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Uber einige Phosphatide aus der menschlichen Placenta.
III. Mitteilung.

Von
C. Sakaki.

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Kiushu.)

(Eingegangen am 17. Juns 1913.)

In meiner zweiten Mitteilung iiber die Placentarchemie
bemerkte ich, daB ,die weitere Untersuchung noch im Gange
sei“. Letztere ist mir leider miSlungen. Ich hatte in dieser
Arbeit mitgeteilt, daB ich im warmen alkoholischen Extrakt der
Placenta ein Jecorin, dhnlich dem Manasseschen ,Nebennieren-
korper“?), aufgefunden habe. Seinerzeit machte ich ferner auf
folgendes aufmerksam: ,Bei der von mir untersuchten Substanz
war bemerkenswert, daB in einem gereinigten Teil der Mutter-
substanz der Schwefel vierfach vermehrt war und die Quantitit
des Natriums um */, abgenommen hatte. Ob diese Erscheinung
darauf zuriickzufiihren ist, daB8 das Jecorin, wie Bang meint,
kein Natriumsalz darstellt, oder darauf, daB, wie Bing und
P. Mayer behaupten, in der Muttersubstanz Lecithin vorhanden
ist, das Natrium enthélt, 1aBt sich nicht feststellen.* Um diese
Frage zu entscheiden, habe ich damals von der bei Anwendung
der Drechselschen Jecorin-Reinigungsmethode gewonnenen Ather-
Alkohol- Mutterlauge das Lecithin darzustellen versucht; der
Versuch miBlang aber. Ich fiigte ihr einen groBen UberschuB
von einer kalt gesittigten alkoholischen CdCl,-Lésung hinzu,
es entsteht dann ein Niederschlag. Diesen wusch ich griind-

') Diese Zeitschr. 49, 329.
Biochemische Zeitschrift Band b4. 1



2 C. Sakaki:

lich mit absolutem Alkohol, dann behandelte ich ihn mit Ather.
Hierbei teilte mich die Substanz in einen in Ather 13slichen
und einen in diesem nicht loslichen Teil. Die in Ather nicht
13eliche Substanz wusch ich griindlich mit Ather, nachher mit
Benzol.

Eigenschaften und Zusammensetzung der in Ather micht
léslichen Substanez.

1. Die Substanz ist eine briunlich gelbe, leicht pulverisier-
bare Masse.

2. Sie 16t sich nicht in Ather, Benzol und Alkohol, aber
in siedendem Alkohol in geringem MaBe.

3. Das Vorhandensein von Stickstoff wurde mit Natron-
kalk, von Phosphor mit Ammoniummolybdat nach vorher-
gehendem Schmelzen mit Salpetermischung nachgewiesen.
Schwefel und Natrium wurden in der Substanz nicht nachgewiesen.

4. Akrolein konnte nach Erhitzen mit Kaliumbisulfat durch
den Geruch identifiziert werden. '

Quantitative Analyse.

Die Analyse ergab folgendes Resultat:
0,3542 g liefert 0,6792 g CO, und 0,2352 g H,0 = 44,6%, C

und 7,428°, H

03802g » 0,6230g » » 0,25619g HO = 44’690/8 C
: und 74129 H

02008g » 03422g » n 01382g H,0 = 44,487, C°
und 7,369°%, H
0,2626g » 4,0com N bei 20,8° und 765,2 mm Barometer-
stand 1,739°/, N
06236g » 17,73 5 » » 183° » 768,6 mm Barometer-
stand 1,714%, N

03208g » 490 » » » 17,1° » 770,0 mm Barometer-
stand 1,749°/, N
0,7477 g liefert 0,0940 Mg, P,0, = 3,244% P
08486g » 0,1090 n = 3,454°/, P
1,0462g » 0,2992CdSO, =15,44 °/,Cd
1,4594g » 04240 » = 15,67 °/, Cd
0,8837g » 0,3350 AgCl = 9,23 9 Cl
1,1433g » 04268 » = 9,373%,C1



Phosphatide aus der menschlichen Placenta. 3
Nachstehend die Durchschnittezahlen der Resultate:

-
Nr. (Y] H N P Cd qa
*lo °le *ls °lo °l °l
1 44,6 7,428
2 44,69 7,412
8 44,48 7,869
4 1,789
5 1,714
6 1,744
7 8,244
8 8,454
9 15,44
10 15,67
11 9,28
12 9,873
Durch-
hnitt 44,59 74020 | 1,782 8,344 15,555 | 9,8015

Ich wende mich nun dem anderen Teil der Substanz zu, die in
Kther leicht 16slich ist. Diesen reinigte ich mit Ather und AlkohoL

Eigenschaften und Zusammensetzung.

1. Die Substanz ist eine schwirzlich braune, leicht pul-
verisierbare Masse. Sie 16st sich in Ather und kochendem
Benzol. Beim Zusatz von absolutem Alkohol zur kalten Benzol-
16sung entsteht ein gelblicher, flockiger Niederschlag.

2. In der Substanz sind Stickstoff und Phosphor und
Natrium (Spur) nachweisbar, Schwefel dagegen nicht:

Quantitative Analyse:
Die Analyse ergab folgendes Resultat:
0,4292 g liefert 0,7182g CO, und 0,2690 g H,0 = 45,63 °/, C
und 7,011, H
03760g » 0,6266g » » 0,2334g H,0 = 45,50 %, C
und 6,962° H
0,6686g » 11,48cem N bei 22,4° und 760,8 mm Barometer-
stand = 1,916%, N
0,3340g » 560 » » »n 241° » 754,5 mm Barometer-
stand = 1,870°/, N
0,7830 g liefert 0,1000 g Mg, P,0, = 3,5656°/, P

1,09080g » 0,1420g » = 3,600°, P

09278g » 0,2522 g CdSO, = 14,66 °/, Cd
0,7502g » 01998g » =14,3¢ 9, Cd
04614g » 03364gAg0l =11,37 9/, Cl
0,7296g » 02132g = =1142 9, Cl

1*



4 C. Sakaki: Phosphatide aus der menschlichen Placenta.

Aus obigen Zahlen erhielt ich folgende Durchschnittszahlen:

Nr. C H N P Cd Cl
% o %l °lo %fo %l
1 45,63 7,011
2 45,50 6,962
3 1,915
4 1,871
5 8,556
6 8,600
7 14,66
8 14,34
9 11,37
10 11,42
Duroch-
sohnitt 45,55 6,987 1,8925 8,5775 14,51 11,395

Bekanntlich ist im Cadmiumchlorid die Proportion zwischen
Cadmium und Chlor 112,4:71 =1,68:1, in der von mir erst-
gewonnenen Substanz ist die Proportion 11,565:9,30156 =1,67:t
und in der letztgewonnenen 14,51:11,3956 = 1,27:1.

Hieraus erhellt, daB die letztere einen abnorm grofen
Gehalt an Chlor hat, dies konnte aber, wie schon erwahnt,
auf einen ev. Gehalt der Substanz an Natriumchlorid zuriick-
gefiihrt werden. Wenn man das Cadmiumchlorid aus gefundenem
Cadmium berechnet, so bekommt man folgende Proportion:

N:P:CdCly = 1,176:1:1,111.
Auf Grund eben erwiahnter Tatsachen kommt man zu folgen-
dem SchluB: Die Substanz kénnte als eine Art Lecithin be-
trachtet werden, wenn sie auch noch unrein ist. Die erste
Substanz, die in Ather und Benzol schwer loslich ist, steht
vielleicht dem Lecithin nahe, und das Verhéltnis zwischen
Stickstoff, Phosphor und Cadmiumchlorid der Substanz ist
1,14:1,00:1,21.

Fiir diese beiden Substanzen lassen sich also bestimmte che-
mische Formeln nicht aufstellen. Wie Erlandsen, Strecker
und Ulpianis angaben, verbinden sich die Lecithine mit
Cadmiumchlorid nicht nach einem bestimmten Verhaltnis, ebenso
auch meine Substanz.

Aus #uBeren Griinden habe ich meine Untersuchungen
abbrechen miissen.



Ober die Phosphorverteilung in der Placenta.

Von

C. Sakaki, Tokio.

(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der
Universitdt Berlin.)

(Eingegangen am 17, Juni 1913.)

Die Frage des Lipoidgehaltes der Placenta ist in neuerer
Zeit Gegenstand der Aufmerksamkeit verschiedener Autoren
geworden. Bianca Bienenfeld!) kommt nach ihren Unter-
suchungen zu folgenden Resultaten. Der Gehalt der Placenta
an Fett und Lipoiden ist in einem frithen Stadium der Schwanger-
schaft doppelt so hoch, als am Ende; im ersten Schwanger-
schaftemonat zeigt die Placenta einen 10mal so groBen Gehalt
an Cholesterinestern als im reifen Zustande, auch der Gehalt
an freiem Cholesterin nimmt mit zunehmender Reife der Pla-
centa ab. Von groBSem Interesse sind auch die Unterschiede
zwischen normaler Placenta und solcher von eklamptischen.
Bei solchen fand B. etwas mehr Lipoide und etwas mehr
Cholesterinester, dagegen weniger freies Cholesterin. Der Petro-
leumitherauszug erwies sich etwas reicher an Phosphor, als
bei normaler Placenta, in der B. iiberhaupt nur Spuren von
Lipoidphosphor fand.

Auf Vorschlag von Herrn Prof. E. Salkowski habe ich
die Verteilung des Phosphors beziiglich des Gesamtphosphors
und Phosphatidphosphors untersucht. Herrn Geh.-Rat Prof.

') Diese Zeitschr. 48, 245.



6 C. Bakaki:

Franz, der mir die Placenten zur Verfiigung gestellt hat,
spreche ich meinen verbindlichsten Dank dafiir aus.

Ich verfuhr folgendermaBen: Zuerst entfernt man die Ei-
haut und nabelt ab, dann zerhackt man die Placenta mit
dem Wiegemesser und schabt den driisigen Teil (Decidua) mit
einem Loffel ab. Man bekommt so fast nur den bindegewebs-
freien Teil. Den Rest zerhackt man nochmals und schabt
wieder ab.

An dem gut durchgeriihrten Placentabrei machte ich
folgende Bestimmungen:

1. Einige Gramm — genau gewogen — wurden im Wiege-
glischen mit absolutem Alkohol gut durchgeriihrt, auf dem
Wasserbad allmiéhlich abgedampft, dann bei 106° bis zur Ge-
wichtskonstanz getrocknet.

2. Etwa 10 g — genau gewogen — wurden in einer
Nickelschale getrocknet und mit Salpetermischung verschmolzen.
Die Bestimmung der Phosphorsiure geschah nach den von
Woy!) gegebenen Vorschriften.

3. Zur Bestimmung des Phosphatidphosphors wurden ca.
256 g — genau gewogen — mit Alkohol absolutus auf dem
Waasserbad gekocht, durch Glaswolle heiB filtriert, die Glaswolle
samt dem darauf Befindlichen in den Kolben zuriickgebracht
und wieder mit Alkohol absolutus erhitzt. Dies wurde mehr-
mals wiederholt: Filtrat I. Der so erhaltene Riickstand wurde
im Soxhlet mit Petroleumither extrahiert, filtriert. Filtrat II:
Beide Filtrate wurden verdampft und der gebliebene Riick-
stand mit Petroleumither aufgenommen, durch Glaswolle fil-
triert, dabei loste sich nicht alles. Den in Petrolither unlds-
lichen Teil l6ste ich in Chloroform, dies geschah deshalb, weil
ich friilher gefunden habe?®), daB der Petrolither ein Phospha-
tid aufnimmt, das eich nachher nicht bei Zimmertemperatur
in Petrolither auflost, wohl aber in Chloroform. Die Aus-
ziige wurden vereinigt, verdampft und mit Salpetermischung
geschmolzen. Nachfolgende Tabelle enthilt die gefundenen
Werte:

) Treadwell, Analytische Chemie II. 5. Auflage, 8. 360.
) Diese Zeitechr. 49, 817.



Wie man sieht, ist die Ubereinstimmung eine auBerordent-
lich groBe, fast vollstindige.
Nunmehr fragt es sich, ob man durch ein anderes Ex-
traktionsverfahren nicht vielleicht noch etwas héhere Werte
erhalten konne.

P-Verteilung in der Placenta. 7
Tabelle L
Gesamtphosphor Lipoidp hosphor " 2
I Distearyl| 3 § &
-] ‘8 lecithi as
&l 2 | Trocken- i | s | B E | s |ro, (;.":k‘htj: 2§, 8
E g substanz : [ouf 100 g| 8 . 11,38) |5f&< &
i g 3 Trocken- % ’ ] |
S 2 substanz = suf 100g |8g ¢
i Trookensubstanz|i3 ~ &
8 g *lo g g %l g 8 %l %l .
1] 2,9000{ 0,5260(18,10] 12,4800 | 0,0670| 1,860 |26,1000|0,0375/ 0,507 | 5,770 27,30
8,9230] 0,5300(13,501 11,5040 | 0,0552, 2,265 |30,3790 | 0,0448| 0,696 | 7,900 80,80
8,7306] 0,5920(15,901 13,2556 | 0,0626] 2,045 | 26,0744 | 0,0470/ 0,725 | 8,250 85,43
8,19501 1,0205/16,50{ 13,1830 | 0,0730] 2,140 | 24,6290 | 0,0344| 0,541 6,156 25,30
8,7600{ 0,6026]16,02} 12,3640 | 0,0776] 2,500 | 29,0420 | 0,0446| 0,611 6,950 24,40
4,99801 0,8584117,201 12,1610 | 0,0606/ 1,850 |} 26,7320 | 0,0444| 0,617 | 7,017 83,40
7] 3,6850] 0,6155{16,701 12,3330 | 0,0625] 1,935 27,1830 0,0390| 0,548 { 6,240 28,30
4,2790] 0,7034/16,40§ 12,0675 | 0,0625| 2,016 | 26,6290 | 0,0380| 0,554 | 6,300 27,50
9] 83,7925} 0,5785{15,30§ 10,3080 ( 0,0580] 2,850 | 86,5230 | 0,0480] 0,550 | 6,250 28,40
10{ 2,9276{ 0,4095/14,00] 11,0690 | 0,0597] 2,460 | 38,2000 0,0545 0,652 | 7,420 26,50
Durohschnitt . [1596] — | — | 2,142 — | — [oe6001] 6825 | 2828
Es schien wiinschenswert, dieselben Untersuchungen auch
an der nicht vorbehandelten ganzen Placenta durchzufiihren
ohne Anderung des Extraktionsverfahrens. Die Werte sind in
Tabelle II enthalten:
Tabelle IL
. Gesamtphosphor Lipoidphosphor o~ E
E 5g 2
. [
5| 4 Trocken- | 2 s P,0, 3 S | p,0, |Distearyh $9 2
bstanz . = |auf 100 €3 oy lecithin |.q & 3.2
i | 5 | & e 33| & e
zl & o8 g ok en- .§'° 5’ auf 100 g 'i
bstanz | 7, Trockensubstanz 5 3|
g g | % 8 g *lo g g [ % %o
1]4,5720]0,721615,80 | 9,46710,0516| 2,21 21,5596 | 0,034 | 0,638 7,25 84,6
2]17,1262]1,1168/15,66 {11,077810,05630{ 1,95 23,0174 | 0,036 | 0,636 7,22 80,6
817,0936] 1,1485{16,20 ] 12,4890 | 0,0684] 2,16 25,0890 | 0,035 | 0,542 6,06 25,1
Durchschnitt . |15,886] — —_ 2,106 —_ — 10,606 6,84 80,1



8 C. Sakaki:

Zu dem Zwecke wurden vergleichende Bestimmungen an
der ganzen Placenta ausgefiihrt, einerseits nach dem bisher
benutzten Verfahren, andererseits auf folgendem Wege:

Zuerst wurde die Placenta mit Alkohol ausgekocht, dann
mit einem Gemisch von Benzol mit Alkohol, endlich mit Benzol
allein, immer 3 Stunden lang. Die beim Verdampfen dieser
Ausziige gebliebenen Riickstinde wurden einzeln mit Benzol
behandelt und der Phosphor dieser Ausziige bestimmt.

Es ergab sich konstant, daB in dem ersten alkoholischen
Auszug fast aller Phosphor enthalten war, in dem zweiten
alkohol-benzolischen nur noch sehr wenig, in dem dritten rein
benzolischen gar nichts. Ferner aber zeigte sich, daf diese
Methode der Extraktion etwas weniger Phosphor liefert wie
die zuerst angewendete. Es scheint demnach, als ob die Ex-
traktion mit Benzol nicht so vollstindig ist wie die mit Chloro-
form, daB also das Benzol aus dem ersten Alkoholauszug nicht
allen Phosphor aufgenommen hat.

Tabelle III.
Lipvidphosphor der ganzen Placenta.

o A B.

E ﬁ:&tﬁ;ﬁé&:&:ﬁ:ﬁl ;::; ﬁ}; Alkohol-, Bengzolalkohol- pnd Benzolextrakt, der

"§ Chloroform behandelt ist nach dem Abdampfen mit Benzol behandelt ist

£ Distearyl- Mg,P,0 Distearyl-

2 Iplacents Ps0s | “Jecithin |placenta T P10, | Jecithin

g . ' Mg PO, . Alko- |Alkohol-

2 brei auf 100 g brei hol- | benzol- Benzol- auf 100 g

& Trookensubstanz| extrakt | extrakt [€XtF8Kt| Trockensubstanz

°fo g g °lo %lo g g g g | %% *lo
15,80 21,5596 0,034 0,638 7,25 12,6002 0,015 | 0,0010 | — ]0,5125] 5,825
15,66] 23,0174} 0,086 10,636 7,22 15,3076 | 0,019 | 0,0007 { — [0,5200{ 5,970
16,20 | 25,0890 | 0,035 |0,542| 86,06 10,4730| 0,012 | 0,0006 | — |0,4740 5,380
1589] — — 10,6053 6,843 — — —_ —  ]0,5025

Vergleichen wir nun die von uns gefundenen Werte fiir
den Phosphatidgehalt der normalen Placenta mit den von
anderen Autoren angegebenen, so ergibt sich folgendes:

Bianca Bienenfeld?) hat nur Spuren von Lipoidphosphor
gefunden gegeniiber der von mir nach Tabellen I und IT fest-
gestellten doch nicht unerheblichen Zahl von im Mittel rund

1) Diese Zeitschr. 43, 245.

5,725



P-Verteilung in der Placenta. 9

6,8 g Lecithin auf 100 g Trockensubstanz. Ich bin der Ansicht,
daB diese Differenz in der Methode begriindet ist. Bienen-
feld hat aus der Placenta durch Verreiben mit gegliihtem
wasserfreien Natriumsulfat nach 8. Frinkel und Elfer ein
trockenes Pulver hergestellt, das dann mit Petroleumather
extrahiert wurde. Nach den Angaben von M. Kumagawa und
K. Suto?) ist Petroleuméther ein schlechtes Extraktionsmittel
fir Lipoide iiberhaupt. Allerdings gibt Bienenfeld an, da8
Alkohol aus dem mit Petroleuméther extrahierten Material
nichts mehr von Lipoiden aufnahm.

ZweckmiBiger erscheint es nun jedenfalls, die frische
Placenta mit Alkohol auszukochen, der die Phosphatide,
wenigstens das Lecithin und diesem nahestehende Korper, leicht
lost. Allerdings habe ich dann im weiteren Verlaufe auch
Petroleumither zur Trennung von etwa gelosten phosphor-
sauren Salzen angewendet, aber auBerdem auch Chloroform fiir
denjenigen Teil der Phosphatide, der sich in Petroleuméther
nicht 16st. Ganz ausgeschlossen erscheint mir, da8 der Gehalt
an Phosphor etwa durch phosphorsaure Salze vorgetiduscht ist.
Als Beweis dafiir, daB es sich wirklich um Phosphatide handelt,
dienen die in Tabelle III enthaltenen Zahlen, die unter An-
wendung von Benzol erhalten wurden, in dem sich phosphor-
saure Salze ganz sicher nicht losen.

Sehr viel nidher stehen den von uns gefundenen Werten
fir Lecithin die von L. Mohr und W. Heimann?) angegebenen.
Sie fanden fiir die normale Placenta auf 100 g Trockensubstanz
im Mittel 4,3835 g Distearyllecithin. DaB auch ihre Zahlen
etwas hinter den von uns gefundenen zuriickbleiben, ist viel-
leicht gleichfalls durch die Methodik verursacht. Die Autoren
sagen: ,Die gewonnenen Extrakte wurden durch Asbest und
Glaswolle filtriert und durch Verdunstenlassen auf dem Wasser-
bade und im Ventilator und Wiederaufnehmen des auf 50°
erwarmten Riickstandes in Ather und Filtration mehrfach
gereinigt?®) und schlieBlich im MeBkolben auf ein bestimmtes
Volumen aufgefiillt. Eine bisweilen nachtriglich auftretende
Triibung wurde durch nochmalige Filtration beseitigt.“

!) Diese Zeitschr. 8, 212.
%) Diese Zeitsohr. 46, 367.
%) Im Original nicht gesperrt.
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Ist es nicht denkbar, da8 durch diese energische Reinigung
Phosphatide, die ja zum Teil gar nicht so leicht 13alich in Ather
sind, beseitigt sind? '

Auch daB8 die Autoren ihrer Untersuchung ein aus der
Placenta erhaltenes Trockenpulver zugrunde gelegt haben,
ist vielleicht nicht ganz unbedenklich. Fiir die Fettbestimmung
ist doch dieser Weg ziemlich allgemein aufgegeben und wird
jedenfalls nur als Notbehelf benutzt.

Die von mir gefundene Zahl fiir den Geeamtphosphor in
der Placenta im Mittel 2,142 P,O; nach Tabelle I, 2,106 nach
Tabelle II — fiir 100 g Trockensubstanz — stimmt mit der
von Mohr und Heimann in einem Versuch festgestellten 2,0
sehr nahe iiberein.



Neues zur Theorie der Wassermannschen Reaktion.
Von
Georges Dreyer und E. W. Ainley Walker.

(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Oxford.)
(Eingegangen am 10. Juni 1913.)

Die Wassermannsche Reaktion ist anerkanntermaBen einer
der wertvollsten Beitrige jiingsten Datums zu der stetig sich
vergroBernden Zahl von serodiagnostischen Methoden, die jetzt
dem klinischen Pathologen zur Verfiigung stehen. Sie besteht
bekanntlich in der praktischen Anwendung der wichtigen Ent-
deckung von Bordet und Gengou, die das als Komplement-
bindung bezeichnete Phiinomen zur Diagnose einer spezifischen
Infektion benutzt.

Wenn auch die Reaktion in bezug auf ihren praktischen
Wert vollauf gewiirdigt wird und als diagnostisches Hilfsmittel
nicht mehr gemiBt werden kann, so ist doch das innerste
Wesen des ihr zugrunde liegenden Mechanismus trotz tief-
gehender theoretischer Diskussionen noch immer zum groSien
Teile unaufgeklart.

Es ist nicht unsere Absicht, an dieser Stelle auf die

schier uniibersehbare Literaturfiille néher einzugehen, die sich
in den letzten Jahren iiber diesen Gegenstand angehéuft hat.
Nur einige Punkte, die fiir uns von besonderem Interesse sind,
seien hier erdrtert.

In der Wassermannschen Reaktion haben wir es mit
6 Einzelfaktoren zu tun, es sind dies nidmlich: 1. das zu unter-
suchende Serum — normales oder syphilitisches, 2. das sogenannte
Antigen, 3. die Aufschwemmung von roten Blutkdrperchen,
“4. der Amboceptor und 5. das Komplement. Die drei letzteren
bilden das hamolytische System.

-



12 G. Dreyer und E. W. Ainley Walker:

Urspriinglich glaubte man, daB zum Zustandekommen der
Reaktion ein spezifisches Antigen, z. B. syphilitischer Leber-
extrakt, notwendig sei. Die Erfahrung hat aber spiter ergeben,
daB dieses Antigen durch nichtsyphilitisches Material ersetzt
werden kann, so durch Alkoholextraktc von Menschen- oder
Kaninchenherzen. Daraus folgt, daB die Rolle des Antigens
keine spezifische ist. Worin besteht nun letzten Endes seine
Wirkung?

Diese Frage haben wir zum Ausgangspunkt unserer Arbeit
gemacht, wobei uns in einigen Versuchen Herr J. Mc K. Mc Lean
unterstiitzt hat, der in unserem Institut gerade mit einer Reihe
_ von Problemen beziigl. der Himolyse beschiftigt ist. Vor allem
stellten wir uns die Aufgabe, genau zu bestimmen, in welchem
Grade die Reaktion iiberhaupt von der Gegenwart des Antigens
abhéngt.

Zu diesem Zweck haben wir eine Methode ausgearbeitet
mit Benutzung langer Reihen von Réhrchen, in denen
immer nur einer der bei der Reaktion beteiligten Faktoren
willkiirlich verindert wird, wahrend alle iibrigen Versuchs-
ingredienzen in der ganzen Versuchsreihe keine Modifikation
erfahren. An diesen Rohren kénnen wir nicht nur den rela-
tiven Grad der in jeder Probe entstandenen Hémolyse ablesen,
sondern auch ihre absolute GréBe. Als Vergleichswert (100°/,ige

Hiamolyse) dient die vollstindige Auflosung derselben Menge
roter Blutkorperchen (in derselben Fliissigkeitsmenge aufge-
schwemmt), die in jedem Réhrchen der Kontrollprobe vor-
handen ist. Wie wichtig die Anwendung einer solchen Methode
ist, kommt erst deutlich zum Ausdruck, wenn man die rela-
“tive hamolytische Kraft von verschiedenen Substanzen priift.
Man findet dann, wovon wir uns iiberzeugen konnten, daB die
durch verschiedene Mengen irgendeines hédmolytischen Agens
hervorgerufene Hamolyse, in Prozentwerten berechnet, keines-
wegs konstant ist, sondern ganz bedeutend je nach den be-
nutzten hémolytischen Koérpern schwankt. So kann ein um
40°/, verringertes Agens (Komplementserum) die Héamolyse
um ca. 10°/, herabsetzen, wihrend dieselbe Schwichung einer
anderen hdmolysierenden Substanz (Komplement- Amboceptor)
den Wert fiir die Blutkorperchenauflosung um mehr als 259/,
erniedrigt.
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Bei der Untersuchung der spezifischen Wirksamkeit des
Antigens muB man von Anfang an die Tatsache unbedingt
nicht auBer acht lassen, daB die gewohnlich benutzten Kom-
plementmengen so klein sind, daB sie allein keine beachtens-
werte Himolyse hervorrufen, wihrend doch das als Komplement
angewandte normale Serum selbst ein schwaches hdmolytisches -
System bildet. Analog besitzt das Antigen schon an und fiir
sich eine schwache antihAmolytische Kraft. Es wird bei den
stereotyp angesetzten Reaktionsprobén nur so schwach dosiert,
dafB es diese der Hiamolyse entgegenwirkende Kraft nur minimal
entfalten kann. Viele Unstimmigkeiten in den Untersuchungs-
ergebnissen, die in der Praxis unterlaufen sind und nicht ent-
ritselt werden konnten, beruhen wahrscheinlich auf der un-
geniigenden Beachtung dieser zwei wichtigen Tatsachen.

Die Wirkung des Antigens besteht, kurz gesagt, darin,
daB es in einer ginzlich unspezifischen Weise die komplement-
bindende Tétigkeit des Serums erhoht. Dies zeigt sich in
folgender Weise: Wenn wir bei einer sonst typischen Wasser-
mannschen Reaktion nur ein sehr schwaches hamolytisches
System benutzen (in viel gréBerer Verdiinnung als im Nor-
malversuch), so kommt die Reaktion ohne jede Verwendung
von Antigen glatt zustande. Bei Gegenwart von Antigen ist
ein viel stirkeres himolytisches System erforderlich, um den-
selben Grad der Haémolyse zu erzeugen, der ohne Antigen zu-
tage tritt. Das heiBt also, die Komplementbindung ist zwar
bei Anwesenheit von Antigen viel ausgesprochener, vollzieht
sich aber doch in gewissem Umfange auch bei fehlendem

Antigen.
Wenn das Serum eines unbehandelten Syphilitikers gegen
ein normales Serum — nach Inaktivierung beider bei 56° —

vergleichsweise gepriifft wird, so zeigt sich, daB z. B. das
syphilitische Serum 50 mal so stark antihdamolytisch wirkt als
das normale bei Gegenwart von Antigen. Derselbe Unterschied
in jhrer Wirksamkeit wird sich geltend machen, wenn die
beiden Seren ohne Antigen mit Hilfe eines geniigend schwachen
hémolytischen Systems gepriift werden.

Dies beweist ganz deutlich, da8 das sogenannte Antigen
kein unentbehrlicher Faktor bei der Wassermannschen Reak-
tion ist. Wir haben in einer Anzahl Seren von unbehandelten
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Syphilisfillen gefunden, daB die relative antihimolytische Kraft
des syphilitischen Serums im Vergleich zum normalen die gleiche
ist, und derselbe Befund ergab sich, ob nun die Seren nach dem
iiblichen Schema untersucht wurden oder nach dem modifizierten
bei fehlendem Antigen mit einer sehr schwachen Komplement-
Amboceptor-Verbindung.

Wir sind jedoch noch weit entfernt, eine befriedigende
Erklarung fiir die Rolle des Antigens geben zu kdnnen. Denn
haben wir Seren von Syphilisfillen vor uns, die in Behandlung
stehen, oder alte syphilitische Seren, die eine kiirzere oder
schon lingere Zeit gelagert haben, so gelingt es nicht, die eben
beschriebenen Resultate zu erzielen. Solche Seren weisen Un-
regelmaBigkeiten auf. Bei Anwesenheit von Antigen kann ein
syphilitisches Serum 50 mal so wirksam sein wie ein normales.
Untersuchen wir es dann nach unserer Methode ohne Antigen,
so hat es nur noch die doppelte oder 3fache Aktivitit, ja
in extremen Fillen sogar eine schwichere als ein normales
Serum.
Ein anderes interessantes Moment bei solchen alten, kon-
servierten syphilitischen Seren ist noch folgende Tatsache. Je
stirker nédmlich das von uns benutzte hamolytische System
ist, um so ndher kommt das normale Serum dem syphili-
tischen in bezug auf die Aktivitdt, wenn Antigen nicht vor-
handen ist.

Wir sind vorlaufig noch nicht in der Lage, diese Unregel-
mégigkeiten der alten Seren und solcher von behandelten
Fillen restlos zu erkliren. Es liegen mehrere Moglichkeiten
vor, die noch eines eingehenderen Studiums bediirfen.

So ist es denkbar, daB wir angesichts der stetigen Akti-
vitdteabnahme der spezifisch antihimolytischen Substanz durch
Ausprobieren einen Punkt erreichen, wo der natiirliche Ambo-
ceptor des nach Komplementzusatz reaktivierten Serums ein
hinreichend starkes himolytisches System bildet, um die ver-
ringerte antihdamolytische Kraft des spezifisch syphilitischen
Stoffes, welcher Natur er auch sein mége, zu iibertreffen und
lahm zu legen. Die Reaktion bleibt folglich aus, wenn nicht
Antigen, das, wie oben ausgefiihrt, ein antihamolytisches Agens
darstellt, hinzugefiigt wird. Dasselbe wiirde auch, nur in be-
schrinkterem Umfange, bei normalem Serum der Fall sein, da
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es im Vergleich zum syphilitischen Serum die Haémolyse nur
in geringem Grade zm hemmen vermag.

Die Bedeutung des Antigens bei der Wassermannschen
Syphilisreaktion scheint unserer Meinung nach darin zu liegen,
da8 es erstens die von uns besprochenen UnregelmiBigkeiten
ausgleicht, und zweitens, daB es die komplementbindende Fahig-
keit des Serums verstirkt.

Das, worauf wir besonderen Nachdruck zu Jegen wiinschen,
ist die Tatsache, da8 vom theoretischen Standpunkt aus das
sogenannte ,Antigen“ kein wesentlicher Faktor bei der Wasser-
mannschen Syphilisreaktion ist.



Zur Frage iiber die Beeinflussung der Wirkung von
Medikamenten durch Lecithine.

Von
D. M. Lawrow.

(Aus dem Pharmakologischen Institut der kaiserlichen Universitit in
Jurjew [Dorpat].)
(Eingegangen am 16. Juni 1913.)

Die jetzige Untersuchung bildet die Fortsetzung meiner
in den Jahren 1910 und 1911 angestellten Versuche (s. die
Arbeiten der Medizinischen Pirogoff-Gesellschaft an der Jur-
jewer Universitit fiir die Jahre 1911 und 1912). Zuerst hat
H. de Waele darauf hingewiesen, daB die Beeinflussung der
physiologischen Wirkung verschiedener Substanzen durch die
Lecithine abhéngig ist von der Dosis, in der die Lecithine an-
gewandt werden!). Der genannte Autor experimentierte an
Kaninchen und Meerschweinchen; zu den Vergiftungen nahm
er Coniin, Strychnin, Brucin und Cocain. Die Alkaloide wurden
mit den Lecithinen zusammen eingefiihrt, und zwar nach vor-
herigem Vermischen im Morser und nach 1 bis 2stiindigem
Stehen. Es erwies sich, daB geringe Lecithinquantititen die
Wirkung der Alkaloide begiinstigten; gréBere Quantititen, und
zwar #quimolekulare, berechnet auf das gegebene Alkaloid resp.
dessen Salz, oder dieselben iibersteigende, hemmen die Wirkung
der Alkaloide; bisweilen vernichten sie sogar die Wirkung.

H. de Waele priifte die Lecithinwirkung auch bei Ver-
giftungen mit Diphtherietoxin und Ricin. Auch diese Ver-
suche erwiesen, daB die erwihnten Lipoide ebenso auf diese
Gifte wirken: kleine Dosen verstirken die Wirkung der ge-
nannten Toxine, groBere Dosen hemmen dieselbe.

Somit wird die physiologische Wirkung wenigstens be-
stimmter Gifte durch die Lecithine augenscheinlich entsprechend

1Y) Zeitechr. f. Immunititsforsch. u. experim. Therap. 8, 1909.
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der GriBe der Dosis, in der diese Lipoide angewandt werden,
beeinfluBt. Unsere ersten Versuche mit den Lecithinen, die
im Jahre 1910 an Froschen (Rana temporaria) angestellt
wurden, haben uns auch gelehrt, daB die Beeinflussung der
Wirkung bestimmter Medikamente, an Frdschen beobachtet,
wesentlich abhiingig ist von der GroBe der angewandten
Lecithindosis. Zur Vergiftung bedienten wir uns bei unseren
erwiahnten Versuchen folgender Substanzen: Strychnin (in Gaben
0,00033 bis 0,00125g Strychn. nitric.), Curare, Athylalkohol (in
Gaben 0,4 bis 0,8 g), Chloralhydrat (in Gaben 0,01 bis 0,02 g),
Phosphor (in Gaben 0,0003 bis 0,005 g), Phenol (in Gaben 0.00256
bis 0,004 g), Sublimat (in Gaben 0,001 bis 0,002 g), Ather sulfuric.
(Narkose unter der Glasglocke). Die Lecithine wurden in Form
von Emulsionen, gesondert von den genannten Substanzen,
subcutan eingefiihrt, und zwar in folgenden Gaben:

Bei Strychnin. . . . 0,0012 bis 0,02 g (81 Frosche)
n Curare . . ... 0,0025 » 0,04 g (58 n )
»n Alkohol . . . . 0,0050 » 0,05g (62 n )
n Chloralhydrat . . 0,0012 » 0,02 g (76 n o)
n Phosphor. . . . 0,0020 » 0,04 g (80 n o)
n Phenol. . . .. 0,0020 » 0,02 g (34 n )
n Sublimat . . . . 0,0200 » 0,08 g (20 n )
n Ather . ... . 00060 » 0,06g (30 n )

Die Lecithine wurden in der Weise angefertigt, da8 Hiihner-
eier mittels Ather extrahiert wurden. Zur Reinigung wurden
die Lecithinitherlsungen wiederholt mittels Alkohol und Aceton
ausgefillt. Die Frosche vertrugen dieses Lecithinpriparat bei
Einfithrung von Dosen bis 0,6 g (= 0,2 >< 3).

In der nachfolgenden Tabelle sind die Dosen zusammen-
gestellt, in denen die Lecithine einen abschwachenden oder
umgekehrt verstirkenden EinfluB auf die Wirkung dieses oder
jenes der erwihnten Gifte hatten.

Substanz Abschwichende Dosis Verstirkende Dosis
Strychnin . . . 0,0012 bis 0,0025 g 0,0050 bis 0,02 g
Curare . . . . 0,0260 » 0,0200¢g 0,0200 » 0,04 g
Athylalkohol . . 0,0026 » 0,0200 g 0,0400 » 0,05 g
Chloralhydrat . 0,0025 » 0,0050 g 0,0100 » 0,02 g

Phosphor . . . — —_ 0,0025 » 0,04 g
Phenol . . .. — —_ 0,0020 » 0,01 g
Sublimat ., . . 0,02g . 0,08 g
Ather . . . . 0,02 g 0,06 g

Biochemische Zeitachrift Band 54. 2
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, zeigten bei Phosphor-
und Phenolvergiftungen die Lecithine in den genannten Gaben
nur verstirkenden EinfluB auf die Wirkung dieser Gifte. So-
mit sind wir bei diesen unseren Versuchen auf zwei Gifte
— Phosphor und Phenol — gestoBen, deren Wirkung durch
die Lecithine augenscheinlich nur in verstirkendem Sinne be-
einfluBt wird, unabhdngig davon, ob die Lecithine in kleinen,
mittleren oder auch recht groBen Gaben einverleibt wurden.
Dieser Umstand veranlaBte uns, Versuche mit Agrostemma-
Saponin, Resorcin und Campher anzustellen; wir erwarteten in
ihnen Substanzen zu finden, deren physiologische Wirkung durch
Lecithine ebenso beeinfluBt wird, wie das bei Phosphor und
Phenol der Fall war. AuBerdem wurde auch Vergiftung mit
Cantharidin angewandt. Die Versuche dieser Serie wurden an
frischen Froschen und solchen, die zu iiberwintern begonnen
hatten, angestellt. Im ganzen wurden 15 Versuche an 363 Tieren
gemacht. Resorcin wurde gegeben in Dosen von 0,0075 g
bis 0,01 g; Campher 0,02 bis 0,04 g; Saponin 0,01 bis 0,02 g; -
Cantharidin (wisserige Losung von cantharidinsaurem Kalium,
oder &lige Losung von Cantharidin) 0,0005 bis 0,002 g. Die Ver-
suche ergaben folgende Resultate:

Substanz Abschwichende Verstirkende

Dosen Dosen
Resorcin (102 Frosche) . . . . ? 0,005 bis 0,10 g
Agrostemma-Saponin (68 Frosche) ? 0,006 » 0,06 g
Campher (43 Frosche) , . . . ? 0,006 » 0,10¢g
Cantharidin (1560 Frosche) . . . ? 0,006 » 0,10¢g

Die Tabelle zeigt, daB bei Vergiftungen mit den erwiihnten
Giften die therapeutische Wirkung der in kleinen Gaben an-
gewandten Lecithine unsicher war. Augenscheinlich ist bei
diesen Giften der verstirkende EinfluB der Lecithine weit mehr
ausgeprigt. Die unten beschriebenen Versuche mit Ricin
wurden an Froschen (Rana temporaria) angestellt. Bei diesen
Versuchen beabsichtigten wir auch der Frage iiber die Ab-
hingigkeit der Lecithinwirkung vom Allgemeinzustande der
Tiere, und zwar von ihrem Ernédhrungszustande niher zu kommen.
Zu den Versuchen wurden genommen entweder ganz frische
Tiere, die eben eingefangen waren, oder solche, die im Labora-
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torium mehrere Wochen zugebracht hatten (s. weiter unten),
oder solche, die schon mehrere Monate iiberwintert hatten.

Die Lecithine wurden als Emulsionen, die mittels 0,6°/,iger
Kochsalzl6sung hergestellt wurden, gesondert von der Ricin-
losung eingefiihrt. Ricin wurde in einer Dosis genommen, die
bei frischen Froschen den Tod nach ca. 2 Wochen bewirkte.
Zu den Versuchen wurden Frosche von ungefihr gleichem
Gewicht gewihlt.

Unmittelbar nach der Injektion von Ricin und Lecithin
wurden die Frosche ohne Wasser in flachen Schalen unter
groBen Glastrichtern gehalten. Spiiter wurde Wasser in die
Schalen in diinner Schicht eingegossen; das Wasser wurde
tiglich gewechselt.

Die unter dem Versuch sich befindenden Frosche wurden
bei Zimmertemperatur gehalten.

Die Versuche von E. Hanschmidt!), die an Kaninchen,
Meerschweinchen, Hunden und Mé&usen angestellt wurden,
zeigen, daB der EinfluB der Lecithine auf die Wirkung ver-
schiedener Arzneimittel resp. Gifte verschieden ist, und zwar,
da8 dieser EinfluB erstens von der pharmakodynamischen
Natur des angewandten Mittels abhingig ist. Die Lecithine
hemmten die Wirkung von Curare, Strychninnitrat, Athyl-
alkohol, Chloralhydrat, Veronalnatrium und Morphin; sie iibten
nur einen verstirkenden EinfluB bei Ricinvergiftungen (Miuse)
aus. Nach E. Hanschmidt ist der EinfluB der genannten
Lipoide abhiéngig sowohl von der angewandten Dosis (s. Ver-
suche mit Phosphor) als auch vom allgemeinen Zustande des
Organismus resp. vom Gehalt desselben an Lipoiden.

A

'Versuch 1.

25. IV. 1912. Zum Versuch sind genommen 24 Frische, die sich
vom IX. 1911 im Institute befanden; je 6 Frosche in jeder ein-
zelnen Serie.

10® morgens wird den Froschen je 1 com der Lecithinemulsionen
subcatan in den Riicken injiziert.

1) D. Lawrow und W. Woronzow, Arch. internat. de Pharmaco-
dynamie et de Thérapie 22, 392, 1912. — E. Hanschmidt, diese Zeit-
schr. 51, 171, 1918.
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12* morgens wird je 1 ccm der Ricinlésung subcutan am Bauch

injiziert.

suchsserie.

Lecithin-Frosche
Ve';:“zhs' Kontrolle

8 0,0015g | 0,003g | 0,006g
2 - + - -

4 - ++ - —

5 - ++ ++ +
.8 + 4+ | |
8 =+ |t | |
9 4+ | | |
10 4 |

Versuch 2.

26. IV. 1912. Zum Versuch sind gewahlt 30 Frosche, die im In-
stitut vom IX. 1911 iiberwintert haben; je 6 Friosche zu jeder Ver-

10* morgens Injektion der Lecithinemulsionen, je 1 ccm subcutan,
am Riicken.
12d je 1 com der Ricinlosung.

Versuohs- Lecithin-Frosche
o Kontrolle

tag 0,006g | 0,012g | 0,025¢ | 005g | 01g
1 - - - - + -
2 - + - - + -
8 — +<+ ++++ | 4+ +++ +++
4 — ++ ++++ | 4+ | | et
b - +++ ++++ | +++ | |
6 ++++ ++++ |+ | | A (et
7 ++44+ b e | | et

Versuch 3.

28. IV. 1912. 24 Frosche, je 12 auf jede Serie. Die Lecithin-
emulsion und Ricinlésung sind wie in den friiheren Versuchen eingefiihrt.

Die Sterblichkeit ist in Prozenten ausgedriickt.

Lecithine wurden gegeben je 0,0005 g.

Versuchs- Lecithin-
tage Kontrolle Frische
2 —_ 8,3%,
8 16,6 9/, 83,39/,
4 25,0 9/, 50,0 %/,
5 50,0 ¢/, 50,0 %/,
6 50,0 °/, 66,09/,
7 75,09/, 100,0 9/,
8 100,09/, —
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Wie aus den Versuchen Nr.1 bis 3 ersichtlich, vertragen
Frosche, die iiberwintert haben, die Ricinvergiftung viel schlechter,
wenn sie Lecithine erhalten, und zwar in Gaben von 0,0005 bis
0,1 g. Es ist klar, daB die erwidhnten Lipoide diese Froeche
in bezug auf Ricin sensibler machen, unabhingig von der
Dosis, in der die Lecithine einverleibt sind, beginnend von
einer sehr kleinen Dosis (0,0005 g) bis zu einer verhiltnismaBig
sehr hohen Dosis (0,1 g).

B.

Folgende Versuche sind an frischen Frischen angestellt,
d. h. an Froschen, die eben gefangen wurden und 2 bis 3 Tage
gich im Laboratorium befunden hatten.

Versuch 4.
13. IX. 1912. 60 frische Frosche, je 10 in jeder Serie.
Die Lecithine sind 4 Stunden vor dem Einverleiben der Ricinldeung
eingefiihrt.
Sterblichkeit in Prozenten ausgedriickt.

v " Lecithin-Frosche
ersucns-
tage | -ontrollel"5 0005 ¢ [0,00075g| 0,0015¢ | 0,008g | 01g
%% %l °lo %lo *f %l
4 — — — — — 10
6 — - — 10 10 10
10 — - — 10 10 80
12 - 10 10 20 10 50
14 — 20 20 20 20 60
18 10 20 40 30 40 90
20 30 20 40 30 40 90
22 50 20 40 40 40 100
24 50 40 70 40 70 —
26 50 40 80 50 70 -
28 50 40 80 70 70 —
30 60 60 80 70 80 -
36 70 80 90 80 80 -
88 80 80 100 80 90 -

Dieser Versuch zeigt, daB8 1. die Wirkung von Ricin an
frischen Froschen unter dem EinfluB von 0,00075 bis 0,003 g
Lecithin und 0,1 g Lecithin verstirkt wird, besonders bei der
zuletzt genannten Dosis; 2. 0,0006 g Lecithin zeigen keine
konstante Wirkung; 3. selbst eine relativ so kleine Lecithin-
menge wie 0,00075 g zeigt einen unzweifelhaften EinfluB auf
die Ricinwirkung.
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Versuch 5.

Dieser Versuch soll den vorigen erginzen. Genommen sind 50 frische
Froeche, je 10 in jeder Serie. Die Lecithinemulsionen sind 4 Stunden
vor den Ricinlosungen eingefiihrt.

Sterblichkeit in Prozenten.

Lecithin- Frosche
Versuohs- | Kontrolle
ersuche- | Rontro 0006g | 0012g | 0025g | 005g
tage ° o o ) )

lo lo fo lo fo
17 50 — — — —
18 50 — — 10 20
19 50 10 10 20 30
21 70 20 20 40 30
22 9 80 40 50 50
25 100 50 50 70 60
28 — 70 70 100 80
29 - 70 70 — 100
38 — 90 100 — —

Dieser Versuch zeigt, daB die Lecithine in Gaben von
0,006 bis 0,056 g unzweifelhaft die Ricinwirkung abschwichten.
Besonders stark trat diese Wirkung der Lecithine bei Gaben
von 0,006 bis 0,012 g hervor.

Um diese schwiéchende Wirkung der Lecithine zu kon-
trollieren, wurde noch folgender Versuch angestellt (Vers. 6).
Bei diesem Versuche wurden die Lipoide in einer Dosis von
0,0125 g einverleibt.

Versuch 6.
40 frisohe Frosche, je 20 in jeder Serie.

Versuchstage 71 9111118141517 |18 |21 | 24 | 30
o | %o | %o | %o | ®o | o | ®o | | °lo *lo

Kontrolle — (15,20 (40 (65| 7585|9090 100 | —
Lecithin-Froeche | 10 | 10 | 15 [ 15 | 25 [ 25 | 30 | 85| 60 | 85 | 90

=d
=2
-2

Auch beim Versuch 6 erwiesen die Lecithine in der Dosis
== 0,0126 g einen wesentlich abschwiachenden EinfluB auf die
Ricinwirkung. Somit beobachten wir bei der Anwendung von
Lecithinen bei frischen Froschen, die mit Ricin vergiftet werden,
folgendee: 1. Lecithine in Gaben von 0,00076 bis 0,003 g be-
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sitzen einen unzweifelhaft verstirkenden EinfluB auf die all-

gemeine toxische Wirkung des Ricins. 2. In der Dosis von
0,1 g verstirken diese Lipoide gleichfalls die Ricinwirkung, und
3. in mittelgroBen Gaben angewandt, nidmlich in Dosen von
0,006 bis 0,05 g, schwiichen die Lecithine in recht bedeutendem
Grade die Ricinvergiftung ab. Wie aus den angefiihrten Daten
ersichtlich, ist der EinfluB der Lecithine auf die allgemeine
toxische Wirkung des Ricins bei frischen Froschen (Rana tem-
poraria) im wesentlichen abhingig von der Dosis, in welcher
diese Lipoide eingefithrt werden.

In dieser Beziehung konnen wir zwischen 3 Gruppen von
Lecithingaben unterscheiden: a) kleine Gaben — wirken sensi-
bilisierend; b) mittlere Gaben — wirken therapeutisch, und
c) groBe Gaben — verstirken die Ricinwirkung.

Da bei den oben beschriebenen Versuchen auch verhiltnis-
miBig groBe Lecithingaben angewandt wurden, haben wir einen
besonderen Kontrollversuch angestellt, bei dem die Frosche
— 10 Stiick — Lecithine in Gaben von 0,1 g erhielten.

Versuch 7.

2. IX. 1912. 10 Froeche erhalten subcutan je 2 com einer 5°/,igen
Lecithinemulsion (= 0,1 g).

3. IX. 1912. 2 com der Lecithinemulsion injiziert. Im Verhalten
der Frosche ist nichts Abnormes bemerkbar.

5. IX. 1912. Injektion von 2 com Emaulsion.

13. IX. 1912. Injektion von 2 com Emulsion.

15. IX. 1912. Injektion von 1 com Emulsion.

Nichts Abnormes konstatierbar.

Die Frosohe wurden bis 2. XI. 1912 beobachtet, wobei sich nichts

Abnormes an ihnen zeigte.
Folglich vertragen frisch gefangene Frosche die Lecithine
in verhiltnismiBig recht groBen Gaben.

C.

Die weiter folgenden Versuche wurden angestellt, um den
EinfluB des Uberwinterns resp. des Hungerns auf die uns be-
schiftigende Lecithinwirkung zu kliren. Zum Versuch 8 wurden
Frosche verwandt, die in der zweiten Hilfte des Septembers
gefangen waren.
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Versuch 8.
26. X. 1912. 220 Frosche, je 20 Exemplare in jeder Versuohsserie.
. Die Lecithine sind etliche Stunden vor der Ricineinverleibung ein-
gefiihrt.
Die Zahl der Todesfdlle ist in Prozenten ausgedriickt.

]
=5 Lecithin-Frosche
22
§ < Q 0,0005 g(0,00075 g}0,0015 g|0,003 g[0,008 0,012 g(0,025 g|0,05 gi0,1 g|0,2 g
>
%lo] %l °lo *lo % | e | b | °b | % | %%
715 5 _ — L] —_ 5 15 — | 15| 80
9] 5 25 10 - 10 — 10- | 30 10 | 25 50
11 |20] 30 15 5 15 5 15 85 25 | 30| 60
13 125 50 35 15 30 10 45 55 45 | 65| 90
15 |55 80 55 40 45 35 75 75 65 | 80 | 95
17 |65 90 90 45 55 60 85 80 8 | 90| 95
19 |80 90 100 80 70 75 95 90 90 | 90 | 100
21 [80] 100 - 95 30 95 95 95 90 | 95 | —
28 |80] — - 100 90 | 100 95 95 95 | 95 | —

Beim Versuch 8 wurden sehr verschiedene Lecithindosen
angewandt: a) kleine = 0,0005 bis 0,00075 g; b) mittelgroBe
== 0,0015 bis 0,006 g und c) groBe = 0,012 bis 0,2 g. Wie aus
der Tabelle zu ersehen ist, gestaltet sich die Wirkung dieser
erwahnten Gaben verschieden:

1. Gabe = 0,0005 g hat eine unzweifelhaft verstirkende
Wirkung. 2. Gaben = 0,0015 bis 0,006 g wirkten im Laufe der
ersten 19 Tage merklich abschwiichend, dann zeigten sie jedoch
verstirkende Wirkung. 3. Gaben = 0,012 bis 0,2 g Lecithin
verstirkten deutlich die Wirkung des Ricins. Es hat sich also
herausgestellt, daB die zu Uberwintern beginnenden Frosche im
allgemeinen empfindlicher den Lecithinen gegeniiber sich er-
wiesen als die frischen Frosche: schon eine so kleine Lecithin-
gabe wie 0,0006 g zeigte eine deutliche Wirkung. Und die
Dosis von 0,0125 g, die bei den frischen Frioschen einen thera-
peutischen Effekt erzielte, erwies sich hier, bei den zu Uber-
wintern beginnenden Froschen, als ,stark“, schidigend, die Ricin-
wirkung verstirkend. Es scheint, da bei solchen Frischen
die therapeutische Wirkung den Dosen 0,0015 bis 0,006 g zu-
kommt; im allgemeinen sind jedoch auch diese therapeutischen
Gaben fiir die erwihnten Frosche nicht so zuverldssig wie die
therapeutischen Gaben, die fiir die frischen Frosche gelten.
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Folglich reagieren die zu Uberwintern beginnenden Frosche
auf die Lecithinwirkung anders und verschieden von den frischen
Froechen (bei Ricinvergiftung). Und zwar sind die ersteren
der verstirkenden Lecithinwirkung zuginglicher als der thera-
peutischen Wirkung.

