische
Mittel schwerer reduziert werden als unlésliche schwefelsaure Erdalkalien.

1) Siehe Gmelin-Kraut, Band 2, Abt. 1, S. 54, 324; Abt. 2, 8. 33,
218, 233.
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3. Versuchsreihe. .

Je 800 ccm m. N. wurden mit 10 g Kreide sowie 20 g Dex-
troee beschickt und nach Sterilisation mit einer aufgekochten
Lésung von 20 bzw. 25 g Na,SO, in je 200 ccm m. N. versetzt.
Alsdann wurde mit je 10 ccm einer Reinkultur in 2 proz. Maltose-
16esung geimpft. Obgleich sich in Versuch Nr. 148 (Tabelle II)
die Beigabe von Pepton als giinstig crwiesen hatte, nahmen wir
bei den Ansitzen Nr. 181 und 182 davon Abstand, um beziig-
lich der Aldehydabstammung ein in jeder Hinsicht unanfecht-
bares Resultat zu haben. Die Kolben zeigten vom zweiten Tage
an Wachstum sowie Auftreten von Acetaldehyd.

Tabelle III.

| Inhalt der Gar- Acetaldehyd in 100 ccm am

7. Tage | 9. Tage i 10. Tage | 11. Tage ! 13. Tage | 18. Tage | 25. Tage
¢ i

R g | = g g ' &

0,1447

4 12 cm hoher |4. Tage
§ Schicht | R

181:1 1000 ccm 0,074(510,1083‘0,1378 — " 0,1557 | 0,1567 0,1279
¢ m. N. mit 29/, ‘ ‘

| NaySOy and

129/, Trauben-

i 2ucker ;

r
i
1000 cem  {0.0481'0.1353 !0.1790; — 10,1956 ! 0,1752 | 0,1508

m. N. mit
2,5%, NayS0, L |
und 2°/, Trau- ;
! benzucker j ! |

Schwefelwasserstoff wur- 2z~ y

de nicht beobachtet. Die gw-9 3

Aldehydbestimmungen er- asy-2%
folgten nach der Destil- omy.7% A

lations -Titrations- Methode Ryqg-ex / / ~

mit je 100 ccm Géargut. %a”’.”‘

Eine Ubersicht tiber <aay-e% 7/

das Verhalten gibt fol- ay-r%

R

. . /
gende Darstellungin 9% 7
Kurven. 4ag-1% T
i 9z 28 N 3 =
Somit konnten “ 6 ¢ ;,’
wir bei der Um- Abb, 1.

setzung des Zuckers durch die Buttersaurebacillen
in rein mineralischer Loésung bis rund 109 Acet-
aldehyd mit - Hilfe des Abfangverfahrens fest-
legen.

Biochemische Zeitachrift Band 117. 20
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H. Abfangversueh unter anaeroben Bedingunges.

Nr. 184. 200 ccm m. N. mit 2 g Kreide, 2 g Glucose und
5 g Na,SO, wurden mit dem Bacillus beimpft; die Luft in und
iiber der Flissigkeit war durch Wasserstoffgas verdringt und
dauernd ferngehalten (QuecksilberverschluB). Das Wachstum ge-
staltete sich vom vierten Tage an merklich. Bereits am neunten
Tage wurde der Ansatz aufgearbeitet und ergab einen Gehalt
von 3,89, des angewendeten Zuckers an Acetaldehyd.

Nr. 192. Dieser Abfangversuch wurde mit Starkesirup aus-
gefiihrt, dessen Zuckergehalt zu 859, ermittelt worden war. Die
benutzte Mischung war in bezug auf Hexose 2prozentig, und
2,5 prozentig an sekundirem schwefligsauren Natrium.

Tabelle 1V.

Acetaldehyd in 100 ocm am
Zusammensetzung 11. Tage : 12 Tage | 14. Tage | 18. Tage
g g 8 4

0,473 0,1545 | 0,1588

1000 cem m. N. mit 2%, Hexose und vor-
2,59, Na,SO, handen

1
i
]
i
|

Am 11. Tage war die Bakterienentwicklung deutlich; am 18. Tage,
d. b. beim Abbruche dee Versuches, wurde die Kultur rein befunden.

Bemiihungen, die Sulfitmenge iiber 2,5%, zu steigern, blieben
ergebnislos wegen der Unfiahigkeit des Bacillus, die damit einher-
gehende Schidigung zu iiberwinden; die Mikroorganismen gingen
zugrunde.

I. Versuche mit dem Amylobacter.

a) Ansitze mit dem Originalstamm.

Wie sich im folgenden zeigt, hatte dieser Erreger zunéchst
nicht die Fahigkeit, Losungen, die frei von organisch gebundenem
Stickstoff waren, zu vergiren. Dagegen setzte er Zucker, Stirkesirup
und auch Kartoffelstirke in Losungen, die 0,69, Pepton oder
5%, Hefeautolysat enthielten, in erheblich schnellerer Zeit um als
der Bacillus but. fitzianus. Die optimale Temperatur war 34
bis 35°.

Auch in Gegenwart von Calciumsulfit griff er zwar die
Kohlenhydrate kriftig an, aber er entwickelte zugleich massen-
haft H,S, und die Garung versiegte nach 2—3 Tagen fast voll-
standig.
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Schon die geringe Konzentration von 0,5%, Natriumsulfit
hinderte jedes Wachstum, einerlei ob die Lisungen damit vor der
Tmpfung oder nach Angiirung versetzt wurden. Das Verhalten
war unter anaeroben Bedingungen das gleiche.

b) Ansitze mit dem aufgefrischten Erreger.

Wir beschritten nun den von Bredemann vorgezeichneten
Weg zur Regeneration des Bacillus. .

Er gehorte in die Klasse Amylobacter, und zwar zu den nicht streng
luftacheuen Vertretern, indem er bei aerob eingeleitetem GéarprozeB infolge
Verdringung geldster atmosphirischer Gase durch Eigenerzeugung von
Kohlendioxyd und Wasserstoff sich selbst bis zu einem gewissen Grade
eine sauerstofffreie Umgebung schafft. Trotzdem machten wir die Be-
obachtung, daB die Anwendung unmittelbar zuvor ausgekochter N&hr-
lésungen von giinstigem Einflusse auf die Entwicklung war. Die Gruppe
Amylobacter vergirt, frisch herangeziichtet, auch stickstofflose Medien,
indem recht erhebliche Mengen N, aus der Luft gebunden werden. Die
Fahigkeit hierzu geht bei der fortgesetzten Kultivierung auf kiinstlichen
Medien vielfach verloren ebenso wie das Vermogen, Nahrbdden mit
gebundenem anorganischen Stickstoff auszunutzen. Diese Eigenschaft
wird jedoch wiedererlangt, wenn man ein Réhrohen mit fein gepulverter
Gartenerde filllt, mehrfach sterilisiert, sodann die wiisserige Aufschwemmung
einer Reinkultur dee Bacillus (auf Zucker-Agar) hineingibt und den wur-
spriinglich feuchten GefaBinhalt unter VerschluB mit einem sterilen Watte-
bausch bei Zimmertemperatur in 2 oder 3 Monaten eintrocknen laBt.
Eine erneute Herausziichtung des Bacillus aus solochen Erdrthren liGt
die Kraft zur Stickstoffassimilation nen erstehen und stirkt zugleich
sowoh! das Wachstum als die Gartiichtigkeit.

Nachdem wir unseren Erreger dieser Behandlung unterworfen
hatten, gliickte uns zwar weder die Vergiirung von stickstofffreien
Kulturfliissigkeiten noch von irgendwelchen Glycerinnahrbéoden,
wohl aber erreichten wir eine begrenzte Umsetzung bei pepton-
freien Losungen, ferner einen verstiirkten Zuckerverbrauch in Hefe-
autolysat oder peptonhaltigen Mischungen, so daB die Glucose
hier manchmal bereits nach 8 Tagen verschwunden war, und
schlieflich gelang uns auch die Vergirung in Gegenwart von
Natriumsulfit, die allerdings bald wieder zum Stillstande kam.