Da bei diesem Versuche die Lecithindosis von 0,2 g an-
gewandt war, so wurde noch ein Kontrollversuch in bezug auf
diese Dosis angestellt (Versuch 9).

Versuch 9.

27. X. 1912. Es werden 10 Frosche von derselben Kollektion ge-
nommen, die zu dem Versuch 8 verwandt wurde. Injiziert wurden je
4 ccm einer 59 igen Lecithinemulsion (2 ccm in den Riicken und 2 cem
in den Bauch). Die Frische wurden bis zum 9. XII. 1912 beobachtet;
jedoch war nichts Abnormes an ihnen bemerkbar.

Versuch 10.

Als Erginrung zum Versuch 8 haben wir auch den Versuch 10
gemaocht, und zwar an Frdechen, die lingere Zeit iiberwintert hatten als
die Frosche, deren wir uns in Versuch 8 bedienten.

Gewahlt sind 250 Frosche, je 25 in jeder Serie, Diese Froeche
waren in der zweiten Halfte des Septembers gefangen. Der Versuch
wurde begonnen am 5. XII 1912. Lecithin ist 4 Stunden vor dem Ricin
gegeben.

-3
'y ] Lecithin-Frésche
N
E ; g 50,0008 g|0,0005 g|0,0015 g|0,002 g|0,003 g]0,006 g|0,012 g/0,025 g| 0,05 g
% | % *lo °lo % | o | % | % | %% | %h
3 —_ 4 — —_ —_ - — — — —
5 —_ 4 _— —_ —_— — 4 16 8 8
7 4 16 8 12 12 12 16 32 16 36
8 8 28 12 32 20 24 20 44 32 48
10 40 4 40 76 68 72 40 52 44 68
11 56 68 44 84 80 84 52 64 56 72
18 88 76 68 96 92 96 60 76 76 84
14 88 80 72 100 100 | 100 68 80 80 88
16 | 100 80 84 —_ — — 96 80 84 96
18 | — 92 92 —_ —_ —_ 100 88 96 96

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, war der Einflu8 der
Lecithine auf die Wirkung des Ricins in Versuch 10 verschieden
bei den verschiedenen Dosen der Lipoide. Im allgemeinen
zeigte sich folgendes:
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1. Lecithingaben von 0,0015 bis 0,003 g verstirkten deut-
lich die Wirkung des Ricins im Vergleich zur Kontrolle.

2. Die anderen Lecithindosen erzeugten zweierlei Wirkung:
wihrend der ersten 10 bis 11 Tage verstirkten sie die Ricin-
wirkung mehr oder weniger, spiter begannen sie die Ricin-
wirkung abzuschwichen.

Wir sehen also, daB bei Frioschen (Rana temporaria) die
- Lecithinwirkung auf die Ricinvergiftung wesentlich abhéngig ist
sowohl von der GroBe der Lipoidgaben, als auch von dem All-
gemeinzustande der Versuchstiere (einerseits die ,frischen®
Frosche, andererseits solche, die schon mehr oder weniger lange
Zeit iiberwintert hatten).

Am besten trat die Lipoidwirkung der Lecithine bei frischen
Froschen zutage.

Das Uberwintern der Frosche, das mit Hungern verbunden
ist, dndert die Lipoidwirkung auf die Ricinvergiftung. Bei den
zu Uberwintern beginnenden Froschen begegnen wir noch thera-
peutischen Lecithindosen (0,0015 bis 0,006 g); diese Gaben sind
aber geringer als die bei den frischen Froschen. Bei Frioschen
jedoch, die schon lingere Zeit iiberwintert hatten, ist die thera-
peutische Wirkung der Lecithine augenscheinlich schwach aus-

geprigt.



Uber einen neuen Dialysator fiir analytische Zwecke.

Von
W. Kopaczewski.

(Aus dem Institut Pasteur, Paris.)
(Eingegangen am 17. Juni 1913.)
Mit 1 Figur im Text.

In manchen Fiéllen stellt die Dialyse fast das einzige Mittel
zur Reinigung und Darstellung gewisser Korper von kolloidaler
Natur dar; ich erinnere nur an die Fermente und Toxine.
Jedoch wird sie merkwiirdigerweise nur sehr selten angewandt,
und zwar aus zweifachen Griinden:

1. Handelt es sich um die schnelle Dialysierung, also in
stromendem Wasser, so0 muB man eine auBerordentliche Menge
von Wasser anwenden, das in den Fillen, wo die Entfernung
von Mineralstoffen der Hauptzweck ist, von griéBter Reinheit
sein muBte. Nun verfiigen aber viele Laboratorien nicht iiber
eine so groBe Anzahl von Destillationsapparaten aus Silber oder
Zinn, um z. B. tiglich 151 reinsten Wassers zu gewinnen.

2. Meistenteils muBte man sich nur auf die Gewinnung des
undialysierbaren Stoffes beschrinken; denn die dialysierenden
Teile sind mit einem so groSen Volumen Wasser verdiinnt,
daB es unmoglich ist, sie nachher daraus zu gewinnen; oft
auch zersetzten sie sich wiahrend der Dialyse.

Wahrend unserer Arbeiten iiber die Dialyse der Maltase!)
batten wir immer mit einem Mangel an geeignetem Wasser zu
kimpfen, und konnten oft nicht die Dialyse mit strémen-
dem Wasser durchfiihren. Andererseits zersetzte sich immer
der dialysierte Teil der Maltase (Kohlenhydrate usw.) wihrend

1) Sur la dialyse de la maltase. Compt. rend. de I'Acad. d. Se.,
1566, 918, 1913.
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der Dialyse. Deshalb habe ich mir die Frage gestellt, ob es
nicht moglich wire, die Dialyse, Wasserdestillation und Kon-
zentration des Dialysats zu vereinigen.

Nach vielen Fehlversuchen ist es gelungen, folgenden Apparat
zu konstruieren, mit dem ich die Fachgenossen bekannt machen
mdchte (Fig. 1)%).

Aus der Figur ersieht man, daB der Apparat aus drei
Teilen besteht, von denen alle drei sterilisierbar sind: 4, B
und O im Autoklaven, B und C auch
auf trockenem Wege (4 1809).

A stellt einen etwas modifizierten
Dialysator vor; er ist so eingerichtet,
daB man ihn mit einem Kollodiumsack,
ohne oder mit einem Glasrohr, versehen
kann. Unten trigt er ein Glasrohr
mit Zweiweg-Hahn. Das Seitenrohr hat
die Aufgabe, die Reinheit des Wassers
zu priifen (durch die Messung des elek-
trischen Leitvermogens) und, was dar-
aus folgt, das Ende der Dialyse fest-
zustellen. Das vertikale Rohr verbindet
den Dialysator mit dem Kolben, der
Hahn reguliert den Ausflu des Wassers,
so daB es immer auf dem gleichen

Fig. 1. Niveau im Dialysator steht.

B ist ein Kolben aus Jenaer Glas,
der mit einem Korkpfropfen verstopft ist. Der letztere ist unten
mit einer Scheibe aus Zinn versehen, um den direkten Kontakt
des Wassers und des Pfropfens zu vermeiden. Durch den Pfropfen
gehen 3 Rohren: eine erste von dem Dialysator, eine zweite
zur Wasserpumpe und eine dritte aus Zinn zu den Kiihlern.

C ist aus 2 Soxhletkiihlern aus Zinn mit doppelter Wasser-
zirkulation gebildet, die mittels eines Y-Rohres, auch aus Zinn,
verbunden sind.

Der Apparat funktioniert sehr einfach.

Man gieBt in den Kolben B so viel Wasser ein, wieviel
man aus dem zu dialysierenden Stoff bekommen will; man

1) Den Vertrieb dee Apparats hat die Firma Pouleur fréres in Paris
angenommen.
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verschlieBt ihn, biegt das Zinnrohr an den Stellen X und ¥
in der Weise, daB die Offnungen der Kiihler ¢ und b in die
Seitenarme des Dialysators gelangen.

Die Dialyse kann im luftverdiinnten Raume — oder nicht —
vorgenommen werden. Im ersten Falle 6ffnet man den Hahn &
und stellt das Vakuum an; man schlieBt den Hahn zu, ziindet
den Brenner an und bringt die Fliissigkeit zum Sieden; dann
reguliert man die Flamme so, daB sie die Siedetemperatur
(ungefdhr - 40°) nicht iibersteigt.

Der Apparat produziert tdglich 7 bis 8 1 Wasser von der
Leitfahigkeit 1,2—1,6-107% wenn er bei gewdhnlicher Siede-
temperatur arbeitet, 3 bis 41 von der Leitfahigkeit 0,6—0,7-107°
bei der Temperatur | 40°. Wenn man beachtet, daB der
Raum zwischen Kollodiumsack und Dialysatorwénden ungeféhr
300 bis 400 ccm betriigt, so sieht man, daB sich das Wasser im
Dialysator 10 bis 20 mal téglich erneut. So ist es nicht mehr
merkwiirdig, daB die Dialysezeit sich auf !/, oder */, der ge-
wohnlichen reduziert?).

Ein praktischer Vorteil des Apparates liegt noch darin,
daB er auch als gewshnlicher Destillationsapparat fiir reines
Wasser dienen kann. Dazu schlieBt man nur den Hahn kr
zu, fiillt den Kolben B mit destilliertem Wasser und sammelt
das reine Wasgser im Dialysator; von Zeit zu Zeit 6ffnet man
den Habn und stellt die Verbindung zwischen dem Dialysator
und dem Seitenrohr her, um das zweifach destillierte Wasser zu
sammeln.

1) Wir haben z. B. die Pectase und Pectin dialysiert, einerseits in
unserem Dialysator, andererseits in einem einfachen (in letzterem Falle
wechselte man das Wasser 3 mal tiglich). Um die Pectase und Pectin
von der Leitfahigkeit von ungefahr 2,8.10—¢ zu bekommen, dislysierten
wir im ersten Falle 2 bis 3 Tage lang, im zweiten 3 bis 5 Tage.



Ober den stickstoffhaltigen Bestandteil des Kephalins.
Von
A. Baumann.

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu StraSburg.)
(Eingegangen am 20. Juni 1913.)

Uber die basischen Bestandteile des Kephalins liegen fol-
gende Untersuchungen vor:

Thudichum?) fand bei der Spaltung des Kephalins?) mit
Baryt drei Basen, die er als Chlorplatinate trennte und unter-
suchte. Das eine entsprach in seiner Zusammensetzung dem
Chloroplatinat des Cholins; aus der Mutterlauge dieses Salzes
krystallisierte dann ein zweites Salz, aus dessen Zusammen-
setzung Thudichum die Formel

2 (C,H,NO.HCl) 4 PtCl,

berechnete. Er bemerkt dazu: ,Man kionnte die im Salz ent-
haltene Base als Dimethylamin betrachten, in dem das dritte
Atom Wassserstoff durch Hydroxyl vertreten ist, oder man
konnte es auch als Oxéthylamin erkliren (Formeln), also als
einen aus Neurin (Cholin) durch den Verlust von drei Radikalen
Methyl und einem Radikal Wasser gebildeten Korper.“

Das Chlorplatinat der dritten Base Thudichums kry-
stallisierte nicht; aus den analytischen Daten liBt sich keine
plausible Formel berechnen.

1) Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns der Men-
schen und der Tiere. Tiibingen 1901, 8. 1451

f) Thudichum arbeitete mit Material, das aus Menschenhim und
aus Rinderhirn gewonnen war; er gibt nicht an, von welcher Tiergattung
das hier verarbeitete Kephalin stammte. Man muB also auch mit der
Moglichkeit rechnen, daB ein Gemisch von Kephalin aus Menschenhim
und aus Rinderhirm hydrolysiert wurde.
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Thudichum ldBt die Frage offen, ob die zwei Basen
urspriingliche Bestandteile des Kephaling sind oder durch Zer-
setzung des Cholins sich gebildet haben.

W. Koch?), der Kephalin aus Schafhirn untersuchte, fand
nach Barytspaltung kein Cholin, dagegen ,eine kleine Menge
eines Korpers, dessen Platinsalz annidhernd die Zusammensetzung
eines Monomethyloxidthylamins besaB, dessen Menge jedoch zur
weiteren Reinigung nicht geniigte.“ Die Eigenschaften dieses
Balzes beschreibt Koch nicht.

Koch hat auch versucht, durch Bestimmung der im
Kephalin am Stickstoff gebundenen Methylgruppen iiber die
im Kephalin enthaltene Base AufschluB zu erlangen: er fand
fiir jedes Stickstoffatom ein — bei 240° abspaltbares Methyl.

Cousin?®) fand bei der Hydrolyse seiner Kephalinpriparate
aus Rinderhirn mit Salzsiure nur Cholin; er betrachtet die an-
deren Basen Thudichums als Zersetzungsprodukte des Cholins.
Sigmund Frénkel und E. Neubauer?) fiihrten Bestimmungen
des N-Methyls an drei Kephalinpriparaten aus. In ihrem
Priparat A, das sie als Reinkephalin bezeichnen, fanden sie das
Verhiltnis des Stickstoffs zu dem N-Methyl annihernd wie 1:1;
in dem Priparat B, aus welchem durch Fillung mit Salzsiure
in wésseriger Losung das Priaparat A hervorgegangen war, das
Verhiltnis N/N.CH, wie 1:1,91; in dem Préparat C, das nach
dhnlicher Reinigung wie die vorherigen durch Aussalzung aus
wiisseriger Losung gewonnen wurde, betrug der Wert von N/N.CH,
1:2,8 bis 1:3,44%). Trotz dieser widersprechenden Befunde
schlieBen sich die Autoren der Ansicht Kochs an, daB im Ke-
phalin jedem Atom Stickstoff eine Methylgruppe entspricht.

Bei mehreren Hydrolysen des Kephalins aus Menschen-
hirn, die mit Barytlauge nach der von Parnas®) beschriebenen
Methode ausgefithrt worden sind, konnte die im Kephalin ent-

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 136, 1902.

*) Journ. de Pharm. et de Chim. [6] 25, 177 bis 180, 1907.

9) Diese Zcitschr. 21, 332 bis 334, 1909.

4) Diese Zahlen sind aus den Daten berechnet, die sich in der Arbeit
von Sigmund Frinkel und E. Neubauer vorfinden: Frinkel und
Neubauer geben auf Grund derselben Daten andere Reohnungsresul-
tate an.

%) Diese Zeitechr. 22, 411, 1909.
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haltene Base nicht isoliert werden; es war aber sicher fest-
zustellen, daB dabei kein Cholin abgespalten wurde.

Erst bei einer planméBigen Aufarbeitung derjenigen wasser-
16slichen Produkte, die bei der Aufspaltung von Kephalin?)
mit verdiinnten Siuren entstehen, gewannen wir Anhaltspunkte
iiber die Natur der Kephalinbase. Wir bestimmten in deren
wisseriger Losung den primédren Aminostickstoff nach D. van
Slyke®): es ergab sich, dal fast simtlicher Stickstoff des Ke-
phalins als wasserlosliche primére Base vorlag. Dasselbe ergab
sich, als wir im nicht hydrolisierten Kephalin den priméren
Aminostickstoff bestimmten.

Die Base des Kephalins muBte also eine primire Base
sein; da sie im Kephalin sehr fest, nicht salzartig gebunden
ist, so war nicht an ein einfaches Amin zu denken, sondern
an eine Aminosiure oder ein hydroxyliertes Amin. Es war
naheliegend, auf Grund des Befundes von Thudichum auf
das Vorhandensein von Oxdthylamin (Aminoéathylalkohol) zu
schlieBen, das von Trier®) im Bohnensamenlecithin und im
kduflichen Lecithin (Merck) gefunden worden ist.

Wir arbeiteten die wasserloslichen Produkte einer Hydro-
lyse des Kephalins mit Schwefelsiure zundchst in der von
Trier fiir die Lecithinhydrolyse angegebenen Weise auf; wir
gewannen dabei kein Cholin, wohl aber gelang es uns, eine geringe
Menge des Oxiithylamins in Form seines Chloraurats zu iso-
lieren, zu reinigen und durch Analyse sowie nach Schmelz-
punkt und anderen Eigenschaften sicher zu identifizieren. Weit
besser gestaltete sich die Ausbeute bei einer beschrinkten
Hydrolyse mit Salzsiure: hier wurden mehr als 25°, des in
Losung gegangenen Stickstoffs als reines Chloraurat des Ox-
athylamins isoliert, auch der Rest des Stickstoffs erwies sich als
einer priméren Base angehorig.

Es ergab sich die Frage, ob das Oxithylamin ein im Ke-
phalin priformierter oder durch sekundire Zersetzungen des
Cholins entstandener Korper sei: diese zweite Moglichkeit ist

1) Es ist hier wie im folgenden stets von Kephalin aus Menschen-
hirn die Rede, das aus in Aceton gehirtetem und im Vakuum getrook-
netem Material nach der Methode von Parnas dargestellt wurde (1. o.).

%) Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 5, II, 951.

%) Zeitsohr. f. physiol. Chem. 78, 383, 1911; 76, 498, 1912.
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von Thudichum erwogen, von Cousin behauptet worden.
Da im ungespaltenen Kephalin primdrer Aminostickstoff ent-
halten ist, erscheint die Vermutung Cousins unwahrscheinlich;
wir iiberzeugten uns auch in einem besonderen Versuch, da8
nach langdauernder Behandlung von Cholin mit 20°/, Schwefel-
siure kein nach D. van Slyke bestimmbarer Aminostickstoff
auftrat.

Nach diesen Befunden halten wir es fiir erwiesen, daB die
im Kephalin aus Menschenhirnen enthaltene Base eine primire
Base ist, wahrscheinlich zum groBten Teil oder ausschlieSlich
Oxithylamin.

Wir befinden uns damit zundéchst im Widerspruch mit den
Angaben derjenigen Forscher, die im Kephalin Cholin und
Methylimidgruppen gefunden haben. Als wir die Angaben
iiber das Vorkommen von Methylimidgruppen im Kephalin an
unserem Préparat nachpriiften, fanden wir, da8 auch nicht eine
Spur von (nach Meyer und Herzig bestimmbaren) Methylimid
darin vorhanden war. Wir wollen auf Grund dieser Befunde
weder den Angaben Kochs, der Schafhirn-Kephalin unter-
suchte, noch jenen Cousins, der Rinderhirn gebrauchte, wider-
sprechen: diese Frage bedarf einer vergleichenden Untersuchung.
Der Befund von Thudichum koénnte sich erkliren, wenn man
annimmt, daB dieser Forscher ein Gemisch von Rinder- und
Menschen-Kephalin verarbeitet hat. Dagegen stehen unsere —
am Menschenkephalin gewonnenen — Resultate mit den SchluB-
folgerungen von Frinkel und Neubauer in unldsbarem
Widerspruch.

Experimentelles.
Versuch 1.

Hydrolyse des Kephalins mit Schwefelsiure.

50 g Kephalin wurden in 300 ccm Wasser unter Verreiben
aufgeldst und mit 1560 g konz. Schwefelsdure in 650 ccm Wasser
versetzt, die Fliissigkeit etwa 30 Stunden lang bei 60° in Koh-
lensiureatmosphire unter dauerndem Turbinieren hydrolisiert.
Dabei firbte sich die Fliissigkeit allmihlich braun. Nach dem
Erkalten wurde die erstarrte Masse der Fettsiuren und aus-
geschiedenen Melanine abgesaugt und mit Wasser wiederholt

ausgezogen, das Waschwasser mit dem Filtrat vereinigt.
Biochemische Zeitsohrift Band 54. 3
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Die vereinigten Filtrate betrugen 1490 ccm; je 10 cem
wurden nach D. van Slyke analysiert.

1. 10 ccm liefern bei 19° und 767 mm 9,8 cem N,,

entsprechend 5,66 mg N,

2. 10 ccm liefern bei 20° und 764 mm 9,9 ccm N,,

entsprechend 5,66 mg N.

Die gesamte Fliissigkeit enthilt demnach 0,844 g priméren
Aminostickstoff. Die angewandte Kephalinmenge enthielt 1,1 g
Stickstoff; im festen Hydrolysenriickstand (nach Extraktion der
alkohollslichen Fettsiuren 2,7 g) fanden sich 0,11 g N.

3. 0,1110 g verbrauchen nach Kjeldahl 3,3 ccm 0,1 n-
Siure: 4,16°/,N. Es wurden also von den 1,1 g N des Ke-
phalins 0,8 g als primirer Aminostickstoff und 0,1 g als Melanin-
stickstoff wiedergewonnen.

Aus der wisserigen Losung der Spaltungsprodukte wurde
die Schwefelsiure mit Baryt, das Baryt mit Kohlensiure ent-
fernt; dann wurde sie eingedampft und die Glycerinphosphor-
siure mit basischem Bleiacetat ausgefillt. Das Blei wurde
mit Schwefelwasserstoff gefillt, das Filtrat durch Luftdurch-
leitung von Schwefelwasserstoff befreit, dann eingedampft, das
Eindampfen unter Zusatz von Alkohol und Salzsdure wieder-
holt. Der Riickstand wurde mehrmals mit abs. Alkohol aus-
gezogen. Auf Zusatz von alkoholischer Sublimatlésung fiel in
der Kilte nur ein #uBerst spirlicher Niederschlag aus; nach
Entfernung des Quecksilbers und des Schwefelwasserstoffs wurde
eingedampft, mit abs. Alkohol aufgenommen: nun fiel auf Zusatz
von Platinchlorid (in Alkohol) wieder nur ein sehr geringer
Niederschlag. Das Platin wurde entfernt, die Losung eingedampft
und iiber einen Monat im KExsiccator aufbewahrt: der Sirup
krystallisierte nicht. Auf Zusatz von Goldchlorid in sehr kon-
zentrierter Losung krystallisierte in der siruposen Masse ein
Chloraurat aus, das sich beim Stehen im Exsiccator langsam
vermehrte. Nach 10 Tagen wurde die zdhe Fliissigkeit scharf
abgesaugt, auf gehirtetem Papier abgepreBSt, mit Salzsiure ge-
waschen, abgesaugt und getrocknet. Die Hilfte des griinstichig-
gelben Krystallpulvers, das metallisches Gold enthielt, wurde
aus Essigester umkrystallisiert. Das auskrystallisierte Chlor-
aurat war wieder mit Goldflittern verunreinigt: die Menge be-
trug 50 mg.
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Um Anhaltspunkte iiber die Zusammensetzung zu ge-
winnen, lieBen wir die mit Gold verunreinigte Substanz ana-
lysieren (Mikroanalyse nach Prof. F. Pregl):

3,794 mg (710 mm; 189: 0,116 ccm N,
— 3,359/, N.
6,678 mg (707 mm; 18%: 0,200 ccm N,
=327, N.
5,724 mg: 3,098 mg Au?'); 1,00mgH,0; 1,20mg CO,
= 54,12°/, Au; 1,96°/ H; 5,729/, C.
7,622 mg: 4,21 mg Au
= 55,23/, Au.

Das Ergebnis der Analyse des unreinen Salzes ist zu-
nichst, daB sich darin C:N verhilt, wie 1,993:1; es wurde
wahrscheinlich, daB8 die untersuchte Substanz das Chloraurat
des Oxithylamins war. Die Substanz war, wie erwdhnt, mit
Goldflittern verunreinigt; wir versuchten, die Substanzmengen
der Analysen folgendermaBen zu korrigieren:

Der Goldgehalt des Oxathylaminchloraurats betragt 49,24°/,;
gefunden wurden 55,23°/, Au. Wir nehmen also an, da8 die
Substanz 5,99°/, metallisches Gold enthielt. Zieht man diese
Menge von den Ausgangsmengen der Analysen ab, so ergeben
sich folgende Werte:

6,076 mg (707 mm; 18%: 0,200 ccm N,

5,381 mg : 1,00 mg H,0; 1,20 mg CO,.
Gefunden: N: 3,69°/,; C: 6,08°/,; H: 2,07%;

Berechnet: N: 3,51°/,; C: 6,03°/,; H: 2,019/, fiir C,H,NOAuCI,.

Die iibriggebliebene Menge des Goldsalzes (40 mg), welche
nicht aus Essigester umkrystallisiert war, wurde nun in sehr wenig
verdiinnter Salzséiure aufgelost, filtriert und die Losung in
einem kleinen hohen Gléschen im Exsiccator verdunstet. Das
8alz krystallisierte in groSen Krystallen von der Farbe des
Kaliumplatinchlorids auns: die Mutterlauge wurde vorsichtig mit
Filtrierpapier abgetupft, dann weiter getrocknet.

Die so gewonnenen Krystalle (30 mg) enthielten auBer
Gold keine anorganischen Verunreinigungen: nach Verbrennen
auf dem Spatel farbte der Riickstand die Flamme iiberhaupt

1) Bei dem Verbrennen gewonnener, zu niedriger Wert.
3.



36 A. Baumann:

nicht. Die Krystalle schmolzen bei 188 bis 189° zu einer
roten Fliissigkeit, die nach dem Erkalten zu einer gelben
Krystallmasse wieder erstarrte; der Schmelzpunkt stimmt also
vorziiglich mit dem des reinen Oxithylaminchloraurats, welchen
Knorr zu ca. 190°!) angibt. Eine Mischprobe mit syntheti-
schem Oxdthylaminchloraurat ergab die Identitit der beiden
Korper. Bei langsamem Erhitzen schmilzt unser Chloraurat
ebenso wie das kiinstliche bei 183 bis 185°; bei lingerem Er-
hitzen entwickelt die Schmelze langsam Gasblasen.

Herr Dr. Wecker (Miinchen) hatte die Giite, die Krystalle
zu untersuchen; er schreibt uns dariiber:

Das Salz bildet kurze Prismen, bis iiber 1 mm groB, von
einer ausgesprochenen Spaltbarkeit nach ihrer Léngsrichtung
(messerklingenformige Spaltstiicke). Sie sind pleochroitisch, und
zwar hell griinlichgelb bei anndhernd paralleler Lage ihrer
Léangsseite zur Schwingungsrichtung des Polarisators, dunkel
rotlichgelb bei nahezu senkrechter Lage. Sie l6schen schief
aus, sind optisch zweiachsig und besitzen starke Doppelbrechung
von negativem Charakter. Die Substanz ist wahrscheinlich
triklin. Der Vergleich mit dem Chloraurat von synthetischem
Oxithylamin ergab krystallographische Identitdit beider Sub-
stanzen.

Analyse nach Prof. Pregl:

8,423 mg: 4,128 mg Au; 1,61 mg H,0; 1,93 mg CO,;

6,137 mg (718 mm, 20°): 0,200 cem N,.

Gefunden: N: 3,69°,; C:6,25%,; H:2,14%; Au: 49,01%;
Berechnet: N: 3,561°; C:6,03%,; H:201%, Au:49,24°.

Versuch 2.
Hydrolyse des Kephalins mit Salzsdure.
75 g Kephalin wurden in 250 ccm Wasser gelést und mit
550 ccm konz. Salzsdure versetzt; die Mischung wurde in einem
Kolben unter QuecksilberverschluB und starkem Riihren bei
50 bis 60° 40 Stunden lang gehalten. Nach Entfernung der
festen Produkte wurde die wisserige Fliissigkeit bis auf 1560 ccm
eingedampft, mit Natronlauge neutralisiert und dann genau so
bebandelt, wie die Fliissigkeit im Versuch 1 nach der Ent-

) Ber. 80, I, 918, 1897.
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fernung der Schwefelsdure und des Baryts; sie verhielt sich
fast genau wie im Versuch 1. Vor dem Zusatz von Goldchlorid
wurde die Substanz auf 20 ccm verdiinnt, davon 2 ccm ent-
nommen, auf 12 com verdiinnt und zu einer Bestimmung nach
van Slyke benutzt.

10 com Losung (762 mm, 22%: 33 ccm N,
=18,6 mg N.

Die Gesamtmenge enthilt demnach 0,223 g N.

Die Losung wurde eingedampft und der Sirup mit Gold-
chlorid versetzt; es krystallisierten sofort braungelbe harte
Krystalle in Krusten aus. Sie wurden iiber Asbest abgesaugt,
mit verdiinnter Salzsiure gewaschen, im Exsiccator getrocknet;
es wurden so 1,7 g Chloraurat erhalten.

Die Krystalle wurden aus verdiinnter Salzsédure umkrystalli-
siert; wir erhielten sie in der gleichen Weise wie die im
Versuch 1 beschriebenen rein und mit dem richtigen Schmelz-
punkt in der Ausbeute von 1,3 g.

Aus der ersten Mutterlauge krystallisierte noch eine kleine
Menge derselben Krystalle; auBerdem enthielt diese Mutter-
lauge eine dunkle Schmiere, die nach Verdiinnen mit Wasser
vollstindig ausfiel. Nach Entfernung des Goldes mit H,S
wurde in den vereinigten Mutterlaugen der Gesamtstickstoff
und der primére Aminostickstoff bestimmdt.

Volumen der Ldsung: 250 ccm.

10 ccm Lésung (763 mm, 209: 10,7 ccm N,
=6,11 mg N.

Die Losung enthilt also 0,153 g priméren Aminostickstoff.
256 com der Losung verbrauchen nach Kjeldahl 11,9 ccm
" 0,1 n-Siure

=16,66 mg N.

Die Losung enthélt im ganzen 0,166 g N.

Wir sehen hier, daB in der Restlosung der Aminostickstoff
929/, des Gesamtstickstoffs betrigt. Die Ausgangslosung ent-
hielt 0,223 g Aminostickstoff, davon wurden im Goldsalz 0,065 g N
gefunden, der Rest ist ganz vorwiegend ebenfalls primérer
Aminostickstoff.
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Versuch 3.

10 g Kephalin wurden in 150 ccm heiBem Wasser gelost
und in eine Mischung von 150 ccm Wasser mit 60 g Schwefel-
siure eingetragen. Die Hydrolyse vollzog sich bei 50 bis 55°
30 Stunden lang. Von den ausgeschiedenen Fettsiuren wurde
abgesaugt, das klare Filtrat auf 500 ccm gebracht.

Bestimmung nach van Slyke:

1. 5 cem (763 mm, 219: 2,40 ccm N,
=0,0014 g N.

2. 5 cem (763 mm, 219: 2,30 ccm N,
=0,0013 g N.

Die Gesamtmenge des abgespaltenen Aminostickstoffs be-
trigt also 0,137 g (Mittelwert).

Gesamtstickstoff nach Kjeldahl:

1. 50 ccm Losung verbrauchen 10,30 ccm 0,1 n-Saure.
2. 50 ccm Losung verbrauchen 10,00 ccm 0,1 n-Séure.

Die Gesamtmenge des abgespaltenen Stickstoffs betrigt
also 0,14 bis 0,144 g.

Wir baben uns iiberzeugt, daB Aminodthylalkohol mit
salpetriger Séure bei Anwendung des van Slykeschen Ver-
fahrens reagiert und bestitigen die darauf beziiglichen An-
gaben von G. Trier?).

Versuch 4.

Zur Priifung der Frage, ob bei der Siaurehydrolyse aus
Cholin primére Basen entstehen konnen, haben wir Cholin-
chlorhydrat mit 209 ,iger Schwefelsiure bei 50 bis 60°
40 Stunden lang erhitzt. Die Schwefelsdure wurde mit Baryt,
der Baryt mit Kohlensiure entfernt, die Losung eingedampft
(mit Salzséure) und von dem krystallisierten Riickstand 0,1487 g
in 20 ccm Wasser geldst.

Bestimmung nach van Slyke:

10 ccm Losung (763 mm, 19°): 0,3 ccm N,.
0,07435 g: 0,0002 g N.

Das angewandte Cholinchlorhydrat gab folgende Werte:
0,0285 g (768 mm, 24%): 0,3 ccm N;.

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1918 (Heft vom 14. Juni).
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Es ergibt sich also, daB keine Zunahme des nach
van Slyke bestimmbaren Stickstoffs nachweisbar ist.

Wir haben auch die Frage gepriift, ob nicht Oxéthylamin
bei Bestimmungen von Methylimidgruppen nach Meyer und
Herzig durch Reduktion der Athoxylgruppe und deren nach-
trigliche Abspaltung als Jodidthyl zu Fehlern AnlaB gibt. Wir
haben bei Verwendung von synthetischem Oxdthylamin (Kahl-
baum) zu Methylimidbestimmungen geringe Mengen Jodsilber
erhalten, die etwa einem Zehntel der unter obiger Annahme
berechneten Menge darstellten; indessen schreiben wir dieses
Resultat den Verunreinigungen des Oxdthylamins zu, da wir
bei den entsprechenden Bestimmungen am Kephalin (die Jod-
hydrate wurden bis 340° erhitzt) liberhaupt keine Ausscheidung
von Jodsilber bekommen haben.

Bestimmung des priméren Aminostickstoffs am
Kephalin.

Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl: 1,98 g
Kephalin verbrauchen 26 ccm 0,1 n-Séure, entsprechend 1,84°/  N.
Bestimmung des priméren Stickstoffs nach van Slyke: 0,9 g
Kephalin werden in Wasser unter Zusatz von Alkali geldst
und auf 50 ccm verdiinnt; davon geben

10 cem (763 mm, 219: 6,3 cem N,
=1,63°/, N.

Zusammenfassung.

Es wird nachgewiesen, daB der Stickstoff des
Kephalins einer primiaren Base angehort und daB die
primire Aminogruppe bereits im Kephalin enthalten
ist. Als das basische Spaltungsprodukt des Kephalins
wird das Oxdthylamin isoliert und identifiziert.

Diese Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Dr. Parnas
unternommen, der mich bei deren Ausfiihrung durch Rat und
Tat unterstiitzte.



Zur Kenntnis der Hypophysenenzyme.
Von
Lucie Buetow.

(Aas der ersten inneren [Direktor: Prof, Dr, L, Kuttner] und der
chemischen [Vorsteher: Prof. Dr. W. Ldb] Abteilung des Virchow-
Krankenhauses zu Berlin.)

(Eingegangen am 20. Juni 1913.)

Uber die Bedeutung der Hypophyse im Organismus ist
bisher noch wenig bekannt.

Wahrend der Driise von einigen Autoren jegliche Funktion abge-
sprochen und sie als ein in Involution begriffenes Organ bezeichnet
wird, behaupten andere, daB8 ihr eigene spezifische Funktion zukomme.
QGestiitzt wird diese Annahme durch die Beziehungen, in der die Akro-
megalie mit der Hypophyse steht. P. Marie!) hat zuerst das Krank-
heitsbild der Akromegalie beschrieben und auf das Vorkommen dee Hypo-
physentumors aufmerksam gemacht. Er hat spiterhin die Akromegalie
auf eine Uberfunktion der Hypophyse guriickgefiihrt.

Neuerdings haben andere Autoren wie Borchardt®) und Biedl?®)
bestiitigt, daB sich bei Akromegalie immer Verdanderungen in der Hypo-
physe finden. Wihrend bei der Akromegalie, bei der sich iibrigens in
etwa 40°/, der Fille Glucosurie finden soll (Borohardt)¢) eine Hyper-
funktion angenommen wird, glaubt man, daB es sich bei der Fettsucht
mit Hypoplasie des Genitalapparates um eine Hypofunktion handelt
(Frdhlich)®).

Ferner hat man gefunden, daB es bei Schilddriisenhypoplasie zur
VergroBerung der Hypophyse kommt und umgekebrt bei mangelbafter
Hypophysenentwicklung zur VergroBerung der Schilddriise®).

1) Zitiert nach Borohardt, Beihefte zur med. Klinik, 7. Jahrg.,
Heft 5, 8.132/33.

f) Borchardt, Ergebn. d. inn. Med. 1809, Heft 3, S. 344.

%) Biedl, Innere Sekretion S.305, 1910.

¢) Borchardt, Beihefte zur med. Klinik, 7. Jahrg., Heft 5, 8. 184,

%) Frohlich, Wiener klin. Rundschau 1901, Nr. 47.

¢) v. Fiirth, Probleme der physiol. u. pathol. Chem. 1: Gewebs-
chemie 8, 487,
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Man hatte geglaubt, in dem Hypophysin das spesifische Sekret ge-
funden zu haben. Dies wirkt sehr stark blutdrucksteigernd. Wegen
seiner erregenden Wirkung auf die glatte Muskulatur wird es besonders
als wehenerregendes Mittel angewandt. Auffallend ist jedoch, daB der
Hypophysenextrakt gar nicht aus dem driisigen Teil der Hypophyse,
sondern aus dem Infundibularteil stammt.

Um das Tateachenmaterial iiber die Hypophyse zu ver-
mehren, habe ich mich als Assistentin an der ersten inneren
Abteilung des Virchow-Krankenhauses auf der chemischen Ab-
teilung des Krankenhauses mit einer Untersuchung der in der
Hypophyse wirksamen Fermente beschiftigt.

Wie W. Léb?) in seiner Arbeit tiber die Ovarien aus-
filhrt, kann man in jedem driisigen Organ zweierlei Arten von
Enzymen unterscheiden, erstens solche, die allein fiir den Stoff-
wechsel des Organs an sich da sind und die man, wie es scheint,
in allen driisigen Organen wiederfindet, und zweitens solche,
denen spezifische Funktionen im Gesamtorganismus zukommen.
Es mag auch darauf hingewiesen werden, daB gerade die
Kenntnis der in einem Organe tdtigen Enzyme fiir die Er-
forschung der Hormone von Bedeutung ist. Diese von den
Organen produzierten Stoffe, deren Wirksamkeit sich auf den
ganzen Organismus erstrecken kann, entstehen zweifellos durch
regulierte biologische Reaktionen. Es liegt nahe anzunehmen,
da8 auch an der Erzeugung der Hormone durch Spaltung
groBerer Molekiilkomplexe oder durch Synthese die Enzyme
wesentlich beteiligt sind, so daB die Kenntnis der in einem
bestimmten Organe vorhandenen Enzyme einen Tatsachen-
komplex bildet, der mit einer ganzen Reihe wichtiger Probleme
in engem Zusammenhang steht. Wenn dies so ist, so darf man
annehmen, daB8 die Funktion der einzelnen Organe auch in
ihrem Gehalt an Enzymen zum Ausdruck kommt.

Da wir nun in der Hypophyse, wie aus der Arbeit zu er-
sehen ist, nicht nur nicht quantitativ (im Verhiltnis zur GroBe
des Organs) eine Abnahme der Fermente finden, sondern sich
auch solche Enzyme nachweisen lassen, die man vielleicht als
spezifische ansprechen kénnte, so kénnen wir daraus den Riick-
schluB ziehen, daB es sich hier nicht um ein in Involution be-
griffenes Organ handelt.

1) WaltherLéb und 8. Gutmann, Zur Kenntnis der Enzyme der
Ovarien. Diese Zeitschr. 41, Heft 6, S.445.
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Das Priparat wurde Herrn Professor Léb von der Chemi-
schen Fabrik Rhenania zur Verfiigung gestellt. Die blutfrei
gewaschenen Organe von Pferden wurden nach dem Trocknen
bei niederer Temperatur von Fett befreit und in Fleischmiihlen
zu einem grobkdrnigen Pulver zerkleinert. Der wisserige und
der alkoholische Auszug erwiesen sich als blutfrei.

Da die meisten Enzyme zwar wasserloslich sind, ohne daB
gie sich in jedem Falle leicht aus Organpulvern extrahieren
lassen, so wurden die meisten Versuche sowohl mit dem ur-
spriinglichen Pulver als auch mit wisserigen Extrakten ausge-
fiihrt. Zur Herstellung der Extrakte wurde das Pulver mit
dem Lésungsmittel auf einer Schiittelmaschine bestimmte Zeit
geschiittelt und die Mischung nétigenfalls nach Zentrifugieren
klar filtriert.

Bei allen Versuchen wurde die Sterilitdit durch Zusatz
von 1 Vol-Proz. Toluol gewahrt, das sich bei kiirzeren Ver-
suchen als ausreichend bewahrt hat, ohne die Enzymwirkung
zu schadigen.

Experimenteller Teil.

Katalase und Peroxydase.

Wihrend die Peroxydase nicht den vorhererwihnten allge-
meinen Zellenzymen zuzurechnen ist, scheint dies bei der Kata-
lase, deren Wirkung bekanntlich darin besteht, Hydroperoxyd
in Sauerstoff und Wasser zu zerlegen, ohne daB Oxydations-
prozesse dabei auftreten, der Fall zu sein.

Wie schon erwihnt, findet sich die Katalase in allen
Organen, aber die Mengenverteilung in den Organen ist eine
auBerordentlich verschiedene. Am meisten soll die Leber ent-
halten, am wenigsten Muskulatur und Gehirn. Auch die ver-
schiedenen Tierarten verhalten sich in bezug auf die Menge
des Ferments sehr verschieden. Nach einer Zusammenstellung
von Battelli und Stern?) finden sich folgende, durch 1 ccm
Blut aus 1°/,iger Wasserstoffsuperoxydlésung entwickelte Sauer-
stoffmengen:

1) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Spezieller
Teil, S.897.
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Mensch e et e e 9200
Pferd . . . ... ... 3900
Rind ... ...... 3500
Taube . . . . ... . 140
Frosch . .. .. ... 400
Natter . . ... ... 13700
Viper . . . ... ... 8700

Zur Priifung des Hypophysenpriparates wurden 5 g Sub-
stanz mit 100 ccem Aqu. dest. und 1 ccm Toluol !/, Stunde
anf der Schiittelmaschine geschiittelt, filtriert und etwas von der
Losung mit einigen Tropfen Wasserstoffsuperoxyd versetzt. Es
tritt eine verhiltnismiBig geringe Gasbildung ein. Die Priifung
auf Peroxydase mittels Aloin ist positiv.

Eine kleine Menge der festen Substanz, mit Wasserstoff-
superoxyd versetzt, gibt sehr starke Sauerstoffentwicklung.

Katalase und Peroxydase sind vorhanden.

Diastase.

Auch die Diastase diirfte den allgemeinen Zellenzymen
zuzuziblen sein. Aus der bis jetzt stets gefundenen gleichen
Beeinflussung der Stirke und des Glykogens durch dieselben
Diastaselosungen kann man den SchluB ziehen, daB eine Art
Diastase sowohl die pflanzliche wie die tierische Stirke zu ver-
zuckern vermag. Bekanntlich findet sich Diastase vor allem
im Speichel und im Pankreas, ferner im Blut, in Lymphe und
Galle, in der Leber und in der Milz; von Fischer und
Niebel?) ist sie im Kropf, Hoden und in der Schilddriise nach-
gewiesen worden, von L&b?) in den Ovarien. Auch im Magen-
inhalt findet man hiufig diastatisches Ferment; doch ist dies
nicht im Magensekret vorhanden, sondern vermutlich durch
RiickfluB aus dem Duodenum in den Magen gelangt.

a) Spaltung der Starke.

Die Losungen wurden in der Zusammensetzung, die die
nachfolgende Tabelle gibt, 24 Stunden im Brutschrank gehalten,
dann filtriert. 40 ccm wurden mit 5 cem kolloidaler Eisen-

) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Spezieller
Teil 1910, 8. 107.
%) WaltherL6b u. S. Gutmann, diese Zeitschr. 41, Heft 6, S. 447.
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hydroxydlésung enteiweiBt, mit 1 ccm Magnesiumsulfat versetzt
und auf 50 ccm aufgefiillt.

In der Tabelle I wurde die Zuckerbestimmung mittels
der Polarisation ausgefiihrt, in der Tabelle II mittels der Bang-
schen und Bertrandschen Methode.

Tabelle 1.
Zusammensetzung der Polarisationswerte
Nummer Mischung in Graden
1 0,5%/,ige Stirkeldsung 50 ccm
Pulver 0,5 g 1,12 0,88
Toluol 0,5 com
2 Aqu. dest. 50 com
Pulver 0,5 g 0,0 0,0
Toluol 0,5 ccm
3 0,5°,ige Starkeldosung 50 ccm
Toluol 0,5 com 0,52 0,6
Tabelle II.
Bestimmung Bestimmung
Zusammen- nach Bang o nach Bertrand
Nr. t d i 3
r “Mﬁ'c'}fun;r Hydroxyl-| Zucker sazon g”l m:;ﬁ;: Zucker
amin ang g
g verwandt g
1 ]0,59,ige Stérke-
16sung 50 ccm 5,05 0,00825

Pulver 0,5 g 36,5 0,0085 | reichlich 5,35 0,00895
Toluol 0,5 ccm .

2 | Aqu. dest 50 cem
Pulver 0,5 g 46,5 0 nicht 1,8 0
Toluol 0,5 ccm

8 10,59, ige Stirke-
16sung 50 cem 435 0,0029 nicht 2,0 0,0005
Toluol 0,5 ccm

5 g Pulver werden mit 100 ocm Aqu. dest. und 1 ocm Toluol
1/, Stunde auf der Schiittelmaschine geschiittelt, zemtrifugiert, filtriert,

davon
0,5 ccm
1,0 »
20 »
30 »

mit 5 com 1°/yiger Starkelosung versetzt und 24 Stunden im Brutschrank
gehalten. Dann wird 1 Tropfen Jodldsung hinzugesetzt. Es tritt keine
Blauung ein.
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Der Versuch wird wiederholt mit

0,1ccm d.ob. Mischg., dazu 1 com 19/,ig. Starkelds. 4+~ m.Jod heligelbe Farbe
01 » »n » n n 2 n n + n n n n
01 » » n n 4 »n n »n Grenze n » violette »
01l » »n »n » n 8 n » ) — n n Dblaue »
0l » » » ) n 16 » ” n — a0 n n
0,1 n n n n n 32 n n n -_— n n n n

Diastase ist vorhanden.
Der Diastasewert ist nach dem letzten Versuch nach der Wohl-
gemuthschen Zahlung 800.

b) Spaltung des Glykogens.

Die Versuche wurden in derselben Weise wie oben aus-
gefiihrt, d. h. nachdem die Losungen (Zusammensetzung siehe in
der Tabelle) 24 Stunden im Brutschrank von 37° gehalten waren,
wurden sie filtriert; 40 ccm mit 5 ccm kolloidaler Eisenhydroxyd-
16sung enteiweiBt; der Zuckergehalt von 5 ccm wurde mittels
der Bangschen Methode bestimmt. 50 ccm der Kupferlésung
entsprachen 45,6 ccm Hydroxylaminlésung.

Tabelle IIIL
Zusammensetzung | Verbrauch an Zucker
Nr. der Mischung Hydroxylamin g Osazon
1 Glykogen 0,2 g 423 0,0027
Pulver 05 g reichlich
Aqu. dest. 50 ccm 42,15 0,0028
Toluol 0,5 ccm
2 Pulver 0,5 g 454 0
Aqu. dest. 50 com nicht
Toluol 0,5 ccm 444 0,001
3 Glykogen 0,2 g 46,0 0
Aqu. dest. 50 com nicht
Toluol 0,5 com 455 0

Invertase.

Im tierischen Organismus findet sich Invertase im Darm-
saft; sie fehlt nach Oppenheimer?) im Magensaft, Speichel und
Pankreas und soll auch im Blute normalerweise nicht vorkommen.

Die Versuche wurden wie die obigen ausgefiihrt. Die Be-
stimmung des Zuckers wurde mit der Bangschen und Ber-
trandschen Methode gemacht.

1) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Spezieller
Teil, 8.40, 1910.
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Tabelle 1IV.
7 ensetzung Verbrauch an Zucker
usamm Hvd p )
Nr. der ydroxyl " e Osazon
Mischung nach | nach | nach | nach
2 Tagen |4 Tagen | 2 Tagen |4 Tagen
1 Pulver 0,5 g 44,1 37,5 | 0,0022 | 0,0076 | sparlich
Rohrzucker 0,25 g
Aqu. dest. 50 com | 45,6 4,6 |00 0,0016
Toluol 0,5 ccm
2 Pulver 0,5 g 4,1 452 | 0,022 | 0,0011
Aqu. dest. 50 com nicht
Toluol 0,5 com 47 44,7 | 0,0018 | 0,0013
8 Rohrzucker 0,5 g | 45,2 45,2 | 0,0011 | 0,0011
Aqu. dest. 50 com nicht
Toluol 0,5 com 46,0 45,8 | 0,0 0,0
Tabelle V.
Verbrauch an
Zusammensetzung Kalium- Z'uoker
Nr. der permanganatlosung In g
Mischung nach nach nach nach
2 Tagen | 4 Tagen | 2 Tagen | 4 Tagen
1 Pulver 0,5 g 2,1 2,3 0,0005 | 0,001
Rohrzucker 0,25 g 1,9 2,1 0,0 0,0005
Aqu. dest. 50 ccm
Toluol 0,5 com
2 Pulver 0,5 g 1,8 18 0,0 0,0
Aqu. dest. 50 ccm
Toluol 0,5 com 2,0 1,9 0,00025 | 0,0
3 Rohrzucker 0,25 g 2,0 2,4 0,00025 | 0,00125
Aqu. dest. 50 com
Toluol 0,5 com 2,0 18 0,00025 | 0,0

Invertase ist nicht vorhanden.

Lactase.

Auch die Lactase diirfte zu den speziellen Enzymen ge-
horen. Sie spaltet bekanntlich Milchzucker in Glucose und
Galaktose. Im tierischen Organismus kommt Lactase im Darm
junger Tiere vor. Bei DiarrhGen soll sie auch bei Erwachsenen
auftreten. Sonst soll sie in keinem anderen Organ vor-
kommen?).

1)Oppenheimer, Die Fermente und jhre Wirkungen. Spezieller Teil.
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0,6 g Pulver wurden mit 50 ccm 19/ iger Milchzuckerlosung
gemischt und 0,5 ccm Toluol hinzugesetzt, 24 Stunden im Brut-
schrank belassen, dann wurden 25 ccm des Filtrats mit 10 ccm
Eisenhydroxydlésung und 5 ccm Magnesiumsulfat enteiweiBt,
und das Filtrat im Géarungsréhrchen angesetzt. Zur Kontrolle
der Hefewirksamkeit wurde ein Gérungsrohrchen mit Trauben-
zuckerlosung und etwas Hefe beschickt. Nach 24 bzw. 48 Stunden
bei 87° war in dem mit Milchzucker beschickten Girungsrohr-
chen nur eine ganz geringe Gasbildung vorhanden, wihrend im
Kontrollrshrchen starke Gérung eingetreten war.

Lactase ist nicht vorhanden.

Glykolyse.

Das glykolytische Ferment soll die Fahigkeit besitzen,
Traubenzucker, Mannose, Galaktose, Fructose und Maltose zu
zerstéren. Die meisten Arbeiten, die iiber Glykolyse gemacht
worden sind, beschrinken sich darauf, die Zerstérung von
Zucker festzustellen.

Nach L6b') muB man den Begriff der Glykolyse auf alle exo-
thermen, mit oder ohne Sauerstoff eintretenden Spaltungen des Zucker-
molekiils beschrinken, d. h. auf alle Vorginge, bei deren Ablauf dem
lebenden Organismus Energie zur Verfiigung gestellt wird. Hierzu ge-
hort die vollstindige oder teilweise Oxydation des Zuckers, ferner Spal-
tungsvorginge, wie Milchsiuregirung und alkoholische Garung.

Uber das Vorkommen des glykolytischen Ferments im
Organismus sind die Ansichten noch geteilt. Wihrend von
einigen Autoren das Vorkommen eines glykolytischen Ferments
im Blute behauptet wird, wird von anderen Autoren dies be-
stritten?); ebenso verhilt es sich mit dem glykolytischen Fer-
ment im Pankreas und in der Leber®), deren Verhalten durch
ihre Beziehung zum Diabetes mellitus besonders von Interesse
ist. Auf die Untersuchung der Hypophyse beziiglich eines in
ihr wirksamen glykolytischen Ferments weist, wie schon in der
Einleitung bemerkt, die Tatsache hin, da8 in 40°/, der Fille
von Akromegalie Glucosurie auftritt. Es kénnte auch hier, wie bei

1) Walther Lob, Beitrige zur Frage der Glykolyse. I. Diese
Zeitsohr. 29, 137, 1910.

%) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, S. 488, 1910.

%) 8. Rosenberg, Med. Klin. 1912, Nr. 42 bis 45, Sonderabdruck S. 4.
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der Erkrankung des Pankreas, eine Beziehung zwischen Hyper-
funktion und Stérung der Zuckerverbrennung vorhanden sein.

2 g Pulver werden mit 50 ccm 2°/)iger Traubenzucker-
losung gemischt; hinzugefiigt wurden 50 ccm Aqu. dest. 4 1 ccm
Toluol, sodann filtriert und ein Teil (26 ccm) mit 10 ccm Eisen-
hydroxydlésung und 5 ccm Magnesiumsulfat sofort enteiweift,
dann wurde auf 50 ccm aufgefiilll. 5 ccm wurden zur Be-
stimmung nach Bertrand benutzt. Das iibrige wurde 2 bis
4 Tage im Brutechrank gehalten und dann ebenso verfahren.
Es zeigte sich dabei eine geringe Zunahme des Kaliumper-
manganatverbrauchs, welches wahrscheinlich auf die Entstehung
nicht kolloidaler, oxydierbarer EiweiBspaltprodukte zuriickzu-
fiithren ist.

Tabelle VI
1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag

("% . .t . o
o 0 % S o0 2o 4 80 o S 0 2! Tt 2D o =~
al8sg5| % (555 § [555| £ (248 £ (554 3
5/4828 3 FE% 3 [@83| 3 Téﬁg 3 a§:§ 3
Z<d g g - M g k3 M g

ccm g com g com g com g cem g
1] 8,24 10,01578] 9,0 |0,0183] 8,40 |0,01659] — —_ —_ —
21 8,00 |0,01510] 89 |0,0178] 8,35 |0,01649]| — — — —
8| 835 ]0,01609) — —_ — —_ 9,4 (0,01913] 9,9 |[0,0205
4] 8,35 (0,01609] — — —_ - 9,2 [0,01910) 9,9 |0,0205

Ein glykolytisches Ferment ist danach nicht vorhanden.

Lipase.

Man unterscheidet sogenannte echte Lipasen als solche,
die echte Neutralfette in Glycerin und Fettsiure spalten kénnen,
neben esterspaltenden Fermenten, die nur die Fahigkeit haben,
Esterverbindungen niedriger Fettsiuren zu spalten (einfache
Ester, z. B. Monobutyrin). Wie aus dem folgenden ersichtlich,
findet sich in der Hypophyse keine echte Lipase, sondern nur
ein esterspaltendes Ferment (Esterase).

Die echte Lipase kommt hauptsichlich im Pankreas, aber
auch im Duodenum und im Magen, Lunge und Leber vor,
wihrend im Blute nur eine Esterase festgestellt ist.

Zur Entscheidung iiber die Gegenwart von Lipase und
Esterase im Hypophysenpriparat wurde in folgender Weise
verfahren:
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1. 1 Teeloffel Butter wird mit 50 ccm Ather verriihrt.
Reaktion neutral. Dann wird filtriert, der Ather abgedampft.
Je 5 com dieser Butter werden mit 0,56 g Pulver, die in 10 ccm
Aq. dest. suspendiert sind, zusammengebracht.

Ein Teil wird gekocht, ein Teil bleibt ungekocht. Dann wird
1 Tropfen 1°/,ige Rosolsdure und soviel 1°/,ige Na,CO,-Losung
zugesetzt, bis Rotfirbung eintritt. Das Gekochte sah nach
Zusatz von 3,6 com Na,CO, rosa gefirbt aus, das Ungekochte
wurde bei etwa 4 ccm Na,CO, Zusatz rotlich. Nach 24 Stunden
war das Resultat wie bei den angesetzten Kontrollproben negativ.
Es war keine Siure entstanden.

2. 0,2 g Pulver 0,2 g Pulver
2,0 com Aq. delt.} ungekooht o) om Aq. dest.}“"k““
1,0 » Tributyrin 1,0 » Tributyrin
50 » Aq. dest. 50 » Agq. dest.
2 Tropfen Rosolsiure 2 Tropfen Rosolsiure.

Bis zur Rotfirbung wurden bei dem ungekochten Teil 4,3 com, bei
dem gekochten Teil 1,82 com 19/ ige Na,CO,-Losung verbraucht.

Nach 1 Stunde bei Zimmertemperatur trat schon bei dem unge-
kochten Teil Gelbfarbung auf. Nach 24 Stunden wurden 33,25 cem
19/yige Na,CO,-Losung zur Neutralisation verbraucht, wihrend die ge-
kochte Probe neutral blieb.

Tributyrinase ist vorhanden.

Pepsin.

Das Pepsin, das ja durch sein hauptsichliches Vorkommen
im Magen am leichtesten der Forschung zuginglich war, ist im
Organismus allgemein verbreitet.

Zum Nachweis des Pepsinferments wurde zunichst Casein
benutzt, das in den unten angegebenen Mengenverhdltnissen
zusammen mit der Hypophysensubstanz 24 Stunden im Brut-
schrank bei 37° gebalten wurde. Nach 24 Stunden reagierte
das Pulver und Casein enthaltende Filtrat schwach sauer; die
beiden andern Filtrate waren neutral. Das Pulver und Casein
enthaltende Filtrat zeigte deutlich Biuretreaktion. Das nur
Pulver enthaltende Filtrat zeigte kaum merkliche, das Casein
enthaltende ganz schwache Biuretreaktion.

Je 10 ccm der Filtrate wurden nach Kjeldahl gepriift.

Biochemische Zeftschrift Band 54. 4
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Tabelle VII

Z t i
Ne | dor Minchung © | Verbrhte Y HSO0, o oo
1 Pulver 0,5 g

Casein 0,5 g 7,15 43 44

Aq. dest. 50 com
Toluol 0,5 com

2 Pulver 0,5 g
Agq. dest. 50 ccm 4,70 2,1 1,9
Toluol 0,5 ccm

8 Casein 0,5 g
Aq. dest. 50 ccm 0,85 14 0,8

Toluol 0,5 oom

Ferner wurde die Edestinprobe angestellt. 2,56 g Pulver
wurden mit 50 com Aq. dest. 1 Stunde auf der Schiittelmaschine
geschiittelt, dann zentrifugiert und filtriert. 10 ccm davon wurden
auf 100 ccm Aq. dest. verdiinnt. Davon wurden 9 ccm mit
1 ccm n-Salzsiiure vermischt und in dem untenstehenden Mengen-
verhiltnis mit »/,,- HC] verdiinnt, !/, Stunde im Brutschrank bei
87° gehalten und dann mit je 6 Tropfen gesittigter Kochsalz-
16sung versetzt.

a) Eigenverdauung:

Von der oben a
angegebenen Mischung Jso-HC
0,1 ccm 2 ccm . . . verdaut
,2 n 2 » - e . n
04 » 2 » "
0,6 » 2 o o n
08 »n 2 . « . Triibung
10 » 2 » . . unverdaut
20 » 2 » . »
b) Mit Edestin:
Von der oben 1/, 000~ Edestin-
angegebenen Mischung wfésung
0,1 com 2 cem . « . nicht verdaut
02 » 2 » . n »
04 » 2 » ) n
06 » 2 » . schwache Triibung
08 » 2 » .. n »
1,0 ] 2 » . verdaut
20 » 2 ”

Pepsin ist vorhanden.
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Trypsin.

Das Trypsin spaltet ebenfalls die EiweiBkorper, wirkt aber
im Gegensatz zum Pepsin nur bei schwach alkalischer Reaktion.
Trypsin findet sich im Pankreas, und zwar als Trypsinogen, und
wird in den Darm sezerniert. Ein tryptisches Ferment findet sich
auch in den Leukocyten. Zum Nachweis des Trypsins wurde
die Bildung von Tyrosin aus Seidenpepton benutzt. b5 ccm
einer 20°/,igen Seidenpeptonlésung wurden mit 0,56 g Pulver
und einigen Tropfen 0,2°/,iger Sodalosung versetzt, bis schwache
alkalische Reaktion auftrat, und nach Zugabe von 0,1 com Toluol
24 Stunden im Brutschrank bei 37° gehalten. Nach Zugabe
von einigen Tropfen Essigsiure wurde aufgekocht, heil filtriert,
eingedampft und mit alkoholischem Ammoniak mehrmals aus-
gezogen, eingedampft, filtriert und stark abgekiihlt. Es ent-
standen Tyrosinkrystalle.

Auch die Neubauersche Probe auf Tryptophanbildung
verlief positiv.

Trypsin ist vorhanden.

Urease und Desamidase.

Unter desamidierenden Fermenten versteht man solche,
die Korper mit der Bindung CO— NH aufspalten. Hierher
rechnet man die Siureamide und besonders die Aminosiuren.
Die Versuche wurden mit Glykokoll ausgefiithrt, wobei aber
nicht sicher Ammoniakspaltung nachzuweisen war.

Auch die Urease gehért zu den desamidierenden Enzymen,
und zwar zerlegt das Ferment Harnstoff in Kohlensiure und
Ammonisk. Das Enzym findet sich nach Lea!) im Harn be-
sonders bei ammoniakalischer Cystitis, und zwar im schleimigen
Bodensatz, nicht aber in dem Filtrat nach Alkoholfillung. Es,
soll indiffusibel sein. Auch soll es an die lebenden Zellen ge-
bunden sein, wihrend von andern Autoren behauptet wird, da
es sich nur dann findet, wenn harnstoffzersetzende Pilze vor-
handen sind.

Die Versuche wurden in dem unten angegebenen Mengen-
verhiltnis angestellt. Die Mischungen wurden 5 bis 7 Tage im
Brutschrank gehalten. Nach Verlauf dieser Zeit wurden 100 com

) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. 8. 164.
4*
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der Filtrate mit 25 ccm kolloidaler Eisenlosung und 4 com
Magnesiumsulfat enteiweilt. 50 ccm der Filtrate wurden unter
Zusatz von Wasser und Magnesia usta zur Ammoniakbestim-
mung benutzt.

Tabelle VIII.
Verbrauchte */,,-H.SO,
Nr Zusammensetzung bis zur Neutralisation des Ammoniaks
: der Mischung
nach 5 Tagen nach 7 Tagen
1 Pulver 8 g
Aq. dest. 150 ocm 0,5 0,3 0,85 0,5
Toluol 1,5 ccm
2 Pulver 8 g
Aq. dest. 150 ccm 1.2 19 1.2 08

Glykokoll 0,5 g
Toluol 1,5 cocm

3 Pulver 8 g

Aq. dest. 150 ccm
Harnstoff 0,5 g 4,0 4,1 7,9 5,8

Toluol 1,5 ccm

Die Versuche sind mit dem gleichen Resultat mehrfach
wiederholt worden.
Demnach fehlt Desamidase, wihrend Urease vorhanden ist.

Zusammenfassung.

Aus den vorliegenden Versuchen hat sich ergeben, daB in
der Hypophyse von allgemeinen Zellenzymen vorhanden sind:
Katalase, Diastase, Pepsin, Trypsin. AuBerdem finden sich
Peroxydase, Tributyrinase und Urease, die vielleicht als spezielle
Organenzyme bei den Funktionen der Hypophyse eine Rolle
spielen. Nicht vorhanden sind: Invertase, Lactase, glykolyti-
sches Ferment und Desamidase.



Eine ‘neue Makro- und Mikromethode zur quantitativen
Bestimmung des Chlors im Blute.

Von
H. Rogée und C. Fritsch.

(Aus dem Laboratorium der stddtischen Krankenanstalten zu Mannheim.)
(Eingegangen am 21. Juns 1913.)

Die Bestimmung des Chlors im Blute wurde bisher fast
immer nach vorausgegangener Veraschung des Blutes und Titra-
tion nach der Volhardschen Restmethode ausgefiihrt. Dieses
Verfahren gibt gewil zuverldssige Resultate, es hat aber den
Nachteil, daB es sehr zeitraubend ist und deshalb fiir Serien-
untersuchungen nicht in Betracht kommen kann. Es erscheint
daram erwiinscht, Methoden ausfindig zu machen, die die Be-
stimmung des Chlorgehalts im Blute einfacher gestalten. Einen
Fortschritt in dieser Richtung bedeutet das von K. O. Larsson
in dieser Zeitschrift (49, 479) veriffentlichte Verfahren. Larsson
zeigte, daB bei geeigneter EnteiweiBung das Chlor quantitativ
ins Filtrat geht. Er gibt an, das Blut zu enteiweilen, indem
man es mit heiBer Magnesiumsulfatlosung und Essigsiure ver-
setzt, die Mischung bis zur Beendigung der Koagulation in
heies Wasser stellt, mit Blutkohle schiittelt und im klaren
Filtrat die Chlorbestimmung nach Mohr vornimmt. Da diese
Methode erst in einigen Stunden das Resultat liefert, und die
vollig. beendete Koagulation, ohne deren gutes Gelingen die
Bestimmungen unsicher werden, nicht ganz leicht zu er-
kennen ist, haben wir Versuche angestellt, in &hnlicher Weise,
d. h. nach Entfernung des BluteiweiBes zum Ziel zu gelangen,
und zwar benutzten wir zur EnteiweiBung des Blutes die be-
kannte und bewihrte Eisenmethode von Michaelis und Rona.
Es gelang in der Tat, in der restierenden klaren Fliissigkeit
das Chlor direkt nach Mohr zu bestimmen und nur eine
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Schwierigkeit galt es zu iiberwinden: Der Liquor Ferri oxydati
dialysati, bekanntlich aus Eisenchloridlésung und Ammoniak-
fliissigkeit durch Dialyse dargestellt, enthdlt, selbst wenn er mit
wenig Silbernitratlosung direkt keine Fillung liefert, doch stets
noch Chlorverbindungen, die durch Dialyse nicht entfernt werden
konnen. Wie wir gefunden haben, lit sich der dadurch be-
dingte Fehler jedoch ausschalten, stellt man neben der eigent-
lichen Bestimmung einen sog. blinden Versuch (ohne Blut) an,
in dem man das kolloidale Eisen ebenfalls mit Magnesium koagu-
liert. Dann hat man nur nétig, die bei dem blinden Versuch ver-
brauchten Kubikzentimeter Silbernitratlosung von den bei der
eigentlichen Bestimmung erhaltenen in Abzug zu bringen, um
das Chlor der Eisenhydroxydlosung auszuschalten. Versuche,
die wir mit reinen Kochsalzlosungen verschiedener Stirke an-
stellten, bestitigten, daB der eingeschlagene Weg zum Ziel fiihrt.
Wir bestimmten in den Kochsalzlosungen durch direkte Titrie-
rung das Natriumchlorid, dann nach Behandlung mit kolloidaler
Eisenhydroxydlosung und Magnesiumsulfat. Wie aus nach-
stehenden Angaben ersichtlich, erhielten wir durchaus befrie-
digende Resultate, die uns zu Versuchen mit Blut berechtigten.
Wir fanden némlich:

Direkte Titration Neues Verfahren

1. 0,493°/, NaCl 0,495/,
2. 0,672°, » 0,674°),
3. 0,899°, » 0,899/,

Sodann haben wir in verschiedenen Blutproben die Chloride
nach vorausgegangener Veraschung durch Titration nachVolhard
bestimmt und gleichzeitig die Chlorbestimmungen nach unserem
Verfahren gemacht, dabei viele Bestimmungen doppelt ausge-
fiilhrt. Die beiden nebenstehenden Tabellen geben iiber die
Brauchbarkeit der Methode AufschluB. .

Die gefundenen Werte sind demnach als gut iibereinstim-
mende zu bezeichnen. Da die Methode genau, sehr einfach und
in kurzer Zeit auszufiihren ist — in etwa einer halben Stunde —
bietet sie groBe Vorteile gegeniiber der Veraschung, die doch
mindestens einen halben Tag in Anspruch nimmt, auch gegen-
iiber der Methode von Larsson, die immerhin einige Stunden
withrt.
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Tabelle I.
e ——

Vemcmg;gggmﬁonl Neues Verfahren
Nr. Blut von 4 a 4 a
angewendete 1s 9/ - angewendete| 0/ .
Blutmenge ab eréglﬁ:a? Blutmenge all;n/a%fn:?
1 | Pferd (Serum) 10 ccm 0,475 10 ocm 0,478
2 Hammel 10,199 g 0,517 10,271 g 0,521
3 do. 10,199 » 0,517 9,100 » 0,517
4 do. 10,199 » 0,517 10,124 » 0,520
5 do. 10,199 » 0,517 10,298 » 0,518
6 | Pferd (S8erum) 10 com 0,464 10 com 0,464
7 do. 10 » 0,464 10 » 0,464
8 do. 10 » 0,464 10 » 0,464
9 do. 10 » 0,464 10 » 0,464
10 Kaninchen 8,221 g 0,557 8,326 g 0,557
1 Hammel 9,089 » 0,552 8,902 » 0,553
12 do. 9,089 » 0,552 9,612 » 0,556
13 do. 9,089 » 0,552 9,812 » 0,553
14 do. 9,586 » 0,508 9,721 » 0,507
15 Mensch 8,008 » 0,448 9,348 » 0,450
16 do. 8,008 » 0,448 9,556 » 0,447
17 do. 9,219 » 0,415 9,700 » 0,419
18 do. 9,219 » 0,415 9,959 » 0,417
Tabelle IL
Neues Verfahren
Nr. Veraschung (Mittlere Werte)
1 0,475 0,478
2 0,517 0,519
8 0,464 0,464
4 0,557 0,557
5 0,552 0,554
6 0,508 0,507
7 0,448 0,448
8 0,415 0,418
3,936 3,945
8,986:8=0,492 | 8,945:8=10,498

Hiernach betrigt die groBte Abweichung 0,62°/,, die Duroh-
schnittedifferenz 0,29/,.

Die praktische Ausfiihrung unseres Verfahrens gestaltet
sich wie folgt:

In einem 250-com-Kolben werden ca. 10 ccm Blut genau
abgewogen und mit etwa 150 ccm Waeser verdiinnt; man gibt
darauf mit einer genauen Pipette 50 com Liquor Ferri oxydati
dialysati und dann 5 ccm einer 20°/,igen Magnesiumsulfatiosung
hinzu, fillt mit Wasser bis zur Marke auf und schiittelt einige
Sekunden kriftig durch. Man lit einige Minuten stehen, fil-
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triert durch ein Faltenfilter in ein trockenes Kélbchen und be-
stimmt in genau 100 ccm des wasserklaren Filtrats die Chloride
nach Mohr mit »/, -Silbernitratlosung bei Gegenwart von neu-
tralem Kaliumchromat als Indicator.

Vorher stellt man in analoger Weise einen blinden Versuch
— ohne Blut — an und zieht die verbrauchten Kubikzenti-
meter Silberlosung vom eigentlichen Versuch ab.

Beispiel.

Es wurden 9,036 g Blut verwendet, 150 ccm Wasser,
60 ocm Liquor Ferri oxydati, 56 ccem Magnesiumsulfatlosung
(20°/,ig) zugegeben, mit Wasser auf 250 ccm aufgefiillt, um-
geschiittelt und nach einigem Stehen durch ein trockenes Falten-
filter filtriert. Bei der Titration von 100 ccm des klaren Filtrats
wurden 17,3 com ®/,,-Silbernitratlosung gebraucht.

Beim blinden Versuch werden 50 ccm Liquor Ferri oxydati,
150 ccm Wasser, 5 ccm Magnesiumsulfatlosung mit Wasser auf
250 ccm aufgefiillt, umgeschiittelt und nach einigem Stehen
durch ein trockenes Faltenfilter filtriert. Bei der Titration
von 100 com des klaren Filtrates wurden 14,1 ccm ®/, -Silber-
nitratlosung gebraucht. Es sind also von den 17,3 ccm AgNO,
14,1 ccm in Abzug zu bringen=23,2 ccm. Da das Ganze auf
250 ccm verdiinnt wurde, wir aber nur 100 ccm zur Titration
verbrauchten, so sind jene 3,2 >< 2,6 zu nehmen = 8,00. 1 ccm
Silbernitratldsung — 0,0058 NaCl, 8,00 =0,0464. Diese Menge
0,0464 >< 100
9036 —=0,513.

Bemerkungen. Bei der Ausfithrung ist auf folgendes zu
achten: Ein Umschwenken der Fliissigkeiten ist zu vermeiden,
bevor man bis zur Marke aufgefiillt hat, weil sonst Schaum-
bildung eintritt, die ein genaues Einstellen verhindert. Es ist
auch gar nicht nétig, die Eisenhydroxydldsung tropfenweise
unter starkem Umschiitteln hinzuzugeben, sondern man laBt
sie gleich der Magnesiumsulfatlosung ldngs der Wand des
Kélbchens vorsichtig herabflieBen. — Verwendet man mehr
als 10 g Blut, so ist auch die Menge des Liquor Ferri oxydati
dialysati zu erhéhen. Man wird in der Regel an Eisenhydroyd-
16sung das 5fache des Blutes zu nehmen haben. Ein Uber-
schuB ist ohme Nachteil. Da der Chlorgehalt der Eisenlésung
sich nicht &ndert, so geniigt eine mit 50 ccm vorgenommene

enthalten 9,036 g Blut, 100 also
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Doppelbestimmung. Natiirlich muB8 die Eisenlésung sehr genau
gemessen werden. — Bei der Titration nach Mohr ist die
Endreaktion angezeigt, sobald die milchig-gelbe Losung in eine
gelbbraune umschligt. Wollte man bis zur Rotfarbung titrieren,
— wie in vielen Lehrbiichern angegeben —, so wiirde das
Resultat zu hoch ausfallen, was an einer reinen Kochsalzlésung
leicht ausprobiert werden kann. — Wird das Blut nicht direkt
in dem zur weiteren Verarbeitung angewandten Kolben auf-
gefangen, will man es in einem anderen GefdB fliissig halten,
so ist hierzu Hirudin, das chlorfrei ist, zu verwenden, nicht
aber das sonst gebriuchliche Kalium oxalicum neutrale, das
meist Chlor enthélt, auBerdem mit der Silberldsung unter
Bildung von oxalsaurem Silber in Reaktion tritt. — SchlieBlich sei
noch bemerkt, da8 bei Kontrollpriifungen auf absolute Chlorfreiheit
der Materialien sorgfiltig zu priifen ist. Wir benutzten bei der
Veraschung des Blutes nur Natrium carbonic. purissim. pro analysi,
da es sich zeigte, daB z. B. Kaliumnatriumcarbonat verschiedener
Firmen chlorhaltig war. Auch die Firma C. A. F. Kahlbaum
schrieb uns, sie fithre davon nur eine Qualitit, die nicht ganz
frei von Chlor sei, wenn sie auch nur Spuren enthalten wiirde.

Wir haben dann weiter gefunden, daB man die gleiche
Methode auch zu einer Mikrobestimmung benutzen kann,
wofiir wir nachstehende Bedingungen festgestellt haben:

Man wiegt in ein tariertes 25-ccm-Kolbchen ca. 1 g Blut
genau ab, gibt 5 ccm Eisenhydroxydlésung, 0,5 cem 20°/,iger
Magnesiumsulfatldsung hinzu und fiillt bis zur Marke auf. Man
verfahrt dann entsprechend der Makromethode, nur mit dem
Unterschied, daB man die Titration von genau 10 ccm des
klaren Filtrates mit einer =/, -Silbernitratldsung und einer
Biirette vornimmt, die in !/,, ccm eingeteilt ist. Auch der
blinde Versuch ist unter gleichen Bedingungen auszufiihren.
In der Praxis kann zweckmiBig auch so verfahren werden, daBl
man in das Kélbchen zuniichst etwa 15 ccm Wasser bringt
und beides wiegt, darauf direkt aus dem Ohrlippchen oder
der Fingerspitze 15 bis 20 Tropfen Blut einlaufen 1i8t, wieder
wiegt und dann wie oben weiterarbeitet.

Zur Kontrolle dieser Methode verwendeten wir gleichfalls
reine Kochsalzlosung. Wir fanden:
bei Anwendung einer ®/, -AgNO,-Losung u. /, -Biirette 0,496 NaCl

” ) n By- ” nlle- n» 0,498 »
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Nach unserem neuen Mikroverfahren erhielten wir in der-
selben Losung 0,499°/, NaCl

Versuche, die Titration mit 3[,- oder mit B8/, -Silber-
nitratlosung anzustellen, schlugen fehl, da in diesen Ver-
diinnungen die Umschldge nicht geniigend zu erkennen sind.
Dagegen befriedigten die Resultate bei Anwendung einer 2/,-
Silbernitratlosung und einer !/,,-ccm-Biirette. Die grofSe Ge-
nauigkeit der Makromethode wird zwar nicht erreicht, aber
das Verfahren diirfte fiir klinische Zwecke geniigend genau
ausfallen, sehr exaktes Arbeiten und geeichte MeBgeriite voraus-
gesetzt. Die Analysenbefunde dieser Mikromethode sind in
folgender Tabelle niedergelegt.

Tabelle II.
Makromethode Mikromethode
Nr Blut von angewendete als °/S§.\IaCl angewendete als °/OC-1NaCl
Blutmenge |} 0 net Blutmenge berechnet
1 | Pferd (Serum) 10 ccm 0,464 1 ccm 0,460
2 do. 10 » 0,464 1 » 0,460
3 do. 10 » 0,464 1 » 0,463
4 Kaninchen 8,326 g 0,557 0,959 g 0,551
5 do. 8,326 n 0,557 1,206 » 0,550
6 Hammel 9,812 » 0,553 1,005 » 0,549
7 do. 9,721 » 0,507 1,004 » 0,501
8 Mensch 9,343 » 0,450 0,961 » 0,445
9 Hammel 9,036 » 0,513 1,028 » 0,518
10 do. 9,481 » 0,512 1,027 » 0,508

Die groBte Abweichung betrigt hiernach 1,2, die Durchschnitts-
differenz 0,69°/,.

Auf die Wichtigkeit und die Vorziige der Mikroverfahren
hat erst kiirzlich Ivar Bang im 49. Bd. dieser Zeitschr. S. 19
hingewiesen und dort auch ein , Verfahren zur Mikrobestimmung
von Blutbestandteilen“ veroffentlicht.

Vor der Bangschen Methode hat unsere die gréBere
Einfachheit voraus. Untersuchungen an normalem und
anormalem Blut nach unserer Methode sind im Gange, wir
werden iiber die Ergebnisse spiter berichten.

Herrn Krankenhausdirektor Dr. F. Volhard sprechen wir
fir den Hinweis auf dieses Thema und fiir die giitige Uber-
lassung des Materials unseren Dank aus.



Zur Kritik der Lipoid- und der Ultrafiltertheorie der
Plasmahaut nebst Beobachtungen iiber die Bedeutung der
elektrischen Ladung der Kolloide fiir ihre Vitalauftnahme.

Von
W. Ruhland.

(Eingegangen am 22. Juns 1913.)

Im vorigen Jahre vertffentlichte ich zwei Abhandlungen?),
in denen ich zeigte, dall es mir gegliickt war, das die Auf-
nahme von Kolloiden in lebende Pflanzenzellen beherrschende
Prinzip aufzufinden. Als Beispiele hatte ich, ihrer leichten
Nachweisbarkeit in der Zelle wegen, zunichst Anilinfarbstoffe
gewidhlt. Ich war auf Grund eines einfachen Versuches mit
Gelatineplatten imstande, vorherzusagen, welche Farbstoffe in
die Zelle aufnehmbar sind, welche nicht, und sogar, ob sie
geschwind oder langsam eindringen. Dasselbe Prinzip erwies
sich dann auch bei Versuchen mit anderen, und zwar zelleignen
Kolloiden?), gefarbten wie ungefirbten, als durchgehends giiltig,
80 daB bei der groBen Zahl der untersuchten Beispiele fiir den
unbefangenen Beurteiler kein Zweifel mehr an der GesetzméBig-
keit der aufgefundenen Beziehungen obwalten konnte.

Zugleich aber ergaben diese wie frithere Versuche ein ge-
wichtiges Beweismaterial gegen die Berechtigung der in der
Pflanzenphysiologie zwar von jeher meist skeptisch beurteilten,
in der Tierphysiologie aber noch heute, und vielleicht sogar
mehr denn je, herrschenden Overtonschen Lipoidtheorie der
Plasmahaut, welche die Grundlagen der Stoffwechselphysiologie,
die diosmotischen Verhéltnisse der Plasmahaut, erkliren will.

1) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 80, 139, 1912; Jahrb. f. wiss. Botan.
51, 876 bis 431, 1912.
%) W. Ruhland, Biolog. Centralbl. 88, 1913.
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Mein Beweismaterial einerseits fiir das von mir aufgedeckte
Prinzip, andererseits gegen die Lipoidtheorie, ist in dieser Zeit-
schrift jiingst von Hober und einem seiner Mitarbeiter?!) einer
Kritik unterzogen worden, die m. E. nur zeigt, daB ein so ein-
seitiges Anhéngertum, wie es Hober von jeher der Overton-
schen Theorie entgegengebracht hat, verhindert, neuen Tat-
sachen gerecht zu werden.

Wenn ich somit den Hoberschen Ausfiihrungen auch keine
Bedeutung beizumessen vermag, so will ich doch hier auf sie
eingehen, weil mir dies eine erwiinschte Gelegenheit bietet
vor einem mehr tierphysiologischen Forum den Stand der Dinge
in aller Kiirze zu beleuchten und vielleicht unbefangenere
Nachpriifungen an tierischen Objekten seitens anderer Autoren
anzuregen. Zum mindesten hoffe ich dadurch zu verhindern,
daB in diesen Kreisen lediglich die die Sachlage voreingenommen
beurteilende, wichtige Tatsachen unerwiahnt lassende Darstellung
Hobers bekannt wird.

Auf die Griinde der ganz besonderen Eignung von Pflanzen-
zellen fiir Permeabilititsstudien brauche ich kaum einzugehen.
Sie sind oft hervorgehoben worden und haben ja auch Overton
selbst seinerzeit veranlaBt, ihnen bei Aufstellung der Grund-
lagen seiner Theorie vor tierischen den Vorzug zu geben. Ich
erinnere deshalb nur im Vorbeigehen an die .feste Zellhaut,
die als Widerlage den Plasmakérper einschlieBt und die plasmo-
lytischen Versuche so einfach macht, ferner ihre oft auBer-
ordentliche GroBe und den Umstand, da8 sie, ohne Schaden
zu nehmen, aus dem Gewebeverbande durch Schnitte heraus-
gelost werden konnen, eine Sachlage, welche die fithrende Rolle
der Pflanzenphysiologie auf diesem Gebiete erméglicht hat.

1. Die Lipoidtheorie.

Die Lipoidtheorie hat bekanntlich ihre urspriingliche ex-
tremste, von Overton herriihrende Fassung, wonach die Plasma-
haut durchweg aus Lipoiden bestehen sollte, schon seit meh-
reren Jahren aufgeben miissen. Denn die Annahme einer peri-
pheren Ol-, Cholesterin- usw. Schicht war mit der leichten
Wegsamkeit der Haut fiir Wasser unvereinbar. Ein Stoff wie
Lecithin, der in Waasser quellbar ist, konnte gleichfalls nicht in

) R. Hober und O. Nast, diese Zeitsobr. 50, 418, 1918,
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Frage kommen, da, wie von Nathansohn?!) und mir?) gezeigt
wurde, dann gleichermaBen wie fiir lipoidlésliche auch eine
Wegsamkeit fir nur wasser- und nicht lipoidléeliche Stoffe
geschaffen wiire.

Nathansohn kam der so bedringten Theorie zu Hilfe,
indem er eine, nachtriglich auch mehrfach von Héber?®) gut-
geheiBene, kompliziertere Auswegskonstruktion ersann. Danach
sollte die Plasmahaut aus einem Mosaik lebender ,plasmatischer¢
Anteile und solcher aus einem in Wasser nicht quellbaren
Lipoid wie Cholesterin bestehen, so daB8 lipoidlésliche Stoffe
durch die letzteren, allein gemaB ihrem Verteilungskoeffizienten
zwischen Lipoid und Wasser, durch die ersteren aber Wasser
und, regulatorisch durch sie beeinfluBt, ev. auch in ihm ge-
loste, lipoidunldsliche Stoffe passieren kénnten.

Mit Hilfe der sehr genauen, von ihm gefundenen plasmo-
lytischen Methode der Permeabilitatsfaktoren trat aber jiingst
Lepeschkin®) auch dieser Hypothese entgegen. Wire sie
richtig, so miiBten die so extrem lipoidldslichen Anaesthetica
Ather und Chloroform bei der Narkose gemi8 ijhrem Ver-
teilungskoeffizienten sich nur in den Lipoidteilchen der Plasma-
haut ansammeln, so daB dann z. B. Salpeter und Zucker, ob-
wohl in Ather und Chloroform unléslich, nicht langsamer als
sonst durch die lebenden Hautteilchen diosmieren miiSten.
Das ausgesprochenste Gegenteil war aber tatsidchlich der Fall,
so daB eine allgemeine Verteilung der Narkotica in der Plasma-
haut (oder wohl richtiger im ganzen Plasma) anzunehmen ist.

Man kann sich aber auf einem viel einfacheren, direkteren
Wege davon iiberzeugen, da8 freie Lipoide mit den ihnen
zugeschriebenen Losungsaffinititen weder ausschlieB-
lich noch teilweise die Plasmahaut aufbauen. Denn
wiire es der Fall, so miiBte unbedingt beim Durchgang stark
lipoidlgslicher Farbstoffe durch die Zelle eine Farbspeicherung,
ghnlich wie von Alkanna in Fetten, stattfinden, die Haut miiBite
irgendeine Farbung annehmen. In Wahrheit bleibt sie, wie
das ganze Plasma, ginzlich ungefiarbt, und selbst in den relativ

1) Jahrb. f. wiss. Botan. 89, 1904; vgl. besonders S. 638 bis 644.
%) Ebendort 46, I, 1908; vgl. besonders S. 33 bis 86.

%) Physikal. Chemie der Zelle und Gewebe, 3. Aufl. 1913, 8. 253f.
4) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 29, 849, 1912.
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seltenen Fillen, wo gewisse Objekte im lebenden Plasma ein-
zelne Farbstoffe, wie sonst nur in der Vakuole, speichern (auf
Grund irgendwelcher Reaktionen mit unbekannten Inhaltsstoffen),
hat die Haut nicht die mindeste tiefere Farbung als das
iibrige Plasma, wie an den oft sehr groBen Zellen mikroskopisch
und ultramikroskopisch mit Sicherheit festzustellen ist*).

Man kann daher solche Farbstoffe geradezu als Reagens
dafiir betrachten, daB Stoffe von den Léslichkeitsverhalt-
nissen, wie Overton sie fordert, in der Plasmahaut fehlen.
Damit ist aber das unbestreitbare allgemeine Vorhandensein
von Lipoiden wie Lecithin, Cholesterin usw. im Plasma sehr
wohl in Einklang zu bringen. Ich méchte mich der von Pal-
ladin und Lepeschkin®) geiuBerten Auffassung anschlieBen,
daB sie chemisch an Plasma, so lange es lebend ist, gebunden
sind. Dadurch werden aber ganz andere Léoslichkeitsverhilt-
nisse bedingt sein. :

Niemand hat bekanntlich bisher Lipoide in der Plasma-
haut gesehen oder nachgewiesen, und alles, was bisher iiber
sie geschrieben wurde, beruht lediglich auf indirekten , Schliissen¥.
Diese betreffen bekanntlich die Parallelitit zwischen vitaler
Aufnahmefihigkeit sowie -geschwindigkeit einerseits und der
Lipoidloslichkeit andererseits. Beziiglich der letzteren liegen
freilich bisher nur fiir die kleine Zahl von Anaestheticis und
fiir einige Glieder homologer Reihen genauere Messungen vor.
Und von dem vitalen Verhalten gerade dieser selben Stoffe
behauptet bekanntlich J. Traube, daB ihm eine ganz andere
Eigenschaft derselben, die Oberflichenak#tivitit, der ,Haftdruck¥,
parallel geht und gem&B seiner Diosmosetheorie das ausschlag-
gebende Moment darstellt.

Es erhellt aus diesem Sachverhalt fiir jeden Unbefangenen,
deB die aus den Parallelerscheinungen nach so verschiedenen
Richtungen hin gezogenen kausalen Folgerungen einer be-
sonders strengen kritischen Priifung bediirfen, und die mit
einer so einfachen und deshalb bestechenden Formel arbeitende
Theorie aufzugeben ist, wenn es sich zeigt, daB sie der Mannig-
faltigkeit des vitalen Geschehens nicht gerecht wird.

1) Naheres vgl. z. B. fiir die Gallocyaninverbindung Prunepure in
meiner Arbeit, Jahrb. f. wiss. Bot. 1012, B. 425f.

%) Ber. d. Deutach. botan. Ges. 80, 528, 1912.
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In keiner Weise mit der Lipoidtheorie in Einklang zu
bringende, schroffe Widerspriiche ergaben sich mir nun ge-
rade bei einer niheren Priifung des diosmotischen Verhaltens
von Pflanzenzellen gegeniiber Anilinfarbstoffen, in dem seiner-
zeit Overton und seine Anhiénger die stérkste Stiitze ihrer
Lehre erblickt hatten. Diese Tatsachen sollen gegeniiber den
dlteren und jiingsten Einwiirfen und Nichterwahnungen Hobers
nun zunichst nochmals kurz zusammengefaBt und beleuchtet
werden.

Die Feststellung Overtons ging bekanntlich kurz dahin,
daB die stark lipoidldslichen basischen Farbstoffe leicht auf-
genommen und gespeichert werden, wihrend dies bei den
schwer oder nicht lipoidlslichen sauren Farbstoffen nicht der
Fall war.

1. Bagische Farbstoffe. Zunidchst mioge das Wesent-
lichste der von mir gefundenen Widerspriiche tabellarisch zu-
sammengestellt werden. Es bedeuten die Zeichen: +++ sehr
leicht, ++ etwas weniger, + wenig lipoidldalich; die Loslichkeit
wurde in sehr starken Ldsungen reinen Cholestering untersucht.
wobei fiir dieses ein Losungsmittel gewdhlt werden muB, in
dem die Farbstoffe nicht schon an und fiir sich léslich sind.
Unter ,Permeabilitdat“ bedeuten die Zeichen: O nicht, + schwer
und langsam, ++ schneller, 44+ sehr rasch (fast augenblicklich)
permeierend.

Losungsmittel Lipoid- Permea-
Facbstoft des Cholesterina | losliohkeit | bilitat
1. Methylgriinkrystalle 1 Terpentindl Unlaslich +++
2. Methylengriin . . . n n +++
8. Thionin . . .. .. » » +4+
4. Neublau R . . . . . |Terpentinél u. Xylol » ++
5. Azophosphin GO . . Terpentindl » 44+
6. Malachitgriin . . . . n » +4+
7. Bismarckbraun . . . Xylol n 4+
8. Viktoriablau 4 R . . Terpentindl +++ 0
» B... n +++ 0
9. Nachtblau . . . . . n ++ 0
10. Baslerblau BB . . . n +++7) 0
1. " .. Xylol +H+) 0
12. Rhodamin G . . . . Terpentin6l +++7) +
18. Diazingriin . . . . n ++ +
14. Viktoriablau R . . . n ++ +

1) Auch in Fetten (Wallrat, Lanolin, Olivend]l usw.) leioht 13alich.
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Dazu sind folgende Bemerkungen notig: Neublau R ist
nicht, wie Hober behauptet, lipoidloslich. Selbst in einer
siedenden gesittigten Cholesterin-Xylol-Losung ist es vielmehr
vollig unloslich. Malachitgriin ist zwar, wie viele andere Anilin-
farbstoffe, giftig, in entsprechend schwachen Losungen verhilt
es sich dagegen genau wie Methylenblau, Neutralrot usw.
Bismarckbraun ist in der Siedehitze leider in allen gepriiften
Losungsmitteln des Cholesterins etwas loslich, doch wird durch
das Hinzukommen von Cholesterin und andauerndes Sieden
die Losung nicht oder kaum merklich verstéirkt. Bei Zimmer-
temperatur ist es in Xylol unloslich. Hier kann man sich bei
Zugabe von Cholesterin am leichtesten von der Lipoidunléslich-
keit iiberzeugen.

In der Tabelle folgen nun 5 basische Farbstoffe, die trotz
leichter Lipoidloslichkeit nicht eindringen. Da sie mit Gerb-
stoffen unlésliche Tannate bilden, so bieten Zellen mit gerbstofi-
haltigen Vakuolen véllige GewiBheit fiir das Nichteindringen.
Sie bilden alle schon bei kurzem Schiitteln in der Kilte tief-
blau gefarbte Losungen in Wasser, sind also durchaus nicht
schwer 16slich, wie Hober das darstellt. Ubrigens wiirde das
fiir ihr vitales Verhalten nicht die mindeste Rolle spielen, wie
die hochverdiinnten Losungen permeierender Farbstoffe und
z. B. das vielleicht ein wenig schwerer ldsliche, aber gerade doch
permeierende Viktoriablau R zeigen.

Hoéber weist nun auf die mit der schon von mir hervor-
gehobenen hohen Kolloiditit dieser Farbstoffe in Einklang
stehende Empfindlichkeit derselben gegen Elektrolyte hin und
hilt fiir moglich, daB die Farbstoffe, schon ,bevor sie die
Plasmahaut erreicht haben, ganz oder fast ganz ausgefallen
sind“, und daB speziell die Cellulosehaut ,dem Vordringen der
kolloiden Farbbase durch Ausfillung ein Ziel setzt“, obwohl
ich diesem Einwand bereits (a. a. O. S 398f) zuvorgekommen
war. Ich konnte erneut feststellen, daB unversehrte Spirogyren,
Epidermiszellen der Zwiebelschuppen von Allium cepa usw.
nach T6tung mit Chloroform, durch Hitze usw. tiefe schone
Kernfarbungen, zum Teil sogar (z. B. mit' Baslerblau R, Vik-
toriablau R und B) schon nach kiirzester Frist, zeigen. Beim
Baslerblau BB verzogert sich die Kernfirbung durch die Zell-
hautfirbung ein wenig, ist aber auch hier unzweifelhaft und
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gegebenenfalls nach teilweiser Verdringung des Farbstoffs aus der
Membran ' durch Zusatz von Kalisalpeter u. dgl. zu erkennen.

Es gibt also 7 basische Farbstoffe, die, obwohl
ganz lipoidunléslich, mit groBer Geschwindigkeit in
Pflanzenzellen aufgenommen werden, und 5 weitere
basische Farbstoffe, die, obwohl leicht lipoidl&slich,
vor der angeblich ,lipoiden“ Plasmahaut eine un-
durchschreitbare Schranke finden. 3 weitere basische
Farbstoffe, die ebenfalls sehr leicht lipoidloslich sind und die
Cellulosemembran schnell durchdringen, vermégen die Plasma-
haut nur schwer und langsam zu passieren.

2. Saure Farbstoffe. Nicht genug mit diesen schweren
Widerspriichen zur Lipoidtheorie, ist auch das Verhalten der
sauren Farbstoffe in keiner Weise mit derselben in Einklang
zu bringen.

Loésungsmittel Lipoid- R
Farbstoff dos Cholesterins | losliohkeit | Permeabilitat
1. Erythrosin B . ., . Benzol +++1) 0(+)
2. Cyanosin . . . . | Benzol u.Terpentin +++1) 0
8. Rose bengale . . . Terpentin ++ o+
4, Echtrot A . . . . Benzol +++1) 0
5. Tuchrot 8GA , . n +++Y 0
6. Oxaminmarron . . » ++ 0
7. Gallein . . ., . n ++ 0
8. Gallaminblau . . . Xylol ++ 0

Das wiren also 8 Farbstoffe, die, obwohl leicht lipoid-
16slich, nicht in lebende Zellen aufgenommen werden
Die ersten 4 dringen momentan durch die Cellulosehaut und
firben Plasma und Kern toter Zellen, bei den iibrigen dauert
es ein wenig ldnger; sie alle machen also auch erst vor der
nlipoiden“ Plasmahaut Halt. Erythrosin B zeigt eine sehr ge-
ringe, Rose bengale eine &uBerst geringe Durchtrittsféhigkeit
durch dieselbe.

Wie steht es nun mit der groBen Schar der iibrigen bis-
her untersuchten, lipoidunléslichen sauren Farbstoffe? Eine
groBe Zahl — ich fand deren nicht weniger als 36 —
werden mit verschiedener Geschwindigkeit, zum Teil
schnell, zum Teil langsamer, intravital gespeichert, und zwar
nahezu von allen daraufhin untersuchten héheren

1) Auch in echten Fetten ldslich.
Biochemische Zeitschrift Band 54. 5
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Pflanzen! Es sind dies: Cyanol, Erioglaucin A, Lichtgriin FS,
Sduregriin, Patentblau V und A, Orange G, Naphtholgriin B,
Rotviolett 4RS und 5RS, Rosindulin 2B, Dinitroanthrachryson-
disulfosiure, Rosindulin 2G, Echtsulfonviolett, Naphtholgelb S,
Eriocyanin A, Palatinscharlach, Chinolingelb, Brillantcrocein 3 B,
Palatinrot A, Methylorange, Azorubin, Bordeaux S, Rubin S,
Naphtholblauschwarz, Nachtgrin 2B, Echtbraun O, NT und
gelblich, Bilbricher Scharlach, Guineagriin B, Heliotrop 2B,
Séaureviolett 6 B, Phloxin B und Eosin.

Dieses der Lipoidtheorie schroff widersprechende Verhalten
der Sidurefarbstoffe kann Hober durch allerlei gekiinstelte Ge-
dankengiinge nicht aus der Welt schaffen. Der Kernpunkt
dieser Argumentation ist (S. 429 a. a. O.) folgender: ,Wihrend
man eigentlich wahllos mit jeder basischen Farbe jede Zelle
vital firben kann, gelingt dies ... mit den ... Siurefarbstoffen
nur unter bestimmten Verhiltnissen oder an bestimmten Orten.“
Mit dieser Bemerkung ist auf eine bekannte, von ihm der
Lipoidtheorie zuliebe aufgestellte Hilfstheorie angespielt, mit
der die unbequeme Tatsache, daB eine groBe Zahl lipoidunlés-
licher Stoffe in die Zelle aufgenommen wird, ,erklart“ werden
soll. Diese sollen niamlich nicht durch ,einfache Diosmose“
in die Zelle eindringen, sondern durch ,einen anderen und kompli-
zierteren“ Vorgang, was als ,physiologische“ Permeabilitit im
Gegensatz zu der ,physikalischen“ lipoidiGslicher Stoffe be-
zeichnet wird. Ich habe mich iiber diese, auch von anderer
Seite mit Recht ,irrefiihrend“ genannte!) Unterscheidung schon
friiher geniigend ausgesprochen. Hier deshalb nur einige die
Saurefarbstoffe betreffende Worte.

Zunichst ist der Satz, daB ,basische Farbstoffe jede Zelle
vital farben“, wie schon oben gezeigt, unrichtig. Selbst solche,
die in zahlreichen verschiedenen Zellen gespeichert werden,
wie Azophosphin, Anilingelb, Chrysoidin R usw., sind in vielen
andern Zellen und andern Objekten, denen sie dargeboten
wurden, nicht nachweisbar. In diesen Fillen machen wir die
an GewiBheit grenzende Annahme, daB sie wohl eindrangen,

1) E. Kiister, Jahrb. f. wiss. Botan. 50, 261, 1911; vgl. auch die
auf Tierversuchen beruhende Ablehnung von Garmus, Zeitschr. f.
Biol. 88, 185, 1912; ferner W. Schulemann, Arch. f. Pharmakol. 250,
252, 1912.
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aber nur optisch nicht kenntlich wurden, da in der Zelle
reagierfihige Stoffe oder die Bedingungen zu einer die Speiche-
rung erméglichenden Reaktion fehlten.

Nur Voreingenommenheit fiir die Lipoidtheorie, aber keine
sachlichen Griinde konnen hindern, diesen SchluB auch fiir die
Béurefarbstoffe zu machen. Ja, man kénnte sogar sagen, daB
dieser SchluB hier insofern noch in hoherem MaBe berechtigt
ist, als die Siurefarbstoffe, mindestens die leichter permeieren-
den, noch allgemeiner aufgenommen werden; wenigstens
habe ich bisher noch keine pflanzlichen Objekte ausfindig
machen kénnen, in denen Cyanol, Erioglaucin, Lichtgriin,
Palatinrot usw. nicht gespeichert werden, wenn eine geniigende
Transpirationsfliche und entsprechend weite, sich nicht ver-
stopfende Gefabahnen da sind.

Ho6ber legt einem Versuch Kiisters groBen Wert bei,
der Internodien von Tropaeoclum mehrere Tage in 2/, igem
Siurefuchsin eingelegt hatte, und darauf die an die Leitbiindel
anstoBenden Parenchymzellen ,sehr kriftig vital gefarbt“ fand.
DaB die iibrigen Zellen nicht gefirbt waren, steht nicht da,
scheint von Hober aber angenommen und im Sinne seiner
nphysiologischen“ Permeabilitit gedeutet zu werden. Nun er-
klirt es sich sehr einfach, daB gerade die erwihnten Zellen
kraftig gefirbt waren, fiir jeden etwas Unterrichteten dadurch,
daB der Farbstoff an die iibrigen Zellen infolge der sehr
schweren Durchlassigkeit der Cuticula (Cutinisierung der duBeren
Zellmembran der Epidermiszellen) nicht heran konnte. Trennt
man diese aber vorher ab, so firben sich auch die andern
Zellen, und zwar ganz natiirlich die #&uBeren Parenchymzellen
am besten (den Versuch fiihrte ich nicht mit einer 29/ igen
Losung, in der die Objekte schon nach mehreren Stunden ab-
gestorben waren, sonderm mit einer mindestens um das 10fache
verdiinnteren Losung aus).

C. Andere Stoffe. Bekanntlich gibt es auch auBer den
obenerwiahnten eine groBe Zahl anderer lipoidunldslicher Stoffe,
die durch die Plasmahaut von Planzenzellen eindringen. Es
soll hier aber nur von denjenigen und auch nur in aller Kiirze
die Rede sein, die dies mit groSer Geschwindigkeit tun. Hier-
her gehéren, wie Pfeffer!) schon im Jahre 1877 fand und

1) Osmotische Untersuchungen usw., S.135.
5‘



68 W. Ruhland:

auch ich beobachtete, die starken Mineralsiuren. Auch die
starken Alkalihydrate fand ich?) schnell eindringend. Da beides
fiir Tierzellen, soweit gepriift®), anscheinend nicht gilt, so liegt
hier offenbar eine Verschiedenheit in den ,statischen“
Eigenschaften der Plasmahaut vor; solche Moglichkeiten sind
aber auch sonst sehr im Auge zu behalten und von groBer
Bedeutung.

Ich will nur noch darauf hinweisen, daB, wie Alfred
Fischer®) gezeigt hat, eine ganze Gruppe von Bakterien di-
osmotisch dadurch gekennzeichnet ist, daB anorganische Salze
augenblicklich in die Zellen eindringen, also ohne auch nur
anfingliche Plasmolyse in selbst stark hypertonischen Losungen
hervorzurufen.

In Hefezellen wird die lipoidunlGsliche Lactose sehr ge-
schwind, dagegen, was noch wichtiger ist, das so stark lipoid-
l6sliche Chloralhydat nicht aufgenommen. Man kann,
wie Swellengrebel?) fand, mit diesem Stoff dauernde Plasmo-
lyse erzeugen und er wirkt dementsprechend auch nicht narko-
tisierend.

In dieselben Hefezellen dringen aber die lipoidlgslichen
Anaesthetica, Chloroform und Ather momentan ein und wirken
dementsprechend. Welche Hilfshypothesen miiBte Hober wohl
erfinden, um einen solchen Sachverhalt mit der ,Lipoidlehre“
in Einklang zu bringen! Und dabei stehen wir erst in den
Anfingen der Erforschung der diosmotischen Eigenschaften der
verschiedenen Organismengruppen, so daB weitere mit der
Overtonschen Lehre unvereinbare Widerspriiche wohl mit
Sicherheit zu erwarten sind.

IL Die Plasmahaut als Ultrafilter.