Eine solche Kultur wurde mittels Platinnadel (Agarstich-
ziichtung) in folgende Ansitze eingesit: 400 ccm m. N. inkl.
4 g Kreide, 0,4 g Pepton und 8 g Dextrose. Das Sulfit war bei
Nr. 210 am Tage nach der Impfung, in den ibrigen Versuchen
vor derselben hinzugefiigt worden.

90*

pas,
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Tabelle V.
Nr Na, SO, Beginn sichtbarer Girung Proben auf Acetaldehyd
' % nach nach
210 1 24 Stunden 2 Tagen | 5 Tagen | 9 Tagen
(dann Sulfitzugabe) negativ ‘ negativ | negativ
211 1 3 Tagen 3 Tagen | 6 Tagen | 9 Tagen
Spuren i Spuren | negativ
214 1 2 Tagen 3 Tagen | 7 Tagen —
) | positiv | negativ
215 15 3 Tagen | 3 Tagen | 7 Tagen | —
i : positiv positiv

Die Reduktion des Sulfits zu Schwefelwasserstoff setzte am kriftigsten
in Kolben 210 ein, und zwar schon 3 Stunden nach der Zumischung. Hier
wie bei Nr.211 war die an sich schwaohe Gérung ungefihr nach einer
Woche erloschen.

Im Versuch 214 und 215 schien die Schadigung durch das schwefligsaure
Salz nach 2 bzw. 3 Tagen iiberwunden zu sein. Die Schwefelwasserstoff-
entwicklung war wiederum (vgl. 8. 292) in dem Kolben mit der griBeren
Na,S80,-Konzentration erheblich schwicher. Die Aldehydreaktionen waren
recht deutlich. In beiden Ansiitzen horte die Garung nach 9 Tagen auf.
In allen 4 Kolben war mit Ostscher Losung nach Beseitigung von Sulfid
und schwefligsaurem Salz noch sehr reichlich Zucker nachweisbar. Die
Menge des quslitativ einwandfrei festgestellten Acetaldehyds
reichte zur quantitativen Bestimmung nicht aus. Bei hoheren Sulfit-
konzentrationen, duroch die wir eine Steigerung der Aldehydausbeute zu
erzielen hofften, gelang es uns nicht, eine Vergirung herbeizufiihren.

Grundsatzlich unterscheiden sich somit die beiden
Buttersiaurebildner, der Amylobacter und der Bac. but.
Fitz, nicht hinsichtlich der Fiahigkeit, Acetaldehyd
aus Zucker zu bilden.

K. Ansiitze mit Brenstraubensiture.
a) Vorversuche.
4 breite Reagensgliser, die je 1 g Calciumcarbonat sowie
0,1 g Pepton-Witte in 20 ccm m. N. enthielten und sterilisiert
waren, wurden folgendenha.Ben mit wasserfreier, frisch destillierter
Brenztraubensiure beschickt:
1. mit 0,16 ccm = rund 19,
2. desgleichen,
3. mit 0,08 com = ca. 0,59 und
4. mit 0,05 ccm = etwa 0,3%,.
Nach 3 Stunden, in denen die Siure neutralisiert war, wurden
Nr. 1, 3 und 4 mit einer fliissigen Reinkultur des Bac. but. Fitz
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beeit, wihrend 2 als Kontrolle unbeimpft bliecb und samt den
tibrigen Proben in den Brutschrank kam. Die Girung in 3 und 4
war bereits am folgenden Tage und 'in 1 nach 48 Stunden einge-
treten, wihrend Réhrchen 2 dauernd unveriéndert blieb.

b) Versuch in gré6B8erem MaBstabe.

31 m. N. mit 7,56 g Pepton wurden sterilisiert, mit 50 g keim-
freier Kreide und nach Abkiihlung mit ca. 15,0 com = 19,32 g
frisch fraktionierter reiner Brenztraubensiure versetzt. Die Um-
wandlung zum Calciumpyruvinat wurde durch héufiges Schiitteln
beférdert. Nach 14 Stunden erfolgte Impfung durch 5 com einer
Reinkultur des Bac. butyl. Fitz in 0,5proz. Pyruvinatlésung. Be-
reits am Morgen des folgenden Tages war die Gasentwicklung
erheblich und am 6. Tage keine Brenztraubensiure mehr nach-
weisbar. 2700 ccm wurden alsdann von unverbrauchtem kohlen-
saurem Kalk abfiltriert, und von der neutral reagierenden Fliissig-
keit wurden 1800 com abdestilliert. Der Riickstand wurde auf
dem Wasserbade bis zur Sirupkonsistenz eingedickt.

In dem durch Anreicherung auf 100 ccm gebrachten Destillate
waren weder Alkohole noch Aldehyd (oder Aceton) nachweisbar.
Der soeben erwihnte Riickstand wurde mit verd. Schwefelsiure
angesiuert, dann wurden mit Wasserdampf 6000 ccm Destillat ab-
geblasen; sie verbrauchen zur Neutralisation 138,0 ccm n-NaOH.

Zu 5600 ccm des Destillats wurde etwas iiberschiissige Natron-
lauge gegeben, darauf wurde eingeengt, freies Hydroxyd durch
eingeleitete Kohlensidure beseitigt, zur Trockene gedampft und
dreimal mit Alkohol in der Siedehitze extrahiert. Aus dem fil-
trierten und etwas konzentrierten alkoholischen Auszuge der fett-
sauren Natriumsalze krystallisierte eine erste Fraktion von 3,6 g.
Die Mutterlauge wurde eingeengt und ergab eine zweite Portion
von 2,8 g. 2700 com verarbeitetes Giirgut entsprachen 909, der
urspriinglich angewendeten 19,32 g Brenztraubensiure. Weiter-
hin hatten von den erhaltenen 6000 ccm fettsiurehaltigen De-
stillats 5600 com zur Bereitung der obigen Natriumsalze gedient,
die demnach die Ausbeute aus 19,32-0,9- 3§ = 16,2 g Brenz-
traubensidure darstellen.

Analyse der ersten Fraktion: Nach Uberfithrung in das Silber-
salz auf die gewShnliche Weise lieferten
0,0980 g Substanz: 0,032 g — 64,49% Ag.
Ber. fiir Silberacetat : 64,669, Ag.
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Bei der zweiten Fraktion wurde 1 g Natriumsalz in 5 ccm
Wasser gelost, filtriert, auf zirka 8 ccm verdiinnt und viermal
anteilweise mit je 0,5 g salpetersaurem Silber in ganz wenig
Wasser gefiillt. Fiir jede folgende Fillung diente das unverdiinnte
Filtrat der vorhergehenden. Die letzten 0,6 g AgNO, bewirkten
ungeachtet des Arbeitens im Dunkeln und trotz Eiskiihlung eine
Schwiirzung der gesamten Fliissigkeit. Dies Verhalten deutete auf
die Gegenwart von Ameisensiure, die auch im urspriinglichen
Wasserdampfdestillate nachweisbar gewesen war.

Wir fithren folgende A nal ysen der zweiten und einer spiteren
Fraktion an:

1. Fillung: 0,0719 g Silbersalz gaben 0,0456 g = 63,42%, Ag.

3. Fillung: 0,1250 g Silbersalz gaben 0,0794 g = 63,529, Ag.

Ber. fiir Silberbutyrat: 55,38% Ag.

Ber. fiir Silberacetat: 64,66% Ag.

Nach diesen Ergebnissen konnte die Menge der eventuell
vorhandenen Buttersiure nur minimal sein; qualitative Proben,
wie z. B. Verreiben mit Kaliumbisulfat, lieBen lediglich den Geruch
nach Essigsiiure hervortreten.

¢) Ansitze von Brenztraubensiure und dem Amylo-
: bacter.

Zwei Rohrchen mit 0,5%, Brenztraubensiure nebst CaCO,
enthaltender Nihrlosung zeigten nach Beimpfung mit einer Rein-
kultur des durch Erdrohrchenpassage gekriftigten Erregers am
folgenden Tage Gérung, wihrend ein keimfreier Kontrollansatz
unverindert blieb. Nach 5 Tagen war keine Brenztraubenssiure
in den gegorenen Proben mehr nachweisbar. Somit ist auf die
Umsetzbarkeit der Brenztraubensiure auch durch den anderen
Buttersiturebacillus zu schlieSen.

L. Bildung von Buttersiure aus dem Brenstraubensiure-aldol.

Als Brenztraubensiure-aldol bezeichnen wir der Einfachheit
wegen die «-Keto-y-valerolacton-y-carbonsiure, die nach
den Angaben von L. Wolff!) und A. W. K. de Jong?) auf ver-
schiedene Weisen durch — die auch freiwillig verlaufende — Kon-
densation zweier Molekiile Brenztraubensiure erhalten werden
kann.

1) L. Wolff, Ann. 305, 156. 1899; 317, 22. 190l
) A.W.K.de Jong, Rec. 20, 81. 1901; 23, 147. 1904.
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a) Vorversuche.

Je 4 Rohrchen mit 1 g Calciumcarbonat als Bodenkérper und
mit einer Losung von 0,1 g Pepton in 20 ccm m. N. wurden nach
Sterilisation mit dem Aldol in der Weise beschickt, daB dessen
Konzentrationen betrugen bei

Rihrchen 1 I 1II » v
0,06 g 0,10 g 0,175 g 0,175 g
(= rund 0,3% = 0,6% =0,9% = 0,8%)

Die nach einer halben Stunde beendete Gasentwicklung
zeigte die Neutralisation des Anhydrids zu dem unter diesen Bedin-
gungen entstehenden Calciumsalz der «-Keto-y-valerolacton-y-
carbonsiure an.

Die Rohrchen I, II und III wurden sodann mit je 0,1 ccm
einer aufgefrischten Reinkultur des Bacillus infiziert, IV blieb
unbeimpft. Rohrchen I und II befanden sich am folgenden
Tage bereits in Gérung, III erst nach 48 Stunden. Die Ent-
bindung von Gérungsgasen hielt bis zum 5. Tage deutlich an; als-
dann waren die Reaktionen auf die Oxyketoséure in II und III
noch wahrnehmbar, wihrend I keine mehr zeigte. Réhrchen IV
blieb unverédndert, die iibrigen enthielten Reinkulturen des Er-
regers.

b) Versuch im GroBen.

Zwei GefiBle mit je 21 m. N., 40 g Kreide nebst 10 g Pepton
wurden sterilisiert und mit der aufgekochten Lésung von je 10 g
Brenztraubensiure-aldol in 50 ccm Wasser versetzt. 6 Stunden
spater, nachdem die Absittigung mit kohlensaurem Kalk unter
hiufiger Schiittelung praktisch vollzogen war, wurden je 10 ccm
einer Reinkultur des Bacillus (auf 0,5proz. Pyruvinatlosung) ein-
geimpft. Bei 37° war am niichsten Vormittage die Gérung im
Gange. Am 15. Tage war Ausgangsmaterial kaum noch erkenn-
bar. Nachdem die Reinheit beider Kulturen nach genau 3 Wochen
festgestellt war, wurde mit der Aufarbeitung begonnen.

Das vereinigte Girgut wurde von der unverbrauchten Kreide
abgesaugt und der Riickstand quantitativ nachgewaschen. Dann
wurden 2,561 (ohne Dampf) abdestilliert. Im Destillate fanden sich
weder Acetaldehyd (noch Aceton) vor; auch nach entsprechender
Konzentration fiel die Jodoformprobe nur ganz undeutlich aus.
Der neutral reagierende Riickstand wurde auf dem Wasserbade
weitgehend eingeengt und nach dem Ansiuern durch Schwefel-
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sdure mit Wasserdampf behandelt, bis 12,5 1 Destillat abgetrieben
waren.

Das Destillat wurde alkalisiert, eingeengt und weiterhin wie
das entsprechende Destillat des Brenztraubensiureversuchs (s.
S. 297) verarbeitet. Die gesamte so erhaltene Salzmenge betrug
13 g (feucht).

6,5 g wurden in sehr wenig Wasser gelist, mit etwas gepulv.
Na,SO, versetzt und nach Uberschichten mit Ather in einem
kleinen Scheidetrichter mit 50proz. Schwefelsiure angesauert.
Nach mehrmaligem Ausschiitteln wurde die dtherische Lésung
mit geglithtem Natriumsulfat getrocknet und der Ather abge-
dampft. Der Riickstand wurde fraktioniert und lieferte folgende
Anteile:

Ia) Fliissigkeit vom Siedepunkt 80— 140° (Geruch nach Essigsiure),

Ib) Fltissigkeit vom Siedepunkt 141-—159° (Hauptmenge).

Die zweiten 6,5 g wurden in gleichér Weise verarbeitet.

Fraktion IIa) war ein Liquidum vom Kp. 80—140 (sehr wenig),

Fraktion IIb) war ein Liquidum vom Kp. 141 —162° (Hauptmenge).

Ib und ITb wurden nochmals zusammen rektifiziert und
fiihrten zu

1I1. 3,1 g Siure vom Siedepunkte 138—154°
und 1V. 3,3 g Siure vom Siedepunkte 155-—163°.

Das aus dieser letzten Fraktion dargestellte Silbersalz ergab
folgende Analysenresultate:

0,1076 g Substanz: 0,0598 g = 55,57% Ag;
0,087 g Subsetanz: 0,0647 g = 55,429, Ag.
Ber. fiir Silberbutyrat: 55,38% Ag.

Damitist die Entstehung von Buttersiureausdem

Aldol der Brenztraubensaure nachgewiesen.

M. Vergleichende und quantitative Versuche ifiber die Produkte der
Butylgirung in Abwesenheit und Gegenwart des ,,Abfangmittels‘.
Acht Jenaer 5-1-Stehkolben wurden beschickt mit je a) 40 g
Kreide, §) mit den erforderlichen Nihrsalzen, entsprechend der
Zusammensetzung der m. N., sowie mit y) 4 g Pepton.

In vier von diesen Kolben wurde eine Lésung von je 100 g
Starkesirup in 4 ] Wasser eingefiillt und dann dreimal im strémen-
den Wasserdampf sterilisiert. Die anderen Kolben dienten zu
einem Abfangversuch; sie wurden zuniichst mit, 100 g Sirup
in 3 1 Wasser beschickt und ebenfalls sterilisiert. Vor der Be-
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impfung wurde ein jeder dieser letzten 4 Kolben mit einer Lisung
von 200 g krystallisierten Natriumsulfits in 1000 com H,O ver-
setzt, die fiir sich keimfrei gemacht war. Das Volumen war
auch hier 4 1 pro Kolben. Da jeder 100 g Stérkesirup = 85 g
Hezxose erhalten hatte, so waren iiberall 21,2 g Zucker pro 1000 ccm
zugegen; in den Abfangkolben betrug die Sulfitkonzentration
2,49%,, da das verwendete krystallisierte Salz einen Gehalt von
489, Na,SO, besessen hatte und 50 g des Salzes im Liter vorhan-
den waren.

Alle 8 Kolben wurden mit je 40 com einer garkraftigen Rein-
kultur des Bacillus butylicus Fitz besit und bei 38° belassen.
Nach 2 Tagen wurde in den SulfitgefiBen das Wachstum deutlich,
withrend sich die Kontrollkolben bereits in voller Girung befanden
und einen mehrere Zentimeter hohen Schaum aufwiesen. Die nach
23 Tagen gemachten Ausstriche auf Traubenzuckeragar ergaben
die Reinheit aller 8 Ansitze. Nach dieser Zeit fingen wir mit der
Avufarbeitung der Versuche an; sie hatten etwas linger gestanden,
da der Stirkesyrup langsamer als reiner Traubenzucker vergoren
wurde.

a) Abfangversuch.