Ich habe dann gefunden und an Versuchen mit 30 basi-
schen und 89 sauren Farbstoffen niher auseinandergesetzt, daB
die Aufnahmefiahigkeit der lebenden Zelle durch die

1) a.a. 0. 1912, 8. 430.

") Overton, Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 115, 1902. — Bethe,
ebenda 127, 219, 1909. — Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 686,
805, 1910; diese Zeitschr. 29, 414, 1910.

3) Jahrb. f. wiss. Botan. 27, 1, 1895.

4) Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 14, 874, 1905.
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raumlichen Verhéltnisse der Teilchen der Farbsole
und der Poren des Plasmahautgels bestimmt wird. Diese
wirkt somit als Ultrafilter, das, wie jedes Ultrafilter, Sole
unterhalb eines bestimmten Dispersionsgrades nicht mehr pas-
sieren liBt.

Diese einfache Losung des vielumstrittenen Problems kann
als eine ganz sichere und einwandfreie bezeichnet werden.
Die relative TeilchengroBe (Dispersionsgrad, spezifische Ober-
fliche) kann man, wie ich im Einklang mit den Regeln der
allgemeinen Kolloidanalyse fand, am eindeutigsten durch Dif-
fusionsversuche in Gelen feststellen, die natiirlich keine mit
den Solen chemisch reagierenden Stoffe enthalten diirfen. Am
besten eignet sich im vorliegenden Falle ein etwa 20°/iges
Gelatinegel.

DaB die gefundene Ldsung die richtige war, ergab sich
aus der durchgehenden Ubereinstimmung der Gel- und
der vitalen Versuche. Ich war auf Grund eines solchen Gel-
versuches, wie erwidhnt, in der Lage, voraussagen zu kénnen,
ob ein bestimmter Farbstoff von lebenden Pflanzenzellen auf-
nehmbar sein wiirde oder nicht, und im ersteren Falle, ob er
schnell oder langsam passieren werde. Das ist gewi alles, was
man verlangen kann. Auch der Umstand, daB nach den Resul-
taten der Kolloidchemie vom Zusammenhang der Kolloiditiat
der Sole und der erwihnten Gelbeschaffenheit eine derartige
Losung unserer biologischen Frage nahezu als etwas Selbst-
verstindliches anmuten muB, ist wohl geeignet, das Vertrauen
zu erhéhen.

Es ist denn auch schon lingst von Pfeffer und anderen
die Vermutung ausgesprochen worden, daB die Kolloiditdt beim
Passieren der Plasmahaut eine Rolle spielen miisse. Hober
selbst hatte gefunden, daBl die relativ wenigen, nicht in Tier-
zellen aufnehmbaren sauren Farbstoffe grobere Suspensoide seien.
Wenn ich mich gerade hiervon frither nicht gleich iiberzeugen
konnte, wie Héber so geflissentlich hervorhebt, so geschah
dies, wie ich bereits a. a. 0. S. 387 und 412 betont hatte, weil
ich damals die Sole mit dem Spiegelkondensor nur optisch
untersucht hatte, was mir damals als die sicherste Methode
erschien, die aber bei der verschiedenen Teilchengrie eines
und desselben Sols notwendig zu Irrtimern filhren mubBte.
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Auch die Kiisterschen Untersuchungen, deren wichtigstes
Resultat war, daB eine viel gréfere Zahl saurer Farbstoffe in
die Pflanzenzelle aufgenommen wird, als Pfeffer und ich ge-
funden hatten, lieBen erkennen, daB diese meist zu den durch
Pergamenthiilsen leichter diffundierenden gehérten.

Ich habe aber in meiner Arbeit S. 392 bis 394 und S. 410
bis 415 ausfiihrlich dargetan, daB weder die Hydrodiffusion
durch Pergament- usw. Hiilsen, noch die Elektrolytfillbarkeit,
auch nicht die GroBe der Molekiile und ihr Gehalt an Benzol-
kernen oder chemische Besonderheiten und solche der Léslich-
keit, sondern eben lediglich die durch die Geldiffusion
definierte GroBe der Teilchen das ausschlaggebende, und
zwar allein entscheidende Moment sind.

Greifen wir z.B. die Pyroninfarbstoffe heraus, deren wich-
tigste Eigenschaften in der folgenden Tabelle zusammengefalt
sind.
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Rhodamin G . . . ]basisch| positiv | +4++ | +++ | (+) + +
Erythrosin B . . | sauer |negativ| +++ |++H+)| ++ | (+) | (#)
PhloxinB . . . . n ” 0 + ++ + +
Rose bengale n n H | )| B
Eosin . . .. .. n n 0 + ++ + +
Cyanosin spritl. " n | )|+ 0 0
Gallein . . . .. n n ++ + ++4++ 0 0

Es war auch nach den obenerwiahnten Pflanzen-Versuchen die
Hauptsache noch ganz unentschieden und ununtersucht, ob
denn wirklich erst die Plasmahaut der Pflanzenzellen
den nicht permeierenden Saurefarbstoffen den Eintritt ver-
wehrt, und ein auf diesem Gebiet sonst so ausgezeichneter
und erfahrener Beobachter wie Lepeschkin?) hatte ausdriick-
lich die Cellulosehéute dafiir verantwortlich gemacht, so dal
dann natiirlich derartige Versuche fiir die Erkenntnis der Plasma-
haut gar nichts besagen wiirden. Durch Versuche mit getdteten

1) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 29, 250f., 1911.
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und durch Zucker oder Salze plasmolysierten lebenden Zellen
habe ich dann gezeigt, daB ohne alle Frage eben gerade die
Plasmahaut die Schranke fiir die fraglichen weniger dispersen
Stoffe darstellt.

II1. Bedeutung der elektrischen Ladung der Kolloide.

Neben den in den letzten beiden Absitzen erwihnten
Punkten ist dann vor allem noch der fiir meine Ultrafilter-
lehre wichtig, daB sich ihr gleichermaBen basische wie saure,
also positiv wie negativ geladene Farbstoffe fiigen.

Da alle Farbstoffe, wie gesagt, erst durch Speicherung in
der Zelle fiir das Auge unmittelbar sichtbar werden, so ver-
steht es sich ganz von selbst, welche Rolle die Art der Speiche-
rung fiir die Geschwindigkeit des Sichtbarwerdens spielt. Wir
diirfen deshalb hinsichtlich der Einteilung in schnell, lang-
sam usw. permeierende Farbstoffe natiirlich nur solche mit-
einander vergleichen, die auf die analoge Art und Weise
gespeichert werden.

Wenn wir daher beobachten, daB die dargebotenen Saure-
farbstoffe bei gleicher Beweglichkeit in Gelen fast stets be-
deutend langsamer als basische in der Zelle sichtbar werden,
so wird die naheliegende Vermutung sein, da die Ursache
eben in dem besonderen Speicherungsvorgang liegt, der
infolge der chemischen Verschiedenheit beider Kategorien ja
selbstverstindlich ein andersartiger sein muB. Ich habe darauf
hingewiesen, daB die basischen Farbstoffe durch hochmoleku-
lare Siuren des Zellsaftes, wie Gerbsiure, salzartig, also durch
eine schnell verlaufende Ionenreaktion gebunden werden, wodurch
das fiir den raschen Nachstrom von neuem Farbstoff nétige
osmotische Gefillle aufrechterhalten wird, und die Vermutung
ausgesprochen, daB die Siurefarbstoffe in den meist deutlich
sauren Zellsiften durch eine langsam von statten gehende
Kolloidreaktion in eine minder disperse, nicht permeierende
Form iiberfiihrt werden. Ich habe, was Hober unerwéhnt lagt,
auf S. 385 f. meiner Arbeit einige Wahrscheinlichkeitsargumente
fiir meine Auffassung beigebracht, die ich hier nicht wiederholen
will. Beweise waren es freilich nicht und konnten es infolge
unserer Unkenntnis der betreffenden intracellularen Vorginge
nicht sein.
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Es ist aber klar, daB dieser Punkt, den Hober wieder
sehr betonen zu miissen glaubt, fiir die Auffassung der
Plasmahaut als Ultrafilter ganz gleichgiiltig ist. Denn
selbst wenn, wie Hober wiederholt vermutet, die elektro-
negative Ladung (wohl weil sein Vertrauen zur Lipoid-
unldslichkeit trotz gegenteiliger Versicherung nicht mehr allzu
groB ist) fiir das schwere Eindringen der Siéurefarbstoffe ver-
antwortlich zu machen wire, so wiirde das eben nur das
sTempo¥ beriihren, ein lediglich retardierendes Moment
sein, das bald iiberwunden wird und das Wirken des Haupt-
faktors, der Dispersitat, klar zutage treten liBt.

Mir war es von vornherein sehr unwahrscheinlich, daB der
elektrischen Ladung hier eine nennenswerte Bedeutung zu-
kommen sollte, u. a. deshalb, weil in Gelatine, die wie suspen-
dierte lebende Zellen (und nach Hober demnach wie die
Kolloide der Plasmahaut) im elektrischen Strom anodische Kon-
vektion zeigt, die Ausbreitung der positiv geladenen basischen
und der negativen Siurefarbstoffe gleich gut erfolgt.

Ich bin inzwischen nun in der Lage, den zwingen-
den Beweis fiir die Richtigkeit meiner Schliisse zu er-
bringen, und darzutun, daB wirklich der Durchtritt der elektro-
negativen, meist lipoidunldelichen S&éurefarbstoffe durch die
Plasmahaut mit der gleichen Geschwindigkeit wie der der
positiven, meist lipoidlslichen gleich dispersen basischen Farb-
stoffe erfolgt, und die Verzogerung ihres Sichtbarwerdens bei
der bisherigen Versuchsanstellung in der Tat lediglich sekundir
auf der Speicherungsart beruhte.

Wenn man kleine Gewebestiicke von nicht zu kleinen,
lebenden, ungefirbten Parenchymzellen oder Schnitte durch
solche in etwa 1 bis 3°/,ige, also tiefgefirbte Losungen der
héher dispersen Saurefarbstoffe iibertrigt, also ganz wie man
es mit basischen Farbstoffen zu tun pflegte, so ist der Farb-
stoff (z. B. Erioglaucin, Cyanol, Séurefuchsin, Lichtgriin usw.)
schon nach wenigen Minnten (bei den weniger dispersen
dauert es entsprechend linger) bis nahe zum Konzentra-
tionsgleichgewicht mit der AuBenlésung in diejenigen
Zellen eingedrungen, zu denen er unbehindert (z. B. durch
die Luft der Intercellularriume) hinzutreten konnte. Er ist
aber — und das ist der springende Punkt, weswegen die
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Festetellung dieser wichtigen Tatsache bisher nicht gelungen
war — noch nicht ,gespeichert“ d h. durch irgendeine
Reaktion mit Zellinhaltsbestandteilen indiffusibel geworden.

Man muB deshalb den Schnitt direkt aus der Farb-
16sung oder jedenfalls nur nach sehr fliichtigem Abspiilen
rasch in eine sehr stark hypertonische Zucker- oder
Salzlosung iibertragen, und kann dann unter dem Mikro-
skop in den durch Plasmolyse stark verkleinerten und
konzentrierten Vakuolen giinstig gelegenen Zellen eine
tiefrote bzw. blaue Fiarbung wahrnehmen.

Alsbald beginnt diese aber zu verblassen, da der Farbstoff
mit derselben Geschwindigkeit, mit der er eingedrungen
ist, aus der Zelle auch wieder exosmiert. Im Gegensatz
dazu halten bekanntlich Pflanzenzellen, die Saurefarbstoffe mit
Hilfe der Transpirationssaugung gespeichert haben, diese so
feat, del selbst bei tagelangem Verweilen in Wasser keine Ent-
firbung wahrzunehmen ist.

Fiir diesen fundamental wichtigen Versuch!) eignen sich
alle bisher von mir gepriiften farblosen, nicht zu kleinen (wegen
der Plasmolyse!) Zellen mit groBen Vakuolen.

IV. Die ,physiologische“ Permeabilitit und die Tierversuche.

Die Auffassung Hobers (a. a. O. 8. 429), daB nur gleich-
sam ausnahmsweise ein Siurefarbstoff eindringt, wurde oben
schon zuriickgewiesen; das Gegenteil ist der Fall, natiirlich
miissen — wie fiir basische — stets die Speicherungsbedin-
gungen im Innern geboten sein.

Die Ursache, daB man friiher von der allgemeinen Aufnahme-
fahigkeit der Pflanzenzellen fiir Saurefarbstoffe nichts wuBte, ist
eine sehr einfache. Die Speicherung, auch der schnell per-
meierenden, erfolgt so langsam, daB die Objekte meistens in den
mehr oder weniger giftigen Losungen schon absterben, bevor der
Farbstoff fiir das Auge unmittelbar sichtbar wird. Nur mit

1) Naheres vgl. Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 81, 304, 1913. Tritt
z. B. in einer 5 bis 10 Minuten in 19/, Cyanol verbliebenen Zelle bei
nachfolgender Plasmolyse Verkiirzung des Radiums sauf !/; und somit
Einengung der Vakuole auf !/,, ein, so kann in ihr trotz sofortiger
Exosmose bei schnellem Arbeiten noch die Farbungsstirke einer 1 bis
29/ igen Losung erkannt werden. A. a. O. S. 308 lies 27 statt 9.
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dem wenig giftigen Tropiolin vermochte Pfeffer, mit dem
ebenfalls relativ unschidlichen S#urefuchsin und Palatinschar-
lach ich Speicherungen bei gewissen widerstandsfahigen Objekten
zu erhalten. LiBt man dagegen die Farblésungen durch die
sehr hohen, bei der Transpiration frei werdenden osmotischen
Kriifte ansaugen, so erhdlt man oft in wenigen Stunden Spei-
cherungen. Goppelsroeder’) hat als erster bei seinen Ver-
suchen transpirierende Sprossen mit der unteren Schnittfliche
in Farblosungen tauchen lassen, und Kiister?) wies an ebenso
behandelten Objekten zuerst mikroskopisch nach, daB die Farb-
stoffe wirklich in die Zellen eingedrungen waren. DemgemiB
erscheint auch an verletzten Stellen, die am lebhaftesten tran-
spirieren, die Farbung zuerst und ein Objekt, bei dem in feuchter
Atmosphiire nachweisbar die Transpiration minimal oder gleich
Null geworden ist, nimmt keinen Farbstoff auf. Man kann
aber, wie ich zeigte, auch an einem im Wasser liegenden Ob-
jekt die Farbung beschleunigen, wenn man es ab und zu her-
ausnimmt und vorsichtig welken laBt.

Diesen einfachen Sachverhalt hat Hober zur Rettung der
Lipoidtheorie und seiner Theorie von der ,physiologischen®
Permeabilitit mit m. E. herbeigesuchten Schwierigkeiten und
vor allem an der Hand von gewissen Erfahrungen bei tierischen
Objekten zu komplizieren versucht. Natiirlich werden die Be-
dingungen der Speicherung in tierischen Zellen ganz anders-
artige sein. Wenn aber bei Verfiitterung von Farbstoffen das
Darmepithel ungefirbt bleibt, gewisse Nierenepithelien aber sich
tief farben, so zeigt dies Verhalten doch, daB das erstere
genau wie diese permeabel fiir den Farbstoff ist, aber ihn
nur nicht zu speichern vermag. Dies aber ist natiirlich eine
rein sekundire, von den jedesmaligen chemischen Besonderheiten
der Vakuolen bzw. des lebenden Zellinnern abhingige Spezial-
frage, die zum Thema gar nichts beweist; im Gegenteil, offen-
bar liegen die Verhdltnisse bei tierischen Zellen genau ebenso
wie bei pflanzlichen, d. h. die disperseren Siurefarbstoffe werden
ebenso allgemein aufgenommen wie die basischen. Wahrend
jene aber in Pflanzenzellen, wie es scheint, allgemein speicher-
bar sind, gilt dies nur fiir bestimmte Tierzellen.

1) Zeitechr. f. Chem. u. Ind. d. Kolloide 6, 111, 1910.
%) Jahrb. f. wiss. Bot. 50, 261, 1911.
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Was Hobers neue Tierversuche mit basischen Farbstoffen
betrifft, so erscheint es nach dem bisher Gesagten fast iiber-
fliissig, noch hervorzuheben, daB auch sie nicht das mindeste
gegen die Ultrafilterlehre beweisen. Hober findet, daB die
Farbstoffe Baslerblau R und BB, ferner Viktoriablau B und
4 R sowie Nachtblan, von denen ich gezeigt hatte, daB sie in
Pflanzenzellen infolge der erheblichen TeilchengroBe ihrer Sole
nicht eindringen, von manchen Tierzellen gespeichert werden,
aber, was eben das Wichtigste ist, dann erheblich viel
schwieriger als andere Basen. Das aber stimmt vollkommen
zu dem, was ich bereits aus den Versuchen mit Saurefarb-
stoffen in meiner Arbeit (S. 429) gefolgert hatte: daB die
Porenweite der tierischen Plasmahdute, soweit bisher
bekannt, eine groBere sein muB, und diese infolgedessen
auch noch Sole von geringerer Dicpersion als Pflanzen-
zellen passieren lassen. Der EinfluB der TeilchengriBe
tritt nun in den Hoberschen Versuchen, genau wie bei meinen
eigenen, die sich auf nahe an der Grenze der Aufnehmbarkeit
stehende Sole bezogen, klar in dem erheblich erschwerten
Import zutage. Die leichtere Fillbarkeit dieser Stoffe durch
Elektrolyte kann im Hoberschem Sinne ebensowenig etwas
beweisen als bei den hochkolloiden Sulfosiuren, aus deren Ver-
halten Héber selbst ja unbedenklich auf den EinfluB der Kol-
loiditdt mit Recht geschlossen hatte.

V. SchiuBbemerkungen.

Wir sehen also, daB Hober keinen stichhaltigen Einwand
gegen meine Ultrafilterlehre beizubringen vermocht hat.
Diese findet iibrigens, wie ich neuerdings') gezeigt
habe, auch an Versuchen mit zelleigenen Kolloiden
ihre Bestiatigung. So werden von Pflanzenzellen die im
Gelatinegel unbeweglichen Hydrophilkolloide Gerbstoff, Inulin
usw. nicht, das leicht bewegliche Saponin und die geldiffusiblen
Enzyme, wie Diastase (Sekretions- sowie Translokations-
diastase), Invertase, Rhamnase, Oxydase aus Grasblittern
usw. dagegen aufgenommen, Tatsachen, aus denen sich, wie
ich a. a. O. zeigte, wichtige Schliisse hinsichtlich der chemischen
Zellorganisation ergeben.

1) Biolog. Centralbl. 83, 1913.
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Fiir den Ausbau der Ultrafiltertheorie der Plasmahaut auf
tierphysiologischem Gebiet wird es zundchst wichtig sein, ein
der gr6Beren Kolloiddurchldssigkeit der Tierzellen ent-
sprechendes weitporiges Gel herzustellen, wie ich es in dem etwa
20°/,igen Gelatinegel fiir Parallelversuche an Pflanzenzellen
gefunden habe. Das kann keine Schwierigkeiten machen, da
ja, wie Bechhold zeigte, die Porenweite mit steigendem Wasser-
gehalt wichst. Vielleicht wéren hier Agargele vorzuziehen.

SchlieBlich sei verstattet, noch eine allgemeine Bemer-
kung Hobers zu beriihren. Nachdem ich zur Ablehnung der
Lipoidtheorie gelangt war und speziell fiir die lipoidldslichen
und unloslichen Kolloide nachgewiesen hatte, daB dieselbe
GesetzmiBigkeit ihre Aufnehmbarkeit beherrschte, betonte ich,
daB es bisher fiir die molekular gel6sten Stoffe unerklirt
geblieben ist, welche Wechselbeziehungen zwischen ihren physi-
kalischen Eigenschaften und den statischen der Plasmahaut
zur Folge haben, daB eine gewisse Gruppe dieser Verbindungen
stets geschwind, eine andere dagegen regelmiflig langsamer oder
gar nicht permeiert. Wenn ich in diesem Zusammenhange dem
Umstande, daB gerade die physiologisch wichtigen Salze, Zucker
und Aminosduren sich unter den schwer permeierenden be-
finden, die Bedeutung zuerkannte, daB sie infolgedessen um so
leichter regulatorisch bei Abgabe und Aufnahme beeinfluBbar
seien, so kann doch daraus unméglich, wie Hober will, eine
Zustimmung zu seiner schon erwihnten und von mir mehrfach
zuriickgewiesenen Unterscheidung von ,physikalischer und
»physiologischer“ Permeabilitit herausgelesen werden. Viel-
mehr berechtigt uns bisher nichts dazu, anzunehmen,
daB nicht alle molekular gelésten Stoffe auf gleiche
Weise in die Zelle eindringen.

Zusammenfassung.

1. Die Lipoidtheorie Overtons ist wegen sehr zahlreicher
schroffer Widerspriiche gegen die Tatsachen aufzugeben, ebeneco
die Hoberschen Hilfshypothesen von einer ,physiologischen*
und einer ,physikalischen“ Permeabilitat.

2, Hober hat gegen meine Auffassung der Plasmahaut als
cines Ultrafilters bei der Kolloidaufnahme keinen einzigen stich-
haltigen Einwand beizubringen vermocht.
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3. Die Ultrafiltertheorie vermag vielmehr restlos die di-
osmotischen Erscheinungen bei der Aufnabme von Farbstoffen
zu erkliren und hat sich auch fiir die zelleigenen Kolloide be-
wahrt.

4. Es wurde bewiesen, daB die meist geringere Geschwin-
digkeit der Speicherung der elektronegativen und meist lipoid-
unléslichen sauren Farbstoffe gegeniiber basischen durch Pflanzen-
zellen lediglich in der Art der Speicherung, nicht aber in der
Permeabilitdt ihren Grund hat.

5. Demnach kommt der elektrischen Ladung der Farb-
stoffteilchen, im Gegensatz zu einer Hypothese Hobers, keine
erkennbare Bedeutung zu. Die Plasmahaut ist vielmehr fiir
basische Farbstoffe nicht permeabler als fiir die sauren des
gleichen Dispersionsgrades.

6. Die Transpiration ist der einzige Faktor, durch den
die schnellere Aufnahme der Siurefarbstoffe durch Sprosse
gegeniiber Schnitten, die in der Losung weilen, zustande kommt.



Enthilt die Milch Phosphatide?
Von
Vladimir Njegovan.

(Aus dem kgl. kroat.-slav. landesagrikulturchemischen Institut
zu Krizevei, Kroatien.)

(Eingegangen am 24. Juns 1913.)

Seinerzeit unterzog ich alle bekannten Methoden zur Be-
stimmung der Phosphatide in der Milch einer Kritik?), in der
ich auf die UnverlaBlichkeit dieser Methoden hinwies. Indem
z. B. Koch einerseits behauptet, daB das Lecithin in der Milch
sich iiberhaupt nicht wie Fett verhdlt und deshalb auch nicht
in besonderer Menge in den Rahm iibergeht, ist nach Glikin
andererseits das Lecithin in der Magermilch iiberhaupt nicht
mehr nachweisbar; SchloBmann wieder bestreitet iiberhaupt
die Anwesenheit des Lecithins in der Milch.

Die UnverliBlichkeit aller dieser Methoden beruht meiner
Ansicht nach hauptsichlich darin, daB man bisher keine Methode
besaB, um die Milch ohne starke Eingriffe, speziell der hoheren
Temperatur, vollstdndig zu trocknen. Es ist bekanntlich bei
der Extraktion der Phosphatide die Hauptbedingung, da das
extrahierende Material vollstindig trocken ist, worauf schon
Thudichum hinwies. Da die bisher bekannten Trocknungs-
methoden entweder nicht ganz einwandfrei oder mit groSen
Umsténden verkniipft sind, versuchte ich die bekannte Natrium-
sulfatmethode zu diesem Zwecke brauchbar zu machen. Das
Verfahren habe ich an dieser Stelle schon ausfiihrlich be-
schrieben?); indem ich aber dasselbe inzwischen etwas verein-
facht habe, will ich es hier nochmals kurz folgen lassen.

) Diese Zeitschr. 29. 491, 1910.
?) Diese Zeitschr. 48, 203, 1912.
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100 com Milch wurden in einer Reibschale bis auf ca. 25
bis 30° in einem Wasserdampftrockenschranke erwirmt und
nachher 70 g wasserfreies Natriumsulfat zugesetzt. Durch die
Bildungswirme des Na,SO, |- 10 H,O steigt die Temperatur
auf die notwendigen 33° Der fliissige Brei wird bei gewohn-
licher Temperatur von Zeit zu Zeit mit dem Pistill bearbeitet.
In 2 bis 3 Stunden, je nach der Zimmertemperatur, erstarrt
das Gemisch zu einer noch etwas feuchten, festen Masse. Die-
selbe wird auf mehreren flachen Schalen oder groSen Uhrglasern
in diinne Schichten verteilt und in einen hohen Vakuumexsiccator?!)
gebracht, in dem sich eine geniigende Menge konzentrierter
Schwefelsiure (in diesem Falle ca. 270 ccm), womdglich ober-
halb des Trockengutes, befindet.

Es geniigt, nachher den Exsiccator auf ca. 10 bis 15 mm
zu evacuieren. In 2 bis 3 Tagen ist die Masse trocken und
enthilt nur einige Zehntelprozent Feuchtigkeit. Es ist gut,
den Exsiccator wihrend der Trocknungsdauer einige Male zu
O6ffnen und das Trockengut sowie die Schwefelsiure, die in
ithren oberen Schichten verdiinnter wird als in den unteren,
umzuriihren. Die Wirkung der Schwefelsiure kann man stei-
gern, indem man dieselbe in mehrere Schalen bringt und so
ihre Oberfliche vergroBert. Die auf diese Weise getrocknete
Milch wurde dann auf Vorhandensein der Phosphatide wie folgt
untersucht:

Versuch 1.

100 cem mit Natriumsulfat getrockneter Vollmilch wurden zweimal
je 6 Stunden im Soxhletschen Extraktionspparat mit Chloroform ex-
trahiert. Nachdem das Chloroform durch Destillation entfernt war, wurde
der Riickstand mit Sauregemisch nach Neumann?) verascht und mit
Ammoniummolybdat auf Phosphor gepriift. In beiden Extrakten konnte
keine Spur Phosphor nachgewiesen werden. Die Extraktion wurde noch
6 Stunden im Landsiedelschen HeiBextraktionsapparat®) mit gleichem
Ergebnis wiederholt.

Versuch 2.

100 ccm getrockneter Milech wurden 8 Stunden mit Chloroform wie
oben extrahiert. Das gewonnene fettreiche Extrakt war phosphorfrei.

1) Dafiir eignet sich sehr gut der Exsiccator nach Kempf, Chem.
Ztg. 88, 145, 1909.

%) Zeitachr. f. physiol. Chem. 87, 129, 1902; 43, 35, 1904.

3) Chem. Ztg. 26, 275, 1902.
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Der Riickstand wurde nachher je 1, 4, 3, 8, 2, 6, 5 Stunden mit ab-
solutem Alkohol extrahiert. Die bei jeder Extraktion gewonnene alko-
holische Losung wurde nach dem Erkalten von den festen Abscheidungen
(Milchzucker, Casein) durch Filtration getrennt, eingedampft und nach
Neumann auf Phosphor gepriift. In allen Fillen wurden kleine Mengen
Phosphor nachgewiesen. Nachher wurde 6 Stunden mit Chloroform ex-
trahiert, wobei der unbedeutende Extrakt keine Phosphorreaktion zeigte;
bei nachfolgender 6stiindiger Alkoholextraktion war wieder Phosphor
im Extrakt nachweisbar. "

Versuch 3.

100 ccm Vollmilch wurden nach der Trooknung mit absolutem, iiber
Natrium destilliertem Ather 10 Stunden extrahiert. Das fettreiche Ex-
trakt enthielt keinen Phosphor. Der Extraktionsriickstand wurde 24 Stun-
den mit 200 ccm Methylalkohol bei gewShnlicher Temperatur digeriert,
die klarfiltrierte methylalkoholische Losung am Wasserbade eingedampft
und im Vakuumexsiccator getrocknet. Der trockene Riickstand wurde,
mit Chloroform aufgenommen, filtriert und die noch etwaa opalescierende
chloroformige Losung eingedampft. Es hinterblieben 0,065 g einer fettigen
Masse, die nach Neumann verascht, kaum bemerkbare Spuren gelben
Niederschlags zeigte. Die kalte methylalkoholische Digestion wurde mit
neuen 200 ccm Methylalkolol wiederholt. Der dabei resultierende fettige
chloroformige Auszug wog 0,023g und enthielt keine Spur Phosphor.
Nach der dritten kalten 48stiindigen Digestion wog der chloroformige
Auszug 0,012 g und war phosphorfrei.

Nachher wurde das Pulver je 2mal mit Methylalkohol 1/; Stunde
am RickfluBkiihler gekocht. Der in Chloroform l6sliche Teil der dabei
gewonnenen und getrockneten alkoholischen Ausziige wog je 0,008 g und
war ebenfalls phosphorfrei.

Versuch 4.

100 oom Vollmilch wurden nach der Trocknung 10 Stunden mit
Chloroform extrahiert. Der fettreiche Extrakt war phosphorfrei. Das
extrahierte Pulver wurde mit kaltem absolutem Athylalkohol wie bei
Versuch 3 behandelt. Der getrocknete alkoholische Extrakt wurde mit
25 com absolutem Ather ausgezogen. Der filtrierte atherische Auszug
(0,015 g) zeigte nach der Veraschung nur Spuren gelben Nieder-
schlages.

Das Milohpulver wurde nachher mehrere Male je 1/, Stunde mit
absolutem Athylalkohol ausgekocht, der trockene alkoholische Auszug
mit 25 ccm absolutem Ather und 25 ocom Chloroform behandelt. Die
kiaren étherischen und chloroformigen Ausziige, die nach dem Entfernen
des Lisungsmittels ca. 0,005 g wogen, waren phosphorfrei.

Dabei will ich bemerken, daB der in absolutem Ather bzw. Chloro-
form unlésliche Teil des Alkoholextraktes zuweilen auch etwas Phosphor
enthilt, sonst aber hauptsichlich ans Milchzucker bestand.
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Versuch 5.

100 ccm Magermiloch (0,01°/, Fett) wurden nach dem Trocknen
8 Stunden im Soxhletschen Extraktionsapparate mit absolutem Athyl-
alkohol extrahiert. Nach der Extraktion befanden sich im Kolben be-
deutende Mengen fester Substanz (Milchzucker, Casein), die nach dem
Erkalten von der alkoholischen Losung durch Filtration getrennt wurden.

Der trockene alkoholische Extrakt wurde mit 25 ccm absolutem
Ather und 25 ccm Chloroform ausgezogen. Der &therische Auszug
(0,069 g) zeigte etwas mehr Phosphor als bisher beobachtet wurde, so
daB nach dem Uberfilhren des Molybdanniederschlages in Magnesium-
pyrophosphat das letztere gewogen werden konnte. Es wurden dabei
90,0008 g Mg,P,0, gefunden. Der chloroformige Auszug (0,010 g) war
phosphorfrei.

Das extrahierte Pulver wurde noch wiederholt mit absolutem
Alkohol bzw. absolutem Ather im Soxhletschen Apparate extrahiert,
wobei keine in Ather oder Chloroform l3sliche phosphorhaltige Substanz
gewonnen werden konnte.

Ahnliche Ergebnisse erhielt ich auch bei gekoohter Milch, wobei
neben Athylalkohol auch Methylalkohol zur Extraktion verwendet wurde.

Versuch 6.

100 com getrockneter Vollmilch wurden 6 Stunden mit Aceton und
8 Stunden mit Benzol extrahiert. In beiden Extrakten wurde kein
Phosphor nachgewiesen.

Versuch 7.

100 ccm Vollmilech wurden nach der Trocknung je 6 Stunden mit
Petrolither (Sdp. 80 bis 50°), Benzin (Sdp. 60 bis 70°), Benzin (Sdp. 70
bis 80°), Benzin (Sdp. 80 bis 90°) extrahiert. Alle dabei resultierenden
Extrakte waren phosphorfrei.

Nach den allen dabei gewonnenen Ergebnissen erhebt sich
die Frage, ob die Milch iiberhaupt Phosphatide enthilt? Die
kleinen Spuren Phosphor, die bei der alkoholischen Extraktion
beobachtet wurden, mu8 man kleinen Mengen iibergegangenen
Caseins bzw. seiner Zersetzungsprodukte zuschreiben. Diese
Behauptung unterstiitzt der Versuch 2, bei dem immer kleine
Mengen Phosphor nachgewiesen werden konnten, so viele Male
man auch die Extraktion mit Alkohol wiederholte. Ich habe
mich auch iiberzeugt, daB das Casein nach Hammarsten
(Merck) in heiBem absolutem Alkohol teilweise 16elich ist —
die alkoholische Ldsung zeigte nach der Veraschung Phosphor-

reaktion. :
Biochemische Zeitschrift Band b4. 6
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Die kleinen Mengen Phosphor, die in &therischen bzw.
chloroformigen Ausziigen bisweilen nachgewiesen wurden, kann
man auch darauf zuriickfiihren, daB die Losungen nicht immer
ganz klar zu filtrieren waren.

Es scheint weiterhin ausgeschlossen, daB der Natriumsulfat-
zusatz von EinfluB auf die Loslichkeit der Milchphosphatide wire.

Die von Rosengreen, Siegfeld und Rosenbaum?) be-
obachtete Substanz diirfte kaum mit den Phosphatiden gleich
sein, was die letzten zwei Forscher auch selbst hervorheben.

Zieht man noch die ganz kontriren Befunde von Koch
und Glikin in Betracht, so ist man gezwungen, anzunehmen,
daB die Milch Phosphatide iiberhaupt nicht enthilt und daB
die bei verschiedenen Forschern beobachtete phosphorhbaltige
Substanz nicht mit den Phosphatiden identisch sein diirfte.

1) Chem. Centralb. 76, II, 275, 1905.



Das Schicksal des Cocains und Ekgonins im Organismus.
Von
Suleiman Rifatwachdani (Konstantinopel).

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Berlin.)
(Eingegangen am 29. Juni 1913.)

Die zurzeit geltende Anschauung iiber das Verbalten des
Cocains im Organismus nimmt an, daB das Alkaloid bei linger
dauerndem Kontakt mit den Geweben weitgehend zerstort
wird. Diese Vorstellung stiitzt sich auf die Versuche von
Wiechowski?'), aus denen sich ergab, da8 von den bei Hunden
subcutan injizierten Alkaloidmengen (89 bis 312 mg) durch-
schnittlich nur 5°, im Harn wieder erschienen, wihrend
Kaninchen, die 89 bis 446 mg erhalten hatten, iiberhaupt kein
Alkaloid ausschieden. Hiernach unterliegt das Cocain einer
fast vollstindigen Zersetzung im Tierkérper. Fiir eine rasche
Zerstorung scheinen auch die Versuche Kohlhardts?) zu
sprechen, denen zufolge bei Injektion von giftigen Cocainmengen
in ein vorher mittels Gummischlauches abgeschniirtes Bein
um so geringere Vergiftungserscheinungen auftraten, je lénger
mit der Losung der Abschniirung gewartet wurde. Indessen
brachten diese Versuche nicht den zwingenden Beweis fiir eine
rasche lokale Zerstérung. Sie konnten ebensogut im Sinne
einer stark verlangsamten Resorption gedeutet werden, nach-
dem Kleine®) bereits 1901 gezeigt batte, daB aus einer ab-
geschniirten Extremitit ein allméhlicher Ubergang der ein-
gespritzten Substanzen (Ferrocyankalium und Strychnin) in den
Blutkreislauf stattfindet.

1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 46, 155, 1901.
%) Arch. f. klin. Chir. 64, 927, 1902.

%) Zeitschr. f. Hygiene 86, 1, 1801.
6‘
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Die im hiesigen Institut angestellten Versuche Grodes!?)
haben ergeben, daB bei Tieren die lingere Darreichung von
Cocain zu Erscheinungen fiihrte, die als kumulative Wirkungen
gedeutet werden konnten. AuBerdem zeigten gelegentliche
Befunde an Kaninchen, da nach Zufuhr ungiftiger Cocain-
mengen mit einigen Alkaloidreagenzien im Harn positive Er-
gebnisse erhalten werden konnten. Damit war Veranlassung
gegeben, an der Lehre von der raschen Zerstérung des Cocains
im Tierkorper zu zweifeln und sein Schicksal im Stoffwechsel
von neuem zu priifen.

Die Versuche sind simtlich an Kaninchen angestellt
worden. Bei der Untersuchung des Harns und der in Be-
tracht kommenden tierischen Gewebe wurde folgendermafBen
verfahren.

Der in 24 Stunden entleerte Harn wird zunichst bei
saurer Reaktion mit Benzol im Steudel-Kutscherschen
Extraktionsapparat zur Entfernung von Farbstoff, Fett u. dgl.
ausgezogen. Dann setzt man Ammoniak bis zur alkalischen
Reaktion zum Harn und zieht mit erneuertem Benzol so lange
aus, bis eine Probe des iiber dem Harn stehenden Benzols
keine Reaktion mit Jodkaliumjodid mehr gibt.

Dieses Reagens wurde deswegen gewidhlt, weil es von den
in Betracht kommenden Féllungsmitteln (Kaliumquecksilber-
jodid, Jodkaliumjodid, Phosphorwolframsdure) sich am empfind-
lichsten erwies. In einer Losung von Cocainhydrochlorid
1:100000 ruft Jodkaliumjodid noch eine Triibung hervor,
withrend die anderen Reagenzien versagen.

Die Extraktion des Cocains ist in ungefihr 24 Stunden
beendet. Nach Entfernung des Benzols durch Abdestillieren
und Eindampfen des Restes auf dem Wasserbade bleibt das
Cocain zuriick und wird nach Gordin?) titrimetrisch bestimmt.

Bei der Untersuchung von Muskeln und anderen tierischen
Organen bringt man das moglichst fein zerkleinerte Objekt in
einen Kolben und extrahiert am RiickfluBkiihler mit absolutem
Alkohol. Diese Behandlung wird noch zweimal mit erneutem
Alkohol wiederholt. Die vereinigten alkoholischen Ausziige
werden filtriert, der Alkohol abdestilliert und zur Trockne ein-

1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 87, 172, 1912.
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2871, 1899.
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gedampft. Der Riickstand wird mit kaltem Wasser ausgezogen
und dann weiter, wie oben fiir den Harn angegeben ist, behandelt.

Ubrigens bietet die Benzolextraktion im Apparat keine
erheblichen Vorteile gegeniiber dem einfachen Ausschiitteln mit
Ather im Scheidetrichter. Durch dieses Verfahren 1iBt sich
das Cocain in wenigen Stunden dem zu untersuchenden Harn
entziehen. Ich habe daher die Atherausschiittlung in den
letzten Versuchen durchweg benutzt.

Bei der Titration wurde die Anzahl der gebundenen Kubik-
zentimeter ®/ ,-Siure mit dem von Gordin fiir Cocain an-
gegebenen Faktor 0,0146 multipliziert, nachdem ich mich in
mehreren Versuchen mit abgewogenen Mengen reinen Cocains
davon iiberzeugt hatte, daB die von mir verwendete Siure
denselben Wert lieferte.

Zur Priiffung der Zuverldssigkeit der Methode wurden je
100 ccm normaler Kaninchenharn mit abgewogenen Mengen
Cocainhydrochlorid versetzt und analysiert.

Cocain
zugesetzt gefunden %
4 €
0,130 0,133 102,3
0,057 0,054 94,7

Es wurden also im Mittel 98,5°/, des dem Harn zugesetzten
Cocains wiedergefunden.

Um die Ausscheidung des Alkaloids im Harn zu studieren,
wurde zunichst einer Anzahl Kaninchen eine einmalige Dosis
von 0,06 g Cocainhydrochlorid, entsprechend 0,0446 g Cocain
subcutan eingespritzt und der innerhalb von 24 Stunden entleerte
Harn untersucht. Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zu-

sammengestellt.
Tabelle I
Einmalige Verabreichung subcutan von 0,05 g Cocainchlorhydrat.
Harn von 24 Stunden.

Gewicht Ausgeschiedene Prozente
des Tieres Menge der eingefiihrten
g g Menge
2100 0,038 85,2
2100 0,023 51,5
1250 0,039 874
1520 . 0,028 62,7
1750 0,081 69,5
1520 0,021 42,1
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Diese Versuche lassen erkennen, daB bei Kaninchen das
Cocain nicht zerstért wird, sondern in Mengen von 42 bis 85/,
im Harn ausgeschieden wird.

Zur niheren Charakterisierung des Cocains wurde die
ausgefillte Jodcocainverbindung mit feuchtem Silberoxyd zer-
setzt und das mit Ammoniak alkalisch gemachte Filtrat mit
Ather ausgeschiittelt. In dem nach Verdunsten des Athers
zuriickbleibenden Riickstand wurden durch vorsichtigen Salz-
siurezusatz Krystalle von Cocainhydrochlorid erzeugt, die unter
dem Mikroskop identifiziert wurden. Ferner wurde die an-
asthesierende Wirkung auf die Zunge und die Erweiterung der
Pupille des enukleierten Froschauges zur Feststellung benutzt.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde untersucht, wie
sich bei einem und demselben Kaninchen, das lingere Zeit
hindurch téglich mit Cocain gespritzt wurde, die Ausscheidung
verhielt. Das Tier erhielt moglichst wasserreiches Futter, so
daB an jedem Versuchstag Harn entleert wurde. Dieser Ver-
such war deshalb von Interesse, weil die schon oben erwihnten
Versuche Grodes auf eine Anhiufung des lingere Zeit ver-
abreichten Alkaloids hinweisen.

Tabelle II.

Kaninchen 1750 g schwer, erhilt taglich suboutan 0,05 g Cocainhydro-
ohlorid, entsprechend 0,0446 g Cocain.

Ausgeschiedene Prozente
Versuchstag Menge der téglichen

g Einfuhr
1 0,015 33,8
2 0,021 47,1
8 0,023 52,8
4 0,022 49,3
5 0,022 49,3
6 0,025 56.1
7 0,039 89,4
8 0,047 107,8
9 0,050 112,1

Es wurden also von der innerhalb der Versuchsdauer ein-
gespritzten Menge von 0,4014 g Cocain wieder ausgeschieden
0,264 g gleich 65,8°/,. Leider ging das Kaninchen am 10. Ver-
suchstage ein, so daB die Ausscheidung nicht weiter verfolgt
werden konnte. Aber aus den zunehmenden Werten der
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tiglichen Ausfuhr scheint mir deutlich hervorzugehen, daB eine
gewisse Anhdufung des Alkaloids im Korper stattfindet, die
wohl imstande ist, die von Grode, wenn auch gerade nicht
beim Kaninchen, so doch an Meerschweinchen, Katzen und
Hunden beobachtete bei lingerer Zufuhr sich einstellende Uber-
empfindlichkeit zu erkliren.

Wiederholt ist in diesen Versuchen der Harn nach der
unten beechriebenen Methode auf Ekgonin untersucht worden,
aber ohne Erfolg.

Obwohl diese Versuche lehrten, da8 eine so weitgehende
Zerstorung des Cocains im Tierkorper, wie sie auf Grund
der Wiechowskischen Versuche bisher anzunehmen war, nicht
stattfindet, habe ich in einer weiteren Versuchsreihe unter-
sucht, wie sich das Cocain verhilt, wenn man bei gleichzeitigem
Abbinden eines Hinterbeins in dieses eine groSe Cocaindosis
injiziert.

Diese Versuchsanordnung entspricht derjenigen Kohl-
hardts, der, wie oben bereits erwahnt, auf Grund der dadurch
bewirkten Aufhebung oder Abschwéchung der nach dem Ldeen
des Abbindungsschlauches auftretenden Intoxikationserschei-
nungen annimmt, daB das Cocain durch das Protoplasma un-
schidlich gemacht oder in irgendeine nicht toxisch wirkende
Verbindung iibergefiihrt wiirde.

Zunichst wurde an drei Kontrollversuchen unter Anwen-
dung der oben beschriebenen Methode gepriift, wieviel von
einer zu 50 g Kaninchenfleisch zugesetzten Cocainmenge O1g
Cocainhydrochlorid) wiedergewonnen werden konnte.

Zugesetzt Gefunden o
Cocain Cocain 0
0,089 0,086 96,8
0,089 0,073 82,0
0,089 0,087 97,8

Die Resultate sind demnach befriedigend, esa wurden im
Mittel 92°/, der zugesetzten Menge wiedergefunden.

Bei den Versuchen verfubr ich so, da8 den Kaninchen
ein oder beide Hinterbeine iiber dem Kniegelenk mit einem
Kautschukachlauch fest abgeechniirt wurden. Die fiir die In-
jektion gewahlte Hautstelle wurde glatt abgeschoren, die Cocain-
l8sung injiziert und die Einstichwunde mit Kollodium ver-
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schlossen, um Verluste durch AusflieBen zu vermeiden. Nach
2 bis 3 Stunden wurden die Tiere durch Entbluten getitet, die
Beine oberhalb der Abschniirung amputiert und samt Knochen
nnd Haut so fein als moglich zerkleinert. Das Verfahren zur
Bestimmung des Cocains ist bereits oben geschildert worden.

Die Ergebnisse von einigen dieser Versuche sind in Tabelle ITI
zusammengestellt.

Tabelle III.

. Cocain Cocain
Nr. Tiergewioht injiziert gefunden %
g g g
la 2600 rechts 0,1785 | rechts 0,146 81,8
b — links 0,1785 | links 0,139 77,9
2 3400 0,1785 0,082 45,9
3 4670 0,1695 0,169 99,7

In drei anderen, mit gleichen Cocainmengen angestellten
Versuchen wurden allerdings viel niedrigere Werte fiir Cocain
in der abgebundenen Extremitit ermittelt, die zwischen 207/,
und 309/, lagen. Man kann aber meines Erachtens aus diesen
Versuchen trotzdem schlieBen, daB das Cocain in den Geweben
nicht irgendwie chemisch verindert wird. Hiergegen sprechen
die hohen Werte, die in den Versuchen 1a, 1b und 3 gefunden
wurden, Befunde, die sicherlich nicht fiir eine Entgiftung oder
Zerstorung sprechen. Wenn in Versuch 2 und in anderen Ver-
suchen die wiedergefundene Cocainmenge nur !/, bis !/, der
injizierten betrug, so diirfte das wohl eher auf eine ungeniigende
Abschniirung zuriickzufiihren sein, die einen allmahlichen Uber-
tritt in den allgemeinen Kreislauf gestattete. Ob eine Bindung
des Cocains durch Gewebsbestandteile stattgefunden hat, die
bei der nachherigen Einwirkung des Alkohols wieder geldst
wurde, liBt sich auf Grund meiner Versuche natiirlich nicht
entscheiden.

Weiterhin mochte ich iiber einige Versuche berichten, die
den Nachweis des Ekgonins im Harn und sein Verhalten im
tierischen Organismus betreffen. Der Nachweis des Ekgonins
stoBt insofern auf Schwierigkeiten, als es zwar leicht in Wasser
und auch ziemlich leicht in Alkohol léslich ist, sich aber nicht
in Ather, Benzol und Chloroform 19st; es laBt sich daher weder
‘aus alkoholischer noch aus saurer Liosung ausschiitteln. Zwar
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laBt es sich durch Phosphorwolframsiure und einige andere
allgemeine Alkaloidreagenzien aus dem Harn ausfillen; eine
derartige Fallungsmethode, wie sie z. B. auch Wiechowski
fir den Nachweis im Harn benutzt hat, ist aber auBerordent-
lich umstandlich, und es erscheint zweifelhaft, ob dadurch kleine
Mengen wiedergefunden werden konnen.

Bekanntlich ist der Methylester des Ekgonins in Ather
16slich; es war daher zu versuchen, ob es nicht méglich sei
das im Harn oder in den Extrakten tierischer Gewebe vor-
handene Ekgonin in den Methylester iiberzufiihren.

Dies gelingt bekanntlich ziemlich leicht, wenn man eine
methylalkoholische Losung von Ekgonin bei moglichst niedriger
Temperatur mit Chlorwasserstoffgas behandelt. Man erhilt nach
dem Verdampfen des Methylalkohols das Hydrochlorid des
Ekgoninmethylesters?).

Zunichst habe ich versucht, ob sich auf diese Weise zu
Harn und Muskeln zugesetztes Ekgonin isolieren und nach-
weisen lieB.

Versuch 4.

In 100 ccm normalem Kaninchenharn wurden 0,2 g Ek-
gonin?®) geldst und der mit Salzsiiure angesiuerte Harn auf
dem Wasserbade véllig zur Trockne verdampft. Vorher hatte
ich mich iiberzeugt, daB beim Ausschiitteln des Harns mit Ather
weder aus saurer noch aus alkalischer Losung ein die Alkaloid-
reaktionen gebender Extrakt erhalten werden konnte. Der
Eindampfriickstand des Harns wurde mit Methylalkohol wieder-
holt ausgezogen und das Filtrat bis zur vélligen Sattigung mit
trockenem Salzsiuregas behandelt. Nachdem der Methylalkohol
verjagt war, wurde der Riickstand mit wenig Wasser aufge-
nommen und die filtrierte Losung nach Zusatz von Ammoniak
bis zur deutlich alkalischen Reaktion mit Ather wiederholt
ausgeschiittelt. Die #therische Losung hinterlaBt beim Ver-
dunsten des Lisungsmittels den Methylither als Glige Tropfen,
die sich in salzsaurem Wasser losen.

) Einhorn und Klein, Ber. d. Deutech. chem. Ges. 21, 3336, 1888.

%) Fiir die bereitwillige Uberlassung des Ekgonins und einiger Ek-
goninverbindungen bin ich der Firma C. F. Boehringer & S6hne zu
groBem Dank verpflichtet. :
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Eine spezielle Reaktion fiir Ekgoninmethylester habe ich
nicht auffinden kénnen. Man erhélt nur mit den iiblichen
Fallungsmitteln: Phosphorwolframséure, Phosphormolybdin-
siure, Jodjodkalium, Kaliumquecksilberjodid und Bromwasser
mehr oder weniger starke Niederschlige. Die empfindlichsten
der genannten Reagenzien sind Phosphorwolframséure und
Jodjodkalium, die in Losungen von Ekgoninmethylesterchlor-
hydrat 1:1000 starke Fallungen, bei 1:10000 Triibungen er-
zeugen.

Zur Identifizierung kann man die erweiternde Wirkung
des Ekgoninmethylesters auf die Froschpupille benutzen. Am
enukleierten Froschauge bringt eine 1°/,ige Losung eine miBige
Mydriasis hervor, wihrend Ekgonin ohne Wirkung ist.

Zur Kontrolle habe ich normalen Kaninchenharn ohne
Ekgoninzusatz in der gleichen Weise behandelt. Der Riick-
stand des Atherextrakts gab, mit den genannten Alkaloid-
reagenzien gepriift, keine Triibungen oder Niederschlige.

Versuch 5.

Kaninchenfleisch, mit Ekgonin versetzt, wurde mit Alkohol
am RiickfluBkiihler ausgekocht. Nach dem Erkalten wurde
abfiltriert, das Filtrat zur Trockne gebracht, mit Methylalkohol
aufgenommen und weiter wie oben verfahren. Auch hier fielen
im Atherextrakt die oben genannten Reaktionen positiv aus,
wihrend bei einem analogen Versuch ohne Ekgoninzusatz keine
Fillungen erhalten wurden.