Von jedem der 4-1-Kolben wurden 200 cem entnommen und
gemischt, nachdem zuvor iiberall die Anwesenheit von Acetaldehyd
qualitativ festgestellt worden war. Zwei parallele Aldehyddestil-
lationen (mit je 200 ccm) ergaben in je 2 Kontrollbestimmungen
folgenden Gehalt an Acetaldehyd pro 100cem Urlésung:

L 01420 g und 0,1411 g,
1. 0,436 g und 0,1428 g.

Hieraus berechnet sich der Durchschnittswert von 0,1424 g
Acetaldehyd fiir 100 ccm Gargut.

400 ccm des gemischten Gargutes dienten zur Ermittelung
des nicht vergorenen Zuckers. Nach Ausfillung des freien Sulfits
mit einer konz. Lésung von 30 g Bariumchlorid wurde mit § g
Calciumcarbonat zwecks Austreibung des Acetaldehyds gekocht.
Nach quantitativem Auswaschen der unloslichen Salze wurde
das Filtrat konzentriert und nach Hydrolyse etwa noch vor-
handener Maltose oder Dextrine die restierende Hexosemenge be-
stimmt. Esergab sich,daB pro Liter 2,5g zugegen, also 21,2 — 2,5g
= 18,7 g Zucker vergoren waren.
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Da vom Bacillus demnach pro Liter 18,7 g Kohlenhydrat
umgesetzt waren, berechnet sich die Aldehydausbeute zu
10-0,1424-100 o
187 7,61%,.

Zur Abscheidung entstandenen Alkohols wurde das
Gargut direkt destilliert, wobei auch durch Dissoziation des
Sulfitkomplexes freiwerdender Acetaldehyd mit iiberging. Um
eine spitere Kondensation desselben zu Produkten, welche die
Deutlichkeit der Analysenresultate beeintrichtigen konnten, zu
verhindern, verfuhren wir folgendermaBen:

Aus jedem ,,Abfangkolben’ wurden die restierenden 3,8 |
Gargut in hohe Destillierblasen eingefiillt und in diesen GefiaBen
mit je 20 g Kreide und einer Lésung von 250 g milchsaurem Kalk
in 21 Wasser versetzt. Calciumlactat wurde zur Ausfillung des
itberschiissigen Sulfits gewihlt, da es ein leicht wasserlésliches
Erdalkalisalz einer aus schwefelsaurer Losung mit Wasserdampfen
so gut wie nicht fliichtigen Saure ist.

Von jedem der vier in dieser Weise hergestellten Gemische
wurden je 4 1 Destillat aufgefangen. Von besonderen Vorsichts-
mafregeln zur quantitativen Gewinnung des leicht fliichtigen
Aldehyds konnte abgesehen werden, da seine Menge bereite ander-
weitig festgestellt worden war (s. oben). Die alkoholhaltigen De-
stillate aller 4 Kolben wurden vereint und durch Anreicherung
auf 450 ccm gebracht, wobei die Zugabe von etwas Schwefel-
siure mitgewandertes Ammoniak zuriickhielt. Das dann neutral
reagierende Destillat wurde zwecks Entfernung des Acetaldehyds
mit 55 g m-Phenylendiamin-chlorhydrat®) und 100 ccm Wasser
versetzt und 1 Stunde am Energie-RiickfluBkiihler gekocht;
darauf wurden 330 ccm am absteigenden Kiihler abgetrieben.
Das Ubergegangene, das jetzt frei von Aldehyd war, wurde
bis zum Volumen von 160 ccm systematisch konzentriert. Der
Alkohol wurde nunmehr mit Pottasche abgeschieden und mittels
einer Pipette abgehoben; etwa 2 ccm wurden dabei nicht erfaBt;
der Alkohol wurde sodann iiber gegliihtem Kupfersulfat ener-
gisch getrocknet. Nach der Entwisserung wurde in einen kleinen
Destillierkolben hinein filtriert und der Kupfersulfatriickstand auf
dem Filter mit wenigen ccm absoluten Athers ausgewaschen.

* Bei Destillation am mehrkugeligen Birektifikator ging bis auf

') C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 98, 141. 1919,
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den #@therhaltigen Verlauf der gesamte Kolbeninhalt bei 78 —81°
iber. Die Menge dieses Destillats macht 36,2 g aus, die des
Riickstandes im Kolben rund 0,5 g. Letzterer besa nicht den
Geruch des Butylalkohols und kann auch deshalb nicht daraus
bestanden haben, da er sich klar mit dem gleichen Volumen
Wasser mischte. Die urspriinglich von der Potasche nicht abheb-
baren 2 com setzen wir mit zweimal 0,8 g = 1,6 g in die Aus-
beuteberechnung ein. Es ergibt sich so die Entstehung von
(36,2 + 0,5 + 1,6) g — 38,3 g Athylalkohol. Da pro Liter Girgut
18,7 g Zucker umgesetzt sind und obige Alkoholmenge bei der
Verarbeitung von viermal 3,8 = 15,21 gefunden wurde, so sind an
Weingeist —13 58 ’23.'11;)?7 = 13,47% vom vergorenen Zucker gebildet.

Demnach erzeugt der Erreger, der fiir gewShnlich Butyl-
alkohol hervorbringt, unter den Bedingungen des ,,Ab-
fangverfahrens' als alkoholisches Produkt nur Weingeist.
Offenbar werden die sonst zum Butylalkohol fiihren-
den Vorginge durch den Eingriff in die maBgebliche
Zwischenstufe unterbunden.

Zur Ermittlung der gebildeten Siure wurden die
Riickstinde der Alkoholdestillation vom kohlensauren und schwef-
ligsauren Calcium abfiltriert, mit reichlich heiem Wasser aus-
gewaschen und die vereinigten Filtrate bis auf etwa 10 1 einge-
dampft. Aus den in Losung befindlichen Kalksalzen wurden
durch Umsetzung mit etwas iiberschiissiger Soda die Natrium-
verbindungen bereitet. Das Filtrat vom griindlich ausgewaschenen
Calciumcarbonat machte nach' Einengung 2415 ccm aus. Es ge-
langten 15,2 1 Girgut mit einem anfinglichen Zuckergehalt von
21,2 g pro 1000 ccm, also im ganzen von 15,2 - 21,2 g Zucker, zur
Aufarbeitung. Demnach sind die Girungsprodukte von 50 g an-

gewendetem = 44,1 vergorenem Zucker in 2415 -
= 374,8 ccm obiger Lisung enthalten.

Durch einfaches Ausithern lassen sich aus der angesiuerten
Losung die Fettsiuren nicht isolieren, da Milchsiure mit extra-
‘hiert wird. Daher wurden im Vakuum 375 com der alkalischen
Lésung bis zur Syrupkonsistenz eingeengt und nach dem Ansiuern
durch Wasserdampf 10,8 1 Fliissigkeit iibergetrieben. Diese Pro-
zedur wurde abgebrochen, da bei dem vorliegenden Gemisch or-
ganischer Substanzen wegen der Neubildung von Ameisensiure

212-152 o™
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fortgesetzt ein schwach sauer reagierendes Destillat iiberging').
Dasselbe zeigte noch einen geringen Gehalt an SO, und starke
Reaktion auf Ameisensiure, deren Gegenwart durch Erwirmen
eines aliquoten Teiles mit Quecksilberchlorid, Kochsalz und Na-
triumacetat (Kalomelreaktion) nachgewiesen wurde.