Nachdem sich durch diese Versuche die Methode als brauch-
bar fiir den qualitativen Nachweis gezeigt hatte, wurde unter-
sucht, ob beim Kaninchen subcutan eingespritztes Ekgonin im
Harn nachweisbar war. Der Tagesharn eines Kaninchens, dem
0,260 g Ekgonin in wisseriger Losung injiziert wurde und das,
beildufig erwihnt, keinerlei Vergiftungserscheinungen darbot,
wurde zunichst direkt mit Xther extrahiert. Das Atherextrakt
gab keine Alkaloidreaktionen. Nachdem der Harn in der oben
geschilderten Weise verarbeitet worden war, fielen alle Re-
aktionen positiv aus. Damit ist gezeigt worden, da8 Ekgonin
im Harn ausgeschieden wird. Freilich gab dieser Versuch
keine Auskunft, ob und in welchem Umfange das Ekgonin im
Tierkorper verbrannt wird,
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Um diese Frage zu ldsen, war es notig, eine Methode zur
quantitativen Bestimmung des Ekgonins zu finden. Ich ver-.
suchte, den synthetisch gewonnenen Ekgoninmethylester nach
dem Gordinschen Verfahren zu titrieren. Wenn 1 ccm 2/,-
Siéure 0,0146 g Cocain entsprechen, so berechnet sich daraus
fir Ekgoninmethylester 1 ccm 8/,,-Sdure 0,0098 g. Bei der
oligen Beschaffenheit des Methylesters war es nun freilich nicht
moglich, diese berechnete Zahl durch den Versuch zu kontrol-
lieren. Zu dieser Schwierigkeit gesellte sich noch eine andere.
In mehreren Versuchen ergab sich, daB die Veresterung des
Ekgonins nicht quantitativ verlauft. So wurden in einem
Kaninchenharn, dem 0,260 g Ekgonin zugesetzt waren, nur
0,160 g wiedergefunden, entsprechend 61°/,. Bei einem anderen
Versuch, in dem 0,445 g Ekgonin zu 50 g Kaninchenmuskeln
zugefiigt waren, wurden 0,258 g — 58/, wiedergefunden. Hier-
aus ergibt sich, daB das Verfahren mit groBem Fehler arbeitet
und sich nur zum qualitativen Nachweis eignet. Trotzdem
mochte ich zum SchluB noch iiber einen Versuch berichten,
bei dem einem Kaninchen (1500 g) subcutan 0,308 g Ekgonin
injizgiert wurden und im Harn der ersten 24 Stunden auf die
oben geschilderte Weise das Alkaloid titrimetrisch bestimmt
wurde. Es wurden wiedergefunden 0,077 g, entsprechend 25°/,.
An den beiden folgenden Tagen war Ekgonin nur in quanti-
tativ nicht bestimmbarer Menge im Harn nachweisbar. Hieraus
1aBt sich wenigstens die Tatsache entnehmen, daB das Ekgonin
im Organismus nicht sehr leicht oxydabel ist.

Zusammenfassung.

1. Cocain wird vom Kaninchen in quantitativ bestimm-
barer Menge im Harn ausgeschieden. Bei linger dauwernder
Zufuhr wiichst die tigliche Ausscheidung im Harn.

2. Eine Zerstorung des Cocains bei lingerer Berithrung
mit lebendem Gewebe scheint nicht stattzufinden.

3. Es wird eine Methode zum Nachweis des Ekgonins im
Harn beschrieben und gezeigt, daB Ekgonin durch die Nieren
ausgeschieden wird.



Ein Respirationsapparat mit selbstkontrollierender Sauer-
stoffbestimmung, verwendbar fiir kleine Tiere.

Von
L. 8. Fridericia.

(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitit Kopenhagen.)
(Eingegangen am 30. Juni 1913.)
Mit 3 Figuren im Text.

Im Laufe der Zeit sind eine groBe Menge von Respirations-
apparaten konstruiert und beschrieben worden, und die Prin-
zipien, nach welchen sie konstruiert sind, sind allgemein be-
kannt. Wenn ich dennoch gemeint habe, es kénnte von
Interesse sein, die Beschreibung von noch einem Respirations-
apparate und die damit ausgefiihrten Kontrollversuche zu ver-
offentlichen, so ist es nicht deshalb, weil sich in der Konstruktion
des Apparates etwas technisch wesentlich Neues vorfindet,
sondern aus einem andern Grunde.

In dem Apparate sind némlich zwei verschiedene Kon-
struktionsprinzipien vereinigt, deren jedes fiir sich vorher oft
verwendet wurde, und mit dieser Vereinigung wurde erreicht,
daB8 der Apparat selbstkontrollierend wurde, d. h. jedes Ver-
suchsresultat gibt eine Garantie dafiir, daB der Apparat wihrend
des Verlaufes des Versuches richtig funktionierte. Diese Selbst-
kontrolle wird in diesem Apparate durch sehr einfache Mittel
erreicht und auf eine Weise, die, soviel mir bekannt, friiher
nicht angewendet wurde.

Die Kontrolle fiir die Bestimmung einer Gréfle bekommt
man, indem man die Bestimmung auf zwei voneinander un-
abhiéngigen Wegen vornimmt.

v
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So kontrollierte z. B. Pettenkofer!) seinerzeit die Kohlensiure-
und Wasserbestimmung in seinem Respirationsapparate, indem er Stearin-
kerzen teils im Respirationsapparat, teils in einem Elementaranalyse-
spparat verbrannte und die Kohlensiure- und Wasserbestimmung in den
beiden Fillen verglich.

Alle dlteren Respirationsapparate waren jedoch nicht selbst-
kontrollierend. Man mubBte sich damit begniigen, sie in be-
sonderen Kontrollversuchen zu erproben, und sich darauf ver-
lassen, daB der Apparat bei den eigentlichen Versuchen wie
bei den Kontrollversuchen funktioniert hatte. Die einzige
Form fiir selbstkontrollierende Respirationsapparate, die bisher
angewendet wurde, sind die sogenannten Respirationscalorimeter
(Rubner 1894, Atwater und Rosa 1899, Benedict und
Milner 1907 u. a). In den Respirationscalorimetern, wo die
Energieumsetzung des Versuchsindividuums auf zwei Wegen
bestimmt wird: direkt und indirekt, ist die Kontrolle sehr
effektiv, denn in der indirekten Bestimmung von der Energie-
umsetzung treten alle die GroSen auf, die wihrend der Ver-
suche gemessen wurden. Der einzige Ubelstand der Respirations-
calorimeter ist, daB sie sehr kostspielig zu bauen sind und
ein groBes Personal zur Bedienung brauchen.

Der Respirationsapparat, der in folgendem beschrieben
werden soll, ist billig und kann mit Leichtigkeit von einer
Person iiberwacht werden. Der Apparat ist trotzdem selbst-
kontrollierend, aber dies wird durch Bestimmung einer andern
GroBe als der der Energieumsetzung auf zwei Wegen, némlich
der der Sauerstoffaufnahme des Versuchstierchens wihrend des
Versuches erreicht. Die Sauerstoffaufnahme des Versuchstieres
wird teils direkt, teils indirekt bestimmt, und der Versuch ist
nur dann brauchbar, wenn diese beiden voneinander unab-
hiingigen Sauerstoffbestimmungen iibereinstimmen. Die indirekte
Sauerstoffbestimmung schlieBt die Bestimmung der Kohlensdure-
und Wasserausscheidung des Tieres mit ein, so daB die Kon-
trolle sehr weitgehend ist.

Wenn nicht frither ein solcher Stoffwechselapparat be-
schrieben wurde, der auf diese Weise, nimlich durch Bestimmung
der Sauerstoffaufnahme auf zwei Wegen selbstkontrollierend
wurde, so ist die Ursache sicherlich darin zu suchen, daB es

1) Liebigs Annalen 1862/68, IL Suppl.-Bd., S. 1.
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gewisse Schwierigkeiten bei einer genauen indirekten Bestimmung
der aufgenommenen Sauerstoffmenge gibt.

Was der indirekten Bestimmung der Sauerstoffaufnahme zugrunde
liegt, ist wie bekannt, daB die Differenz zwischen dem Gewicht des
Tieres am SchluB und am Beginn eines Versuches gleich sein muB8 der
Differenz zwischen den Gewichten seiner Aufnahmen und seiner Aus-
scheidungen wiahrend des Versuches. Kennt man deshalb das Gewicht
des Tieres vor und nach dem Versuche, sowie das Gewicht all seiner
festen, fliissigen und luftformigen Ausscheidungen, und auBerdem das
Gewicht aller seiner Aufnahmen, ausgenommen des Sauerstoffes, so kann
die aufgenommene Sauerstoffmenge aus einer einfachen Gleichung ge-
funden werden. Auf diese indirekte Weise versuchten z. B. Pettenkofer
und Voit 1862?) die Sauerstoffaufnahme bei Hunden mittels des Petten-
koferschen Respirationsapparates zu bestimmen. Es hat sich spater
gezeigt, daB deren Resultate fehlerhaft waren und die Ursachen hierfiir
waren folgende. Die wichtigeste war, daB die Bestimmung jener Menge
Wasserdampf, den das Tier wiahrend des Versuchs abgibt, unzuverlassig
war. Es wurde némlich nur die Menge von Wasserdampf in jener Luft,
mit der die Tierkammer des Respirationsapparates ventiliert wurde, be-
stimmt, aber in der Tierkammer selbst, an ihren Wanden usw. konnten
wihrend des Versuches bedeutende Mengen von Wasserdampf verdichtet
werden, oder es konnte umgekehrt Wasserdampf aus der Tierkammer
abgegeben werden. Voit stellte spiter?) eine Reihe von beschwerlichen
Versuchen an, um die Wasserbestimmung im Apparat besser zu machen,
aber dies gelang nur unvollkommen. Die andere Ursache fiir die Un-
verliBliohkeit bei der indirekten Sauerstoffbestimmung war, daB das
Gewicht des Versuchstieree sich bestindig verinderte, wihrend man es
wog, oder in der Zeit, die zwischen dem Wiegen und dem Beginn oder
SchluB des Versuches lag.

Benedict hat 1910 die Schwierigkeiten iiberwunden, die mit der
indirekten Sauerstoffbestimmung verkniipft sind%). Die Methode, die bei
diesen Versuchen angewendet wurde, war jedoch allzu kompliziert, um
immer als Kontrolle bei Sauerstoffbestimmungen in gewdhnlichen Stoff-
wechselversuchen gebraucht zu werden, und Benedict hat sie auch
spiter nicht angewendet.

Es gibt jedoch eine einfache Methode, um indirekt des
Tieres Sauerstoffaufnahme zu bestimmen. Die Methode wird
von Haldane!) angegeben, hat jedoch nicht soviel Anwendung
gefunden, als sie verdient. Haldane umging die obengenannten
Schwierigkeiten durch Wiegen der ganzen Tierkammer mit dem

Hloe

%) Zeitsohr. f. Biol. 11, 126, 1875.

%) The american Journ. of Physiol. 26, 15, 1910.
4) Journ. of Physiol. 18, 419, 1892.
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Tier darin, vor und nach dem Versuche. Dadurch spielte es
weder eine Rolle, ob das Wasser in der Tierkammer verdichtet,
noch ob das Gewicht des Tieres verindert wurde, denn das
Gewicht der geschlossenen Kammer mit dem Tier darin lieB
sich genau bestimmen. Die Ventilationsluft ging in Haldanes
Apparat erst durch eine Flasche mit in Schwefelsiure getrinkten
Bimssteinstiicken; hier wurde der Wasserdampf absorbiert; in
einer anderen Flasche mit Natronkalk wurde die Kohlenséure
der Ventilationsluft absorbiert, und in einer dritten das Wasser,
das der Natronkalk abgab. Der Tierbehilter mit dem Versuchs-
tier darin und die drei Absorptionsbehilter wurden vor und
nach dem Versuch gewogen. Die Summe der Gewichte wird
groBer sein am Ende des Versuches als am Beginn desselben,
und die Gewichtezunahme gibt die GréBe der Sauerstoffaufnahme
an. Haldane machte Kontrollversuche mit Wasser- und Kohlen-
siurebestimmungen in seinem Apparat und meinte, da der
Fehler bei der indirekten Sauerstoffbestimmung unter 2 cg bliebe,
wenn man kleinere Tiere verwende. Direkt hat Haldane die
Sauerstoffbestimmung nicht kontrolliert.

In dem Respirationsapparat, der hier beschrieben werden
soll, wurde Haldanes Methode fiir die indirekte Bestimmung
der Sauerstoffaufnahme angewendet. Der Apparat ist fiir Ver-
suche mit kleineren Tieren eingerichtet. Vorliufig sind blo8
Ratten verwendet worden. Fig. 1 zeigt ein schematisches Bild
des Apparates; zuerst sollen jene Teile des Apparates be-
schrieben werden, die zur indirekten Sauerstoffbestimmung
dienen, némlich der Tierbehélter D und die Absorptionsbehélter
4, B und O.

Das Versuchstier (Ratte) befindet sich in dem Drahtkifig,
der auf einem Aluminiumtrichter ¢ steht, der in einen kleinen
Behélter v miindet, in welchem sich der Urin des Tieres an-
sammelt. Die untere Miindung des Trichters ist mit einer
perforierten Platte bedeckt, worauf sich die Exkremente sam-
meln. In dem Kifig finden sich EB- und Trinkschiisselchen
und oben ist ein Thermometer angebracht. Kiifig, Trichter und
Urinbehilter sind in einem luftdichten Messingzylinder D ange-
bracht, dessen Deckel aus einer an einen Messingring fest-
gekitteten Glasplatte besteht.

Der Rand des Messingbehilters hat einen Falz, der in eine
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Ratten also bedeutend unter 2 kg, welches die Maximalbelastung
der verwendeten Wage ist. Wihrend des Wiegens miissen alle
Hiéhne geschlossen sein; vor dem Wiegen wird der eine einen
Augenblick gedffnet, damit der Druck in dem Behilter dem
Barometerdruck, der abgelesen wird, gleichkomme. Die Tem-
peratur im Behélter ist auch aunf seinem Thermometer ab-
zulesen; sie ist wichtig, da das Gewicht des Behilters bei
gleichem Barometerstand 14 mg fiir 1° Temperaturzunahme
abnimmt.

Die drei Absorptionsbehilter 4, B und C werden auch ge-
wogen mit 1 mg Genauigkeit. In A4 wird der Wasserdampf
der Ventilationsluft durch konzentrierte Schwefelsiure absorbiert.
Haldanes Absorptionsmittel: schwefelsiure-durchtrinkte Bims-
steinstiicke haben mir némlich bei langwierigen Versuchen keine
verliBlichen Resultate ergeben. Im Behilter B wird die Kohlen-
siaure von Natronkalk, zubereitet nach Haldanes Vorschrift, ab-
sorbiert und in der Schwefelsiureflasche 0 der Wasserdampf,
den der Natronkalk abgibt. Die Schwefelsiureflaschen A und C
haben geschliffene Glasstopfen und einen Waschapparat, der
von Folin?) fiir Ammoniakbestimmungen angegeben ist. Die
Luft dringt durch kleine Licher in die Schwefelsiure und die
Wasserabsorption wird dadurch vollstindig, selbst bei schneller
Ventilation. Nach meinen Kontrollversuchen kénnen die Flaschen
bei einer Ventilationsgeschwindigkeit von ca. 2 Liter Luft in der
Minute bei 100 ccm Schwefelsdure 19 g Wasser ohne Verlust
aufnehmen. Eine #hnliche Zahl fand Benedict?) fiir recht
komplizierte Wasserabsorptionsapparate mit Schwefelsidure, so
daB also die Folinschen Flaschen zufriedenstellend arbeiten.
Auch der Behilter B hat einen geschliffenen Glasstopfen. Fig. 1
zeigt seine Form. — Wihrend des Versuches werden Behilter,
Tierkammer usw. durch kurze Stiicke Vakuumschlauch ver-
bunden, die an den Glasrohren mittels Kupferdraht befestigt
werden. In den Schlauchstiicken stoBen die Glasrohre zu-
sammen. Die Schlauchstiicke wurden vor und nach dem Ver-
suche oft gewogen. Sie verindern ibr Gewicht nur in Bruch-

1) Abderhaldens Handbuch d. biochemischen Arbeitsmethoden 5,
L. Abt., 286, 1911.
%) U. 8. Departm. of Agrioulture. Off. of experim. Stations Bull.
175, 1907.
Biochemische Zeitschrift Band 54. i
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teilen von Milligramm, was nicht von Bedeutung ist. — Die
Ventilation im Apparat geschieht durch ein Zentrifugalgeblise
(P in Fig. 1), das nachstehend erklirt werden soll.

Um die Vollstindigkeit der Wasser- und Kohlensiure-
absorption zu kontrollieren und zu beurteilen, wie hoch sich die
Wiegefehler belaufen kénnen, wurden mit dem Apparat zwei
Reihen von Kontrollversuchen vorgenommen hinsichtlich der
Genauigkeit der Wasser- und Kohlensiurebestimmung. Bei
den Kontrollversuchen der Wasserbestimmung perlte die Ven-
tilationsluft durch eine Waschflasche mit Wasser, aus dem die
Kohlensdure ausgekocht war. Diese Waschflasche war wihrend
der Kontrollversuche zwischen den Zentrifugalbliser P und
die Tierkammer D eingeschoben. Die Waschflasche sollte an
Gewicht um 8o viel abnehmen, als die Absorptionsflasche 4
und der Tierbehilter D zusammen zunahmen. Die Summe der
Gewichtsverinderungen der Behalter B und C sollte gleich Null
sein. Dadurch erhielt man in der Wasserkontrollbestimmung
teils die Genauigkeit der Wasserbestimmung, teils die Summe
der Wiegefehler. Bei den Kontrollversuchen iiber Kohlensiure-
bestimmung wird die Kohlensiure in einem Apparat dargestellt,
der von der &uBeren Luft ganz abgeschlossen ist und der ge-
schlosgsen vor und nach dem Ver-
such gewogen wird. Fig 2 zeigt
den einfachen Apparat.

Die Rohre a wurde mit der
Leitung des Zentrifugalblisers ver-
bunden, die Réhre ¢ mit der Tier-
kammer und von dem Scheide-
trichter b tropfte wihrend des Ver-
suches verdiinnte Schwefelsiure auf
reines Kaliumcarbonat. Vor Schlu8
des Versuches wurde der Hahnd ge-
schlossen und der Apparat wurde
von der Ventilationsluft so lange
m durchgespiilt, bis er kohlensiurefrei

Fig. 2. wurde. Die Ventilationsgeschwindig-

keit war bei den Kontrollversuchen

dieselbe wie bei den spétercn Tierversuchen; ca. 2 1 per Minute.
Tabelle I und II zeigen das Resultat der Kontrollversuche.
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Tabelle L
Kontrollversuche von Wasserbestimmungen.
Wasser Fehler Summe
Nr. | Dsuer | oiesetzt | gefunden d.lell:%e-
Std. g g mg | 9 mg
1 3,75 2,256 2,263 + 17 0,3 + 8
2 4,00 2,959 2,939 —20 0,7 -21
3 2,50 3,095 3,091 — 4 0,1 -5
4 3,42 4,184 4,174 -10 0,2 -1
5 4,33 5,531 5,531 0 0,0 + 2
Tabelle II.
Kontrollversuche von Kohlensaurebestimmungen.
Kohlensiure
Fehl
Nr. Dauer zugesetzt gefunden en'er
Std. g g mg | 9
6 0,50 0,672 0,689 +17 2,5
7 1,42 2,315 2,322 + 17 03
8 1,25 2,620 2,615 -5 0,2
9 2,00 4,273 4,267 — 6 0,1

Die Kontrollversuche zeigen, daB die Absorption in beiden
Reihen eine vollstindige gewesen ist. Die Fehler in den Be-
stimmungen gehen nach beiden Seiten und sind hauptséchlich
Wiegefehlern zuzuschreiben. Alle Wiegungen wurden mit 1 mg
Genauigkeit vorgenommen. Demnach sollte die Summe der
Wiegefehler hochstens 10 mg sein, da 5 Wiegungen vor und
5 Wiegungen nach jedem Versuche gemacht sind. In der Regel
ist die Summe der Wiegefehler auch weniger als 10 mg gewesen,
bei einzelnen Versuchen ist sie aber doch ca. 20 mg, was sicher-
lich einem unvollstindigem Temperaturausgleich zuzuschreiben
ist. Nach diesen Versuchen sollte der Fehler in der indirekten
Sauerstoffbestimmung immer unter 20 mg sein; d. h. daB bei
Versuchen mit Ratten der Fehler bei der indirekten Sauerstoff-
bestimmung unter 1°/, sein miiBte bei einer Versuchsdauer von
3 Stunden, fiir linger dauernde Versuche nur wenige pro Mille.

Wie erwihnt, ist der Apparat auBerdem fiir direkte Be-
stimmungen der Sauerstoffmenge, die das Versuchstier aufnimmt,
eingerichtet und ist deshalb auch nach dem Regnault-Reisetschen
Prinzip gebaut. Als Modell wurde der Respirationsteil des

™
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Apparates genommen, den Benedict und Milner?) beschrieben
haben, mit einer bestindig zirkulierenden Luftmenge. Diese
Vereinigung der Haldaneschen Respirationsapparatstype mit
der Benedictschen ist das einzige Neue an diesem beschrie-
benen Apparat; sie bewirkt, daB der Apparat selbstkontrollie-
rend wird.

Man stellt 4 Anforderungen an einen Apparat mit direkter
Sauerstoffbestimmung, niémlich: 1. da8 die Sauerstoffmenge, die
in den Apparat eindringt, gemessen werde; aber damit die ein-
gedrungene Sauerstoffmenge ein Ma8 fiir die Sauerstoffaufnahme
des Versuchstieres sein kann, miissen die drei folgenden Be-
dingungen erfiillt werden; 2. daB der Apparat luftdicht sei;
3. daB der Druck im Apparat konstant gehalten werde oder
daB seine Schwankungen bestimmt werden; 4. da3 die Tempe-
ratur im Apparat konstant sei oder ihre Schwankungen be-
stimmt werden.

In folgendem soll mit wenigen Worten beschrieben werden,
wie diese vier Forderungen in diesem Apparate erfiillt werden.
Fig. 1 zeigt, wie die abgeschlossene Luftmasse des Apparates
von dem Zentrifugalbliser P durch die Behilter a, D, 4, B, C
und O zuriick zu P zirkuliert.

1. Messung der eintretenden Sauerstoffmenge. (Alle
Buchstaben der folgenden Beschreibung beziehen sich auf
Fig. 1) Der Sauerstoff tritt in den Apparat ein von einem
genau ausbalancierten Spirometer 8. Um die Spirometerglocke
leicht beweglich zu machen, geht das Rad ¢ im Kugellager.
Es wurde Alfred Lehmanns Methode angewendet, um die
Verinderungen ~des Auftriebes der Spirometerglocke zu kom-
pensieren; oben auf der Spirometerglocke befindet sich ein
Wasserbehilter b, der durch ein festes Seitenrohr v nach und
nach, wie die Glocke sinkt, mit Wasser gefiilit wird. v und b
sind durch einen diinnen Gummischlauch verbunden. Mit
einer Lupe und einem Lineal kann die Hohe der Spirometer-
glocke mit 0,1 mm Genauigkeit abgelesen werden. Die Spiro-
meterglocke ist ausgemessen und kalibriert. 0,1 mm Hohen-
unterschied in der Stellung der Glocke entspricht 2,66 ccm
oder 3,7 mg Sauerstoff. So hoch kann sich also der Ablese-

Y Lo
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fehler bei der direkten Sauerstoffbestinmung belaufen. Die
Spirometerablesung muB natiirlich fiir Druck, Temperatur und
Feuchtigkeit korrigiert werden. In der Waschflasche 7', die
konzentrierte Schwefelsiure enthilt, wird der Sauerstoff ge-
trocknet, bevor er in den Apparat eintritt.

2. DieLuftdichte des Apparates. Es wurde besprochen,
wie der Tierbehdlter und die Verbindungsstiicke luftdicht ge-
macht wurden. Ks eriibrigt, noch den Zentrifugalbliser P zu
besprechen, der die Luft durch den Apparat treibt. Fig. 3
zeigt die Konstruktion des Blasers. (Die Buchstaben in der
folgenden Beschreibung des Zentrifugalblisers beziehen sich
auf Fig. 3.)
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Es ist ein gewihnlicher Zentrifugalbliser mit vier radial
gestellten Fliigeln D auf einer kreisformigen GuBeisenscheibe ¥
mit einer kegelférmigen Ausbiegung an der Achse C. Dies ist
in einen guBeisernen Behilter eingeschlossen; die Luft wird
bei 4 eingesaugt und bei B ausgeblasen. Der schwierige Punkt
bei Konstruktion des Bldsers war, das Achsenlager absolut
luftdicht zu bekommen. Dies wurde erreicht, indem man einen
Teil der Achse in halbfliissigem Ol rotieren lieB. Die Achse O
lduft in den Kugellagern FF; sie passiert zwei Luftkammern @
und H und in der Mitte den Behilter L mit dem halbfliissigen
Ol (Automobil6l). J und K sind Schmiereinrichtungen; die Glas-
réhren M und R werden halb mit Schmiercl gefiillt; die ganze
Achse mit Zubehtr ist in das Wasserbad N eingeschlossen,
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das diese kiihlt und dessen Wasser durch die Zu- und Ablauf-
offnungen P und O erneuert wird. Ein Motor wirkt auf die
Riemscheibe @ und dreht den Bldser 3400 mal in der Minute,
wodurch im Apparat eine Ventilation von ca. 21 in der
Minute erreicht wird. (Der Blidser ist von dem Mechaniker
des Institutes D. Glésel erbaut) (Die Buchstaben in folgen-
dem weisen wieder auf Fig. 1.)

Hinter dem Bldser befindet sich ein kleines Schwefelsiure-
ventil a, das die Oltropfen auffingt, die vom Bliser herunter-
tropfen konnen. Das lange Glasrohr, das in Fig. 1 a mit dem
Tierbehilter D verbindet, ist im wirklichen Apparat ganz kurz.

8. Die Druckregulation im Apparat. Die Wasch-
flasche T, die konzentrierte Schwefelsiure enthdlt und die
zwischen den Spirometer und den Apparat eingeschoben ist,
dient nicht blo8 dazu, den Sauerstoff zu trocknen, sondern ist
auch auBerdem Druckregulator. Sobald der Druck an dieser
Stelle des Apparates mehr sinkt, als es der Schwefelsdurehohe
in T entspricht, tropfelt Sauerstoff vom Spirometer herein. Die
beiden Waschflaschen £ und F enthalten Schwefelsiure und
dienen nur als Manometer mit Bezug auf den Druck im Spiro-
meter und im Apparat. (Deshalb sind Milchglasskalen an jhrem
Rohr angekittet.) Der Spirometerdruck muB8 immer dem Druck
der Atmosphire gleich sein. K und F dienen nur dazu, um
wihrend des Versuches die Funktion des Apparates kontrollieren
zu kénnen. Da die Druckregulierung nur bei der Waschflasche 7'
vor sich geht, so wird der Druck im Apparat nur konstant
gehalten im Verhdltnis zum Barometerdruck, der deshalb an
Zeitpunkten, die von Interesse sind, abgelesen werden mu8.
Da der Rauminhalt des Apparates und des Spirometers be-
kannt sind, kann der EinfluB der Barometerschwingungen aus
einer einfachen Forme! ausgerechnet werden.

4. Die Temperaturregulierung. Die Temperatur wird
in dem ganzen Raum, in dem der Stoffwechselapparat aufge-
stellt ist, durch einen Gasofen mit einem Rouxschen Regu-
lator reguliert. Die Temperatur im Raum schwankt héchstens
1% Im Respirationsapparat sind Thermometer bei D, 8, O und
F angebracht, die mit 0,1° Genauigkeit nach jeder Messung
abgelesen werden.

In der Korrektionsformel fiir die Spirometerablesung wurde
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auBerdem auf die Wasserdampfspannung im Tierbehélter Riick-
sicht genommen.

Der maximale Fehler, der bei der direkten Sauerstoffbe-
stimmung durch Ablesungsfehler am Barometer und Thermo-
meter vorkommen kann, ist im ganzen 12 mg. Da der maxi-
male Ablesungsfehler an dem Spirometer héchstens 3,7 mg
war, wird der berechnete Maximalfehler in der direktem Sauer-
stoffbestimmung 16 mg betragen.

Es ist notwendig, ein paar Worte iiber den Prozentsatz
von Sauerstoff in der Luft des Apparates hinzuzufiigen. Da
der Sauerstoff des Spirometers nicht vollstindig rein ist, son-
dern ein paar Prozente Stickstoff enthilt, wird der Prozent-
satz an Sauerstoff in der Luft des Apparates etwas sinken,
wenn der Sauerstoff, den das Versuchstier braucht, nach und
nach vom Sauerstoff des Spirometers ersetzt wird. Wenn als
Versuchstiere groBe Ratten verwendet werden, kann der Sauer-
stoffprozentgehalt um 6 bis 7°/, in 24 Stunden sinken. Um die
Sauerstofiprozente im Apparat ungefihr mit jenen der Atmo-
sphire gleich zu halten, ist die Flasche O (Fig. 1) eingeschoben.
Diese wird am Beginn jedes Versuches mit Sauerstoff gefiillt,
ihre GroBe ist empirisch bestimmt und hidngt von der GriBe
der verwendeten Versuchsratte ab, so daB der Prozentsatz
Sauerstoff am Beginn des Versuches ein wenig hoher ist im
Apparat als der der Atmosphdre und bei seiner Beendigung
gleich oder ein wenig niedriger. Die Luftzusammensetzung im
Apparate wird, wie friiher berichtet, durch Analyse der Luft-
proben, die aus dem Tierbehilter genommen werden, kontrol-
liert. Bei Analyse dieser Luftproben kann man auBerdem
sehen, ob die Ratte verbrennbare Luftarten ausgeschieden hat.
Jedoch haben sich selbst bei 24 stiindigen Versuchen bei irgend-
einem der bisher ausgefiihrten Tierversuche nachweisbare
Mengen hiervon in der Luft des Apparates nicht angesammelt.

Der Verlauf eines Versuches ist folgender: Zuerst wird
der Kifig mit der Ratte, der im vorhinein gewogen ist, in
den Tierbehilter gesetzt, der geschlossen wird; der Bliser wird
jetzt in Gang gesetzt, und der Tierbehilter wird vor dem Ver-
such ca. 1 Stunde mit trockener Luft ventiliert. Dies ge-
geechieht, um die Temperatur im Bliser auszugleichen und um
eine passende Luftzusammensetzung im Tierbehilter zu be-
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kommen. Wihrend dies vor sich geht, werden alle Absorp-
tionsbehilter gewogen. Hierauf wird eine Luftprobe aus dem
Tierbehilter genommen, der dann vom Bliser getrennt wird,
worauf dessen Hiéhne geschlossen werden. In diesem Augen-
blick beginnt der Versuch. Der Zeitpunkt wird notiert, sowie
die Stellung der Spirometerglocke, der Barometerstand und die
Temperatur auf allen Thermometern. Jetzt wird der voll-
stindig geschlossene Tierbehilter gewogen mit der Ratte darin.
Dies kann Schwierigkeiten verursachen, wenn das Tier unruhig
ist; in einem solchen Falle 18t sich nichts tun, als einen ruhigen
Augenblick abzuwarten. — Hierauf werden alle Teile des Ap-
parates zusammengesetzt, die Thermometer abgelesen und
der Bléser in Gang gesetzt. Dann werden die Manometer-
flaschen E und F abgelesen. — Ganz die gleichen Manipula-
tionen werden in umgekehrter ‘Richtung bei Beendigung eines
Versuches gemacht. Im Anhang findet sich (etwas zusammen-
gedringt) das Protokoll iiber einen Versuch.

Wiahrend des Verlaufes eines Versuches kann der Sauer-
stoffverbrauch des Tieres fiir 8o kurze Perioden abgelesen
werden als man Lust hat. Es ist jedoch nicht ratsam, &fter
als jede halbe Stunde abzulesen. Jede Ablesung mubB fiir Druck
und Temperatur nach einer Korrektionsformel korrigiert werden.

Jeder Tierversuch im Apparat ist ja ein Kontrollversuch
iiber die Genauigkeit der Sauerstoffbestimmung. Wie erwahnt,
sind die Fehler bei der indirekten Bestimmung hochstens 20 mg,
in der Regel jedoch weniger als 10 mg, wihrend die Fehler bei
der direkten Sauerstoffbestimmung hochstens mit 16 mg be-
rechnet werden. Die beiden Bestimmungen sollten also héchstens
36 mg voneinander abweichen, in der Regel weniger als 26 mg.

In Tabelle III sind die Resultate der Sauerstoffbestim-
mungen in den bisher gelungenen Tierversuchen angefiihrt.

Die Resultate der Versuche bekriftigen, wie zu ersehen,
die Richtigkeit der angestellten Fehlerberechnung. Die Ver-
suche sind nach ihrer Dauer angefiihrt. Der kiirzeste ist auf
21/, Stunden, die vier lingsten auf 24 Stunden ausgedehnt. Es
wurden Ratten von sehr verschiedener GréBe und Alter gewihlt.
Wie aus der letzten Kolonne zu ersehen ist, ist die prozentuelle
Abweichung zwischen der direkten und der indirekten Sauer-
stoffbestimmung sehr gering, bei den lang andanernden Versuchen
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immer unter 0,56°,, ja bei den drei 24stiindigen Versuchen
unter 1°/,. Nach einer groBeren Genauigkeit zu streben, wire
ganz unniitz.

Tabelle IIL
Tierversuche (mit Ratten) (Kontrollversuche iiber Sauerstoff-
bestimmung),
. Sauerstoffverbrauch
Nr.| Dsuer dg:‘g;!tl:o direkt indirekt Fehler
: bestimmt | bestimmt

Std. g g g mg %%
10 2,50 258,4 1,506 1,515 -9 0,60
11 3,25 274,0 1,692 1,713 —-21 1,20
12 3,50 183,1 1,820 1,820 0 0,00
13 3,57 251,4 1,909 1,915 — 6 0,30
14 4,22 222,0 2,192 2,200 — 8 0,40
15 5,25 212,3 2,555 2,563 — 8 0,30
16 8,50 259,4 3,808 3,782 +26 0,70
17 9,30 2244 4,636 4,645 -9 0,20
18 9,42 245,0 4,944 4,921 +23 0,50
19 ] 24,00 50,7—43,71) 4,952 4,928 + 24 0,05
20 1 24,00 65,2—56,0 6,288 6,282 + 6 0,09
21 | 24,00 (314,1-2831 | 14,248 14,256 - 8 0,06
22| 24,00 35,0—-28,2 3,747 3,749 -2 0,05

Da die absoluten Fehler nicht mit der Dauer der Ver-
suche wachsen, muB der prozentuelle Fehler am kleinsten bei
lang andauernden Versuchen sein. Es ist jedoch am beschwer-
lichsten gewesen, den Apparat wihrend der langwierigen Ver-
suche gut funktionierend zu erhalten, hauptséchlich infolge von
technischen Schwierigkeiten, die trotzdem iiberwunden wurden.
Aber die Schwierigkeiten zeigten, wie miftrauisch man sein
muB Resultaten von Stoffwechselversuchen gegeniiber, die in
nicht selbstkontrollierenden Apparaten ausgefithrt werden, oder
in Apparaten, die nicht hiufig bei Kontrollversuchen unter-
sucht wurden.

Es ist also mit sehr einfachen Mitteln gelungen, einen
Respirationsapparat fiir kleine Tiere zu bauen, in dem die
Sauerstoffaufnahme, Kohlensiureabgabe und die Wasseraus-
scheidung gemessen werden konnen, sowie auch die Aus-
scheidung von verbrennbaren Luftarten; auBerdem kann Futter,
Exkremente und Urin gesammelt und untersucht werden. Der
Apparat gestattet, die Dauer der Versuche zu variieren, auf

) Die beiden Zahlen geben das Gewicht der Ratte bei Beginn und
am Ende des Versuchee an.
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alle Fille zwischen 3 und 24 Stunden und auch die Versuchs-
bedingungen auf viele Weise zu variieren, so z. B. die Zu-
sammensetzung der Luft, in der sich das Versuchstier aufhilt.
AuBerdem kann die Sauerstoffaufnahme des Versuchstieres in
kurzen Perioden wihrend des Versuches bestimmt werden.
Aber vor allem ist der Apparat selbstkontrollierend auf eine
sehr effektive Weise, ohne weder so kostspielig, noch so kom-
pliziert, noch so schwierig zu bedienen zu sein wie ein Respira-
tionscalorimeter, wiahrend er doch mit einér sehr groBen Ge-
nauigkeit arbeitet.

Zusammenfassung.

Durch Kombination der Haldaneschen Respirations-
apparattype mit der Regnault-Reisetschen (ungefihr in der
von Benedict benutzten Form) ist mit einfachen Mitteln ein
Respirationsapparat fiir kleine Tiere konstruiert worden, in
dem der Sauerstoffverbrauch des Versuchstieres auf zwei von-
einander unabhingigen Wegen bestimmt wird (direkt und in-
direkt). Der Apparat wird hierdurch selbstkontrollierend wie
die Respirationscalorimeter in einer frither nicht beschriebenen
Weise. AuBer zwei Reihen von Kontrollversuchen, eine iiber
die Wasser- und eine iiber die Kohlensiurebestimmung in
dem Apparat, ist eine Reihe von 13 Tierversuchen von 2!/,
bis 24 Stunden Dauer mit dem Apparat ausgefiihrt worden,
in welchen Versuchen die beiden Bestimmungen des Sauer-
stoffverbrauches innerhalb 0,5°/, miteinander iibereinstimmten,
sofern die Versuchsdauer mehr als 3!/, Stunden war.

Anhang.
Protokoll iiber Versuch 22 (den 9. I. bis 10. I. 1913).
Versuchstier: Junge, miannliche Ratte. — Fiitterung: Inanition.
Gewicht der Ratte vor dem Versuch: 35,0 g,
L] » » nach » n : 28,2 g

Gewicht Wasser- |Kohlensaure-| Wasser-
der Absorptions-| Absorptions- |Absorptions-
Tierbehilter| flasche 4 apparat flasche C
g g g g

Vor dem Versuch . 1171,467 568,488 1384,699 456,108
Nach dem Versuch 1166,580 578,355 1382,269 462,307

—4,887 + 4,867 —2,430 + 6,199
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Kohlens&ureabgabe:
6,199 — 2,430 — 8,760 g.

Sauerstoffanfnahme (indirekt bestimmt):
8,769 |- 4,867 — 4,887 — 8,749 g.

§w §8 |58 | %

< g Apparatthermometer < g E g §

23 £g | 28| 8

&% 1] 2 | 8| 4 |&&al|va| &
mm | Grad | Grad [Grad [ Grad | mm | mm | mm
Am 9. 1. 32 20/ ] 5735 20,0 | 19,9 | 20,1 | 20,7 15 35 |776,0
n 10. 1. 32 20/ | 464,4| 20,0 | 19,7 | 20,0 | 20,7 16 36 | 774,55

Korrektion der Anfangsspirometerablesung:

764 — 776 20,2) _

Korrektion der SchluBspirometerablesung:
764 —774,5 | 20,1

(464,4 1 25,4)-25,6 — 9472 (—-76—6———4- —2—7—3—) == 11589 com.
Sauerstoffaufnahme (direkt bestimmt):
14151 — 11539 = 2612 4 Corr. 12 = 2624 com — 8,747 g.

Analyse der Tierkammerluft.

Am 9.1.8220": 0,389/, Kohlensiure, 20,91°/, Sauerstoff, 0°/,brennbare Luft.
» 10. 1 8%20’: 0,399/, n , 21,829, n , 09, n »



Reinigung von Invertasepriparaten durch Behandlung
mit Siuren.
(I. Mitteilung iiber Invertase)

Von
J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper.

(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule
zu Berlin.)

(Eingegangen am 30. Juns 1913.)

Als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Versuche iiber
Invertase diente der Buchnersche HefepreBsaft. Die iiblichen
Methoden zur Isolierung dieses Enzyms beruhen auf der Dar-
stellung von wiisserigen Hefeausziigen oder von Autolysesiften;
d. h. durch Trocknen oder durch Behandlung mit Alkohol,
Chloroform usw., geschwiichte oder getdtete Hefe wird lingere
Zeit mit Wasser ausgezogen oder auch ohne Zugabe von
Wasser direkt der Autolyse iiberlassen [C. O’Sullivan und
F. W. Tompson?), E. Salkowski?), H. Euler®) u. a]. Das
PreBsaftverfahren, das bereits von E. Buchner und W. Antoni?*),
sowie von A. Wréblewski®) zu einigen Versuchen benutzt
worden ist, hat vor den anderen Methoden den Vorzug groSer
Schnelligkeit und hoher Enzymausbeuten.

Bekanntlich enthdlt der HefepreSsaft die Zellinhaltsstoffe
der Hauptsache nach unveréndert; damit bot sich die Moglich-
keit, die unabgebauten hochmolekularen EiweiBkorper auf sehr
einfachem Wege, nimlich durch Sdurezusatz, auszuféllen. Das

1) Journ. Chem. Soc. 57, 834, 1890.

?) Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 307, 1900/01; 61, 124, 1909.

%) H.Euler, E.Lindberg und K. Melander, ebenda 69, 152, 1910.
%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 206, 1905.

%) Journ. fiir prakt. Chem. 64, 27, 1901.
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Verfahren schien von vornherein aussichtevoll, weil die Inver-
tase gegen Sdure nicht sehr empfindlich ist. Versuche nach
dieser Richtung hat bereits A. Wréblewski in seiner oben er-
wihnten Arbeit angestellt. Er zeigte, daB die durch Behandeln
mit Essigsiure erhaltenen EiweiBfillungen nur wenig Inver-
tase enthalten und daB die abfiltrierten Ldsungen ein un-
geschwiichtes oder etwas stirkeres Invertierungsvermogen be-
sitzen als vorher.

Wir haben nun festgestellt, daB sich auf diesem Wege
der Vorfillung mit Sduren eine sehr erhebliche Verbesserung
der Invertasepréparate (bis zum doppelten des urspriinglichen
Wertes) erreichen liB8t. Und zwar gelang dies nicht nur mit
Essigsiure, die nach unseren Erfahrungen gar nicht besonders
giinstig wirkt, sondern noch viel besser mit Salzséure und
am besten meist mit den zweibasischen S&uren Schwefelséure
und Oxalsiure. Alle diese Siuren geben mit frischen Hefe-
preBsiften Niederschlige!); zur Erzielung der giinstigsten
Wirkung sind, abgesehen von konstitutiven Einfliissen, wie zu
erwarten, je nach dem Dissoziationsgrad wechselnde?) Mengen
nitig. Da die Invertase durch stiirkere Siurekonzentrationen
zerstort wird, so besteht fiir jede Séure eine bestimmte Grenz-
konzentration, oberhalb welcher Schidigung des Enzyms ein-
tritt. So wurde z. B. bei Anwendung von 60 ccm ®/, -Salzsiure
auf 100 ccm Pref3saft eine erheblich stérkere Verbesserung erreicht
als mit 80 ccm (Vers. XI). Genaue Angaben, wieviel Siéure in
jedem einzelnen Falle zugesetzt werden muB, lassen sich nicht
machen, da dies von der Beschaffenheit der Hefe abhingt.
ZweckmiBig ist es, durch einen Vorversuch die optimale Siaure-
menge zu ermitteln, wobei der Umstand sehr zustatten kommt,
daB die fillbaren EiweiBlstoffe schon vor Erreichung des Grenz-
punktes fast véllig niederfallen und daB so fir den Zusatz
von Séure ein gewisser Spielraum bleibt. Die Menge der
EiweiBniederschliige betrigt etwa /; bis !/, der Trockensubstanz;
dementsprechend steigt die Wirkung des aus dem Filtrat durch
Ausfillen mit Aceton gewonnenen Invertasepriparats um 50

1) E. u. H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung 1908, 8. 72.

%) Vgl. 8. P. L. Bérensen und E. Jiirgensen, diese Zeitsohr.
81, 397, 1911 und L. Miohaelis und H. Davidsohn, ebenda 88, 469,
1911.



110 J. Meisenheimer, 8t. Gambarjan und L. Semper:

bis 100°/,. Die EiweiBniederschlige sind stets so gut wie
invertasefrei. Daraus ergibt sich der groBe Vorteil des Ver-
fabrens: Fortschaffung groBer Mengen indifferenter
Verunreinigungen ohne jeglichen Enzymverlust.

Vollige Entfernung der EiweiBstoffe 1i8t sich auf diesem
Wege natiirlich nicht erzielen. Aber man kann nunmehr mit
Erfolg die andern bisher zur Reinigung der Invertase be-
nutzten Verfahren, wie z. B. fraktionierte Fillung mit Alkohol?),
Dialyse®), EnteiweiBung mit Kaolin®) usf. heranziehen. Nach
den wenigen in dieser Hinsicht von uns bisher angestellten
Versuchen ist das angedeutete Verfahren ein aussichtsvoller
Weg zur weiteren Reinigung der Invertase.

Bei allen derartigen Versuchen zur Darstellung aktiverer
Invertasepriparate (vgl. auch die folgende Mitteilung) ist die
Moglichkeit in Betracht zu ziehen, da8 neben der Vermehrung des
eigentlichen Enzyms auch Verstirkung eines etwaigen Koenzyms
oder Schwichung eines Hemmungskorpers erfolgen kannt).
Wenn auch die Existenz einer Verbindung der letzteren Art
durch eine kiirzlich erschienene Arbeit von A. Eriksson?®) be-
wiesen sein diirfte, so erscheint es uns doch nach allen bisher
vorliegenden Beobachtungen und nach eigenem Erfahrungen
#uBerst unwahrscheinlich, daB8 derartige Einfliisse hier irgendwie
wesentlich das Bild triiben konnen.

Experimenteller Teil.

Zur Herstellung der PreBsifte — nach dem Buchnerschen
Verfahren — diente in der Regel untergirige Hefe der hiesigen
SchultheiBbrauerei, der wir fiir die freundliche Uberlassung
zu Dank verpflichtet sind. In einigen besonders angemerkten
Fillen wurde statt dessen die kaéufliche Miinchner Bierhefe
verwandt. Aus den PreBsiften wurden die Invertasepriparate
durch Eintragen in das 10 bis 12fache Volumen Aceton und

1) C. O’'Sullivan und F. W. Tompson, a. a. O.

%) K. A. Osborne, Zeitschr. f. physiol. Chemie 28, 899, 1899 u. a.

% L. Michaelis, diese Zeitschr. 7, 489, 1907. — H. Euler und
8. Kullberg, Zeitechr. f. physiol. Chem. 78, 885, 1911.

4) Vgl. H. Euler und B. af Ugglas, Zeitschr. {. physiol. Chem. 70,
279, 1911.

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 313, 1911.
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darauffolgendes gutes Auswaschen mit absolutem Alkohol
und Ather gewonnen. An Stelle des Acetons empfiehlt es
sich bei durch lingeres Stehen schon autolysierten Siften, die
im iibrigen die Invertase ungeschwicht enthalten, absoluten
Alkohol als Fillungsmittel zu nehmen, weil in solchen Féllen
mit Aceton schmierige, schlecht absitzende und schwer filtrier-
bare Niederschlige entstehen.

Zur Untersuchung wurden 0,020 g bzw. 0,040 g abgewogen
und in 100 ccm Wasser gelost. Hiervon wurden 10 ccm
4 bis 5 Stunden lang mit einer ca. 5°/,igen Rohrzuckerlésung
in Beriihrung gelassen (Temperatur bei den ersten Versuchen 37°,
spiter 20°. Zur Erzielung der Optimalwirkung der Invertase
war der Zuckerlosung etwas Séure zugesetzt: 750 ccm enthielten
20 ccm ®/,,-Salzsiure!). Nach der angegebenen Zeit wurde
Enzymwirkung und Mutarotation durch Zugabe von 4 ccm
8/ .-Natriumcarbonatlésung aufgehoben, meist auf 75 cem ver-
diinnt und bei 20° polarisiert (Methode A).

Da sich hierbei, wie colorimetrische Messungen mit Indi-
catoren nach S. P. L. S6rensen?) zeigten, hiufig erhebliche
Schwankungen in der H-Ionenkonzentration, je nach der Be-
schaffenheit der urspriinglichen Hefe, ergeben, wurde zuletzt
bei Gegenwart von 1°/, primirem Natriumphosphat (als ,Puffer)
gearbeitet. Abbruch mit 4 ccm 2 n-Natronlauge. Die Lisungen
wurden unverdiinnt polarisiert (Methode B).

Als MaB fiir die Aktivitit der Priaparate dienten die mit
dekadischen Logarithmen berechnetenGeschwindigkeitskonstanten

K =-:— In a—a;. Die Enddrehung der invertierten Zuckerldsungen

ist aus der Anfangsdrehung durch Multiplikation mit dem
Faktor 0,32 berechnet.

In den folgenden Tabellen bedeuten: K die angewandte In-
vertasemenge in Gramm, ¢ die Inversionsdauer, ¢ den abgelesenen

Drehungswinkel. :
Zunéchst seien einige Versuche mit Oxalsédure angefiihrt:

1) Nach Kjeldahl (Meddelelser fra Carlsberg Labor. 1, 337, 1881)
betrigt die optimale Schwefelsiuremenge etwa 5 com */,,,-Schwefelsiure
fir ein Volumen von 100 oom.

) Diese Zeitachr. 21, 131, 1909,
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L
50 ccm PreBsaft aus Miinchner Hefe. Inversion bei 36°. Methode A.
Oktober 1910.
Vorfallun Ver-
. ung E ¢ o K-10° |besserung
mit
*lo
—_ —_ 0 441 — —_—
— - 00 | 858,59 —_ —_
Contr. 0,001 . | 800 3,83 16 —
n 0,002 300 3,35 29 —
4 ocm Oxalsdure?) 0,001 300 3,73 18 13
4 n n 0,002 300 8,16 85 21
8 =» n 0,001 300 8,72 18 13
8 » n 0,002 800 2,82 46 59
IL

Bei folgendem Versuoh mit je 50 com PreSsaft aus Miinchner Hefe
wurde die Inversion sowohl bei 36° als auch bei 20° vorgenommen
(November 1910). Methode A.

a) bei 36°,
" Ver-
Vorféllung E t « K-10* |besserung

mit o
lo
- — 0 4,38 - —
— — oo | 358,60 — -
Contr. 0,001 300 2,09 73 —
n 0,002 300 0,29 178 —
4 oom Oxalsiure?) 0,001 300 1,46 102 40
4 » n 0,002 300 | 859,72 238 34

b) bei 20°.
. Ver-
Vorfallung E ¢ a K-10® |besserung

mit o
lo
Contr. 0,001 300 3,12 36 —
n 0,002 300 2,24 67 —_
4 com Oxalsiiure?) 0,001 300 2,75 48 33
4 » " 0,002 300 1,711 90 34

Ahnliche Verbesserungen wurden auch mit Salzsiure und
Schwefelsiure erhalten, etwas weniger giinstige mit Essigsiure:

1) 0,92 normal.
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50 com PreBsaft aus Miinchner Hefe. Inversion bei 20,59. Me-

thode A. Juli 1912.

" Ver-
Vorf:lliltung E ¢ -3 K-10* |besserung

%lo

—_— —_ 0 4,30 — -

—_ -— oo | 858,62 —_ —
Contr. 0,004 248 1,56 115 —_

20 ccm 2/,,-HCl 0,004 244 1,56 117 1,7
27 » n 0,004 246 1,35 129 12,0
33 » » 0,004 243 1,33 132 15,0
40 » n 0,004 242 1,18 143 24,0
47 » n 0,004 242 0,96 159 88,0

Einige von diesen Préparaten wurden auch nach Methode B
untersucht; hierbei kam die Verbesserung noch stirker zum

Ausdruck:

Vorfillung E P K108 Ver-
mit o besserung

%%

—_ —_— 0 4,87 —_ —

—_ —_— o0 358,44 — —_

Contr. 0,004 254 2,39 83 —

20 oem ®/,,-HCl 0,004 | 254 2,18 93 12

33 » n 0,004 253 1,76 113 36

47 » n 0,004 253 1,35 136 64

1V.

Je 50 com PreBsaft aus Miinchner Hefe (8 Tage lang unter Eis
aufbewahrt). Inversion bei 20°.

Methode B. August 1912.

" Ver-
Vorfallung E ¢ -3 K.10% |besserung
mit

°/o

—_— —_— 0 455 —_
—_ —_ 00 858,54 _ —
Contr. 0,004 250 2,26 84 —

75 com HC], enthaltend:

50 ccm */,,-HCl 0,004 250 1,41 128 53
60 » n 0,004 249 1,22 . 144 71
70 » n 0,004 249 1,34 133 59
75 » » 0,004 248 1,42 129 54

Blochemische Zeitschrift Band 54.
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V.

Je 50 oom PreBsaft (2 Tage alt). Die Alkoholfillungen wurden erst
4 Tage nach dem BSaurezusatz vorgenommen. Inversion bei 20,5°.

Methode B. Dezember 1912.