Die Fortschaffung der Ameisensédure durch Behandlung mit
Chromsiiure erscheint nicht empfehlenswert, da dieses oxydierende
Agens auch Buttersiure angreift?). Deshalb wurde die Ameisen-
siure nach der Methode von Neuberg und Brasch?) durch
Mercurisulfat beseitigt. 8 1 Destillat wurden mit Natriumcarbonat
neutralisiert und mit einem kleinen UberschuB daran versetzt.
Die Fliissigkeit wurde dann auf etwa 1 | eingeengt und in einen
Rundkolben mit aufgesetztem, gut wirkendem RiickfluBkiihler
iibergespiilt; durch sein offenes Ende wurde eine Liosung von 300 g
Mercurisulfat in der gerade nétigen Menge 20%iger Schwefelsiure
hinzugegeben, darauf wurde 1!/, Stunde gekocht. Nach dem Er-
kalten wurde vom ausgeschiedenen Oxydulsalz abfiltriert, Schwefel-
waasserstoff bis zur vollstandigen Ausfillung des Quecksilbers ein-
geleitet, das HgS entfernt und Luft in langsamem Strome bis zur
Verdringung allen in der Fliissigkeit befindlichen Schwefelwasser-
stoffes hindurchgedriickt. Alsdann wurde die Schwefelsaure durch
eine warme Losung von Bariumhydroxyd ausgefallt, der Uber-
schuB mittels Kohlendioxyd beseitigt und von den Niederschligen
abfiltriert. Dieselben wurden zweimal mit Wasser ausgekocht.
um alles fettsaure Salz in Lésung zu bringen, und mit 10 1 sieden-
dem Wasser ausgewaschen. Die sehr verdiinnte Lésung der fett-
sauren Sslze wurde bis auf 500 ccm eingedickt und von noch aus-
geschiedenen kleinen Mengen Bariumcarbonats abfiltriert. Die
weiter konzentrierte Fliissigkeit wurde schlieBlich in einem MeB-
kolben auf 200 ccm aufgefiillt.

Diese Losung war frei von Ameisensiure (sowie schwefliger
Siure) und entwickelte beim Ansiuern einen schwachen Geruch
nach Essigsiure. Eine Menge von 50 ccm diente zur Bestimmung
des Gesamtgehaltes an fliichtiger Sdaure. Sie wurde mit H,SO,
versetzt, eine halbe Stunde unter RiickfluB zur Entfernung von
Kohlendioxyd gekocht und dann das am absteigenden Kiihler

1) Vgl. H. Fincke, diese Zeitschr. 51, 253. 1913,
?) 0. Hecht, B. 11, 1063. 1878.
2) C. Neuberg und W. Brasch, L ec.
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mit Wasserdampf iibergetriebene Destillat Liter fiir Liter titriert.
Die im sechsten Liter iibergehende Fliissigkeit reagierte nicht
mehr auf Lackmuspapier. Der Gehalt der verarbeiteten 50 ccm
an fliichtiger Siaure entsprach 277 ccm 1/,,-Natronlauge, der des
gesamten MeBkolbeninhaltes also viermal 277 cem ©/,,-NaOH.
Da von den urspriinglichen 10,8 1 fettsiurehaltigem Destillate 8 1
in der oben beschriebenen Weise von Ameisensiéure befreit worden
und die iibrigen in 8 1 vorhandenen Fettsiiuren (als Natriumsalze)
auf ein Volumen von 200 ccm gebracht worden sind, so entspricht
der gefundene Siuregehalt, fiir die gesamten anfénglich aufge-
fangenen 10,81 berechnet, ‘3_??78_1 0.8 _ 1495,8 ccm ©/,,-NaOH.

25 ccm vom MeBkolbeninhalte wurden verdiinnt und dienten
zur Bestimmung des Verhiltnisses von Butterséure zu Essigsiure
gemiB dem Verfahren von E. Duclaux?). Die vorliegende Siure
erwies sich als reine Essigsiure.

Zur Bestiitigung dieses Ergebnisses wurden 100 ccm der Na-
triumsalzlésung zur Trockene gebracht und mit Weingeist er-
schopft. Der abgedampfte Auszug hinterlieB 3,7 g Natriumsalz.
Eine Probe davon, in ganz wenig Wasser gelost und mit etwas
Schwefelsaure angesiuert, roch nach Essigsdure und schied keine
olige Schicht ab. Das aus 1 g des Natriumsalzes dargestellte
Silbersalz gab folgende analytische Daten:

1. 0,1106 g Substanz: 0,0712 g = 64,37% Ag;
2. 0,0847 g Substanz: 0,0544 g = 64,239, Ag.
Ber. fiir Silberacetat: 64,660, Ag.

Die bei der Gidrung im ,,Abfangversuch® gebildete Menge
Essigsiiure findet man folgendermafBen: 149.6 ccm n-NaOH sind
das Aquivalent der Essigsiure, die aus 50 g dem Bacillus dar-
gebotenen Kohlenhydrat hervorgegangen sind. Da von 21,2 g an-
gewendetem Zucker 18,7 g vom Erreger verbraucht wurden, so

entspricht obige Essigsiure-aciditit 502'1128’7 = 44,1 g vergore-
nem Zucker. Nun sind 149,6 ccm n-Essigsiure = 8,976 g; demnach
sind 8’91%-1100 = 20,35% vom verzehrten Zucker als Essig-

saure erschienen.
Somit ergibt sich, daB ebenso wie die Bildung des
Butylalkohols auch die der zugehorigen Buttersiure bei Vor-

1) E. Duclaux, Traité de Microbiologie 3, 385. 1900.
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nahme der Butylgirung in Gegenwart des Abfangmit-
tels aufgehoben ist und an ihrer Stelle lediglich Essig-
siure auftritt. .

b) Normalversuch.

In den 4 Kolben ohne schwefligsaures Salz war der Zucker
nach 33 Tagen praktisch vollstindig vergoren; in einer
Mischprobe, zu der aus jedem der 4 GefiiBe je 20 ccm Géargut ent-
nommen wurden, waren nur noch Spuren Kohlenhydrat nach-
weisbar.

Aus jedem Kolben wurden dann 3,9 1 abgefiillt und ver-
einigt. Die Destillation in zwei Portionen lieferte 10 1 Fliissigkeit,
worin die durch Gérung erzeugten Alkohole enthalten sein
mufiten. Durch die iibliche Anreicherung, die einmal iiber
verd. Schwefelsiure und einmal iiber Lauge zwecks Entfernung
fliichtiger basischer und saurer Beimengungen geschah, wurden
80 ccm Fliissigkeit erhalten. Daraus wurden die Alkohole mittels
Pottasche abgeschieden, mit einer Pipette abgehebert (1 ccm blieb
zuriick) und iiber gegliihtem Kupfersulfat getrocknet. Die Menge
betrug nach einmaliger Fraktionierung 12,1 g, wozu noch der
nicht abgetrennte 1 cem = 0,8 g tritt: die Gesamtausbeute JiBt
sich zu 13 g veranschlagen. Der Alkohol ging vollstindig zwi-
schen 78° und 92° iiber. Diese Quantitit ist zu gering, als daB
eine weitgehende Trennung im Athyl- und Butylalkohol durch-
filhrbar gewesen wiren. Der letzte Anteil war allerdings mit
Wasser nicht mehr beliebig mischbar, sondern schied sich als
Ol aus und zeigte den charakteristischen Geruch des Butyl-
alkohols.

Legen wir fir den Ertrag an C,- und C,-Alkohol denseiben
Quotienten zugrunde, der spiiter bei einem umfangreicheren An-
satz (8. S. 311) ermittelt wurde, so ist das Verhiltnis von Athyl-
alkohol: Butylalkohol gleich 76,3 g: 68,4 g. Wir finden dem-
gemiB die Menge des gebildeten Athylalkohols durch Multiplika-
tion der Gesamtausbeute (13 g) an Alkoholen mit dem Faktor

76,3
76,3 + 58,4

58,4
76,3 + 58,4
7,37 g und an Butylalkohol 5,62 g.

, und die an Butylalkohol durch Multiplikation mit

Avuf diese Weise errechnet man an Athylalkohol
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Da zur Isolierung dieser Alkohole viermal 3,9 = 15.6 1 Gar-
gut mit einem zum Umsatz gelangten Zuckergehalt von 21.2 g
pro | gedient hatten, so ergibt sich die Ausbeute an

7.37-100 )
Athy]alkohol zu ibté‘.'mté = 2230‘0 und
5,62-100

Bu tyl&]kohol FA m’é—

= 1.70°,
vom vergorenen Kohlenhydrat.

Die restierende Losung von Calciumsalzen der bei der Garung
erzeugten Sauren wurde von der Kreide getrennt. Diese wurde
ausgewaschen, worauf die vereinigten Filtrate etwas eingeengt
wurden; mit Soda erfolgte dann in der Wirme Umwandlung in
die Natriumverbindungen, deren Losung nach griindlichem
Auswaschen des gefillten kohlensauren Kalkes aunf 1000 ccm
konzentriert wurde. Darin waren die Garprodukte von 15,6
- 21,2 = 330,7 g Zucker enthalten (s. zuvor). 50 g Zucker entsprechen

1000 - 50 .

d h ————
emnac 330.7

= 151,2 ccm der Losung.

200,0 ccm der Losung wurden heiB von den letzten Spuren
Calcium durch nochmalige Bebandlung mit 20,0 ccm Natrium-
carbonatlésung befreit und durch ein trockenes Filter abgegossen.
Ein Volumen dieser Losung von 151,2 + 15,1 = 166,3 ccm, wel-
ches 50 g umgesetztem Zucker gleichkommt, wurde im Scheide-
trichter nach dem Uberschichten mit alkoholfreiem Ather durch
50proz. Schwefelsiure angesiuert. Nach viermaligem Ausschiitteln
wurde die Hauptmenge des Extraktionsmittels am 6kugeligen
Birektifikator abgetricben, der Riickstand mit gegliihtem Na,SO,
getrocknet, vom Ather méglichst befreit und an einem kleinen
Birektifikator fraktioniert.

Es wurden folgende Portionen aufgefangen:
1. Kp. 34— 40°:  XAtherhaltiger Vorlauf,

1. ,, 41-102°: Spur,
ML , 103—110°: 0,9 g
1v. ,, 111—121°: 1,7 g,
V., 122-135° 2,5 g,
Vi ,, 136-—157°: 3,7 g,

VII. ,, 158-—-162°: 7,0 g
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Der nach Fraktion VII noch vorhandene Riickstand wurde
mit etwas wasserfreiem Ather in ein kleines Kolbchen iibergespiilt
und fiir sich destilliert; so wurde eine letzte Fraktion erhalten:

VIIL Kp. 159°—212°:1,7 g.

Thre Hauptmenge ging bei 160° fiber (war also gleichfalls
Buttersiure), worauf das Thermometer rasch stieg und sich im
seitlichen Rohr ein Koérper vom Aussehen des Milchsdureanhy-
drids auszuscheiden begann; sein Siedepunkt war bei 760 mm
Druck 256°.

Die (gemil den Siedepunkten) offenbar keine einheitlichen
Substanzen darstellenden Fraktionen V, VI und VIII wurden
folgendermaBen auf ihre Zusammensetzung gepriift. Sie wurden
wieder vereinigt, und ihr Gesamtgehalt an fliichtiger Siure wurde
durch eine Wasserdampfdestillation ermittelt. Bei dieser wurden
1500 ccm aufgefangen; sie verbrauchten 951 ccm 2/, - Natron-
lauge. In 110 ccm dieses Destillats wurde dann nach der Methode
von Duclaux das Verhialtnis von Buttersiure zu Essigsiure
fast genau gleich 2 : 1 Mol festgestellt. Daraus berechnet sich
der den drei Fraktionen V, VI und VIII gemeinsame Gehalt an
Buttersiure équivalent 2/3-951 ccm 7/,,-NaOH, d. h. zu 5,58 g,
und der an Essigsiéure iquivalent 1/3.951 cem »/,,-NaOH, also
zu 1,9 g.

Aus Fraktion IV und VII wurden Silbersalze bereitet, die
bei der Analyse folgende Daten ergaben:

Fiir Fraktion IV:

1. 0,2796 g Substanz: 0,1766 g = 63,i6% Ag;
2. 0,2688 g Substanz: 0,1704 g = 63,399, Ag.
Ber. fiir Ag-Acstat: 64,669, Ag.

Fiir Fraktion VII:

1. 0,3035 g Substanz: 0,1691 g = 55,71% Ag:
2. 0,2374 g Substanz: 0,1312 g = 566,279, Ag.
Ber. fiir Ag-Butyrat: 56,389, Ag.

Nach diesen Zahlen diirfte also die Fraktion IV fast ganz
aus Essigsiure bestanden haben, wihrend Fraktion VII als reine
Buttersiure zu betrachten ist.

Erhalten sind aus 50 g umgesetztem Zucker rund
an Butter- 12,58 - 100

shure: 70g+558g =12,68¢g = e N 25,6%,

an Essigsidure: 1,7g +19g=36¢g = ?'950[00 = 7.2%.
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Tabelle VI
Vergleichende Zusammenstellung der Ergébnisse eines in
groBerem Umfange ausgefiihtten einfachen Giransatzes und
des zugehorigen Abfangversuches:

”Bunerslure Essigssure Sll(lotl’;tl Ktylalkohol% Ac;!;s(:de-

(I % % % %
Abfangversuch . “ 0 20,35 0 i 13,47 7,61
Normalversuch 25,16 7,20 1,70 2.23 0

N. Die Gewinnung hdherer Fettshuren aus Zucker bel der Butylgirung
in rein mineralischer Losung.

Zur Vornahme ausgedehnterer Versuche mit je 400—600 g
Stérkesyrup dienten starkwandige Glasflaschen von 25 1 Inhalt.
Diese wurden nach sorgfiltiger mechanischer Reinigung mit einer
0,5 prozentigen Sublimatlosung gefiillt und mit Glasstopfen ver-
schlossen mehrere Tage lang stehen gelassen. Dann wurde der
Inhalt ausgegossen und jedes GefaB, wihrend der Hals zur
Seite gehalten wurde, durch reichliche Mengen sterilen Wassers
von Resten des Quecksilbersalzes befreit.

Die erste Flasche wurde noch einen Tag lang mit 70proz. Al-
kohol gereinigt, doch erwies sich diese MaBnahme als tiberfliissig,
wie die bakteriologische Priifung aller Versuche zu Beginn und
Ende der Garung zeigte; auch die nicht mit Sprit behandelten
GefiBe enthielten wihrend der durchschnittlich vierwochentlichen
Girungszeit durchweg Reinkulturen. Einen ausreichenden Ver-
schluB ergaben Wattebauschstopfen, die im HeiBluftschranke
keimfrei gemacht waren.

Die Nahrfliissigkeit wurde in der Weise zubereitet, dal «) die
Losung des Stirkesyrups in Leitungswasser, f) die Kreide und
y) die Auflésung der Mineralstoffe jede fiir sich sterilisiert und in
den zur Aufnahme inzwischen hergerichteten Girgefallen gemischt
wurden.

" &) Der Stiarkesyrup war in einem groBen emaillierten
Kochtopf mit gut schlieBendem Deckel in etwa 151 Wasser geldst
und iber der Flamme an drei aufeinander folgenden Tagen je
eine halbe Stunde gekocht. Die Lésung war dann noch warm
mittels eines grofien trocken sterilisierten Trichters mdglichst
rasch in die Flaschen eingefiillt.

p) Die Kreide, 250 g fiir jeden Ansatz, wgr dreimal auf
180° erhitzt und schnell in die Flasche eingeschiittet.
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y) Die Nidhrsalze waren in zwei Portionen, und zwar
a) 15 g Dikaliumphosphat,
b) 10 g (NH,),50,,
6 g MgSO,,
0,3 g NaCl,
0,15 g FeSO, und
0,15 g MnSO,.
in kleinen Erlenmeyer-Kolbchen in wenig Wasser geldst, in stro-
mendem Dampfe sterilisiert und gleichfalls in die Flaschen ge-
bracht. .