Ver-
Vorfillung
mit B ¢ 3 K-10* |besserung
03
— - 0 4,81 — -
- — oo | 858,46 — -
Contr. 0,004 241 8,12 56 —_
5 cem ®/,-H 80, 0,004 241 2,24 94 68
75 » ) 0,004 241 2,19 96 72
100 » n 0,004 240 2,59 78 89
125 » ” 0,004 239 2,30 92 64
150 » n 0,004 239 2,68 79 41
VI.
Je 50 com Prefsaft (2 Tage alt). Inversion bei 20,5°. Methode A.
Juli 1912,
Ver-
Vorg}ltnng B ¢ @ K-10% |besserung
%o
—_ —_ 0 4,39 — —_
— —_ o0 858,60 - —_
Contr. 0,004 240 8,05 48 -
30 cem =/,,-H,80, 0,004 240 2,65 65 85
40 » n 0,004 240 2,68 66 38
50 = n 0,004 240 2,57 68 42
60 » n 0,004 248 2,63 64 83
VIL
Je 50 ccm PreBsaft. Inversion bei 20°, Methode B. Nov. 1912,
Vorfall Ver-
oria_ung E ¢ « K.10* ]besserung
mit °
lo
—_ —_— 0 4,80 —-— —_
— —_ oo | 858,46 —_ —_
Contr. 0,004 251 8,19 51 —_
2,5ccm 13°/,ige Essigs.| 0,004 250 8,01 58 14
50 n 0 m 0004 | 250 | 808 57 12
10,0 » ” n 0,004 248 2,99 59 16

. — —— T



Invertase. I. 115

Im folgenden sind einige vergleichende Versuche iiber
die Wirkung der einzelnen S&uren angefiihrt:

VIIL
Je 50 com PreBsaft. Inversion bei 24°. Methode A. Juli 1911.

Vorfillung Ver-

mit B ¢ « K-10* |besserung
%o
- —_ 0 4,40 - -
— — 00 | 358,59 - -
Contr. 0,002 800 2,88 46 -
0,004 800 1,96 79 —_
4 com Oxalsiure?) 0,002 800 2,57 55 20
4 » » 0,004 300 1,10 121 58
10 » ) 0,002 300 2,53 56 22
10 » ” 0,004 300 1,10 121 53
5 » Essigsiure?) 0,002 300 2,47 59 28
5 n n 0,004 800 1,45 108 80
10 » ” 0,002 800 2,28 66 43
10 » n 0,004 800 1,15 119 51
30 » n 0,002 800 2,40 61 83
30 » n 0,004 300 1,18 120 52
50 » ®/,,-HCl 0,002 800 2,40 61 83
50 » » 0,004 800 0,94 181 ]
Contr. 0,002 800 2,91 43 -
n 0,004 800 1,61 95 —
6 oom Oxalsiure?) 0,002 800 2,58 56 80
6 » » 0,004 300 1,05 124 81
50 » ®/,,-HCI 0,002 800 2,50 57 83
50 » n 0,004 800 1,04 125 82
100 » n 0,002 800 4,31 2,8 | —96
100 » n 0,004 800 4,28 8 —97

IX

Je 5 g einer 1 Monat alten Acetonfillung in je 74 com Wasser ge-
16st und wie folgt verarbeitet. Inversion bei 20°. Methode A. Mai 1912.

Ver-
Vorfallung E ¢ « | K-10° |besserung
mit o
lo
- —_ 0 441 —_ —
- - oo | 858,59 - -
Contr. 0,004 240 8,04 49 _—
86 ccm »/,,-HC1 0,004 240 2,78 60 28
38 » 2/,-H,80, | 0004 | 240 2,70 63 29
38 » m- % | 0004 | 240 | 267 65 83
54 » » 0,004 240 2,78 60 23
1) 0,92 normal.

%) 24 Stunden in Beriihrung mit der Siure.
8*
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X

50 oom PreBsaft (1 Tag alt). Inversion bei 20°. Methode A. Mai 1912.
Ver-

Vorlf:il:nng E ¢ « K.10* ]besserung
%
- — 0 5,03 — —
- — oo | 85839 — —
Contr. 0,004 240 3,85 35 —
2 oom Oxalsiure?) 0,004 240 8,63 43 23
2 » » 1) 0,004 240 3,50 48 37
40 » */,,-HSS0, 0,004 240 3,72 40 14
50 » n 0,004 240 4,02 30 —14

Bei diesem Versuch wurden die EiweiBniederschlige und
die Acetonfillungen gewogen. 50 ccm des urspriinglichen Saftes
gaben 2,2 g Acetonfillung. Das ausgeflockte abzentrifugierte
Eiwei8 wog 04 bis 0,6 g, die davon abgetrennten Sifte
lieferten (nach der GroBe der unvermeidlichen Arbeitsverluste
etwas wechselnd) 1,2 bis 1,56 g Invertasepriparat.

Wie zu erwarten war, wirkten die Sduren proportional
dem Grade ihrer Ionisation auf die PreSsifte ein:

XI.

50 g eines 3 Monate alten Invertasepriparates wurden in 550 com
Wasser gelost. Dabei blieb eine geringe Menge inaktiver Substanz un-
gelost; dementsprechend stieg die Wirkung der Acetonfillung aus dem
Filtrat etwas an (K-.10® von 37 auf 48). Portionen von je 50 ccm
wurden in der iiblichen Weise verarbeitet. Inversion bei 20° Methode A.
Oktober 1912.

Ver-

Vorﬂm E ¢ (-3 K.10®* |]besserung
%%
— — 0 4,30 —_ -
- — oo | 858,62 —_ —
Contr. 0, 232 3,14 43 —_
30 oom */,,-H 0,004 231 2,51 71 65
40 » n 0,004 231 2,91 58 23
50 » n 0,004 230 8,19 41 — 5
60 » n 0,004 240 3,74 19 — 56
— — 0 4,87 —_ —_
— — 0o | 358,44 — —_
60 oom ®/,,-H,S0, 0,004 231 8,32 52 21
7% » n 0,004 242 3,80 83 —23
90 » » 0,004 240 448 11 —175

1) Kaltgeedttigt (1,65 normal).
f) 6,5 Stunden in Beriihrung mit der Siure.
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Die Versuche in Tabelle III, IV, V und VI zeigen deut-
lich das langsame An- und Abschwellen der Verbesserung mit
steigender Siuremenge. Versuche VIII, X und XI beweisen
zugleich, daB iiberschiissige S&ure schiédlich wirkt. Dies geht
auch aus folgenden Versuchen hervor:

XI11.
50 ccm PreBsaft. Inversion bei 20,5°. Methode A. Juli 1912.
Ver-
Vorfallung E ¢ « | K-108 |besserung
mit °
fo
—_ —_ 0 443 -_— —
—_ — 00 858,58 _— -—
Contr. - 0,004 252 8,18 42 —_
54 ocm 8/,,-HCl 0,004 | 250 3,07 46 95
80 » ) 0,004 250 441 6 - 86
—_ -—_— 0 5,08 — -_—
—_— —_ oo 858,39 —_ —_—
Contr. 0,002 240 8,94 82 -—
40 oom */,,-HC1 0,002 240 4,33 20 ~38
50 » ) 0,002 240 5,00 8 -75
—_ — 0 4,87 — -
— — co | 858,60 — -
Contr. 1) 0,004 240 2,38 71 —_
5 com Oxalsiure?) 0,004 240 2,55 69 -10
10 » n 0,004 240 3,87 16 -79
15 » n 0,004 | 240 4,868 3 —96
_— — 0 4,66 — —_
— — o o} 858,51 —_ —
. Contr. 0,004 240 3,53 37 —
10 ccm Oxalsiure
enthaltend :
5 com geeatt. Saure®) | 0,004 | 240 3,18 50 85
750 » » 0,004 240 8,58 35 - 6
10 » n » 0,004 240 4,32 98 -13

Siduremengen, die in anderen Fillen noch eine betricht-
liche Verbesserung gegeben hatten, waren bei den obigen Ver-
suchen schon schiidlich gewesen. Die Abhidngigkeit der GriSe
des Erfolges von der Qualitdit der Hefe illustrieren folgende
Versuche:

1) PrefSsaft aus Miinchner Hefe.
) 1,65 normal.
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XIIIL

50 com PreBsaft aus Melassehefe. Inversion bei 36°. Methode A.
April 1911.
. Ver-
Vorfllung E ¢ x K.10¢ |besserung
mit 'Y
1o
—_ — 0 4,50 —_ —_
— - oo | 858,56 — -
 Contr. 0,002 800 8,78 18 —
n 0,004 300 3,21 35 —
7 com Oxalsaure ?) 0,002 300 2,81 48 166
7 » n 0,004 300 1,52 101 188
XI1V.
50 oom PreBsaft. Inversion bei 20°. Methode A. Dezember 1911.
T Ver-nk
Vorfallung E ¢ « K.10* |besserung
mit o
[
— — 0 4,41 - -
-— — 00 858,59 —_— —
Contr. 0,002 240 3,81 19,7 —_
15 com H,SO,,
enthslg:ad:‘
3 com */,-H,SO, 0,002 240 3,70 23,5 19,3
5 »n " 0,002 240 8,71 28,2 17,8
75n " 0,002 240 8,65 25,3 29,4
10 » n 0,002 240 8,75 21,8 8,1
15 »n n 0,002 240 8,73 22,4 13,7

. Auch PreBsifte, bei denen durch Stehenlassen schon ziem-
lich starke Selbstverdauung eingetreten war, gaben nach der Vor-
behandlung mit Sauren aktivere Priparate bei der Aceton-
fillung. Als Beispiele seien folgende Versuche angefiihrt:

XV.

50 com PreBsaft (2 Tage alt). Die einzelnen Portionen waren vor
dem Abzentrifugieren der EiweiBniederschlige je 2 Tage in Beriihrung
mit der Sadure. Ausfillung der vorbehandelten Losungen wegen der
durch die Sdure beschleunigten Autolyse mit Alkohol. Inversion bei 20°.
“Methode B. Oktober 1912.

Ver-
Vorfallung E ¢ . K.10% |besserung
mit %
- — 0 4,76 - -
- - 00 | 358,48 —_ —
Contr. 0,004 | 244 3,21 50 —

1) 1,65 normal.
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b
Ver-
Vorfillung E ¢ « K.10° |bessorung
*lo
15 com Oxalséure,
enthaltend :
4 oom 0,82 n-Saure 0,004 242 2,28 90 80
5 » 082 » 0,004 241 2,05 102 104
8 n 082 1) 0,004 239 2,08 102 104

Allerdings gaben autolysierte PreBsifte auch an sich beim
Fillen mit Alkohol aktivere Invertasepriparate:

Ver-
Vorbehandlung E ¢ a K.10% |besserung
s
Urspr. Pr. 0004 | 244 | 821 50 —
Nach 8 Tagen 0,004 244 2,39 85 70

Doch liegen auch Versuche vor, in denen der Invertase-
gehalt der aus dlteren PreBsiften erhaltenen Acetonfillungen
konstant geblieben war.

Fiir die Methodik ist die zum Teil schon aus obigen Ver-
suchen hervorgehende Tatsache wichtig, daB lingere Beriihrung
der Sifte mit der Sdure der Invertase nicht oder nur wenig
schadet:

XVI.

Je 50 com PreBsaft (1 Tag slt) wurden mit Oxalsiure gefallt, sofort
abzentrifugiert und die angegebemen Zeiten bei 26° aufbewahrt. In-
version bei 20°. Methode B. November 1912.

Ver-
Vorfallung E ¢ o K.10¢ [besserung
mit %
—_ _— 0 4,80 —_— —_—
— — o0 858,46 —_ —
Contr. 0,004 251 8,19 51 -—
5 com 0,82 n-Oxalséure:
Nach 1 Tag 0,004 248 2,17 94 84
n 2 Tagen 0,004 247 2,85 86 68
n 8 n?9 0,004 251 2,30 87 71

1) 3 Tage in Berithrung mit der Siure gelassen.
%) Die Lisung koagulierte beim Erwirmen nicht mehr und gab
keine Fillung mit Oxalsiure. . :
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In folgendem orientierenden Versuch ist unsere Methode
der Saurefallung mit der von L. Michaelis eingefiihrten, auch
von H. Euler mit Erfolg benutzten Kaolinmethode an dem-
selben PreBsaft miteinander verglichen:

XVIL

s)
Fillung mit Oxalsiure. Je 50 com 4 Tage alter PreBsaft. In-
version bei 20°. Methode B. Dezember 1912.

Ver-
Vorfallung E ¢ « K.10¢ |besserung
mit °
Jo
—_ —-— 0 4,86 _ -
— —_ oo | 858,44 —_ —_
Contr. 0,004 257 2,77 67 —
12,5 com Oxalsiure,
enthaltend:
3 ocom 0,82 n-Siure 0,004 257 2,11 95 42
5 » 082 » 0,004 | 256 1,72 114 70
5 »1082 » 0,004 | 256 1,47 127 (90)
75» 0,82 ) 0,004 252 1,71 116 73
10 » 082 » 0,004 | 252 1,46 130 94
1256» 082 » 0,004 | 251 8,18 53 -21
b)

Kaolinreinigung: 80 oom PreSsaft wurden mit 20 g Kaolin einen
Tag stehen gelassen (I.) Nach dem Zentrifugieren (erh. 63 com) wurden
88 com mit 15 g Kaolin noch 2 Tage behandelt (II.).

, Ver-
E ¢ « K.10% |besserung
%o
I 0,004 | 250 2,58 76 18
1L 0,004 | 250 2,27 90 34

In diesem Falle hatte die Reinigung mit Siuren ein weit
besseres Ergebnis als die mit Kaolin.

Sehr aussichtsvoll scheint es zu sein, die Kaolinmethode
an die Siurereinigung anzuschlieSen; dabei wurden recht be-
merkenswerte Verbesserungen erreicht:

1) Der Versuch wurde erst 24 Stunden nach dem Siurezusatz ab-
zentrifugiert und weiter verarbeitet.
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XVIIL.Y)
Je 85 com der von den EiweiBniederschligen abzentrifugierten

Losungen wurden mit je 20 g Kaolin éiber Nacht stehen gelassen. In-
version bei 20°. Methode B, Oktober 1912

Ver-

Vorbehandlung E ¢ « K.10% |besserung
mi¢ %
- — 0 4,76 —_ —_
- — oo | 358,48 — —
Contr. 0,004 244 3,21 50 —_
4 oom Oxalsdure 0,004 | 242 2,28 90 80
4 » »n + Kaolin | 0,004 241 1,76 117 . 134
5 » n 0,004 | 241 2,05 102 104
5 » »n +Kaolin | 0,004 | 241 1,45 145 190

1) Die Oxalsaureversuche sind die gleichen wie in Tabelle XV. Aus
diesen geht auch hervor, daB die nach der Sauremethode allein erreich-
bare Verbesserung mit 5 ccm Ozxalsiure erzielt war.



Anreicherung des Invertasegehalts lebender Hefe.
II. Mitteilung iiber Invertase.

Von
J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper.

(Aus dem chemisohen Laboratorium der Landwirtsohaftlichen Hochschule
zu Berlin.)

(Eingegangen am 30. Juns 1913.)

Wie aus der vorigen Mitteilung hervorgeht, ist der Inver-
tasegehalt lebender Hefe auch bei derselben Rasse ein sehr
wechselnder. Er hiéngt offenbar von dem ,physiologischen Zu-
stand“ der Hefe ab und sollte sich durch &uBere Bedingungen
beeinflussen und eventuell erhéhen lassen. Am néchsten liegt
der Gedanke, die Hefe durch Behandlung mit Rohrzuckerlsung
zu einer vermehrten Invertaseproduktion anzuregen. Der Ver-
such bot um so mehr Aussicht, als die verwendete Bierhefe
seit tausenden und mehr Generationen auf Maltosel6sungen
gewachsen ist, einem Nihrmedium, auf dem sie ihre Invertase
gar nicht gebraucht. Gegen diese Ansicht sprechen aber die
Erfahrungen von A. Fernbach?), der fand, daB es fiir den
Invertasegehalt der Hefe ziemlich gleich bleibt, ob sie auf
Maltose- oder Rohrzuckerlosungen herangewachsen ist. Trotz-
dem haben wir die Versuche unter etwas verinderten Be-
dingungen wieder aufgenommen.

Fast gleichzeitig und unabhingig von uns haben H. Euler
und seine Mitarbeiter?) sich mit demselben Problem der Inver-

!) Ann. de I'Inst. Pasteur 4, 641, 1890.

%) H. Euler und B. af Ugglas, Zeitsohr. f. physiol. Chemie 70,
279, 1910. Durch diese Mitteilung wurden wir auf eine frithere Arbeit
derselben Autoren aufmerksam (Arkiv for Kemi 8, Nr. 84, 1910, Chem.
Zentralbl, 1910, 2, 1550), in der sie auch bereits iiber den EinfluB von
Zucker auf den Invertasegebalt der Hefe einen Versuch angestellt haben.



J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper: Invertase. II. 123

taseanreicherung beschiftigt. In Verfolgung eines anderen Ge-
dankenganges versuchten sie, durch Behandlung mit Phosphat-
losungen eine erhéhte Invertaseproduktion der Hefe hervorzu-
rufen und erreichten einen besonders giinstigen Erfolg bei
gleichzeitiger Anwesenheit von 2°/, Rohrzucker. Spitere Ver-
suche?) mit anderer Hefe bestitigten dieses Resultat jedoch nicht.

Mittlerweile hatten uns unsere Versuche mit reinen Rohr-
zuckerlosungen gezeigt, daB die Anreicherung wesentlich auf
den Zucker zuriickgefiihrt werden muB8. Wir trugen grioSere
Mengen abgepreBter Bierhefe (1 bis 10 kg) in die 5 bis 10 fache
Menge 10 bis 20°/,iger Rohrzuckerldsung ein, unterbrachen nach
1 bis 2 Tagen die Girung durch Einwerfen von Eis und dekan-
tierten von der nach einigen Stunden abgesetzten Hefe ab.
Ein Teil davon wurde auf PreSsaft und Acetonfillung?) ver-
arbeitet, zum Rest von neuem die entsprechende Menge Zucker-
lésung gefiigt und so fort, bis der Versuch durch die Hefe-
verluste — teils durch Entnahme der Proben, teils durch
Selbstverzehrung?® —— sein natiirliches Ende fand. Die An-
reicherung — immer gemessen an der Aktivitit der Aceton-
fillangen — war bei den ersten ,Fiihrungen“ am stérksten,
sotzte dann wohl auch manchmal aus, um beim néchsten Mal
wieder anzusteigen. Der giinstigste Versuch zeigte eine Ver-
mehrung der Invertasemenge auf mehr als das 8 fache.

So gute Resultate wurden allerdings nur bei einem ver-
hiltnismaBig geringen Anfangsgehalt der Hefe an Invertase
erhalten. Das erinnert an die Erfahrungen von E. Buchner
und F.Klatte*) bei der Zymase, deren Menge sich auch nur
bei relativ garschwachen Hefen in erheblichem MaBe steigern
lieB. Ein wesentlicher Unterschied zwischen Zymase und In-
vertase besteht aber darin, daB die Invertase, wie wir an zwei
verschiedenen Unterhefen festgestellt haben, sich weit iiber
das normale MaB hinaus vermehren laBt. Doch scheint auch
hier eine obere Grenze zu existieren.

1) H. Euler und 8, Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 17,
1911.

%) Siehe die voranstehende Mitteilung.

%) Vgl. den experimentellen Teil, sowie H. Euler und H. Meyer,
Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 283, 1912.

4) Diese Zeitschr. 9, 424, 1908.
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Zu der Auffassung, daB der Zucker eine wesentliche Rolle
bei der Enzymvermehrung spielt, ist spater auch H. Euler in
Gemeinschaft mit D. Johansson?) und H. Meyer?) gekommen.
Ihre Versuchsanordnung weicht von der unsrigen vor allem
dadurch ab, daB sie mit einer, neben Rohrzucker (2°/)) noch
Stickstoff- und Phosphorsiure enthaltenden (sog. Lindnerschen)
Nahrlésung arbeiteten. Sie lieBen die Hefe damit lingere Zeit
in Berithrung, entnahmen ab und zu Proben und priiften deren
Inversionskraft, indem sie, unter Verzicht auf die Isolierung
von Invertasepriparaten, die lebende Hefe direkt®), mit oder
ohne Chloroformzusatz, auf Robrzucker zur Einwirkung brachten.
Auf diese Weise erzielten sie nach 3 bis 4 Tagen eine Steige-
rung des Enzymgehaltes auf den 3 bis 4 fachen Wert. Einen
bedeutend besseren Erfolg, eine Invertasevermehrung bis auf
das 7 fache, erreichten H. Euler und H. Meyer*), indem sie,
unserer oben geschilderten Versuchsanordnung analog, die Nahr-
losungen wiederholt erneuerten. Zugleich stellten sie fest, da8
der Stickstoff- und der Phosphorsiuregehalt der Losung nicht
ausschlaggebend und daB auch reine Zuckerlosungen, wenn
schon nicht so gut, fiir die Anreicherung geeignet sind.

Sehr bemerkenswert ist in diesen beiden Abhandlungen
die Feststellung, daB bei den Anreicherungsversuchen der Rohr-
zucker durch Traubenzucker ersetzt werden kann. Wohl wei
man aus den Arbeiten von J. Wortmann®), A. Fernbach®),
F.A.F.C. Went?) und anderen, da8 die Bildung von Invertase
bei Hefen und Schimmelpilzen nicht an die Gegenwart von
Rohrzucker gebunden ist®), und dasselbe geht ja auch aus der

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 388, 1911/12.

%) Zeitsohr. f. physiol. Chem. 79, 274, 1912.

%) Die Anwendbarkeit dieser Methode ist von C. O’S8ullivan,
Journ. Chem. Soc. 61, 926, 1892, A. Brown, ebenda, 81, 373, 1902, sowie
H. Euler und 8. Kullberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 20, 1911,
festgestellt worden.

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 289, 1912.

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 325, 1882.

%) Ann. de I'Instit. Pasteur 4, 641, 1890.

") Pringsheims Jahrb. f. Botanik 86, 641, 1901.

*) So erzeugt auch der tierische Organismus nicht nur nach In-
jektion von Rohrzucker, sondern auch von Milchzucker oder Starke im
Plasma bzw. im Serum Invertase. E. Abderhalden und C. Brahm,
Zeitechr. f. physiol. Chem. 64, 429, 1910; derselbe und G. Kapfberger,
ebenda, 69, 23, 1910.
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schon eingangs erwidhnten Tatsache hervor, daB die stets in
Bierwiirze, also einer Maltoselosung gewachsene Hefe Invertase
sogar noch in reichlicher Menge enthilt. Aber die von Euler
festgestellte Tatsache, daB die Invertasevermehrung auf Glucose-
16sung annidhernd so gro8 ist wie auf Rohrzucker, ist doch
sehr iiberraschend.

Mit diesen Ergebnissen von Euler sowie den Erfahrungen
der anderen Forscher auf dem gleichen Gebiete stimmt eine
etwa vor Jahresfrist erschienene Untersuchung von L. Licht-
witz!) nicht iiberein, nach der auf Rohrzucker herangewachsene
Hefe ein bedeutend stirkeres Inversionsvermdgen besitzt als
auf Invertzucker geziichtete. Hieraus schliet Lichtwitz auf
eine Léhmung der Invertase durch den Invertzucker, bzw.
durch Glucose oder Fructose im Sinne von G. Tammann?),
der zuerst ganz allgemein auf die Hemmung von Enzymvor-
gingen durch die Reaktionsprodukte hingewiesen hat. Doch
weicht Lichtwitz darin von Tammann ab, daB8 er auf Grund
seiner Versuche dieser ,Fermentlihmung“ eine bleibende,
die Anwesenheit des Invertzuckers usw. iiberdauernde Wirkung
zuschreibt.

Die Resultate von Lichtwitz schienen fiir die von uns
behandelte Frage von solcher Bedeutung, daB wir unsere An-
reicherungsversuche auf die Spaltprodukte des Rohrzuckers
ausdehnten. Wenn man beriicksichtigt, daB die Hefe den Rohr-
zucker unvergleichlich viel schneller invertiert als vergirt?),
also bei den von uns verwendeten groSen Mengen auch in den
Rohrzuckerversuchen mit rasch wachsenden Mengen Invert-
zucker in Beriihrung war, so hitte man schon hier den von
Lichtwitz behaupteten lihmenden Einflul unbedingt beobachten
miissen. Dies war nun niemals der Fall, und ebensowenig haben
wir, als wir an Stelle von Rohrzucker von vornherein mit
Invertzucker arbeiteten, die Beobachtungen von Lichtwitz
bestitigen konnen. Ganz im Gegenteil erzielten wir hierbei
eine etwa ebenso gute Vermehrung der Invertase wie

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 129, 1912.

%) Zeitachr. f. physiol. Chem. 16, 271, 1892.

%) Siche Buchner-Hahn, Die Zymasegirung 8. 77 und 96. Quan-
titative Messungen haben H. Euler und 8. Kullberg angestellt, Zeitachr.
f. physiol. Chem. 71, 27, 1911.
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mit Rohrzucker, ein Resultat, das sich den Ergebnissen Eulers
mit der Glucose aufs beste anschlieBt. Wir haben dann, in der
Versuchsanordnung von Euler, die Hefe auch mit Glucose allein
zusammengebracht und haben hier ebenfalls eine Invertase-
vermehrung von fast derselben GroBe wie mit Rohrzucker er-
reicht; auffillig war aber dabei, daB die erzielte Verbesserung
um 10 bis 20°/, hinter der mit Rohr- oder Invertzucker er-
haltenen zuriickblieb. Die Zahlen sind so eindeutig, daB nicht
daran zu zweifeln ist, daB der Invertzucker eine kraftigere
Wirkung auf die Invertasebildung in der Hefe ausiibt
als Glucose. Damit stimmen auch von den Vergleichsversuchen
Eulers mit Rohrzucker und Glucose zwei sehr gut iiberein,
wihrend allerdings der dritte die Glucose, wenn auch nur sehr
unwesentlich, besser erscheinen laBt als den Rohrzucker. Dies
alles macht wahrscheinlich, daB auf Fructose, der anderen Kom-
ponente des Invertzuckers, eine griere Enzymvermehrung statt-
finden muB. Vergleichende Versuche haben dann ergeben, da8
die Fructose in der Tat der Glucose stets erheblich
an Wirkung iiberlegen ist und daB sie auch den Rohr-
und Invertzucker meistens noch iibertrifft.

Wenn wir nach einer Erklérung fiir die Invertaseanreiche-
rung auf Zuckerlosungen suchen, so ist zundchst die Tatsache
zu beachten, daB die Hefe bai der Behandlung teilweise Auto-
lyse erleidet. Dies macht sich bei lingerer Versuchsdauer
dadurch schon leicht bemerkbar, daB die Hefe an Menge be-
trichtlich abnimmt, ein schleimiges Aussehen gewinnt und
schlieBlich viele tote Zellen enthilt (Versuch I, 12; II, 4). Durch
die Autolyse werden die hochmolekularen EiweiBstoffe in diffun-
dierbare Spaltstiicke zerlegt, durch deren Weggang der Gehalt
der Hefe an Invertase scheinbar zunimmt; bekanntlich?) ist
diese gegen die Endotryptase sehr bestdndig und wie alle
Enzyme schwer diffundierbar. Damit stimmt iiberein, daB die
Hefe auch durch bloBes Lagern unter Wasser invertasereicher
wird?) (Versuch I, 13). Doch ist die dabei erzielte Verbesserung
nicht sehr gro8 und reicht nicht entfernt zur Deutung der
groBen Effekte mit Zuckerlosungen aus; wohl aber diirfte die

1) Siehe vorangehende Abhandlung (Versuch XV).
") Vgl. auch H. Lange, Wochenschr. f. Brauerei 24, 446, 1907.
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schwache Steigerung?), die auch nach Verbrauch der Zucker-
Iosung anhalt, auf diesen Grund zuriickzufiihren sein (Ver-
such II, 2, 3).

Nun ist ans der Kinetik der Invertasewirkung bekannt,
daB die Gegenwart der Reaktionsprodukte Glucose und Fructose
die Wirkung der Invertase auf Rohrzuckerldsungen hemmt,
und gwar ist die Verzdgerung bei der Fructose griBer als bei
der Glucose. Dies wird allgemein auf die Bildung von Additions-
verbindungen Enzym-Glucose und Enzym-Fructose szuriick-
gefiihrt®), von denen die Fructoseverbindung die stabilere ist,
d. h. bei der Reaktion: Fructose -}- Invertase = Fructose-Inver-
taseverbindung ist das Gleichgewicht etwas stirker nach rechts
verschoben. Auf dem gleichen Grunde diirfte es auch beruhen,
daB die Fructose eine stirker schiitzende Wirkung auf die
Invertase ausiibt als die Glucose (Hudson?®). Beriicksichtigt
man, daB bei den Anreicherungsversuchen die Fructose eben-
falls die stirkere Wirkung hat, so driangt sich der Gedanke
auf, daB auch bei diesen Vorgingen die Additionsver-
bindungen eine Rolle spielen. Man kann sich vorstellen,
daB in der Hefe normalerweise eine begrenzte Menge Invertase
vorhanden ist und daB das Plasma das Bestreben hat, diese
Konzentration aufrechtzuerhalten. Tritt Zucker in die Zelle ein,
so wird durch die Bildung einer Additionsverbindung ein Teil
der Invertase gewissermaBen verankert und dadurch eine ent-
sprechende Neubildung ausgelost. Wegen der groBeren Besténdig-
keit der Fructoseverbindung wird die Fructose diese Wirkung in
starkerem MaBe ausiiben als Glucose. Werden nach Erschopfung
der Zuckerlésung diese Verbindungen wieder gespalten, so wird
die Monose vergoren und das Enzym bleibt in groBerer Menge
als vorher in der Zelle zuriick. Bei Darbietung von neuer
Zuckerlosung wiederholt sich das Spiel bis zu einer von der
Natur der Hefe abhiingigen Grenze. Hiernach miiite der Rohr-

1) Vgl. H. Euler und H. Meyer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79,
292, 1912.

" V. Henri, Compt. rend. 185, 916, 1902; A. Brown, Journ. Chem.
Soc. 81, 878, 1902; E. F. Armstrong, Proo. Roy. Soc. 78, 516, 1904;
L. Michaelis und M. L. Menten, diese Zeitschr. 49, 834, 1913.

%) C.8. Hudson und H. 8. Paine, Journ. Am. chem. Soc. 82, 988,
1910.
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zucker, der nach L. Michaelis und M. L. Menten?) die groBte
Affinitdat zur Invertase besitzt, den stirksten stimulierenden
EinfluB auf das Invertasebildungsvermogen der Hefe ausiiben;
daB dies nicht der Fall ist, riihrt offenbar daher, da8 die Rohr-
zucker-Invertaseverbindung auBerordentlich schnell unter Bil-
dung von Invertzucker zerfillt. 4

In diesem Zusammenhang ist ein Versuch von I. Katz?)
von Wichtigkeit, der iiber die Anreicherung von Diastase in
Schimmelpilzen gearbeitet hat. Er beobachtete bei Aspergillus
niger eine besonders groBe Diastasevermehrung, als er seinen
Nihrlosungen Tannin zusetzte, und erklirt dies damit, daB das
Tannin, das mit der Diastase eine wasserunlosliche Verbindung
bildet, das Enzym sténdig aus der Losung entfernt und dadurch
eine stirkere Nachbildung veranlaBt. — An Stelle der hier
vorhandenen Diastase-Tanninverbindung tritt in unserem Falle
die Additionsverbindung Invertase-Monose. Hier wie dort ist
die Enzymvermehrung darauf zuriickzufiihren, daB, allerdings
durch ganz verschiedene Ursachen, Teile des Enzyms dauernd
abgefiihrt werden.

Unsere Betrachtungsweise setzt voraus, daB die Invertase-
nachbildung nach Stérung des Gleichgewichts verhdltnismaBig
langsam erfolgt, weil sonst der giinstigste Effekt schon bei ein-
maligem Lagern der Hefe unter der Zuckerlosung erreicht
werden miiBte, wiahrend in Wirklichkeit mehrfache Erneuerung
des verbrauchten Zuckers nétig ist. Andererseits wird man
folgern, daB innerhalb gewisser Grenzen hohere Zuckerkonzen-
trationen unter sonst gleichen Bedingungen schneller zum Ziele
fithren werden, was das Experiment bestitigt®) (Versuch I, 7 u.9).

Wie man sieht, schlieBt sich der obige Erklirungsversuch
den Tatsachen nach verschiedenen Richtungen hin gut an, und
er hat auBerdem den Vorteil, einer experimentellen Priifung
auch weiterhin zugénglich zu sein: Allerdings geht aus ver-
schiedenen Angaben der Literatur (A. Fernbach?), H. Euler®)

) a. a. O.

") Pringsheims Jahrb. f. wiss. Bot. 81, 618, 1898.

%) Sehr starke Zuckerlosungen wirken wieder weniger giinstig,
offenbar weil dann die Erscheinung der Plasmolyse stérend eingreift
(Versuch II, 6).

4) a.a 0.

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 296, 1912.



Invertase. II. 129

und auch aus eigens angestellten Vergleichsversuchen deutlich
hervor, daB auBer dem Zuckergehalt noch andere Faktoren,
ganz besonders die Stickstoffnahrung, fiir die Invertasebildung
von groBer Bedeutung sind: ein und dieselbe Hefe bildet beim
Lagern und Géaren in stickstoffhaltiger Nahrlosung (Euler)
reichlicher Invertase, als in reiner Zuckerlosung (unsere Ver-
suchsanordnung). Der Vorteil der Zufukr von Nahrstoffen auBSer
Zucker diirfte vor allem darin zu suchen sein, daB dadurch die
Hefe linger in einem kriiftigen Lebenszustande erhalten und
vor Entartung geschiitzt bleibt, wie wir sie bei unseren Ver-
suchen, bei denen sie hungern muBte, stets bald auftreten
sahen. Insofern ist also ein giinstiger physiologischer Zustand
der Hefe fiir die Invertasevermehrung von groSer Bedeutung.
Aber es erscheint uns nicht angiingig, ihm die ausschlaggebende
Rolle hierbei zuzumessen, wie das H. Euler?) anfinglich tat.
Dagegen spricht schon die geringe Vermehrung der Hefe und
die bei lingerer Versuchsdauer trotz gleichzeitiger Verbesserung
des Invertasegehalts immer stirker einsetzende Autolyse. Wir
haben diese Frage durch eine vergleichende Untersuchung iiber
das Verhalten des Hauptenzyms der Hefe, der Zymase, noch
deutlicher zu entscheiden versucht. Linger wiederholte Be-
handlung der Hefe mit Zuckerlosung driickt, wie wir fanden,
ihren Zymasegehalt (gemessen an der Garkraft der PreBsifte
fast auf Null herab, wihrend der Invertasegehalt immer noch
steigt. Wir haben uns davon iiberzeugt, daB hierbei wirklich
die Zymase geschidigt wird, nicht etwa nur das Koenzym, das
allerdings im Anfang besonders stark geschwicht wird. Denn
auch durch Kochsaftzusatz haben wir in den PreBsiften aus
den letzten Fiihrungen die Garkraft nicht mehr auf einen
irgend ansehnlichen Betrag bringen koénnen (Versuch I, 12). —
In der Zwischenzeit ist Euler?) ebenfalls auf Grund von Gar-
kraftbestimmungen (ausgefiihrt mit lebender Hefe) von seiner
urspriinglichen Ansicht wieder abgekommen.

Zum Schlusse miissen wir noch einmal auf die Arbeit von
Lichtwitz®) zuriickkommen.

!) H. Euler und H. Meyer, Zeitachr. f. physiol. Chem. 79, 297, 1912.
*) H. Euler u. D.Johansson, Zeitachr. f. physiol. Chem. 84, 97,1913.
% a. a. O.

Blochemische Zeltschrift Band 54. 9
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Lichtwitz zeigt zunéchst, daB auf Invertzucker gewachsene Hefe
ein schwicheres Invertierungsvermogen besitzt als auf Rohrzucker ge-
wachsene, und schlieBt daraus auf eine Lihmung der Invertasewirkung.
Im zweiten Teil seiner Arbeit kommt er zum selben SchluB auf Grund
der hochst iiberraschenden Beobachtung, daB seine Hefe Gemische von
Rohr- und Invertzucker langsamer vergirt als Rohr- oder Invertzucker
fiir sich: Solange Invertzucker vorhanden ist, hemmt er die Invertase,
und erst nach seiner villigen Vergirung setzt — und zwar durch die
piberdauernde Fermentlihmung“ verlangsamt — die Inversion (und
damit die Vergirung) des Rohrzuckers ein.

Unsere oben angefiihrten Versuchsergebnisse beweisen mit
Sicherheit, daB die von Lichtwitz gezogenen SchluBfolgerungen
nicht richtig sind'); wenn die Hefe beim Lagern unter Rohr-
zucker- und unter Invertzuckerldsung ihren Invertasegehalt in
ganz gleicher Weise erhoht, kann der Invertzucker unmdglich
einen dauernden lahmenden EinfluB auf die Invertase, und
zwar weder auf ihre Bildung noch auf ihre Wirkung, zur Folge
haben. Es fragt sich nun, wie man den ginzlich anderen
Verlauf der Versuche von Lichtwitz erkliren soll. Vielleicht
sind seine abweichenden Versuchsbedingungen die Ursache; er
lieB seine Hefe stets in den Vergleichslosungen aus minimaler
Aussaat heranwachsen, wihrend wir unter Bedingungen ge-
arbeitet haben, unter denen eine Vermehrung der Hefe in
irgend groBerem Umfange ausgeschlossen erscheint. Bis zu
einem gewissen Grade konnte man hierfiir einen Versuch von
G. Grézes?) anfiihren, der bei der Heranziichtung des Asper-
gillus niger auf Rohr- und Invertzucker enthaltenden Nahr-
medien ebenfalls eine stirkere Invertasebildung auf der Rohr-
zuckerlésung beobachtet hat; aber der Unterschied betrigt nur
einige 20°/,, wihrend Lichtwitz Differenzen bis zum 40fachen
Wert findet. Auch die Verwendung einer offenbar sehr invertase-
armen®) Hefe konnte bei dem andern Gang seiner Versuche
eine Rolle gespielt haben.

Dem zweiten Teil der Lichtwitzschen Versuche kdnnen
wir eine Beweiskraft in dem von ihm vertretenen Sinne nicht

1) Auch H. Euler und D.Johansson sprechen sich in einer kiirz-
lich erschienenen Mitteilung (Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 98, 1918)
gegen Lichtwitz aus.

%) Annales de I’Inst. Pasteur 26, 556, 1912,
. %) Sonst wire sein Befund, daB Invertase und Zymase gleich schnell
wirken (a. a. O. 8. 149) ganz undenkbar.
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zuerkennen. Es scheint wegen der groBien Kompliziertheit der
Verhiltnisse nicht statthaft, aus dem Verlauf der Girung
Riickschliisse auf den der Invertierung zu ziehen. Ebenso-
wenig ist es erlaubt, in girenden Zuckerlosungen den noch
vorhandenen Zuckergehalt polarimetrisch zu bestimmen?). Auch
wird die Erklarung von Lichtwitz den von ihm beobachteten
Erscheinungen nicht voll gerecht; er ist vielmehr zu einigen
duBerst unwahrscheinlichen Hilfshypothesen gezwungen, wie
z. B. der, daB die Hemmung der Invertase bei 4°/, Invert-
zucker noch nicht merkbar, bei 8 bis 10°/, schon vollstindig ist?).

Man konnte Zweifel haben, ob das zur Feststellung der
Invertasevermehrung von uns eingehaltene Verfahren fiir die
von uns daraus gezogenen SchluSifolgerungen ausreichend ist.
Unsere Methode ist sicherlich nicht ganz exakt. Erstens haben
wir nie den Invertasegehalt der von der Hefe abgetrennten
Lisung untersucht, obwohl bestimmt aus den abgestorbenen Zellen
eine betrichtliche Menge Enzym an sie abgegeben wird. Ferner
geht nicht der gesamte Invertasevorrat der Zelle in den PreB-
saft iiber, sondern bleibt zum Teil im riickstdndigen PreB-
kuchen. Auch das Ausfillen mit Aceton konnte zu Ungenauig-
keiten AnlaB geben. Wir haben trotz dieser Mangel unsere
Versuchsanordnung beibehalten, weil das eigentliche Ziel unserer
Untersuchung, die Herstellung hochaktiver Invertasepriparate,
durch sie nicht beeinfluBt wird und weil fiir diesen Zweck
das PreBsaftverfahren wohl das geeignetste ist. Aber unsere
Methode erscheint auch zur Untersuchung von Verdnderungen
des Invertasegehalts genau genug, da es sich stets nur um
Vergleichsversuche handelt und in diesen die Fehler stets etwa
in gleicher Weise zur Geltung kommen miissen. Der Sicher-

1) Weder bei der Girung mit PreBsaft (E. Buchner und F. Klatte,
diese Zeitschr. 9, 417, 1908) nooch bei der mit lebender Hefe (H. Euler
und D. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 347, 1912).

%) Man wiirde den meisten Schwierigkeiten aus dem Wege gehen,
wenn man annihme, daB die von Lichtwitz verwendete Reinhefe
2Oppenheimer Kreuz“ doch keine Reinkultur war, sondern neben einer
Invertase fiihrenden Rasse den in Weinhefe hiufigen invertasefreien
Saccharomyces apiculatus enthielt. (Uber die Eigenschaften dieses
Pilzes, beeonders im Gemisch mit anderen Hefen vgl. F. Lafar, Handb.

d. techn. Mykologie, Jena 1905 bis 1907, 4, S. 320ff)
9%



132 J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper:

heit halber haben wir einen Vergleich -mit der von Euler be-
nutzten Methode, die direkt die lebende Hefe zur Messung des
Invertasegehalts verwendet!), angestellt und dabei eine ausge-
zeichnete Ubereinstimmung gefunden.

Experimenteller Teil.

L

Bei der zunichst angefiihrten Versuchsreihe lieBen wir
abgepreBte untergarige Bierhefe in reiner Rohrzuckerlosung be-
stimmte Zeiten (1 bis 2 Tage) lagern und unterbrachen dann
die Garung durch Einwerfen von Eis. Von der sich bald zu
Boden setzenden Hefe wurde abdekantiert und eine Probe zur
Anfertigung von PreBsaft und Acetonfillung entnommen; der
Rest wurde mit neuer Zuckerldsung iiberschichtet usf. Der-
artige ,Fiihrungen“ (die in den folgenden Tabellen kurz mit
F,, F,, F, usw. bezeichnet sind) wurden so oft wiederholt, bis
die Hefemenge verbraucht war. Dies trat bei der zu einigen
Versuchen angewandten eiweiBarmen Miinchener Hefe?) stets
frither ein als bei der meist gebrauchten Berliner SchultheiB-
hefe, weil im ersteren Falle die Verluste durch Selbstverzehrung
groBer waren.

Die Priifung der im Exsiccator gut getrockneten Aceton-
fillungen auf ihren Invertasegebalt wurde, wie in der vorigen
Abhandlung, mit 0,002 g oder 0,004 g in mit etwas Salzsiure
oder primérem Natriumphosphat schwach angesduerter Zucker-
16sung bei 20° vorgenommen (Methode A und B). Wieder
wurde als Faktor zur Berechnung der Enddrehung «, aus g,
die Zahl 0,32 benutzt.

1.

4 kg Hefe wurden in 1501 15°% iger Zuckerlosung einge-
tragen und nach je einem Tage in neue Zuckerldsung iiber-
filhrt. Der steigende Invertasegehalt der Hefe in den hierbei
erhaltenen 3 Fiihrungen ergibt sich aus folgender Tabelle, die
die Wirksamkeit der Acetonfillungen angibt:

) H. Euler und 8. Kullberg, Zeitsohr. f. physiol. Chem. 71,
20, 1911.

%) Die Verwendung von Miinochener Hefe (Schroder) ist stets
eigens vermerkt.
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Inversion bei 19°. a,=4,55° «,=358,54°. Dauer der Inversion (f)
800 Min. November 1910.

E Abgelesener k-10°
nzyl:%menge Drebungswinkel | (, 1 a )
o =t =2
Ausgangshefe (d) 0,002 3,34 38
0,004 2,30 68
1. Fiibrang (F)) . 0,002 2,62 56
0,004 1,26 115
9. Fiihrang (Fy) . 0,002 1,62 97
0,004 359,81 214
3. Fiihrung (F,) . 0,002 1,26 115
0,004 359,55 258

Verbesserung 3,5:1 bzw. 3,8:1.

2

Etwa 7 kg Hefe wurden mit 1001 15°/iger Zuckerlésung
versetzt. Diese wurde téglich, im ganzen noch 11 mal, er-
neuert. Vom 3. Male an wurden nur 80 1 Zuckerldsung ange-

wandt.

Inversion bei 23°. o, — 4,389, &, = 358,60°. Dezember 1910.

—

—

E t « k-10°
4 0,002 800 8,00 37
0,004 300 2,00 71
F, 0,002 800 1,61 94
0,004 800 35996 | 204
F, 0,002 300 0,93 182
0,004 800 850,33 800 -
F, 0,002 300 1,08 122
0,004 300 859,53 264
F, 0,002 300 0,05 200
0,004 300 859,04 378

Verbesserung 54:1 bzw. 49:1.

Der Versuch zeigt deutlich, da8 die Invertaseanreicherung
bei lingerer Dauer der Rohrzuckerbehandlung nicht gleich-

miBig vor sich geht,

sondern gewissen unkontrollierbaren

Schwankungen ausgesetzt ist. So ist das Resultat der 9. Fiihrung
sogar noch etwas schlechter als das der sechsten; trotzdem lieB
sich daraus durch weiteres Behandeln mit Zucker die sehr
invertasereiche Hefe der 12. Fiihrung gewinnen. Ein Vergleich
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der hieraus erhaltenen Acetonfillung mit den Priparaten von
C. O’Sullivan und F.W. Tompson!) und von H. Euler?)
nach der von diesen Autoren befolgten Untersuchungsmethode
ergab die Aktivitdt 4+ 0= 21,7’

Wenn bei diesem Versuch der Gehalt der Acetonfillungen
an Reininvertase einen nennenswerten Betrag erreicht hitte,
so hidtte sich die Verfiinffachung der Enzymmenge wohl in
einer Veriinderung der analytischen Zusammensetzung geltend
machen miissen. Dies ist aber, wie unten gezeigt wird, nicht
der Fall; man ersieht daraus wieder, wie geringfiigige Mengen
Invertase selbst in so stark aktiven Priparaten vorhanden sind.

Analysen der Acetonfillungen aus den PreBsiften der
Ausgangshefe (4), der dritten (¥;) und zwolften Fiihrung (F,):

A: 0,4827 g verbrauchten (nach Kjeldahl) 25,8 ccm ®/,,-HCI,

0,3816 g gaben (nach Carius) 0,0164 g BaSO, und 0,0156 g

Mg, P.0,;
F,: 0,61567 g verbrauchten 29,0 ocm ®/,,-HCl;
F,: 0,3386 g » 180 , »

0,3384 g gaben 0,0135 g BaSO,,
0,3400g , 0,0168 g Mg P,0,.

Gefunden: N 8 PO,
A 7,48 0,59 2,61
F, 7,87 — —_
F, 7,48 0,66 3,08

3

1,6 kg Hefe wurden zuerst mit 17, spiter mit 8 1 15°/,iger
Zuckerlosung 6 mal bei etwa 16° behandelt.

0,002 g. Inversion bei 20°. a,—=4,30°, = 858,62°.

Datum t o k-10%

23.X.1912| 4 255 8,25 85
%A, F, 255 2,87 49
25. F, 255 2,57 62
26. F, 255 2,40 69
27. F, 255 178 100
28, F, 255 1,56 112
80. F, 255 1,85 125

Verbesserung 8,6: 1.

1) Journ. Chem. Soo. §7, 834, 1890.
%) Zeitsohr. f. physiol. Chem. 69, 157, 1910.
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Zuriickgewonnen wurden bei der Entnahme der einzelnen
Proben fiir die PreBsifte im ganzen 750 g Hefe, also die Hilfte
der urspriinglich angewandten Menge. Die andere Hilfte ist,
abgesehen von den geringfiigigen Verlusten beim Dekantieren,
auf Rechnung der bei lingerem Lagern in der Zuckerldsung
eintretenden Selbstverzehrung zu setzen.

4.

6 kg Hefe wurden mit 1001 einer 15°/,igen Zuckerlssung
bei 16° wie oben wiederholt vorbehandelt. Von.der 4. Fiihrung
an setzte sich die Hefe beim Eintragen von Eis nur schlecht
ab, ein Teil erfiillte die ganze Fliissigkeit in feiner Verteilung
(»nStaubhefe); gleichzeitig erfolgte rasche Abnahme durch Selbst-
verzehrung. Von nun an wurden nur §01 Zuckerldsung ver-

wendet. 7 Fiihrungen.
0,002 g. Inversion bei 20°. a,—4,40° a,=23858,61°.

Datum | t « k-108
2LVL1912 | 240 8,57 27
26. 240 2,32 80
29. 240 1,85 104

2. VIL 240 1,07 158

Verbesgerung 5,7 : 1.

Angestellte Vergleichsproben ergaben bei den PreBsiften
der 4. und 6. Fithrung fast volliges Verschwinden der urspriing-
lich ziemlich hohen Gérkraft?). 20 com PreBsaft der urspriing-
lichen Hefe (4) mit 8 g Rohrzucker und 0,2 ccm Toluol ver-
setzt, gaben einen CO,-Verlust von 0,72 g.

0,92 g Acetonfillung (F,) geldst in 10 com Waaser (die
Konzentration entspricht 10 ccm PreBsaft 4), gaben mit 4 g Rohr-
gucker und 0,1 ccm Toluol einen CO,-Verlust < 0,01 g.

20 com PreBsaft (F,) gaben mit 8 g Rohrzucker und
0,2 com Toluol einen CO,-Verlust <~ 0,01 g*).

b.
Etwas langsamer erfolgt die Anreicherung in 10°/,iger
Zuckerlosung.

1) Bestimmung nach E. und H Buohner und M. Hahn, Die

Zymasegirung 1903, 8. 83.
%) Weitere Versuche hieriiber siebs 11 bis 13.
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7,6 kg Hefe wurden bei 156 g in 10°/ iger Zuckerlosung
(1161, von F,, an 58 1) behandelt. Von der 10. Fiihrung an
nahm die Hefemenge betriichtlich ab.

0,002 g. Inversion bei 20,5°. o, = 4,399, o = 358,600,
T TP rINNr

Datum | t | « | k10
16. XI. 1911 A4 240 3,72 22
17. F, 240 3,21 41
28, F, 240 2,46 78
28, F, 240 1,61 118

2. XII. F, 240 158 120

Verbesserung 5,5: 1.

Bei den letrten 4 Fiihrungen war also eine weitere Steige-
rung des Invertasegehalte der Hefe nicht mehr erfolgt. Um
zu sehen, daB8 diese durch stérkere Zuckerkonzentration er-
reichbar wire, wurde der Versuch mit 15°/,iger Zuckerldsung
fortgesetzt (761, ab F,, 38 1). Hierbei ergab sich, dhnlich wie
bei Versuch 2, ein fortwihrendes Auf- und Abschwanken des
Invertasegehalts.

0,002 g. Inversion’ bei 20,5° &y =4,46° a,=3858,67°.

————

Datum t o« k-10%
5.XIL 1911 | 240 1,35 136
7. Fo 240 188 107
9. F 240 141 182

12. r. 240 1,66 117
14 Fy 240 1,54 124

Die stérkste Verbesserung war bei der 15. Fiihrung er-
reicht; sie betrug aber nur das 1,3fache des vorher erzielten
Wertes, das 6,2fache des Wertes der Ausgangshefe.

6.

In einem gleichzeitig angestellten Versuch wurde mit der-
selben Hefe und ebenfalls in 10/ iger Zuckerlosung der Ein-
fluB der Stickstoffnahrung studiert.

1,6 kg Hefe wurden mit 25 1 Zuckerlosung versetzt, welche
noch 100 g Ammonsulfat (= 0,4°/,) und 30 g Pepton enthielt.
Die hier einsetzende Gérung war bedeutend lebhafter als bei
dem Parallelversuch. Wiahrend sich die Hefe dort beim Ab-
kiihlen der Girlosung regelmiig gut abgesetzt hatte, schwamm
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sie hier, als Staubhefe die ganze Fliissigkeit durchsetzend, her-
um und war auch durch 2 Tage langes Stehen bei 0° nur
unvollkommen zum Absitzen zu bringen. Nach dieser Zeit
wurde, soweit es ging, dekantiert und ein Teil der Hefe durch
Kolieren fiir die Gewinnung von PreBsaft abgetrennt, der Rest,
diesmal ohne Stickstoffzusatz, mit 10 1 neuer 10°/,iger Zucker-
16sung versetzt. Nach 2 Tagen lieB sich die Hefe in normaler
Weise dekantieren. Die Zuckerlésung wurde erneuert, nun-
mehr wieder unter Zusatz von Ammonsulfat, aber in bedeutend
geringerer Menge (6 g in 101); trotzdem war hier das Bild
das gleiche wie beim ersten Male. Erst nach zweitigigem
Stehen bei 0° hatte sich geniigend Material fiir die Herstellung
von PreBsaft abgesetzt.