Bis dahin hatte als Schutz vor Infektionen der zugehorige
Glasstopfen gedient. Nachdem sodann die Maische gut durch-
gemischt, mit 100 ccm einer Reinkultur des Bac. butylicus Fitz
versetzt und nochmals geschiittelt worden war, wurde der Glas-
stopsel gegen den sterilen WatteverschluB ausgetauscht und jedes
GefaB im Brutschrank bei 37—38° sich selbst tiberlassen.

Tabelle VII.

Nr. ‘I SYTUP | Geimpft am | Frel von Zucker 1 Beginn der Auf-
4 am ; arbeitung

Bemerkungen

I 450 [19.1V. 1920|10. V. 1920 |12. V. 1920
11, 600 [23.1V. 1920 11.V. 1920 |14. V. 1920!
I | 500 {29.IV. 1920|3L V.1920 | 1. VI.1920; Bei der Aufarbei-
1 ,tung verungliickte

: die Halfte
IV | 450 [30.1IV.1920(31. V.1920( 1. VI.1920
V' 530 [12. V.1920| 8. VI. 1920 | 8. VI.1920
VI | 575 |18. V.1920|10. VL 1920 |12. VL. 1920

VII | 600 {20. V. 1920|12. VI. 1920 14. VI. 1928

VII | 630 | 5. VI. 1920 20. VII. 1920 ' 27. VII. 1920 .
IX | 600 | 8. VI. 1920 20. V1I.1920 | 28. VII. 1920 -

Vorhanden waren die Umsetzungsprodukte von

4945 g .
— 250 g = !/, vom Ansatz III

4695 g Syrup mit 85% Hexosegehalt = 3990 g Traubenzucker.

Der Inhalt eines jeden zu Ende gegorenen Behilters wurde
in zwei gleiche Teile geteilt, die sofort destilliert wurden. Da die
kohlenstoffreicheren, mit Wasserdimpfen noch z. T. fliichtigen
Sauren der Cy-, Cy- und C,,-Reihe schwache Sauren sind und ihre
Kalkverbindungen demzufolge teilweise hydrolytischen Zerfall
erleiden, so wurde jeder Beschickung etwas Natronlauge zuge-
setzt. Vom Inhalt des GefiBes, ca. 7,56 |, wurden jedesmal 3/,
iibergetrieben.
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Die Alkohole.

Diese Destillate, in denen die gesamten, bei der Gérung ge-
bildeten Alkohole enthalten waren, wurden durch wiederholte Kon-
zentration allmahlich auf ein kleines Volumen gebracht, mitein-
ander vereinigt, zuletzt wiederum zur Befreiung von fliichtigen
sauren und basischen Verunreinigungen sowohl iiber Natronlauge
als Schwefelsiure destilliert und schlieSlich mit Pottasche ge-
sittigt, die 195 ccm eines Alkoholgemisches aussalzte. Nach dem
Trocknen fiber anhydrischem Kupfersulfat wurde dieses Alkohol-
gemenge, dessen Gewicht 147 g betrug, an einem vierkugeligen
Birektifikator langsam destilliert. Nach achtmaligem Durch-
fraktionieren und Vereinigung der gleichsiedenden Anteile
wurden gewonnen:

{70,3g vom Kp. 78-—81°,

60g , ., 82—94°,
Spur ,, ., 95—111°,
98g , ., l12—115°,
488g , ., 116—117°
134,7 g.

Das Verhaltnis des Sprits zum Butylalkohol war demnach
ungefihr = 76,3 : 68,4. Ein letzter Destillationsrest von ca. 1 g
roch brenzlich und sott zwischen 118 und 120°. Hohere Alkohole
wurden nicht beobachtet.

Die Fettsauren.

Die nach Abtreiben der Alkohole verbliebenen Riickstinde
wurden von Calciumcarbonat noch heiB abfiltriert (Filtrat I)
und die im wesentlichen aus Kreide bestehenden Niederschlige
auf dem Filter mit viel heiflem Wasser ausgewaschen, um die
weniger léslichen Calciumsalze der hoheren Fettsiuren moglichst
vollstindig in das Filtrat I zu bekommen. Die ausgelaugten
Niederschlige wurden getrocknet und Filtrat I wurde eingedampft,
bis Kristalle die Fliissigkeit zu durchsetzen begannen. Jedes so
vorbereitete Quantum wurde gesammelt, bis der letzte Giransatz
verarbeitet war.

Alsdann wurden die eingeengten Filtrate I zusammen auf
ein Volumen von 121 gebracht und mit einer konzentrierten
Sodalésung in der Wirme umgesetzt. Vom ausgefillten Calcium-
carbonat wurde abfiltriert (Filtrat II), der Niederschlag noch-
mals mit ganz verdiinnter Sodalésung ausgekocht, wiederum

21*
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abfiltriert (Filtrat III) und sorgfaltig ausgewaschen. Die er-
wihnten getrockneten Niederschlige wurden fein gepulvert und
gleichfalls mit verdiinnter Natriumcarbonatlésung in der Wiarme
ausgezogen. Es wurde abfiltriert (Filtrat IV) und der Nieder-
schlag planmiallig ausgewaschen. Diese Operation wurde wieder-
holt (Filtrat V). Die Filtrate II bis V wurden zusammen ein-
geengt, bis feste Substanz sich auszuscheiden begann.

Diese von Krystallen durchsetzte Losung wurde portions-
weise im Scheidetrichter mit alkoholfreiem Ather iiberschichtet,
mit 50 proz. Schwefelsiure angesiuert und je dreimal mit Ather
ausgeschiittelt. Da die Grenze zwischen atherischer und wisseriger
Schicht sich nur langsam ausbildete, so wurde die Trennung
durch etwas Aceton befordert. Der Ather wurde verjagt, sein
Riickstand mit gegliihtem Natriumsulfat behandelt, filtriert, das
Glaubersalz mit entwissertem Ather ausgewaschen, nochmals mit
Natriumsulfat getrocknet, abfiltriert, mit Ather nachgespiilt und
der Ather wiederum soweit als moglich auf dem Wasserbade am
Birektifikator abgetrieben. Dieser Riickstand wurde in 4 Por-
tionen aus einem Olbade am 4 kugeligen Birektifikator fraktioniert,
bis bei einer AuBlentemperatur von 210° der letzte bei 162° fliich-
tige Anteil ibergegangen war. Die einander entsprechenden
Fraktionen der 4 Operationen wurden vereinigt:

Fraktion a) 37— 98°=111g (dther- und acetonhaltig),
s b) 99-127°=230¢g (Ameisensiure, Essigsiure und etwas
Buttersiure),
» c) 128—152°=413g¢g (Mischfraktion Essigs. u. Butters.),
’ d) 1563—162° =494¢ (fast reine Buttersiure).

Keine der 4 Fraktionen zeigte optische Aktivitat.

Der bei dicsen Fraktionierungen nicht iibergegangene Anteil
wurde mittels getrockneten Athers herausgespult und wog nach
Abdunsten desselben 154 g.