0,002 g. Inversion bei 20° o,—=4,89° a,= 358,60°.

Datum t « k.10
17.XL1911 | 4 240 3,80 19
20. F, 240 3,84 36
24, P, 240 8,00 50
21. F, 240 2,50 70

Verbesserung 8,7:1.

Die Verbeeserung schreitet hier zwar rascher voran als
bei dem entsprechenden Versuch ohne Stickstoff; doch wird
dies durch die rapide Belbstverzehrung der Hefe und die groBe
Unbequemlichkeit des Aufarbeitens praktisch wertlos gemacht.

1.

Ahnliche Erfahrungen wurden beim Arbeiten in stirker
konzentrierten (20°/,igen) Zuckerlosungen ohne Stickstoffzusatz
gemacht. Auch hier erfolgte raschere Verbesserung, dafiir aber
schnelle Abnahme der Hefemenge und verhiltnismaBig schlechtes
Absitzen, so daB mit den angewandten 2 kg Hefe in 251
Zuckerlosung nur 4 Fiihrungen vorgenommen werden konnten.

0,002 g. Inversion bei 20°. a,—4,32° a,=— 858,62°.

Datum t | « k100
7. XIL.1911 4 255 8,73 19
8.’ F, 255 3,10 41
9. F, 255 2,68 58

12. F, 255 1,29 129

- Verbesserang 6,8: 1.
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8.

GroBen EinfluB auf die Invertaseanreicherung iibt die
Temperatur aus. Sie war bei dem folgenden Versuch nur etwa
4 bis 6°. Hierbei erfolgte trotz der vorgenommenen 10 Fiihrungen
in 20°yiger Zuckerlosung (3 kg Hefe auf 251) nur ein lang-
sames Ansteigen des Invertasegehalts.

0,002 g. Inversion bei 20°. oy —4,46° o,— 358,77°,

Datum | ¢ « | k10s
10.L1912 | 4 240 4,08 12
11. F, 240 8,61 28
16, Fy 248 3,48 82

20. F, 158 3,42 55
26. F, 249 2,61 86

Verbesserung 5,5: 1.

9.

Folgender, bei 10 bis 15° angestellter Parallelversuch zeigt
das raschere Ansteigen des Invertasegehalts in der konzentrier-
teren Zuckerlosung. Je 6 kg Hefe wurden mit je 601 20 bzw.
156%/yiger Zuckerlosung behandelt. Das Volumen der Zucker-
l6sung wurde im Laufe des Versuchs auf 251 reduziert. Auch
hier erschopfte sich die Hefemenge in der konzentrierteren
Zuckerldsung ungleich schneller.

0,002 g. Inversion bei 20°. &,—=75,12°, a«,=358,36°.
a) In 209/ iger Losung (6 Fiithrungen):

Datum t « k-10°
24. IL 1912] 4 185 4,65 17
28. ¥, 240 8,97 84

1. L F, 184 8,49 65
7. j o 253 2,69 76
8. F 252 1,50 182

Verbeeserung 7,8: 1.
b) In 15%,iger Losung (10 Fiihrungen):

Datum t o | k-10%
24. IL 1912] 4 185 4,65 17
27. F, 240 378 40

6. IIL. 7 184 2,31 127
8. F 251 2,62 80
10, F, 256 1.82 140

10
Verbesserung 8,3 : 1.
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Schwichung der Zymase bei gleichzeitiger An-
reicherung des Invertasegehalts?).
10.

3,7 kg Miinchener Hefe wurden in 100 1 16°/,iger Zucker-
16sung eingetragen, nach 2 Tagen in 601, nach weiteren 2 Tagen
in 101 neuer Zuckerlosung iiberfithrt. Temperatur etwa 15°.
Die Hefe nahm auBerordentlich schnell an Menge ab; daher

nur 3 Fiihrungen.
0,002g. Inversion bei 20,5° o, = 4,349 o= 358,61°.

Datum ¢ [ 4 k-108
2. X. 1912 ] 240 3,53 28
4. F, 240 2.93 51
7. F, 240 1,85 103
9. F, 240 1,86 103

Verbesserung 3,7: 1.

Von den PreBsiften wurden je 20 ccm zur Bestimmung
der Gérkraft benutzt (8 g Rohrzucker, 0,2 ccm Toluol, Tem-
peratur 26° Gardaner 4 Tage). - Da die einzelnen PreBsifte
verschieden konzentriert waren und daher ganz verschiedene
Ausbeuten an Acetonfillung ergaben, sind in der zweiten Spalte
daneben die auf gleiche Mengen Acetonfillung reduzierten Ver-

girungszahlen angefiihrt.

| 0. Verlust | COx-Verlust, reduziert
CO,-Verlust |~ % gleiche Mengen
g Acetonfillung
A 0,279 0,279
F, 0,426 0,208
F 0,016 0,012
F 0,015 0,008
11,

4 kg Miinchener Hefe wurden je 2 Tage mit 15°,iger
Zuckerlosung behandelt. Das urspriingliche Volumen (60 1)
wurde wegen der raschen Hefeverluste erst auf 50, dann auf
201 vermindert.

*.1) Vgl. Versuch 4.
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0,002 g. Inversion bei 20,5° og=4,729, &, = 85849°.

—_— e _J
Datum ¢ « k-108
29. X. 1912 A 240 3,88 28
31. F, 240 3,12 54
2. XI. F, 240 1,84 112
4. F, 240 1,86 111

Verbeeserung 4,0:1.

Garkraftbestimmungen bei 26° (20 ocm PreBsaft, 8 g Rohr-
zucker, 0,2 ccm Toluol, 4 Tage):

CO,-Verlust, reduziert

CO,-Verlust |~ gleiche Mengen
g Aocetonfillung
4 | o0 0,236
4 0454 0,6941)
F' l 0,148 0,227
F, | o0 0,083
12,

5,2 kg Hefe bei 20° in 1001 einer 10%/sigen Zuckerlosung.
Das Volumen wurde bei der fiinften Fithrung auf 50 1, bei der
neunten auf 251 vermindert.

0,002g. Inversion bei 20,5°. == 4,819, o wx358,46°.

_——— ]

Datum ¢ o k-10%
1. XIL1912| 4 239 8,92 27
13, F, 240 2,71 73
14. F 240 2,38 90
16. F, 240 1,79 117
18, F, 240 2,00 106
19. F, 240 147 185
21. 7 240 0,87 176
23. F 240 1.28 150
27. F, 240 0,46 209

Verbesserung 7,8:1.

Bei der letzten Fiihrung lag die Hefe schmierig am Boden
und war, wie eine Probe nach dem Ausfirben mit Methylen-
blan unter dem Mikroskop zeigte, fast vollig abgestorben.
Trotzdem ist das hieraus gewonnene Priparat das aktivste,
das nach dieser Methode iiberhaupt erhalten wurde?).

) Auch Euler und Johansson haben ein solches anfingliches
Steigen der Garkraft beobachtet (Zeitsohr. f. physiol. Chem. 84, 107, 1918).
) Nur wenig schwicher ist das Priparat F,, des Versuchs 2. °
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Aus den nachfolgenden Garkraftbestimmungen, die mit je
20 ccm PreBsaft, 8 g Rohrzucker und 0,2 cem Toluol sowohl
fiir sich als auch nach Zugabe von je 20 ccm Kochsaft bei 24°
sngestellt wurden, geht hervor, daB in unseren Versuchen zu-
nichst das Koenzym noch stirker geschwicht wird als die
Zymase selbst (vgl. 4 und F,). Nach einiger Zeit ist aber
auch die Schwichung der Zymase so betrichtlich, da durch
nachtriglich zugefiigten Kochsaft nur noch geringe Aktivierung
erfolgt.

CO,-Verlust CO4-Verlust nach
g Zusatz von Kochsaft
4 0,341 0,635
F, 0,064 0,402
F, 0,060 0,377
T, 0,020 0,130
F 0,034 0,181
F 0,026 0,028
F 0,017 0,028
F, 0,010 0,008
18.

Haltbarkeit der Invertase beim Lagern der Hefe
in Eiswasser. Nach 4, 6 und 11 Tagen wurden Proben ent-
nommen. Die aus ihnen erhaltenen PreBsifte bzw. Aceton-
fillungen zeigten eine schwache Verbesserung.

0,002g. Inversion bei 20°. «,=14,37° a_= 358,60°.

Datum I ¢ « k-10%
9. II. 1912 202 3,97 15,4
18. 240 3,80 18,8
15. 179 3,93 19,3
20. 240 3,74 20,9
II

Bei den folgenden Versuchen wurde die Hefe nach der
von H. Euler und D. Johansson?) beschriebenen Methodik
mit einer sterilisierten Lindnerschen Nihrlosung behandelt,
die im Liter 0,26 g Magnesiunmsulfat, 5 g primires Kalium-
phosphat, 4 g Asparagin und 20 g der betreffenden Zuckerart

) Von hier an wurde neu dargesteliter Koohsaft aus anderer Hefe
benutzt.
%) Zeitsohr. f. physiol. Chem. 78, 390, 1911/12.
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enthielt. In der Regel wurden fiir jeden Einzelversuch je 5 g
Hefe auf 500 ccm der Losung verwendet.

Die Untersuchung der einzelnen Hefeproben erfolgte nach
dem Filtrieren und viermaligem Auswaschen im allgemeinen
nach H. Euler und H. Meyer, also ohne Zusatz eines Anti-
septicums. 1 g der kurze Zeit auf Ton getrockneten Hefe wurde
genau abgewogen, in 40 ccm 19/ iger primdrer Natriumphos-
phatlésung suspendiert und von dieser gut durchgeschiittelten
Mischung je 10 ccm zu 20 cem einer 20°/,igen Rohrzucker-
l6sung bei 20° hinzupipettiert. Bei spiteren Versuchen wurden
50 occm Phosphatlosung angewandt, so daB die jeweils unter-
suchte Hefemenge nur 0,2 g statt 0,26 g betrug. Nach be-
stimmten Zeiten wurden je 10 ccm 5°/)iger Sodalésung zu-
gefiigt. Hierauf muBte sofort abfiltriert werden, weil sonst die
Inversion, wenn auch sehr langsam, weiter ging. Die Polari-
sation erfolgte bei 20°. Zugleich wurde jedesmal ein Anteil
der Hefe zur Bestimmung des Trockengehaltes bei 100° bis
zur Konstanz getrocknet.

1. Vergleich von Fructose und Invertzucker. (29. X 1912)
Die Invertzuckerlosung wurde aus gleichen Teilen Gluocose
und Fructose bereitet. Zur Anwendung kamen hier und bei den
folgenden Versuchen die reinsten Priparate von Kahlbaum.
Die Temperatur der Vorbehandlung betrug erst 28° nach
22 Stunden 26°.

Ausgangshefe (Miinchener Hefe), je 0,25 g. o, =13,00°, o = 355,84°.

t « k104
15,0 11,42 27
26,0 10,88 22
85,0 9,93 25
465 8,95 25

Trockengehalt: 25,49/,.
1. Nach 22 Stunden. a,=13,09°, a = 35582°.

Fructoee. Invertzucker.

t -3 k-10¢ t o k-104
15,5 5,00 177 15,5 5,11 178
20,5 2,17 219 20,5 3,42 177
31,0 859,37 221 31,0 0,79 175
405 858,61 195 40,5 859,09 178

Trockengehalt: 24,89/,. Trockengehalt: 25,49/,.
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2. Nach 47 Stunden. o, = 13,139, o, = 355,79°.
Fruoctose. Invertzucker.

4 a k-10¢ t a k-104
11,0 5,60 224 11,0 6,38 195
17,5 2,82 224 19,5 2,78 202
25,5 0,37 226 25,0 1,34 198
35,0 858,40 235 85,0 359,30 198

Trockengehalt: 25,1¢/,. Trockengehalt: 26,89/,.
3. Nach 71 Stunden. o,=—18,04°, «,= 855,83
Fructose. Invertzucker.

t o k-104 t o o-104
10,0 3,91 328 10,5 5,25 249
18,0 0,67 306 18,0 2,49 229
25,5 358,50 317 25,5 0,20 238
35,0 857,25 309 85,0 358,49 232

Trockengehalt: 29,29/,. Trockengehalt: 28,49/,.

Nach 89stiindigem Lagern der Hefe wurde die Nahr-
losung in beiden Reihen erneuert. Nach weiterem 75 stiin-
digem Stehen bei 26° lag die Hefe schmierig am Boden und
erteilte den Ldsungen einen unangenehmen Geruch. Wie schon
aus dem abnorm hohen Trockengehalt hervorgeht und wie
durch Ausfirben einer Probe mit Methylenblau bestitigt wurde,
war sie so gut wie vollig abgestorben.

4. o, =12,98°, x,=355_84°.
Fructose. Invertzucker.

t @« k-10¢ t | « k-10¢
10,0 0,25 590 12,5 l 2,19 345
19,5 857,84 478 18,5 0,11 326
20,0 357,74 478 25,0 858,17 846
81,0 856,43 473 85,0 357,24 812

Trockengehalt: 55,59/,. Trockengehalt: 45,7°/,.

Aus dem Durchschnitt der beiden mittleren Konstanten
eines jeden Versuchs berechnen sich fiir einen Trockengehalt
von 259%, folgende Werte von k-10%:

Ausgangshefe 23.

Stunden Fructose Invertzucker
22 222 178
47 224 186
7 267 208
894175 215 187
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2. Vergleich von Glucese und Rohrzucker.?) (4. X. 1912)

Angewandt jo 0,25 g Miinchner Hefe. Versuchstemperatur 28°.
Ausgangshefe. o, —13,14%, «,=355,80°.

t « | &-10¢
15 11,19 34
25 10,55 28
85 9,45 80
45 8,46 30

Trockengehalt: 26,0/,.

1. Nach 26 Stunden. @, = 18,02°, &= 355,83°.

Gluoose. Rohrzucker.

t « k-10¢ t @ k-10¢
15,5 7,76 102 15,5 7,16 117
25 5,67 97 25 4,86 112
85 3,41 101 35 2,54 116
45 2,20 96 48 1,22 109

Trookengehalt: 25,6°/,. Trockengehalt: 24,6°/¢
2. Nach 72 Stunden. ay,=13,18°, a, = 3855,80°.
Gluocose. Rohrzucker.

t « k-10¢ t « k-10¢
10,5 8,95 114 10 8,74 127
20,5 6,50 102 20 5,75 120
80 4,08 107 80,5 8,21 121
40 1,99 112 40 1,17 127

Trockengehalt: 25,6°,. Trockengehalt: 25,29,.
8. Nach 96 Stunden. o= 13,13, a,= 355,80°.
Gluocose. Rohrzucker.
m— e ——
¢ x k-10¢ t | « | k104

10,5 8,97 114 10 7,81 159
20 6,76 100 20,5 5,07 132
80 4,00 104 80 2,59 186
40,5 2,18 107 40,5 0,53 139

Trockengehalt: 24,89/, Trookengehalt: 24,19/,

Aus den mittleren Werten berechnet sich fiir einen Trocken-
.gehalt von 25°, (wie oben) fiir k-10*:

1) Vgl. H. Euler und D. Johansson, Zeitschr. f. physiol. Chem.
76, 891, 1911/12 und H. Euler und H. Meyer, ebenda 79, 275, 1912.
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Ausgangshefe 28.

Nach Stunden | Auf Glucose {Auf Rohrzucker
26 97 115
72 103 120
96 105 139

8. Vergleich von Glucose, Rohrzucker, Invertzucker, Fructose.
(12. XI. 1912)

Zur Untersuchung wurden je 0,2 g Hefe angewandt auBer in 1.
Ausgangshefe (Miinchner Hefe). o, = 13,07°, a,=3855,82°.

t | « k104
255 11,42 17
32,5 10,87 18
38 10,51 18
55 9,53 18

Trockengehalt: 27,4%/,.

1. Nach 22 Stunden bei 259 Bei den folgenden 4 Messungen wur-
den je 0,25 g Hefe angewandt; die auf 0,2 g umgerechneten Konstanten

gind in der vierten Spalte aufgefiihrt. o, =12,959, a,=355,85°.

Glucose. Rohrzucker.

t @ ko100 k10t ¢ a | ko104 | k-10¢
11,5 7,39 145 116 12,5 5,44 201 161
20 4,74 142 114 22,5 2,44 184 148
30 1,97 149 | 119 30,5 0,59 183 | 147
40 359,04 182 145 41 358,84 184 148

Trockengehalt: 25,69/, Trockengehalt: 25,99/,
Invertzucker. Fructose.

b | @ | k100 | ko108 t @ [ ko104 [ k104
10 7,30 174 140 11,5 6,70 172 187
20 2,78 196 156 19,5 3,14 190 152
30 359,93 207 166 31,5 859,93 197 158
40 857,79 236 189 40,5 357,92 226 181

Trockengehalt: 25,59,. Trockengehalt: 27,5%,.

2. Nach 46 Stunden bei 25° o, —13,08°, a,= 358,820,

Glucose. Rohrzucker.

t « k100 t | « k-10¢
10 8,43 135 10 8,15 145
20 5,01 136 20 4,56 147
80 2,03 147 30 1,47 161
41 0,09 150 40 859,99 154

Trockengehalt: 25,29/,
BiochemIische Zeitschrift Band 54.

Trockengehalt: 23,49/,

10
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Invertzucker. Fruotose.
t -3 k104 ¢t « k-10¢
10 8,23 142 10,5 7,81 150
20 3,98 162 20 8,91 164
30 1,13 171 29,5 1,07 175
40 859,18 178 40 359,10 180
Trockengehalt: 24,4°/,. Trockengehalt: 28,9°/,.
3. Nach 70 Stunden bei 25° a,==12,96°, a = 355,859.
Glucose. Rohrzucker.
¢ o k-104 ¢ 3 k-10¢
10 7,98 149 10 7,60 164
20 4,06 159 20,5 8,15 180
30 1,07 172 30 0,55 187
40 859,24 176 40 358,74 193
Trockengehalt: 27,49/, Trockengehalt: 28,0°/,.
Invertzucker. Fructose.
t o k-104 ¢ a k-10*
10 6,65 200 10 6,55 204
20 2,05 220 22 1,59 215
30 359,16 238 30,5 859,22 231
40 357,75 239 40 357,71 240

Trockengehalt: 30,1°/,.

4. Nach 24 Stunden wurde die Hefe bei einem vierten,

Trockengehalt: 26,19/,

gleichzeitig angestellten Versuch abfiltriert und mit neuer Néhr-
16sung 72 Stunden bei 25° stehen gelassen. Nach dieser Zeit
war die Hefe wieder schmierig geworden, und ihre Menge hatte

sich in allen Versuchen stark vermindert. Beim Invertzucker-

versuch konnte nicht einmal mehr geniigend Material zur Be-
stimmung des Trockengehalts gewonnen werden.

g == 13,129, a, = 355,800,

Glucose. Fructose.

t ® k-10¢ t a k-10¢
10 6,64 203 6 6,44 349
20 1,34 248 145 0,48 392
30 358,56 266 24,5 357,38 425
40 857,28 272 31,5 356,74 402

Trookengehalt: 40,4°/,.

Trockengehalt: 52,29/,
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Invertzucker.
Robrzucker. (aur 0,15 g untersucht)
ot | = k-104 t « k-10¢
21 859,02 847 20 0,08 305
31 857,26 847 berechnet fiir 0,2 g: 406

Trockengehalt: 58,8 9/,.

Aus den mittleren Werten berechnet sich fiir einen Trocken-
gehalt von 259, fiir k-10*:

Ausgangshefe 17,4.

Glucose |Rohnucker Invertzucker | Fruoctose

Nach 22 Standen | 114 | 143 158 142
» 48 140 165 172 147
s 10 » 142 164 190 214
" 941172 5 159 148 - 196

4. Vergleich von Rohrzucker, Invertzucker und Fructose.
(4. III. 1913.)

Bei den bisherigen Versuchen waren stets gleiche Gewichts-
mengen Zucker (10 g in 500 ccm) angewandt worden. Genauer
wire es gewesen, wenn die Zuckermengen im Verhiltnis 10 g
Monose zu 9,6 g Rohrzucker abgewogen worden wéren. Dies
wiirde sich wahracheinlich durch etwas héhere Reaktionskon-
stanten bei allen Versuchen mit Glucose, Fructose und Invert-
zucker angezeigt haben. Bei dem folgenden Versueh sollte
darauf Riicksicht genommen werden, doch wurde durch ein
Versehen bei der Berechnung zu den ersten drei Fiihrungen
statt weniger, mehr Rohrzucker (10,56 g in 500 ccm) benutzt.
Wohl infolgedessen zeigt die auf Fructose gewachsene Hefe
keine starkere Inversionskraft als die auf Rohrzucker. Von
der vierten Fithrung an wurde das Verhiltnis 10,5 g Rohr-
zucker zu 11 g Monose eingehalten.

Die Hefe (untergirige Berliner SchultheiBhefe) wurde in
doppelt so groBer Menge als bei den vorangehenden Versuchen
(10 g in je 500 ccm Nahrldeung) je 2 Tage bei 27° lagern ge-
lassen und nach dieser Zeit, im gangen 5mal, in frische Nahr-
16sung @ibergefiihrt. Untersucht wurden je 0,2 g.

10*
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148
Ausgangshefe. o, = 18,029, = 355,83°.
t -3 k-10¢
10,5 11,97 26,0
20 10,89 28,7
80 9,68 81,2
40 8,55 82,7
Trockengehalt: 35,8°/,.
1. Nach 40 Stunden. o, =12,98°, & = 355,85°.
Rohrzucker. Invertzucker. Fruotose.
t « |k100 ¢ « |k10¢ ¢ a |k-10t
10 | 982 | 88 10 | 97 ‘ 92 10 | 996 | 84
20 6,90 95 20 6,72 | 99 20 6,29 107
30 4,41 100 30 4,07 106 30 8,59 115
40 2,25 107 40 1,96 112 40 1,42 122
Trockengehalt: 25,39/,. Trockengehalt: 24,0°/,. Trockengehalt: 25,89/,.

2. Nach 40 + 48 Stunden. a, = 13,129, &= 355,80°.

Rohrzucker. Invertzucker. Fructose.

t | o« k100 ¢t | &« |k100 ¢t | a« |k10¢
10 7,20 | 182 10 7,43 173 10 l 576 | 240
20 2,68 | 200 20 2,92 193 20 2,64 | 202
80 [ 859,683 | 218 30 | 359,84 | 211 30 | 859,72 | 215
40 | 357,99 | 225 40 | 358,33 | 209 41 | 858,20 | 210

Trockengehalt: 30,6°/,.

Trockengehalt: 80,3°/,.

Trockengehalt: 29,89/,
8. Nach 40 -} 48 4 48 Stunden. o, == 12,969, a,= 355,85°.

Rohrzucker. Invertzucker. Fructose.
¢ « |k10¢ ¢t « k100 ¢ | a lk10
10 598 | 228 10 6,41 | 210 10 6,01 | 226
20 L12 | 255 20 1,60 | 237 20 1,52 | 240
80 | 358,23 | 286 30 | 858,73 | 258 30 | 35884 | 258
40 | 857,07 | 287 40 | 357,34 | 265 40 | 357,74 | 2389
Trookengehalt: 85,2°/,. Trockengehalt: 34,2°/,. Trockengehalt: 33,19/,

4. Nach 40+ 48 | 48 | 48 Stunden. &, = 12,949, a, — 855,85°.

Rohrzucker. Invertzucker. Fructose.

t | a« |k10¢ ¢ « |k10¢ ¢ « |k-10¢
10 6,83 200 12 518 208 10 5,38 247
20 1,55 289 20 2,03 221 20 0,95 268
32 359,11 231 80 858,96 2417 30 858,80 | 282
40 | 357,64 243 40 857,55 251 40 857,11 284

Trockengehalt: 84,1°/,. Trockengehalt: 86,4°/,. Trockengehalt

: 81,39,

6. Die Menge der Hefe hatte bis zu diesem Versuch gang

bedeutend abgenommen. Zum Uberfiihren einer letzten, wie
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bei 4. vorbehandelten, Probe wurden daher nur je 250 ccm
Lindnerscher Nahrlosung angewendet (enthaltend 5 g Fructose,
bzw. 4,8 g Rohrzucker). Ein Invertzuckerversuch wurde nicht
mehr angestellt.

Nach 39 Stunden wurde die Hefe abfiltriert. Unter dem
Mikroskop betrachtet zeigte sie einen sehr hohen Prozentsatz
mit Methylenblau firbbarer, also toter Zellen (schatzungsweise
50 bis 66°/,), wihrend die urspriingliche Hefe nur etwa 10°/,
firbbare Zellen enthalten hatte. Immerhin waren auch hier
noch einige in Sprossung begriffene Zellen vorhanden.

x, = 18,18, &, = 855,789

Rohrzucker. Fructose.
t | « k-10¢ t « k-104
10 4,86 282 10 8,81 836
20 0,07 304 20 859,00 366
30 857,68 321 30 857,04 380
40 856,78 816 40 856,48 850
Trockengehalt: 89,6/, Trockengehalt: 47,5°,.

Die Reduktion der mittleren Werte auf einen Trocken-
gehalt von 256°/, ergab fiir k-10*:

Ausgangshefe 21.
Rohrzucker | Invertzucker| Fructose :
1. Fihrung 97 107 107
2. » 171 166 175
8 192 181 186
4 169 161 183
5 » 197 — 196

Auch hier zeigen sich, wie bei den Versuchen mit reiner
Zuckerlsung (s. 0.), bei linger fortgesctzter Behandlung Schwan-
kungen im Invertasegehalt, der sich offenbar nicht iiber eine
gewisse Grenze hinaus steigern liBt.

8. Vergleich von Rohrzucker, Fructose (Kahlbaum) und
Fructose (Schering). (24.1V. 1913)

Es wurde die Moglichkeit nachgepriift, ob die von Licht-
witz!) erhaltenen ungiinstigen Resultate abhéngig wiren von
der von ihm benutzten (von Schering stammenden) Fructose,
die im Gegensatz zu der von uns gebrauchten Fructose (von

1) s 0. S.180.
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Kahlbaum) aus Invertzucker, nicht aus Inulin bereitet ist. Der
Versuch ergab aber (bei zwei Fiihrungen), da8 beide Fructose-
sorten ungefihr gleich giinstig auf die Invertaseproduktion ein-
wirkten, und zwar beide besser als Rohrzucker. Angewandt
wurden auf je 500 ocm Lindnerscher Nahrldsung je 10,5 g
Fruchtzucker hzw. 10 g Rohrzucker und je 5 g Hefe (Schult-

heiBhefe). Versuchstemperatur 27° Untersucht wurden je
0,2 g Hefe.
Ausgangshefe. o, —18,06°, «, = 355,83°.

¢ | o« | k10

10 11,98 28

21 9,33 40

30 10,05 36

40 8,18 35

Trockengehalt: 37,8°/,.

1. Nach 41 Stunden. o, = 18,079, a_— 355,830,

Rohrzucker. Fructose (Kahlbaum).  Fructose (Schering).
¢ @« k-104 ¢ a k-10¢ ¢ x k-10
10 9,22 110 10 864 | 129 10 844 | 136
20 5,65 122 21 4,88 | 133 20 512 | 134
30 304 | 126 815 2,39 | 137 30 2,47 | 138
40 0,89 132 40 0,01 158 40 049 | 142

Trockengehalt: 24,2, Trockengehalt: 23,19/, Trockengehalt: 23,7°/,.

2. Nach 49 440 Stunden. «,= 13,279, a, = 355,75°.

Rohrzucker. Fructose (Kahlbaum). Fructose (Schering).
¢ « k100 ¢ | « |k1¢ & | a« k10
10 6,71 | 204 —_— —_ —_ 7 846 | 181
20 2,31 | 214 20 2,30 | 214 20 2,70 | 201
30 859,33 | 228 30,5 | 359,31 | 227 30 0,00 | 205
41 357,84 | 226 41 857,81 | 227 40 858,57 | 198

Trockengehalt: 33,7°,. Trockengehalt: 30,99/, Trockengehalt: 27,39/,

Reduktion der mittleren Konstanten auf einen Trockengehalt

vou 25%,:
Ausgangshefe 25.
Fruotose Fructose
Rohrzucker | g hibaum) | (Sohering)
1. Fihrung. 128 146 144
2. ) 164 178 186
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6. EinfluB starker Zuckerkonzentrationen auf die
Invertasevermehrung in der Hefe. (30.1V. 1913).

8) 50 g SchultheiBhefe wurden in einer Lisung von 500 g
Rohrzucker in 500 com Wasser suspendiert und ab und zu gut
durchgeschiittelt. Es trat schwache Garung ein, die auch am
folgenden Tage bemerkbar war. Nach 39 stiindigem Stehen
bei etwa 30° wurde die sirupdse, die Hefe in ganz feiner Ver-
teilung enthaltende Fliissigkeit mit Eis versetzt, nach lingerem
Stehen, soweit es ging, dekantiert, zuletzt zentrifugiert und
zweimal in den Zentrifugenglisern ausgewaschen. Die schmierig
abgesetzte Hefe wurde dann auf ein Filter gebracht, noch
zweimal mit Wasser ausgewaschen und auf Ton getrocknet.
Untersucht wurden wieder je 0,2 g.

Ausgangshefe. Nach 39 Stunden Vorbehandlung.
o, = 18,399, a = 355,72°. o, = 13,279, &, = 355,759,
¢ | 3 k-10 ¢ a k100
9,6 12,20 32 10 11,11 56
20 10,81 34 20 9,08 59
32 9,26 36 30 7,29 60
40 8,34 87 40 5,65 62

Trockengehalt: 35,49/,. Trockengehalt: 38,29/,.

b) 50 g Hefe wurden in 60°/,iger Zuckerlosung (enthaltend
600 g Zucker -} 400 ccm Wasser) 40 Stunden bei 24° stehen
gelassen und dann nach dem Abkiihlen auf 0° abzentrifugiert.

Ausgangshefe. Nach 40 Stunden Vorbehandlung.
o, = 13,049, a = 355,81°. o, = 18,24°, = 355,75°.
¢ -4 k-10¢ ¢ « k-10¢
11,5 12,05 22 10 11,46 47
20,5 11,07 26 20,5 9,76 47
80,6 9,83 29 30,5 8,03 50
40 8,70 82 40 6,10 57

Trockengehalt: 81,89/, Trockengehalt: 42,69/,

Die Mittelwerte ergaben reduziert auf einen durchschnitt-
lichen Trockengehalt von 35°/,:

Versuch mit | Versuch mit

509/, Zucker | 60°/, Zucker
Ausgangshefe . . . . . 35 30
Vorbehandelte Hefo . . 54 40
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Also auch in diesen hochkonzentrierten Zuckerlosungen hat
eine, wenn auch geringe, Invertasevermehrung in der Hefe
stattgefunden. In diesem Zusammenhange war es von Inter-
esse zu sehen, ob die Invertase iiberhaupt in so hohen Zucker-
konzentrationen zur Wirkung kommt. Th. Bokorny?) be-
hauptet auf Grund von Gérversuchen mit lebender Hefe, daB
die Invertase ,schon bei 48°/, Zucker aufhort zu arbeiten.
Dem stehen aber Angaben von E. Buchner und W. Antoni?)
und von H. Lange?) entgegen, die sogar in annihernd 60°/,iger
Zuckerlésung mit HefepreBsaft noch Inversion bewirkten. Wir
kdnnen dies durchaus bestitigen; tatséchlich findet selbst in so
hochkonzentrierten Lésungen, und nicht einmal iiberaus langsam,
Inversion des Rohrzuckers statt.

10 ccm PreBsaft aus frischer Hefe wurden zu je 90 ccm
einer Losung von 50 und 60 g Rohrzucker in 40 und 30 ccm
Wassger gefiigt, die auBerdem noch je 1,3 g priméres Natrium-
phosphat enthielt. Nach 17 stiindigem Stehen bei 18° wurden
je 10 ccm abpipettiert, mit 3 ccm 2n-Natronlauge versetzt und
auf’ 75 ccm verdiinnt.

In 50°,iger Zuckerlésung: In 60°/,iger Zuckerlosung:
ay=10,18°, a,=356,74%  o®=12,45° a = 3566,01°".
Gef.: q= 359,50°. Gef.: a==0,83°.

Invertiert: 79,3°/, Zucker. Invertiert: 70,7°/, Zucker.

1.

Um die Leistungsfahigkeit der beiden Anreiche-
rungsverfahren (Teil I und IT) zu vergleichen sowie die Zu-
verliassigkeit der benutzten Inversionsmethoden zu
priifen, wurden mit ein und derselben Hefe (SchultheiB) folgende
3 Parallelversuche angestellt:

a) 500 g wurden 41 Stunden mit 201 15% iger Zucker-
losung behandelt. Die Temperatur der Luft war 156 bis 15,5°,
der Fliissigkeit (vor dem Abbruch der Girung mit Eis) 17°.

) Chem.-Zeitg. 37, 1106, 1908. Auch Bokorny hat, wie er am
SchluB der gleichen Arbeit angibt, bei Verwendung groBer Hefemengen
in 58 und 659, iger Zuckerldsung noch Inversion beobachtet, aber in
groerem Betrage erst nach 14 tigigem Stehen.

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 215, 1905.

%) Wochensohr. f. Brauerei 24, 446, 1907.
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Von der so erhaltenen Hefe wurde ein Teil direkt nach Euler
untersucht, die Hauptmenge aber auf PreBsaft und Aceton-
fillung verarbeitet. Ebenso wurde bei b) und c) verfahren.

b) 500 g Hefe wurden ebenso wie bei a) 40 Stunden, aber
im Brutschrank bei 24 bis 25° behandelt. Temperatur der
Garfliissigkeit, in der die Hefe milchig suspendiert war, vor
Abbruch mit Eis 27,6 bis 28°.

c) 400 g Hefe wurden 40 Stunden mit 301 der von Euler
benutzten Lindnerschen Nihrlosung behandelt (enthaltend im
ganzen 7,5 g Magnesiumsulfat, 120 g Asparagin, 150 g primires
Kaliumphosphat und 600 g Rohrzucker). Temperatur der Luft
24 bis 25° wie bei b), der Lésung vor dem Dekantieren 26°.

Erhalten wurden bei

a) 300 g Hefe mit 36,4°/, Trockengehalt. Hieraus Pres-
saft: 108 ccm, die 9,2 g Acetonfillung gaben.

b) 300 g Hefe mit 37,6°, Trockengehalt. Hieraus PreB-
saft: 93 ccm, die 4,6 g Acetonfillung gaben.

c) 257 g Hefe mit 29,4°/, Trockengehalt. Hieraus PreB-

saft: 134 cem, die 6,2 g Acetonfidllung gaben.

Bei der Ausgangshefe (mit 32,6°/, Trockengehalt) gaben
800 g 220 ccm PreBsaft und 25,5 g Acetonfillung.

Untersuchung der lebenden Hefe (0,2 g):

Ausgangshefe. a) Bei 15° vorbehandelt.
oy =12,94°, a = 355,85. a, = 18,149, a_ = 355,79°.
¢ a k-10¢ ¢ o« k-10¢
12,5 11,53 80 10 9,38 90
20 10,42 85 20 17,16 92
30 9,08 37 30 4,58 98
40,3 7,89 38 40 2,58 102

Trockengehalt: 32,6°/,.

b) Bei 25° vorbehandelt.
x,==18,14°, o, = 855,79°.

Trookengehalt: 86,4°/,.

¢) Bei 25° nach Euler vorbehandelt.

o, = 13,149, a, = 855,79°.

¢ 3 k-10¢ ¢ « k-10¢
10 10,00 87 10,8 9,00 115
20,3 7,32 87 20 5,41 128
80 4,74 96 30,5 2,33 139
40 3,10 93 40,5 0,22 146

Trockengehalt: 37,4°/,.

Trockengehalt: 29,3°/,.
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Reduktion auf einen mittleren Trockengehalt von 359/,:

Ausgangshefe . . . . 39
Hefea) ... ... . 91
n b)) ... 0. .. 86
S ) 159

Untersuchung der Acetonfallungen (20°, wie bei Teil I:

0,002 g. &ty = 5,189 | 0,004 g. x, = 4,95°,
= 358,360 @, = 358420

: o {k-lO“ ¢ o« | k10

Ausgangshefe . . . . . . . 242 | 408 | 80 | 280 [ 271| 65

Hefe 8) « . o « o « « « ..] 240 | 809 65| 279 | 092] 150

) I 240 | 836 | 55 | 276 | 1,19| 185

I ...| 240 | 1,64 | 181 | 276 |359,84] 808

Die nach beiden Untersuchungsmethoden erhaltenen Re-
aktionskonstanten verhalten sich zueinander wie:

Unter- | Untersuchung der Aoceton-
suchung der fillungen
lebenden
Hefe 0,002 g 0,004 g
Ausgangshefe . . 1: 1: 1:
Hefea) .. .. 2,38 2,16 2,81
» b) ... 2,21 1,83 2,08
n ¢ 4,07 4,37 4,74

Aus diesen Zahlen folgt zuniichst, daB die Eulersche Ver-
suchsanordnung zu einer schnelleren Invertaseanreicherung fiihrt
als die unsere. Dafiir hat sie den groflen Nachteil, daB man
beim Arbeiten mit ihr auBerordentlich groBe Fliissigkeitsmengen
gebraucht. Fiir das von uns erstrebte Ziel, die Gewinnung
hochaktiver Invertasepriparate, ist unser Verfahren auf jeden
Fall einfacher.

Ferner geht aus der Tabelle eine ganz unerwartet gute
Ubereinstimmung in den Verbesserungsquotienten hervor, die
nach den beiden so sehr verschiedenen Untersuchungsmethoden
gefunden wurden.



Die Fillung von Kolloiden.
II. Mitteilung.

Von
K. Spiro.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Straburg im Els)
(Eingegangen am 3. Juli 1913.)

Bei der Quellung des Leimes hat Hofmeister!) zuerst
festgestellt, daB die Salze beziiglich ihrer Wirkung sich in eine
Reihe ordnen lassen, die dann spéter auch von andern For-
schern, namentlich W. Pauli?), R. Héber?), mir) u. a. bei
andern physiologischen Vorgingen gefunden wurde. Schon vor
einigen Jahren konnte ich zeigen, daB dieser ,lyotropen“ Reihe?)
offenbar eine allgemeine physikalisch-chemische GesetzméBigkeit
zugrunde liegt, daB man dieselbe Reihe z. B. bei der inneren
Reibung, der Kompressibilitit, der Oberflichenspannung usw.
findet.

Zu den physiologisch-chemischen Prozessen, bei denen diese
Reihe zu erkennen ist, gehdért auch die Koagulation von Ei-
weiBkorpern; bei dieser laBt sich nun, wie ich fiir die Milch-
gerinnung®) wahrscheinlich zu machen suchte, und wie Séren-
sen’) fiir die Hitze-Koagulation einwandfrei bewiesen hat, eine
Anderung der Reaktion nachweisen. Eine dhnliche Anderung
der Reaktion liBt sich auch bei der Fillang von Kolloiden

1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 25, 13 und 28, 210.

%) Arch. f. d. ges. Physiol. 71, 333. Beitrige z. chem. Physiol. u.
Pathol. 2, 15 bis 27 u. folg. Bde. 8, 225.

*) Ebenda 11, 35.

4) Ebenda 5, 276.

%) Vgl. H. Freundlich, Habilitationsschrift, Leipzig 1906.

%) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 15, 365.

") Diese Zeitschr. 81, 397 (mit E. Jiirgensen).
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durch Alkohol und durch Salze nachweisen, ja auch ohne daB
es zu einer Fillung kommt, zeigt sich, wie ich jetzt feststellen
konnte, bei der Einwirkung von Salzen auf EiweiBstoffe resp.
Aminosiuren eine Anderung der Reaktion.

Ich bin dieser Reaktionsinderung aus zwei Griinden nach-
gegangen, einmal weil Posternak?), Pauli und Héber vor
einigen Jahren gezeigt haben, daB bei der Hitze-Koagulation der
EiweiBkorper die Reihe sich umkehrt, wenn man statt bei
schwach alkalischer, bei schwach saurer Reaktion die Erwir-
mung vornimmt, und ferner weil die Anderung der Reaktion
einen erheblichen EinfluBl auf die Quellung hat, worauf leider sehr
zweifelhafte Hypothesen aufgebaut worden sind.

Beziiglich des letzten Punktes kann ich mich kurz fassen.
Arbeitet man unter Bedingungen, die denen im Organismus
entsprechen, d. h. variiert man die H- und OH-Ionen-Konzen-
tration innerhalb der &uBersten im Tierkérper denkbaren Breite
(pg=9,18 fiir Na,HPO, bis pg—4,53 fiir NaH,PO,) ohne
Anderung des osmotischen Druckes und bei Anwesenheit der
fiir den Tierkérper so wesentlichen Puffer, so fillt die Quellungs-
zunahme bei der alkalischen und noch mehr bei der sauren
Reaktion fast innerhalb der Fehlergrenzen. Die Schliisse er-
geben sich daraus von selbst.

Tabelle I.
Leimscheiben mit 86,07°/, Wassergchalt.
Nach 20 stiindiger Quellung zu !/,;-molaren Phosphatgemischen.
9,18 7,73} 7,38 7,17‘ 7,00’ 6,81 6,64; 6,47) 6,24 5,91] 5,60‘
Wassergehalt 9/o[92,40(92,30,92,27,92,25,92,26;92,29/92,30,92,31/92,31/92,33,92,34
Die Zahlen sind die Mittelwerte aus mehreren Bestimmungsreihen.

Eine Einwirkung der Salze auf die Reaktion der EiweiB-
korper lieB sich sowohl hinsichtlich der potentiellen als auch
der aktuellen Reaktion nachweisen. Durch Variation der Indi-
catoren lieB sich fiir alle Salze, auch fiir die spezifischen,
»Neutralsalze“ zeigen, daB sie als ,,Puffer“ wirken. Da die
Verhiltnisse ziemlich kompliziert sind und die Vorlegung eines
sehr umfangreichen Tabellenmaterials erfordern, sollen sie in
einer besonderen Arbeit mit Beriicksichtigung der Literatur

!) Annales de I'Inst. Pasteur 15, 85.

4,49

92,37
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besprochen werden. Hier mdchte ich in aller Kiirze nur die
Anderung zeigen, die die aktuelle Reaktion der Salze beim
Zusammenbringen mit Eiweistoffen erfiihrt.

Beziiglich der Methodik habe ich mich eng an Sérensen
sowohl beziiglich des colorimetrischen als auch des elektro-
metrischen Verfahrens angeschlossen, letzteres diente nur zur
gelegentlichen Kontrolle des ersteren. Die Salze waren von
Kahlbaum und Merck bezogen. Als Eiwei8 diente eine 1,38°/, ige
Eierklarlosung.

Tabelle II.
Py der EiweiBlosung = 7,65,
Py, der Py, der
d H d H
Splgl" o Salzlésung Spllzll or Salzlsung
B1ZI108
YR8\ | EiweiB AZ08UDE | | FiweiB
KONS . .| 4,96 7,65 MgBr 7,08 7,30
KI....| Zm | 76 Mg(Nf),). N Y 738
KBr ...| 496 7,62 Jd o 4,96 7,40
Klglo, .. 498 7,62 MgSO . .|l 647 7,38
K . .. 6,24 7,58 Mg-Acetat . 6.83 6.84
KSO, . .| 7% 7,62 g-a0e ’ g
KF....| 1738 7,62 NH,CNS .| 4986 6,84
NH,Br . .| 496 6,84

K-Acetat . 7,02 7,02 NH,NO, . 5,91 6,94
NaCNS . .| 830 7,65 NHC . .| 613 6,88
NaJ .. .| 6,92 1,62 (NH.),SO 6,47 6,81
NaBr. . .| 591 7,58 NHF . .} 7,22 6,82
NaNO, . .| 496 7,56 NH,-Acetat | 4,95 4,96
NaCl . . .| 568 7,62 LiBr .. .| 625 765
Na,8O, . .| 6,12 7,62 Lino, | .| 88 765
Nak . . .| 734 =M |Lia’. .| ess 762
Na-Acetat . | 7,58 7,58 Li80, . .| 1721 7,65

Aus der vorstehenden Tabelle ergibt sich zundchst, da8
fir einzelne Salze mit der Abnahme der fiallungshemmenden
Wirkung, d. h. vom CNS zum F auch die Konzentration der
H-Ionen abnimmt; am besten ist dies zu sehen an den Kali-
salzen, wo nur das Jodid eine Ausnahme macht. Eine Aus-
nahme machen auch, vielleicht unter dem EinfluB der Kationen,
die Anfangsglieder der Reihe bei den andern Salzreihen.

Beim Zusammenbringen mit genuinem Eier-Eiweil (nicht
mit Leim) zeigen nun alle Salze mit einer sehr wichtigen,
gleich zu besprechenden Ausnahme, daf die H-Konzentration
der Mischung nicht dem Mittel der beiden zusammengebrachten
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Ldsungen entspricht, sondern die H-Konzentration ist nach Zu-
figung der K-, Na-, Li-Salze die der urspriinglichen Ei-
weiBlésung, bei den Mg-Salzen ctwas, bei den NH,-Salzen
erheblich niedriger, aber auch hier unabhingig von der Art
des Anions.

Eine charakteristische Ausnahme machen die Acetate, hier
haben wir das Umgekehrte: die H-Ionen-Konzentration einer
EiweiB-Acetatmischung (Leim-Acetatmischung) ist nicht die der
urspriinglichen EiweiBlosung (Leimlosung), sondern umgekehrt
die der Acetatlosung.

Anders ausgedriickt kénnen wir sagen: die K-, Na- und
Li-Salze sind so schwache Puffer, dal ihre Reaktion gegeniiber
dem stirkeren Puffer EiweiB, trotzdem dies in molar so nie-
driger Menge vorhanden ist, nicht in Betracht kommt, und
auch bei den Mg- und NH,-Salzen epielen die Anionen in dieser
Richtung keine Rolle. Umgekehrt sind die Salze schwacher
Séuren derartig starke Puffer von so weitem Wirkungsbereich,
daB ihnen gegeniiber, wenn die Salze in molaren Mengen vor-
handen sind, die Reaktionsverhiltnisse des EiweiB verschwinden.
Allerdings ist auch hier die molar so niedrige Konzentration
aller Eiweifllosungen zu beriicksichtigen.

Da die Salze selbst eine schwache Reaktion haben, die
Rhodanide sauer, die Fluoride alkalisch, wird es verstindlich,
daB erstere in der schwach alkalischen nativen, letztere um-
gekehrt in der angesiuerten Losung die Eiweififillung begiin-
stigen, d. h. daB Ansiuerung, wie Hober fand, die Reihe umkehrt.

Ich méchte endlich bervorheben, dafl durch die obigen
Befunde anschaulich gemacht wird, daB in wisseriger Losung
Salze und EiweiBl eine , Verbindung“ eingehen und wieso bei
der Ausfillung der EiweiBlosungen durch Salze das ausgefillte
Produkt, wie ich friiher zeigte, ein Gemenge von beiden ist.
Eine Umkehrung dieses Vorgangs in gewissem Sinne ist der
Befund, daB die Léslichkeit von Siuren (z. B. der Benzoesdure
und Salicylsiiure) ducch die aktuell neutralen, aber potentiell
alkalischen Fluoride begiinstigt wird: in Losung geht unter Ab-
nahme der Ht-Konzentration das Salz der Séuren, wihrend
sich aus den ,neutralen“ Fluoriden die sauren Salze bilden.



Bemerkungen zu der Mitteilung von Ratfaele Paladino,

wUntersuchungen iiber einige Verinderungen des Stoff-

wechsels bei Tieren nach Exstirpation der Schilddriise
und der Parathyroiden“!).

Von
J. Greenwald.

(Aus dem chemischen Laboratorium des Montefiore Home, New York.)

(Eingegangen am 10. Juli 1913.)

In der angefiihrten Mitteilung verabsiumt Paladino vollig, die
Arbeiten seiner Vorginger auf diesem Gebiete zu erwihnen. Es existieren
mehrere Verdffentlichungen iiber den Stoffwechsel des Stickstoffs, des
Phosphors und des Calciums bei Tieren, denen man die Nebenschild-
driisen entfernt hat, mit oder ohne gleichzeitige Exstirpation der Schild-
driise. Die wichtigsten sind unten angegeben?®).

Meiner Ansicht nach sind die Folgerungen, zu denen Paladino
auf Grund seiner Versuche gelangt, vollkommen irrig. Er schreibt z. B.:
»Es scheint, als ob nach vollstindiger Entfernung des Organs die Phos-
phorausscheidung jedes MaB verloren hitte; sie nimmt auBerordentlich
zu, hauptsichlich in der Form der Erdalkaliphosphate, bis ihre Menge
3mal so groB wird wie beim normalen Tier.“ Fiir vollstandig schilddriisen-
lose Tiere hat Ver Ecke, und fiir parathyroidektomierte Hunde hat
Schreiber dieser Zeilen bewiesen, daB8 nach Entfernung dieser Organe die
Phosphorausscheidung auffallend vermindert ist. Diese Herabsetzung
dauert an, bis Tetanie erscheint und manchmal auch linger. Dann

1 Diese Zeitschr. 50, 497, 1913.

?) Roos, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 19, 1895. — Verstraeten
und Vanderlinden, Mémoires courronnés de PAcadémie royale de
Médecine de Belgique 13, 1894. — Ver Ecke, Arch. internat. de Phar-
macodynamie 4, 81, 1898. — Coronedi und Luzzatto, Arch. ital. de
Biol. 47, 286, 1901. — Underhill und Saiki, Joun. of Biolog. Chem.
5, 225, 1908. — Mac Callum und Voegtlin, Journ. of Exper. Med.
11, 118, 1909. — Cooke, Journ. of Exper. Med. 12, 45, 1910; 18, 439,
1911. — Greenwald, Journ. of Physiol. 28, 103, 1911; Journ. of Bio-
log. Chem. 14, 363, 1913.



160 J. Greenwald: Bemerkung.

steigt die Phosphorausscheidung und mag wohl die Norm iiberschreiten;
dies ist aber hochstwahrscheinlich auf die Muskelarbeit bei der Tetanie
zuriickzufithren?). Die Angaben Paladinos iiber die Calciumausschei-
dung stehen auch in Widerspruch mit denen anderer Autoren?®).

DaB Paladino zu falschen Schliissen gelangt ist, erklart sich daraus,
daB er es unterlieB, denjenigen Harn zu untersuchen, der in der Periode
zwischen der Entfernung der Driisen und dem Auftreten der Tetanie
ausgeschieden wurde. Nach meiner Ansicht ist dies gerade die Zeit,
in der man am sorgfdltigsten untersuchen eoll, da man dann erwarten
darf, diejenigen Verinderungen des Stoffwechsels zu erkennen, die primar
von dem Fehlen der Driisen abhiéngen, im Gegensatz zu den Verdnde-

. rungen, die auf die Tetanie, Hungerzustinde usw. zuriickzufiihren sind.

1) Uber den EinfluB der Muskelarbeit auf die Phosphorausscheidung
siche Engelmann, Arch. f. Anat. und Physiol. 1871, 14. — Klug und
Olsavsky, Arch. f. d. ges. Physiol. 54, 21, 1893. — Dunlop, Paton,
Stockman und Maccadam, Journ. of Physiol. 22, 68, 1897.

*) Mac Callum und Voegtlin, Journ. of Exper. Med. 11, 118,
1909. — Cooke, Journ. of Exper. Med. 12, 45, 1910.



Uber die Ausscheidung des Morphins im Harn.

Von
Wilhelm Ritter von Kaunfmann-Asser.

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Berlin.)
(Eingegangen am 29. Juni 1913.)

In der im Jahre 1905 erschienenen Abhandlung iiber
»Die Ausscheidung korperfremder Substanzen im Harn“ sagt
Heffter?) zu Beginn der Besprechung iiber die Alkaloide:

»Fiir eine Reihe von Alkaloiden scheint der unveranderte Ubergang
in den Harn nachgewiesen zu sein, nur wenige werden ganz oder zum
groBten Teil in den Darm abgeschieden (Berberin, Morphin)¥.