Dieser Riickstand lieferte bei der Fraktionierung im Vakuum

folgende Anteile: ~
Tabelle VIII.
Nr. | Druck | Temperatur \ Menge | Eigenschatten
Il 14 65— 80 l' 31,0 flussig
o 13 81— 90 ' 17 4 »
I1I 13 91—120 28 5 ! "
14% 13 121—145 34,0 | dickflissig
\Y 13 146—180 32,6 von Krystallen durchsetzt.
I 1434
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Die Fraktionen I, II und III wurden zur Entfernung noch
beigemengter Buttersiure jede mit dem 10fachen Volumen Wasser
durchgeschiittelt, die 6ligen Schichten mit Ather aufgenommen,
mit Natriumsulfat getrocknet und vom Ather befreit; dann wurde
jede Fraktion fiir sich rektifiziert. Die einander entsprechenden
Portionen wurden vereinigt und von neuem rektifiziert. Gewonnen
wurden so (bei gewdhnlichem Druck):

A. 5,1g vom Kp. 160—162°, C. 15,0 g vom Kp. 167—-185°,
B. 60g , , 163-—186° D. 146¢g , ., 186-—220°

Die oben angefiihrten Fraktionen Nr. IV und V enthielten
nachweislich Lactid. Die. Milchsiure, die als normales Gérungs-
produkt auftritt, gelangte mit dem Ather in die Fettsiure-

gemische, in denen sie vielleicht auch besonders léslich ist.

Schon bei gewdhnlicher Temperatur, besonders aber beim Erhitzen
auf 150° in Gegenwart von Siure, entsteht dann Lactid. Da Milohsiure-
anhydrid unter 12 mm Druck bei 138° siedet, so muBte es sich in den
Fraktionen IV und V der Vakuumdestillation vorfinden.

Zur Verseifung von Lactid versetzten wir die betr. Frak-
tionen mit je 200 ccm 10 proz. Kalilauge und erwirmten auf
dem Wasserbade eine halbe Stunde; das Lactid war dann voll-
stindig aufgespalten. Die in einen Scheidetrichter umgefiillte
Flissigkeit wurde mit 50%,iger H,SO, angesiuert, die wisserige
Schicht von dem sich abscheidenden ()] abgelassen, dieses noch-
mals mit Wasser gewaschen, in Ather aufgenommen und mit
Natriumsulfat getrocknet. Die durch Abtreiben des Losungs-
mittels zuriickbleibenden Fettsiuren aus den Fraktionen IV
und V wurden gemeinsam mit den in Fraktion D enthaltenen
(aus den Portionen I—III stammenden) hoheren Fettsiuren einer
Rektifikation unterworfen. Wir erhielten so die Anteile:

VI Kp. 175—200° = 10,2 g,
Vi, , 201-208°= 38g¢g,
VI, ., 209-210°= 2)5¢g,
Vi ., 211-225° = 4,4g¢,
VI, ., 226-232°= 4,2g.

Da sich zuletzt eine leichte Zersetzung (Gasbildung) bemerkbar
zu machen anfing, so wurde weiterhin im Vakuum bei 13 mm Druck
destilliert: VI, Kp. 137—145° = 43¢,

VI, ., 146-165°= l4g,
VI, , 166—170°= 1,56g,
Vi, , 171-205°= 26g,

insgesamt: 34,9 g.
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Die Fraktionen VI bis VI, waren wasserklar, VI, erstarrte
in der Vorlage zu einem festen weiBlen Korper, wihrend VI, gleich-
falls fest, jedoch durch braune Partikeln, die zum SchluB iiber-
gingen, verunreinigt war. Als Riickstand, aus dem bei einer
Temperatur des Olbades von 290° auBer' gefirbten Nebeln sich
nichts mehr verfliichtigte, blieben im Kolben etwa 10 g eines
teerartig zihen Materials zuriick.

Von den Fraktionen VI sowie VI;—VI, wurden Silbersalze
dargestellt und analysiert; bei VI, bis VI, wurde in stark alkoho-
lischer Losung gearbeitet.

Fraktion VI: 0,1910 g Substanz: 0,0086 g = 51,629, Ag.

Ber. f. Ag-butyrat: 55,389, Ag.
Ber. f. Ag-capronat: 48,439%, Ag.
Fraktion VI;: 0,1735 g Substanz:  0,0802 g = 46,239, Ag.
Ber. f. Ag-capronat: 48,439, Ag.
Ber. f. Ag-caprylat: 43,03%, Ag.
Fraktion VI;: 0,1146 g Substanz:  0,0510 g = 44,609, Ag.
Ber. f. Ag-capronat: 48,43% Ag.
Ber. f. Ag-caprylat: 43,039, Ag.
Fraktion VI,: 0,2831 g Substanz:  0,1167 g = 41,229, Ag.
Ber. f. Ag-capr'ylat: 43,039%, Ag.
Ber. f. Ag-caprinat: 38,719, Ag.

Aus diesen Analysen ergab sich mit Deutlichkeit, daB jede
der obigen 4 Siurefraktionen ein Gemisch von mindestens je zwei
Komponenten ist. Das ging auch aus einer Schmelzpunktsbestim-
mung mit der Substanz aus Anteil VI, hervor, die sich bei 14°
bis 15° verfliissigte (Caprylsiure F. 16°, Caprinsiure F. 31°).
Die Mengen waren zu klein, als daB eine weitere Aufteilung und
Isolierung der Cy- und C,,-Siure moglich gewesen wiire.

Eine einheitliche Verbindung lieferte schlieBlich Fraktion VI.
8,0 g derselben wurden im Scheidetrichter noch zweimal mit viel
Wasser durchgeschiittelt, davon abgetrennt und in Ather auf-
genommen, iiber Na,SO, getrocknet und dann fraktioniert. Aus
der bei 203—205° iibergegangenen Hauptfraktion von 4,1 g
wurde die Silberverbindung bereitet, deren Ag-Gehalt fast gleich
dem theoretischen fiir capronsaures Salz war.

0,1324 g Substanz: 0,0646 g — 48,809, Ag.
Ber. f. Ag-capronat: 48,43% Ag.

Die Bildung kohlenstoffreicher Siduren bei reiner
Butylgirung des Zuckers in vollkommen mineralischer
Losung ist damit erwiesen.
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Soeben erschien:

Fortschritte
in der anorganisch-
chemischen Industrie

an Hand der

Deutschen Reichs-Patente
dargestellt

Mit Fachgenossen bearbeitet und herausgegeben von
Ing. Adolf Briuer und Dr.-Ing. J. D’Ans

Erster Band
1877—191%

Erster Teil
Preis M. 460.—

Das Werk stellt sich zur Aufgabe, die Patente der anorcanisch-chem.
Industrie ebenso zu sammeln und nach sachlichen Gesichtspunkten zu
ordnen und zu besprechen, wie es Friedlaender fur die Patente der
organisch-chem. Fabrikationszweige in scinem allgemein bekannten Werk
., Fortschritte der Teerfarbenfabrikation* lanfend durchfithrt. — Es wurde
cin ilberauns reiches Material (4000 Patente) bearbeitet. Alle 1910 noch be-
stehenden und von da abh erteilten Patente wurden vollstiindig aufgenommen.
Jeder Abschnitt ist mit einer Einleitung iber die Entwicklung des be-
treffenden Zweiges der Technik versehen. Daran schlielt sich eine nach
sachlichen Gesichtspunkten aufgestellte tabellarische Ubersichit der Patent-
Literatur. Nach dieser geordnet folgen dann die Patentschriften selbst,
die mit den wichtigsten amtlichen Daten und, wo erforderlich, mit kurzen
Kritiken und Hinweisen auf entsprechende Auslandspatente versehen sind.
Das Werk ermiglicht es, den Stand der DPatentliteratur auf anors.-chem.
Gebiete mit geringstem Zeitaufwand zu iberschen und sich authentisch
dartiber zu unterrichten; es gibt gleichzeitig cine ausgezeichnete Ubersicht
iiber die chemischen und technischen Verfahren zur Ierstellung der 1or-
zeugnisse der anorg.-chem. Grofindustrie. — Teil 2 und 3 des ersten
Bandes werden in Jahresfrist folgen. Der zweite Band, enthaltend die
Patente von 1918—1921, soll im niichsten Jahre erscheinen.
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