Spiter bei der speziellen Besprechung iiber das Morphin
heit es dann:

»Demnach scheint es, als ob die Nieren als Eliminationsorgane des
Morphins eine untergeordnete Rolle spielen, und die seinerzeit lebhaft
gefithrte Diskussion, ob das Alkaloid im Harn ausgeschieden wird oder
nicht, hat heutzutage wesentlich historisches Interesse.“

In den ilteren Arbeiten, beziiglich derer ich auf die an-
gefiihrte Hefftersche Abhandlung verweise, finden sich, soweit
die betr. Verfasser iiberhaupt Morphin im Harn fanden, ketne
genauen quantitativen Bestimmungen dieses Alkaloids im Harn,
und es gab bis dahin noch keine rechten Vorstellungen iiber
die im Harn vorkommenden Mengen des Morphins. Faust?)
sprach daher (im Jahre 1900) die Ansicht aus, daB man ,bei
Untersuchungen iiber das Schicksal des Morphins im tierischen
Organismus die im Harn erscheinenden Mengen der unverin-
derten oder umgewandelten Substanz unberiicksichtigt lassen
kann“. Und so sagt schlieBlich auch Heffter (a. a. 0. nach
Erérterung der in Betracht kommenden Angaben iiber sowohl
positive wie negative Befunde:

»Es handelt sich, wie aus allen diesen Untersuchungen hervorgeht,
um Spuren, hinreichend, um mit den so empfindlichen Farbenreaktionen
die Anwesenheit des Alkaloids darzutun.“

1) Ergebnisse d. Physiol., 4. Jahrg., 1905.

%) Arch. f. experim. Pathol. 44, 217.
Biochemische Zeitschrift Band 54. 11
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So stand also die Frage nach der Ausscheidung des Mor-
phins im Harn im Jahre 19056. Da erschien im Jahre 1907
eine Arbeit von van Rijn?), in der dieser mitteilte, daB er
in dem Harn eines Kaninchens, dem er 200mg Morphin teils
per os, teils subcutan verabreicht hatte, 70,3 mg Morphin, d. h.
35°/, wiedergefunden habe. Einige Zeit spiter, 1912, be-
richtete dann Herrmann?), daB es ihm mit Hilfe der neuen
biologischen Morphin-Nachweismethode (auf die ich sofort noch
zuriickkommen werde) gelungen sei, mit Harn, der nach 45 Mi-
nuten gewonnen wurde, 100°/, positiver Reaktionen za er-
halten. Infolge dieser Ergebnisse, durch die die alte Streit-
frage wieder ins Rollen gebracht war, veranlaBte mich Herr
Geheimrat Heffter, bei Kaninchen und Hunden von neuem
die Ausscheidung des Morphins im Harn zu priifen, und zwar
sollte es sich dabei nicht bloB um den qualitativen Nachweis,
sondern, wenn mdglich, um quantitative Messungen handeln.

Analytische Methoden.

Zu diesem Zwecke wandte ich als erste die biologische
Methode von Straub-Herrmann an.

Diese Methode beruht auf der Beobachtung, dal bei weien
Miusen, denen eine Lisung von salzsaurem Morphin unter die
Riickenhaut injiziert wird, sich regelmiBig nach Ablauf einiger
Minuten eine Reihe von Erscheinungen zeigen, die hauptsich-
lich in einer charakteristischen lordotischen Riickenkriimmung
und einer S-férmigen Schwanzkrimmung bestehen. Zur Prii-
fung von Harn auf Morphingehalt verfuhr Herrmann in fol-
gender Weise: Der Harn wurde eingedampft, mit weinsaurem
Alkohol versetzt und ca. 1 Stunde damit extrahiert, der Extrakt
zur Trockne eingedampft, mit der gleichen Menge Wasser, wie ur-
spriinglich Harn vorhanden war, aufgenommen, die Losung filtriert,
mit Natr. carbon. neutralisiert und dann den M#usen injiziert.

Ich stellte nun zunichst eine gréBere Zahl von Vor-
versuchen an, die sich darauf bezogen, festzustellen, ob die
Reaktion wirklich charakteristisch fiir Morphin ist. Zu diesem
Zweck injizierte ich Aq. dest. und Losungen von Cocain, Codein
und Heroin. Bei allen diesen Injektionen erhielt ich die charak-

1) Pharmazeutisch Weekblad, 44. Jahrg., Nr. 46.
*) Biochem. Zeitachr. 89, Heft 3 und 4.
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teristische Reaktion entweder garnicht, oder nicht bei den
der Morphinlsung entsprechenden Mengen, so daB die Reaktion
wohl als fiir Morphin charakteristisch anzusehen ist. Auch
den EinfluB der AuBentemperatur beriicksichtigte ich, indem
ich Mduse untersuchte, nachdem ich sie lingere Zeit auf der
Heizung oder vor dem Fenster hatte stehen lassen. Hierbei
konnte ich keinen Unterschied in der Auslésbarkeit der Re-
aktion feststellen. Dagegen kam ich bei Priifung des Ver-
haltens normaler Miuse ohne Injektion zu der Uberzeugung,
daB viele Mause als ,iibererregbar“ von vornherein nicht zu
gebrauchen sind. In jedem Falle miissen die Miuse vor dem
Versuch genau auf ihre normale Schwanzhaltung gepriift werden.

Dann ging ich zur Priifung einer reinen Morphinlésung
iiber und fand in Ubereinstimmung mit Herrmann, daB als
unterste Grenze fiir eine maximale Reaktion kein feststehender
Wert anzugeben ist, sondern daB dieser Wert bei den ver-
schiedenen Miuselieferungen schwankt, und zwar durchschnitt-
lich zwischen 0,03 mg und 0,001 mg, d. h. innerhalb verhiltnis-
miBig groBer Grenzen.

Bei den darauf folgenden Kontrollversuchen mit Kaninchen-
harn mit zugesetztem Morphin zeigte es sich nun, daB8 die
Reaktion zu einer quantitativen Morphinbestimmung nicht an-
wendbar ist. Denn unter Beriicksichtigung desjenigen Wertes,
der bei den Kontrolitieren noch gerade eine maximale Reaktion
ausloste und des nachstfolgenden, bei dem die maximale Re-
aktion fehlte, kamen bei den Versuchen Unterschiede heraus,
die bis zu 12509/, des urspriinglich zugesetzten Morphins stiegen.
Es muB also der Harn zusammen mit dem Morphin eine re-
aktionssteigernde Wirkung ausiiben, da iibereinstimmend an-
gestellte Kontrollversuche mit reinem Harn die Reaktion nur
bei groBeren Mengen, nicht bei den entsprechend kleineren der
injizierten Fliissigkeit ergaben. Somit war fiir meine Zwecke,
d. h. zur quantitativen Bestimmung des Morphins im Harn, die
biologische Methode nicht anwendbar, wéhrend sie zum quali-
tativen Nachweis und zur Kontrolle sich als sehr brauchbar erwies.

Ich priifte nun den van Rijnschen Versuch nach, der
folgendermaBen angestellt wird.

Ein Kaninchen erhélt zuerst 100 mg Morph. hydr. per os,

nachdem es 6 Stunden vorher zuletzt Futter erhalten hatte.
11*
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Direkt nach der Morphingabe bekommt es einige Endivien-
blitter. Nach 2!/, Stunden injiziert man subcutan weitere
100 mg Morph. hydr. und 6 Stunden nach der ersten Morphin-
gabe wird das Tier getétet. Der Blaseninhalt (spontan laBt
das Kaninchen wihrend der Zeit nur einige wenige Kubik-
zentimeter Urin, die gesondert untersucht werden) wird nun
mit Weinsdure angeséuert, eingedampft, der Riickstand mit
50 ccm Alkohol aufgenommen und einige Stunden damit er-
wirmt. Nach der Abkithlung wird der Extrakt koliert und
der Auszug noch zweimal mit Alkohol wie vorher erwirmt.
Die drei Kolaturen werden vereinigt und der dabei entstehende
Niederschlag nach 24 Stunden abfiltriert. Das Filtrat wird bis
auf einen kleinen Rest eingedampft und nach der Abkiihlung
mit Wasser aufgenommen. Diese wisserige Losung wird nun
mit Ather ausgeschiittelt, dann mit Ammoniak alkalisch ge-
macht und nochmals mit Ather ausgeschiittelt. Darauf wird
mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und der Ather durch
Erwirmen vertrieben. Danach werden 100 ccm warmer Amyl-
alkohol aufgegossen, mit Ammoniak vorsichtig alkalisch ge-
macht und dann kréftig geschiittelt. Dieses wird noch zwei-
mal wiederholt, erst mit 100 ccm, dann mit 50 ccm Amyl-
alkohol. Die drei Mengen Amylalkohol jeder Ausschiittelung
werden dann vereinigt. Dieser amylalkoholische Extrakt wird
nun mit 25 ccm verdiinnter Schwefelsiure ausgeschiittelt und
dann wird die saure Reaktion mit Natr. carb. abgestumpft.
Darauf wird mit Chloroform iibergossen, mit Ammoniak alkalisch
gemacht und ausgeschiittelt. Das wird so lange fortgesetzt,
bis die wisserige Fliissigkeit keine Alkaloidreaktion mehr zeigt.
Die Chloroformausziige werden nun vereinigt, in einem ge-
wogenen Becherglas bis auf einen kleinen Rest eingedampft,
der dann mit der 50fachen Menge Petrolither vermengt wird.
Nach 24 Stunden scheidet sich ein krystallinischer Niederschlag
ab. Die Fliissigkeit wird nun abgegossen und das Becherglas
bei 95° bis zu einem konstanten Gewicht getrocknet.

Bei diesem Verfahren fand van Rijn im Urin 70,3 mg
Morphin = 92 mg Morphin hydrochlor. wieder, d. h. 35°/, Mor-
phin oder 46°/, des gegebenen Morph. hydrochlor.

Bei dem von mir genau nach diesen Angaben angestellten
Versuch fand ich in der Hilfte des aus der Blase gewonnenen
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Hams (die andere Hilfte benutzte ich zur biologischen Methode)
nur 4 mg einer krystallinischen Substanz wieder, die sich aber
bei der qualitativen Priifung durch die Fréhdesche und
Marquissche Reaktion nicht als Morphin erwiesen. Diese
qualitative Nachpriifung fehlt bei van Rijn und deshalb sind
seine Angaben auch nicht verwertbar, da es sich eben bei den
Krystallen nach meiner Erfahrung nicht um Morphin handelt.

Nachdem diese beiden Methoden also versagt hatten, ar-
beitete ich nunmehr nach folgendem Verfahren:

Der mit 10°/,iger Weinsiure angesiuerte Harn, der durch
stindige Kontrolle des Kifigs und Reinigung desselben, sobald
Faeces vorhanden waren, nicht mit den Faeces in Beriihrung
kommen konnte, wurde eingedampft, der Riickstand mit Alkohol
aufgenommen und wihrend einer Stunde mit Alkohol in einem
Apparat mit RiickfluBkiihlung extrahiert. Der alkoholische
Extrakt wurde wiederum eingedampft, der Riickstand mit Wasser
aufgenommen und mit Ammoniak alkalisch gemacht. Dann
wurde die wiisserige Losung 24 Stunden lang im Chloroform-
extraktionsapparat mit RiickfluBkiihlung extrahiert und darauf
der Chloroformextrakt bis auf einige Kubikzentimenter ein-
gedampft. Im Scheidetrichter wurde dann der Chloroformriick-
stand mit Ather, Wasser und 30 ccm 3/,,-Salzsiure ausge-
schiittelt (3mal je 5 Minuten) und darauf die wisserige Lisung
mit Hilfe einer alkoholischen Jodeosinlésung titriert.

Um zu entscheiden, was diese Methode iiberhaupt leistet,
stellte ich zunichst Leerversuche mit reinem Harn und Kontroll-
versuche mit Harn, dem nachtréglich Morphin zugesetzt war, an.

Durch die Leerversuche mit reinem Harn bestimmte ich,
wieviel Kubikzentimeter 2/, -HCl allein schon durch reinen
Harn bei der Titration gebunden werden. Wie Tabelle I zeigt,
schwanken diese Werte konstant zwischen — 0,15 und -} 0,25 ccm.
(Diese 0,25 ccm entsprechen 4,7 mg Morphin.) Das ist die erste
zu beriicksichtigende Fehlerquelle der Methode.

Tabelle I.
Versuch | Harnmenge Geb. K:’/bi_ké%'lltimeter
20
1 50 —0,15
2 25 —015
3 70 4025
4 40 +0.25
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Die dann folgenden Kontrollversuche dienten dazu, zu
priifen, wie weit die Methode iiberhaupt zur Bestimmung des
Morphins verwertbar ist. Dazu stellte ich eine Reihe von Ver-
suchen mit Harn an, dem eine bestimmte Menge Morphin zu-
gesetzt war. Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Tabelle II.
Aus ihr geht hervor, da8 die wiedergefundenen Morphinmengen
gwischen 68 und 83°/, schwanken, im Durchschnitt also nur
70°/, betragen, was einer Fehlerquelle von 30°/, entspricht,
die bei den eigentlichen Versuchen als 2. Fehlerquelle zu be-
riicksichtigen ist.

Tabelle II.
Zugesetztes | Wiedergefundenes
Versuch | Harnmenge | Morphin Morphin
mg mg |
1 85 52,5 86 68,5
2 60 6,0 5 83,0
3 40 60,0 41 68,0
4 40 60,0 43 71,0
5 40 60,0 42 70,0

Bei einem Versuch dieser Reihe (4) modifizierte ich die
Methode derart, da8 ich an Stelle der Chloroformextraktion die
wiisserige Losung 3 mal je 20 Minuten lang mit heiBem Chloro-
form ausschiittelte, ohne aber eine Verbesserung der Methode
dadurch zu erzielen.

Zur Kontrolle priifte ich ferner bei einem anderen Ver-
such (5):
a) den Riickstand des alkoholischen Extrakts,
b) einen zweiten alkoholischen Extrakt,
c) die wisserige Losung nach der 24 stiindigen Chloroform-
extraktion

qualitativ auf Morphin. Bei a) und b) fand sich kein Morphin,
dagegen trat bei c) eine schwache positive Reaktion nach
Marquis ein. Diese war auch durch linger andauernde Chloro-
formextraktion nicht zu beseitigen. Es bleibt also ein geringer
Bruchteil des Morphins zuriick, der nicht in den Chloroform-
extrakt iibergeht.
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Bei allen diesen Kontrollen, ebenso wie spiiter bei den
eigentlichen Versuchen, wandte ich zum SchluB zum qualita-
tiven Nachweis, daB es sich wirklich um Morphin handelt, die
biologische Methode derart an, daB ich aus der titrierten Fliissig-
keit zundchst den Ather vertrieb, dann auf dem Wasserbad
die Fliissigkeit auf ein Drittel des Volumens einengte und
den Rest mit der 3fachen Menge heiBen Chloroforms 3 mal
ausschiittelte. Aus dem Chloroformextrakt wurde dann das
Chloroform abdestilliert, der Riickstand mit wenigen Kubik-
zentimetern schwach mit verdiinnter Salzsiure angesiuerten
Wassers aufgenommen und die wisserige Losung mit Natrium
bicarbonatum schwach alkalisch gemacht. Diese Fliissigkeit
wurde dann Méusen nach der Herrmannschen Vorschrift
injiziert.

Nachdem also die Grenzen festgestellt waren, bis zu denen
die angegebene Methode genau arbeitet, konnte ich zu den
eigentlichen Versuchen iibergehen.

In den Versuchen der ersten Reihe (Tabelle IIT) priifte
ich den Harn von 7 Kaninchen (im Gewicht von 890 bis
2400g) und einem Hunde (5950 g). Die Anwendungsweise des
Morphins war bis auf Versuch Nr.6 und 7, bei denen das
Morphin intravends injiziert wurde, subcutan. Die Kaninchen
erhielten je 200 mg Morph. hydrochlor. im ganzen in 2 maligen
Injektionen von je 100 mg innerhalb von 2 Stunden (jedesmal
2,5ccm einer 4°/,igen Losung). Nur bei Versuch Nr. 6 inji-
zierte ich nur 120 mg intravends auf einmal. Der Hund (Nr. 1)
erhielt subcutan innerhalb von 5 Stunden 3 mal je 280 mg
Morphin (7 ccm einer 49/ igen Ldsung)= 840 mg im ganzen.
Der Harn wurde bei den Kaninchen abwechselnd nach 24 und
48 Stunden untersucht, nach welcher Zeit die Tiere getitet
wurden, um den Blaseninhalt vollstindig zu erhalten und mit-
verwerten zu konnen. Der Versuch Nr. 6 dauerte 2!/, Stunden,
da hier der Harn mit Hilfe eines Dauerkatheters gewonnen
wurde. Das Tier starb bei der Nachspiilung der Blase; die
Blase erwies sich bei der Sektion als vollstindig leer. Die Ver-
suchsdauer bei dem Hunde betrug 24 Stunden, nach welcher
Zeit der Hund gleichfalls getotet wurde, um den Blaseninhalt
zZu gewinnen.
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Tabelle III
Gewicht . | Ver Wiedergefund. Morphin| p; ),
des Ka-{y. ... Injizierte |, p o | Harn- mit gische
Nr. lninchens Injektion | Menge dauer |€DE® Fehlerbe-| Kon-
reshnung | ¢rolle
g mg Std. | cem | mg | Y, %
o Kaninchen.
1 890 |subcutan 200 43 120 6 3,0 4,0 +
2 1320 n 200 24 70 | 46 |23,0 30,0 +
3 1530 | n 200 48 150 | 23 |11,5 15,0 +
4 1950 n 200 24 140 | 12 | 6,0 8,0 +
5 1920 » 200 24 160 | 30 15,0 19,5 +
6 1160 |intraven. 120 22 Yo _Z) 9175 10,0 +
Ta 4 17 8 | 4,0 5,0 +
7 | 2400 " 200 | 94 | ‘80 | 21| 1,07 Fehler- | —
grenze |
Hund.
| 5950 |subcutan|{ 840 | 24 | 330 | 48 | 5,7 | 72 | +

Wie die Tabelle zeigt, konnte ich in jedem dieser Ver-
suche Morphin quantitativ nachweisen, die Prozentzahl des
wiedergefundenen Morphins schwankt bei den Kaninchen
zwischen 3 und 23°/, und betrigt beim Hund 5,7°/,. Auf-
fallend sind die Differenzen in den verschiedenen Versuchen,
einen Anhaltspunkt fiir diese Schwankungen habe ich nicht
finden kénnen. Wenn man die vorhin genannten beiden Fehler-
quellen derart beriicksichtigt, daB man 1. die 0,25 durch reinen
Harn gebundenen Kubikzentimetern entsprechende Morphin-
menge (= 4,7 mg) subtrahiert und 2. zu jedem Wert 30°/,
der wiedergefundenen Menge hinzuaddiert, so schwankt die
Prozentzahl zwischen 4 und 30 fiir die Kaninchen und betrigt
beim Hund 7,2.

Bei dem Versuch 7b, in dem die Harnmenge des zweiten
Tages fiir sich allein verarbeitet wurde, fanden sich nur 2 mg
=19/, wieder; dieser Wert fillt in die Fehlergrenze, und hier-
mit iibereinstimmend war auch bei diesem Versuch als dem
einzigen dieser Reihe die biologische Reaktion negativ.

Um nun iiber die Ausscheidungsdauer des Morphins im
Harn ein klares Bild zu gewinnen, injizierte ich (Tabelle IV)
einem Kaninchen (Nr. 8) wie vorher 200 mg Morphin subcutan
und stellte Versuche mit dem nach 48, 72, 96 und 120 Stunden
entnommenen Harn an. Hierbei zeigte sich, daB nach 48 Stun-
den die Morphinausscheidung als beendet zu betrachten ist,
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ein Resultat, das durch die jedesmal angestellte biologische
Reaktion bestitigt wurde.

Tabelle IV.
Kaninchen 8: 2380 g, 200 mg subcutan injiziert.
. Wiedergefundenes Morphin
Zg;idgg:kg:;h Harnmenge mit Fehler- | Biologische
J berechnung | Kontrolle
Std. cem mg % /A

48 380 30 |[150 17 +
72 190 3? | 1,57 |Fehlergrenze —
96 25 17 | — n -
120 120 2 | — » -

Nunmehr ging ich zu Dauerversuchen an einem Hund und
einem Kaninchen iiber. Tabelle V zeigt die Ergebnisse einer
durch 17 Tage fortgesetzten subcutanen Morphininjektion bei
Derselbe erhielt am
1. Tag in 3 Malen 840 mg Morph. hydrochlor., an den folgen-
den je 280 mg; im ganzen (an zwei Sonntagen erhielt er keine
Injektion) also 4,76 g. Der Harn wurde alle zwei (nach einem

einem ca. 6 kg schweren Hund (Nr. 2).

Tabelle V.
Geo- | Iniiz. Morph. | 7. | Wiedergefund. Morphin | Biolo-
Tag | wicht gro im | menge mit Fehler-| gische
osi | ganzen berechnung| Kon-
g | mg| g | com | mg| % %% trolle
1 15900 | 840 - — —_ | - —_
2 — 280 1,12 — — —_ _
8 — | 280 | 140 | 290 54 | 48 6,2 +
4 — | 280 | 1,68 - - | - —_
5 — — 1,68 — — | — —
6 — | 280 [ 1,96 | 610 58 | 10,4 13,4 +
7 — | 280 | 2,24 — — | - —
8 ~ | 280 | 2,52 | 530 27 | 48 6,2 +
9 |]4850 | 280 | 2,80 — — | — —
10 — | 280 | 3,08 — 55 | 9,8 12,6 +
11 — | 280 | 3,36 — —_ - —
12 — — 3,36 — — | = —
13 — | 280 | 3,64 —_ 13 | 23 3,0 +
14 | 4870 { 280 | 3,92 — — | - -
15 — | 280 | 4,20 —_ 37 | 6,0 8,5 +
16 — | 280 | 448 — —_ = —
17 14980 | 280 | 4,76 — 15 | 2,6 34 +
259
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dazwischenliegenden Sonntag drei) Tage untersucht. Die Harn-
menge betrug zuerst 290, 610, 530 ccm und war dann, da der
Hund bei seiner groSen Unruhe stets den Wassernapf ver-
schiittete, nicht mehr festzustellen. Unmittelbar nach den In-
jektionen der ca. ersten 10 Tage erbrach der Hund, nachher
vertrug er die Injektionen ohne Storung seines Befindens. Zum
SchluB hob sich auch wieder sein zuerst gesunkenes Korper-
gewicht, und 14 Tage nach Beendigung der Versuche war ihm
nichts Abweichendes mehr anzumerken. Es war Vorsorge ge-
troffen, da der Harn weder mit den Faeces, noch dem Er-
brochenen in Beriihrung kam.

Wie die Tabelle V lehrt, fanden sich in jeder Harnunter-
suchung zum Teil erhebliche Mengen Morphin wieder (am
3. Tag 54, 6. Tag 58, 10. Tag 56 mg). In Prozenten fiir die
innerhalb der letzten 48 Stunden gegebene Morphinmenge um-
gerechnet, ergeben sich zugleich unter Beriicksichtigung der
beiden Fehlerquellen Werte zwischen 3 und 13,4°/,. Zusammen-
gerechnet fand ich von 4,76 g injizierten Morphins 0,259g
= 5,4%, oder mit Beriicksichtigung der Fehler der Methode
6,9°/, wieder.

Waren dieses schon verhdltnismiBig grofle Werte, so fand
ich bei dem Dauerversuch mit einem Kaninchen (Tabelle vI)
noch sehr viel héhere.

Das Kaninchen (Nr.9) von 2450 g Gewicht erhielt wihrend
19 Tagen mit Ausnahme eines Sonntags subcutane Injektionen
von Morph. hydrochlor., und zwar 14 Tage lang 200 mg in je
2 Portionen (= 2mal je 2,5 ccm einer 4% igen Losung), dann
an 2 Tagen je 300 mg und an 3 Tagen je 400 mg, im ganzen
4,4 g. Das Tier vertrug die Injektionen ausgezeichnet, zeigte
weder auffallende Unruhe, noch Apathie und fraB wie immer.
Es wurde mit Griinzeug und Riiben gefiittert; fiir die Sauber-
haltung des Kifigs war Vorsorge getroffen. Nach der letzten
Injektion wurde der bis dahin alle zwei (nur zweimal drei)
Tage) untersuchte Harn noch an den drei darauf folgenden
Tagen untersucht; zu der letzten Harnmenge wurde der aus
dem getiteten Tier entnommene Blaseninhalt (5 ccm) hinzu-
gefiigt. Zwei Versuche (5. und 14. Tag) miBlangen, da die
Rohre des Chloroformextraktionsapparates sprang. Die Harn-
menge schwankte innerhalb verbdltnismiBig kleiner Grengzen.
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Tabelle VL
Injiziert. Morph. Harn Wiedergefund. Morphin | Bjclo-
Ge- ] im - mit Fehler- | gische
Tag | wicht pro dosi ganzen | N8 berechnung | Kon-
mg g oom mg °lo %l trolle
1 | 2450 | 200 — — - | - —
2 - 200 0,4 — — | = —
8 — 200 0,6 204 16 4,0 5,0 +
4 — 200 038 — - | = —
5 — 200 1,0 Versuch miBlungen
6 — 200 1,2 — — — —
7 - — 1,2 — — — —
8 — 200 1,4 210 48 12,0 15,5 +
9 — 200 1,6 — — - —
10 —_ 200 1,8 180 79 19,7 25,0 +
11 | 2230 [ 200 2,0 — — — —
12 — 200 2,2 225 120 | 80,0 89,0 +
13 — 200 2,4 - - — -
14 — 200 2,6 Versuch miBlungen
15 - 800 2,9 — — — —
16 —_ 800 8,2 85 80 | 16,0 20,8 +
17 - 400 3,6 — — — —
18 — 400 4,0 105 80 | 114 14,8 +
19 — 400 44 — — —_ —_
20 }2300| — —_ 210 80 | 10,0 18,0 +
21 —_ —_ - 90 24 3,0 83 +
22 — — - 110 2 Fehlergrenze +
(+5Blas. o0
Inhalt)

Die wiedergefundenen Morphinmengen stiegen zunachst
stark an in einer Reihe von 168, —, 48, 79, 120 mg oder pro-
zentualiter der in den dem Versuch vorangehenden 48 Stunden
injizierten Morphinmenge von 5 bis 39°/,. Dann fielen die
gefundenen Werte wieder und hielten sich zunichst eine Zeit-
lang konstant auf 80 mg (= 20,8, 14,8, 13,0°/,).

In dem 48 Stunden nach der letzten Injektion unter-
suchten Harn (21. Tag) fanden sich noch 24 mg = 3,3%/,, am
nichsten (22.) Tag, d. h. 72 Stunden nach der letzten Injek-
tion, 2 mg, eine Menge, die in die Fehlergrenze fillt; doch war
hier ebenso wie bei simtlichen anderen Versuchen die biologi-
sche Kontrollreaktion positiv.

Bei der Untersuchung des Harns am 12. Tage, bei dem
die iiberraschend hohe Menge von 120 mg wiedergefundenen
Morphins sich ergab, gelang es mir, aus dem Chloroformextrakt
durch Ammoniak krystallinisches Morphin zu gewinnen und aus
diesem mit Hilfe von Salzsiure Morphinum hydrochloricum
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darzustellen. Die Krystalle ergaben die positive Marquissche
und Frohdesche Reaktion. Bisher ist es nur Marmé, Schneider
und Landsberg gelungen, Morphin krystallinisch aus Harn
zu erhalten.

Im ganzen wurden bei diesem Dauerversuch von 4,4 g
injizierten Morphin 529 mg im Harn wiedergefunden, d. h. 129/,
oder mit Beriicksichtigung der Methodenfehler 15,5°/,. Man
konnte nun wohl mit Recht fiir die beiden miBlungenen Ver-
suche Werte einsetzen, die nach dem Verlauf der Reihe mit
ziemlicher Sieherheit anzunehmen sind, und zwar fiir den Ver-
such des 5. Tages in dem ansteigenden Teil der Werte zwischen
16 und 48 mg 30 mgund fiir den des 14. Tages im absteigenden
Teil zwischen 120 und 80 mg 100 mg. Dann wiirde die Ge-
samtmenge des im Harn wiedergefundenen Morphins 659 mg
=14,9°/, resp. 19,3%/, betragen.

Bei diesem Kaninchen erhob ich bei Untersuchung der
Faeces von 24 Stunden des 19./20. Tages auch den auffallenden
Befund, daB ich in ihnen nur 10 mg Morphin. wiederfand,
also eine im Verhiltnis zu der Ausscheidung im Harn nur ge-
ringe Menge.

Zur Beantwortung der Frage, ob das Morphin léngere
Zeit im Korper zuriickbehalten wird, nachdem die Ausschei-
dung im Harn auf eine quantitativ nicht mehr bestimmbare
Grenze gesunken ist, untersuchte ich hier auch noch nach
Tétung des Tieres (72 Stunden nach der letzten Morphininjek-
tion) die Nieren, Leber und den Magen auf Morphin. Dabei
fand ich folgende Werte:

Tabelle VIIL.
Wiedergefun-| ¢/, der Ge-
deneMorphin-| samtmenge | Biologische { Marquissche
menge desinjizierten | Kontrolle Reaktion
mg Morphins
Nieren 6 0,13 + schwach +
Leber. . . . ., 20 0,45 + +
Magen . 27 0,63 + +

Aus dieser Tabelle geht hervor, daB 72 Stunden nach der
letzten Morphininjektion in den drei untersuchten Organen noch
53 mg = 1,2 resp. 1,4°/, der Gesamtmenge des injizierten Mor-
Dieses Ergebnis steht in direktem

phins nachzuweisen waren.
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Gegensatz zu den Angaben Riibsamens?), der bei Unter-
suchungen an Ratten fand, daB 17 Stunden nach der letzten
Dosis, bei einer 13 Tage lang mit Morphin vorbereiteten Ratte,
iiberhaupt im ganzen Rattenkérper, der in toto auf Mor-
phin gepriift wurde, nichts von dem Alkaloid mehr nachzu-
weisen war.

DaB auch beim Menschen, im Gegensatz zu den vielen
negativen Untersuchungsergebnissen, Morphin im Harn in quan-
titativ nachweisbaren, verhéltnisméiBig groBen Mengen vorhanden
ist, geht aus einem Bericht hervor, der von der Medizinal-
abteilung des preuBischen Kriegsministeriums Herrn Geheimrat
Heffter zugegangen ist, und den dieser mir fiir meine Arbeit
zur Verfiigung stellte. Bei einem Soldaten, der nachweisbar
1,6 g Morphin suicidii causa genommen hatte und mit Hilfe
von Atropin, Magenspiilungen, Campherinjektionen und 12stiin-
diger kiinstlicher Atmung am Leben erhalten wurde, konnten
im Harn der ersten ca. 24 Stunden 0,135 g Morphin nachge-
wiesen werden, d. h. 9°/, der genommenen Menge.

Zusammenfassend sind die Ergebnisse meiner angestellten
Versuche folgende:

Zusammenfassung.

I. Die biologische Methode von Straub-Herrmann ist
zur quantitativen Bestimmung des Morphins im Harn nicht an-
wendbar.

II. Nach der van Rijnschen Methode 1i8t sich aus Harn
kein Morphin quantitativ nachweisen.

III. Als Ausscheidungsorgan fiir das Morphin kommen bei
Kaninchen und Hunden die Nieren in héher als bisher ange-
nommenen MaBe in Betracht.

IV. Bei Dauerversuchen steigt die Menge des im Kanin-
chenharn ausgeschiedenen Morphins bis auf 399/,

V. Bei Dauerversuchen ist noch 72 Stunden nach der letzten
Injektion in Leber, Nieren und Magen Morphin quantitativ
nachzuweisen.

) Arch, f. experim. Pathol. 59, 243.



Uber Kuppelung von EiweiBspaltungsprodukten an
kolloidale Kohlenhydratketten.

Von
H. Friedenthal.

(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers, Nikolassee-Berlin.)
(Eingegangen am 5. Juls 1913.)

Mehrere Griinde aus dem Gebiet der Biologie lassen es
moglich erscheinen, daB einer Reihe von lebensnotwendigen
Eiweilstoffen eine Kohlenhydratkette zugrunde liegt. Tiere,
selbst wachsende Tiere vermégen aus Eiwei allein keinen Ei-
weiBansatz zu bewirken. Gibt man Kohlenhydrate zum Eiwei
in der Nahrung, erfolgt der EiweiBansatz. Dies weist darauf hin,
daB nach dem Zerschlagen der EiweiBmolekiile in die kleinen
Bruchstiicke, der vollstdndigen Verdauung, die Riickverwandlung
in Eiweil durch Zufuhr von Kohlenhydraten erleichtert wird.

Die niederen Tiere und Pflanzen zeigen einen héheren Ge-
halt an Kohlenhydraten als die hoheren. Namentlich ist der
Glykogenreichtum der niederen Tiere bekannt. Die Embry-
onen der hoheren Tiere weisen durch ihren hohen Glykogen-
gehalt ebenfalls auf ein Stadium der Vorelternreihen mit
hoherem Reichtum an Kohlenhydraten hin.

Wir wissen ferner, daB8 die Pflanzen unter der Einwirkung
des Lichtes kolloidale Kohlenhydratketten zu bilden vermogen,
und es scheint erlaubt anzunehmen, da8 EiweiBkorper sich im
AnschluB an diese Synthese durch Hinzufiigen weiterer Kompo-
nenten bilden kénnen.

Es fragt sich nun, ob der heutige Stand der EiweiBchemie
es gestattet, aus den bekannten Erfahrungen iiber das Ver-
halten der EiweiBkorper, iiber deren Reaktionen und Spaltungs-
produkte diese Annahme eines Aufbaues gewisser EiweiB-
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korper unter Zugrundelegung einer kolloidalen Kohlenhydrat-
kette zu stiitzen.

Die bisherigen Versuche, EiweiB kiinstlich darzustellen,
haben bereits vielfach zu Produkten gefiihrt, die einige Eigen-
schaften der EiweiBkorper aunfwiesen, ohne die Summe der be-
kannten EiweiBcharakteristica zu umfassen, und namentlich (dar-
auf mochte ich besonders hinweisen) ohne die prozentige Zu-
sammensetzung der EiweiBkorper aufzuweisen.

Grimaux’ eiweiBdhnliche Korper aus Asparaginséure-
anhydrid }- Harnstoff hatten die chemische Zusammensetzung:

C....4026%,
H. ... 406%,
N. .. .142389
0. ...4045%,

Also keine Ahnlichkeit mit der Zusammensetzung der Ei-
weikorper.

Wie gelangt man nun von einer kolloidalen Kohlenhydrat-
kette zu Korpern, die alle Eigenschaften und die prozentische
Zusammensetzung der EiweiBsubstanzen aufweisen?

Die Antwort lautet: Man bindet die EiweiBspaltungs-
produkte unter Wasseraustritt an die Kohlenhydratkette. Ver-
fasser hat schon des Ofteren darauf aufmerksam gemacht, daB
bei aller Mannigfaltigkeit des Chemismus der Organismen eine
Reaktion als Schema aller Synthesen und Spaltungen geniigt,
wenn von Oxydation und Reduktion wiahrend der Spaltung
und Synthese abgesehen werden soll; bei jeder solchen Re-
aktion tritt Ht und OH~ in ein Molekiil, dann haben wir
Spaltung, oder es tritt H* 4 OH~ aus zwei Molekiilen aus, dann
haben wir Synthese.

Lassen wir aus der Kohlenhydratkette die OH~-Gruppen
austreten, aus den EiweiBspaltungsprodukten ebensoviel H*
aus Amidogruppen, soweit die Spaltungsprodukte solche be-
sitzen, so resultiert ein Korper, der der Fermentspaltung zwei
ganz verschiedene Angriffspunkte aufweist. Erstens die Stellen
der Kuppelung zweier Sechszucker, die wenig zahlreich sind
und bei ihrer Sprengung groBe komplizierte Gruppen zuriick-
lassen, und zweitens die Stellen, an denen zwei Kohlenstoff-
atome durch N verbunden sind. Bei Sprengung dieser Stellen
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durch Eintritt von H* und OH™ resultieren nur kleinere Bruch-
stiicke.

Bemerkenswert erscheint es dem Verfasser, daB man die
tatsiichlich beobachteten Spaltungsprodukte der EiweiBlkorper
80 wihlen kann, da8 durch ihre Bindung unter Wasseraus-
tritt an eine kolloidale Kohlenstoffkette die prozentische Zu-
sammensetzung der EiweiBkorper erreicht wird.

Gefrierpunktsmessungen hatten dem Verfasser ergeben,
daB3 der loslichen Stirke ein Molekiil, aus mindestens 10 Zucker-
resten bestehend, zukommen muB, vielleicht ist das Molekiil
auch noch grofer.

Fiir die Biuretreaktion sorgt die groBe Zahl von durch
N verbundenen aminogruppenhaltigen Kohlenstoffatomen, die
Xanthoproteinprobe beruht auf der Umwandlung aromatischer
Komplexe in gelbgefirbte Nitroderivate, mufl also positiv aus-
fallen, desgleichen die Millonsche Reaktion, die durch das
Tyrosin hervorgerufen wird.

Die Schwefelbleiprobe, durch das Cystin veranlaBt, miilte
schwer und leicht abspaltbaren Schwefel nachweisen, wie bei
den EiweiBkorpern; durch die Anwesenheit von Tryptophan
miiBte auch die Probe nach Adamkiewicz positiv ausfallen.
Die Proben von Molisch und Liebermann wurden schon
frither auf Anwesenheit eines Kohlenhydratkomplexes im Ei-
weill bezogen, es geniigt wahrscheinlich, wenn nicht alle OH™-
Gruppen des kolloidalen Komplexes ersetzt sind. Vier der
OH~-Gruppen der Stérke durch Essigsiurereste zu ersetzen, ist
synthetisch bereits gelungen?!), welche Schwierigkeiten die Ver-
esterung mit Amino- und Diaminosduren bietet, miiBten erst
Versuche entscheiden.

Werden in einer kolloidalen Kohlenhydratkette micht alle
OH~-Gruppen, sondern nur ein Teil ersetzt, so berechnen sich
Substanzen, die die prozentische Zusammensetzung der Glyko-
proteide erkennen lassen.

Zum SchluB moge die Formel eines Komplexes von zehn
Zuckern ihren Platz finden, in denen, wie oben angegeben, die
OH™-Gruppen sémtlich durch Reste der EiweiBspaltungspro-
dukte unter Wasseraustritt ersetzt sind.

) Bereits die Essigsiureester der Kohlenhydrate besitzen im
Gegensatz zu den Zuckern bitteren Geschmack wie die Peptone.
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Dieses Strukturbild 148t erkennen, da8 Aminogruppen und
Séuregruppen sich gegenseitig in ihrem elektrischen Verhalten
neutralisieren miissen. Die Gerinnung der EiweiBkorper wire
dann ein ZusammenschiuB mehrerer EiweiBmolekiile durch
gegenseitige Bindung von Amino- und Séuregruppen, die ver-
schiedenen EiweiBmolekiilen angehdren.

Dieser Zusammenschlu8 muB in den natiirlichen Losungen
von EiweiB durch eine Art Wasserhiille um jedes Molekiil ver-
hindert werden, bei der ‘Koagulation kidme es dann zu einer
Sprengung dieser Hiillen.

Das oben angegebene Strukturschema ist ganz besonders
geeignet beim Unterricht, die physiologisch wichtigen Eigen-
schaften der EiweiBkorper anschaulich zu machen.

Nehmen wir eine Kette von 10 Traubenzucker weniger
9 Wasser und ersetzen die OH-Gruppen, 40 an der Zahl, durch die
EiweiBspaltungsprodukte, so entstinde ein Korper, bestehend aus:

1. 1 Stérkerest. . . . . 10 (C,H,,0,) —9H,0.

2. 1Cystin....... 1(C,H,,N;S,0,) —1H,0 Disulfid der
Aminothiomilch-
siure.

3. 2 Thiodthylamin®) . 2(C,H,N,S) —2H,0.

4. 3 Thyrosin. . . ... 3(C,H,,NO;) —3H,0 Paraoxyphe-
nyl-¢-amino-
propionséure.

5. 3 Tryptophan. ... 3(C,H,,N,O,) —3H,0 Indolamino-
propionséure.

6. 3 Diaminoessigsdure 3 (C,H,N,0,) —3H,0.

7.20Lysin . ...... 20 (CH,,N,0,) —20H,0 ¢-&-Di-
aminocapronséure.

8. 1 Arginin ...... 1(C,H,,N,O,) —1H,0 Guanidin-
a-aminovalerian-
saure.

9. 2 Histidin . . . ... 2 (CHyN,0,) —2H,0.

10. 18erin. . ...... 1(C;H,NO;,) —1H,O0 @-Amino-
f-oxypropionsiure.

11. 3 Ornithin. ... .. 3 (C;H,,N,0,) —3H,0.

12, 1 Prolin . ...... 1(CiH,NO,) —1H,0 «-Pyrrolidin-
carbonséure.

) Man nimmt jetzt aligemein an, daB der Schwefel nur als Cystin-
schwefel im Eiwei vorhanden ist; die EiweiBkérper konnen darnach
nur 2 oder 4, aber nicht 3 Schwefelatome im Molekiil besitzen.

- J
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12 verschiedene Bausteine, im ganzen 41 Komplexe, die
unter Wasseraustritt sich zu einer Kette binden.

Das Molekulargewicht betrigt von Cy9:H50oN,,8,0,, rund
M =26816. Die prozentische Zusammensetzung zeigt rund:

c. 52,39/,
H. 7,49,
N. 15,89/,
S . 1,89/,
0. 22,69,

Die Grenzen der EiweiBanalysen sind:

c. 50,6 bis 54,69/,
H. 63 » 1730
N . 150 , 17,69
S . 03 » 229,
0 216 » 23,69

Durch Wassereintritt geht Zucker in einen siebenwertigen
Alkohol iiber. Ersetzen wir in jedem Zuckermolekiihl nicht
4, wie oben geschehen, sondern § OH durch Aminosiurereste, so
resultiert z. B. eine Substanz, die vollig innerhalb der Grenzen
der prozentischen Zusammensetzung der EiweiBkorper liegt.

1. Starkerest 10(C,H,,0,) — 9H,0; 2. 1 Cystin; 3. 1 Thio-
dthylamin; 4. 5 Tyrosin; 5. 2 Tryptophan; 6. 3 Diaminoessig-
siure; 7. 6 Glykokoll; 8. 15 Lysin; 9. 1 Arginin; 10. 3 Histi-
din; 11. 1 Serin; 12. 1 Prolin; 13. 2 Phenylalanin. Dies gibt
51 Bausteine, darunter 14 verschiedene, die unter Wasser-
austritt sich zusammenschlieBen. Das Molekulargewicht der
Substanz Cge H,,,Ngg0,0,S, ist gleich 7685, die Zusammen-
setzung gleich rund:

C . 52,79,
H. 7,1,
N. 16,29,
S . 1,29/,
0. 22,79,

Eiweil:

(60,6 bis 54,5 °/o)
(63 » 73%)
(15,0 » 17,6°)
(1,3 » 2,20/0)
(21,6 » 23,5°/0),

also vollig innerhalb der Grenzen der EiweiBbefunde.
12+

ocmzmaQ
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Fragen wir nach den voraussichtlichen Eigenschaften eines
solchen Korpers, so werden wir sie villig mit den bekannten
Eigenschaften der Proteinsubstanzen iibereinstimmend finden.

Dsa die Kohlenhydratkette bereits kolloidal ist, wird die
Substanz erst recht kolloidal sein miissen. Ammonsulfat salzt
Glykogen aus, also auch obige Substanz. Der chemische Cha-
rakter muB amphoter sein, wie bei den EiweiBkérpern, da so-

wohl C{pg-Gruppen wie NH,-Gruppen reichlich vorhanden

sind. Die Spaltbarkeit in zwei Richtungen an der Stelle des
Zusammenschlusses der urspriinglichen Zuckergruppen und an
der Stelle der Veresterungen ist bereits oben erwihnt worden.
Bei der Spaltung der O-Bindung resultieren 10 griBere Molekiile,
die teils schwefelhaltig, teils schwefelfrei gind und in ihrer Zu-
sammensetzung wechseln. Bei der Spaltung der N-Bindungen
resultiert eine gréBere Zahl kleinerer Molekiile: Aminosduren,
Diaminosduren und Oxysduren,

Die Farbenreaktionen, die fiir die Proteinsubstanzen charak-
teristisch sind, miissen simtlich von obiger Substanz gezeigt
werden.

Zu einer biologisch wichtigen Kenntnis der EiweiBkdrper
hitten die bisherigen Synthesen selbst dann nicht beigetragen,
wenn die im Reagensglas unter Erhitzen dargestellten Substanzen
vollig die Zusammensetzung der EiweiSkorper dargeboten hitten.

Wir brauchen nun nicht zu verlangen, daB die Synthese
genau denselben Weg einschligt, wie der lebendige Organismus,
obwohl dies das Ideal darstellt; wohl aber miissen wir ver-
langen, daB wir die hauptsichlichsten biologischen Eigenschaften
der EiweiBkorper aus dem Bau des synthetischen Produkts ab-
leiten konnen. Die EiweiBkorper insgesamt haben die Eigen-
schaft, durch Pepsinsalzsiure in kleinere, aber noch eiweiB-
dhnliche Komponenten gespalten zu werden, und diese kleineren
Komponenten werden in H*-armer Losung dann vollig in kry-
stalloide Substanzen umgewandelt. Die Frage nach einem un-
verdaulichen Rest im EiweiB soll hier nicht erdrtert werden,
da es recht wahrscheinlich ist, daB es wihrend der Ferment-
wirkung zur Riickbildung groBerer, sehr schwer spaltbarer Kom-
ponenten kommt in einzelnen Fillen, in denen ein solcher un-
verdaulicher Rest bei der Fermentspaltung beobachtet wird.
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Emil Fischer nimmt nun an, da8 die Verschiedenheit der
Wirksamkeit von Trypsin-OH-Losung und Pepsin-H*-Lésung
darauf beruht, daB erst lingere Ketten von der Pepsin-H*-
Losung gespalten werden, kiirzere von der Trypsin-OH - Lésung.

Unsere bisherige Auffassung von der Wirkung der Fermente
1Bt es ebenso glaubhaft erscheinen, daB eine verschiedenartige
Bindung die Ursache der verschiedenartigen Angriffsweise der
beiden im ganzen Organismenreiche verbreiteten zwei Verdauungs-
fermente sein wird. Die Annahme eines kolloidalen Kohlen-
hydratkernes im EiweiSimolekiihl zeigt nicht nur auf den ersten
Blick die Ursache der verschiedenen Wirkung zweier Ver-
dauungsfermente, sondern zeigt zugleich den tatsdchlich beob-
achteten Charakter der Spaltungsprodukte. GroSe Molekiile
von kompliziertem Bau nach der Spaltung im Sinne der friiheren
Zuckerkomplexe, Amidosiuren nach der Spaltung zwischen
Kohlenstoff und Stickstoff resp. Diamidoséuren, Kohlenséure
und Ammoniak.

Nach dem heutigen Stande der EiweiSchemie ist es recht
wahrscheinlich, auch fiir den Verfasser, da die Mehrzahl der
EiweiBkorper keine zentrale Kohlenstoffkette besitzt, sondern
daB eine einfache kettenformige Verkniipfung von Aminosduren
vorliegt. Verfasser glaubt trotzdem einer abweichenden Be-
trachtung eine erhebliche Wichtigkeit zuschreiben zu miissen,
welche zu einer Synthese von interessanten Isomeren der Ei-
. weiBkorper fiihren kann, denen voraussichtlich sehr bald groSe
pharmakologische Bedeutung zukommen wiirde.



Uber die Bezichungen der Kohlensiurespannung des
Blutes zur Lungenventilation.

Nach Versuchen von A.L.Sample (Baltimore) mitgeteilt

von

0. Porges.
(Aus der I. medizinischen Klinik in Wien.)
(Eingegangen am 7. Juli 1913.)
Mit 1 Figur im Text.

Die Bestimmung der Kohlensiurespannung des Blutes hat
in den letzten Jahren fiir Fragestellungen der Physiologie und
Pathologie groBe Bedeutung erlangt. Porges, Leimdorfer
und Markovici?) stellten nidmlich auf Grund von Unter-
suchungen der verschiedenen Dyspnoeformen die Theorie auf,
da8 die Atmung in erster Linie der Regulation der Blutaciditat
dient, dergestalt, daB Vermehrung der fixen sauren Valenzen
des Blutes das Atemzentrum zu groBerer Tatigkeit reizt, was
vermehrte Ventilation, vermehrte Ausfuhr der Kohlensiure des-
Blutes, damit vermehrte Entfernung saurer Valenzen und
Wiederherstellung der neutralen Reaktion des Blutes zur Folge
hat. Da die Kohlensiurespannung des Blutes ein Indicator
der freien Kohlensiure ist, so gibt ihre GroBe Auskunft iiber
die Menge der fixen sauren Valenzen im Blute: Ist die Kohlen-
siurespannung herabgesetzt, so kann man dieser Theorie zufolge
auf eine Vermehrung der fixen sauren Valenzen schlieBen.
DemgemaB haben Porges, Leimdorfer und Markovici?)
aus einer herabgesetzten Kohlensiurespannung bei pathologi-
schen Fillen auf die Gegenwart von abnormen sauren inter-
medidren Produkten oder auf die Retention von sauren Stoff-

!) Wiener klin. Wochenschr. 1910, Nr. 40.
%) Zeitachr. f. klin. Med. 78, 389, 1911.
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wechselschlacken geschlossen. Gegen die Berechtigung der-
artiger SchluBfolgerungen wendet sich nun Hasselbalch?), in-
dem er geltend macht, daB fiir die Titigkeit des Atemzentrums
und damit fir den Umfang der Ventilation und die Kohlen-
siurespannung nicht nur die ReizgréBe, sondern auch die Er-
regbarkeit des Atemzentrums von Bedeutung ist. Bei ge-
steigerter Erregbarkeit konnte trotz normaler Reizgrofe eine
herabgesetzte Kohlensiurespannung resultieren. Lindhard
hat nun eine Methode der Erregbarkeitspriifung ausgearbeitet,
die, von Hasselbalch in einem konkreten Falle von herab-
gesetzter Kohlensaurespannung angewendet, eine erhéhte Er-
regbarkeit ergab. Es handelte sich um herabgesetzte CO,-
Spannung in der die Graviditit, die unabhéngig von Hassel-
balch®) auch von Leimdérfer, Novak und Porges®) ge-
funden und auf Retention saurer Substanzen im Blute be-
zogen worden war. Das Verfahren von Lindhard$) ist eine
Modifikation einer von Zuntz und Cohnstein angegebenen
und von A. Lowy genauer ausgearbeiteten Methode. Es wird
untersucht, in welchem Verhiltnis eine Erhchung der CO,-
Spannung zu der durch sie erzeugten Steigerung der alveolaren
Ventilation steht. Lindhard bestimmt zuniichst die alveolare
Ventilation (d. i. die tatséichliche Ventilation vermindert um das
Volumen des schidlichen Raumes) bei Atmung atmosphérischer
Luft, sowie die gleichzeitig bestehende CO,-Spannung, hierauf
die alveolare Ventilation bei Atmung eines Gasgemenges mit
einem bestimmten CO,-Gehalt und die CO,-Spannung nach
dieser Einwirkung. Durch die Atmung des CO,-reichen Gas-
gemenges steigt sowohl die alveolare Ventilation, als auch die
CO,-Spannung der Alveolarluft. Der Zuwachs der CO,-Span-
nung ist ein MaB des Reizzuwachses, die Steigerung der alveo-
laren Ventilation ein Ma3 der Reaktion des Atemzentrums auf
diesen Reizzuwachs, das Verhiltnis beider gibt ein Bild der
Reizbarkeit des Atemzentrums.

Die Anwendbarkeit dieses Verfahrens ist jedoch an die
Voraussetzung gekniipft, daB derselbe Reizzuwachs immer die-

1) Dieso Zeitschr. 46, 403, 1912.

") 8kandin. Arch. f. Physiol. 27, 1, 1912.
%) Zeitschr. f. klin. Med. 75, 301, 1912.
4) Journ. of Physiol. 42, 337, 1911.
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selbe Ventilationsvermehrung erzeugt, unabhiingig von der ab-
soluten GroBe des bereits vorhandenen Reizes, oder mit an-
deren Worten, daB die Reaktion auf den Reiz proportional
mit dem Reize wichst. DaB die Voraussetzung fiir die Re-
aktionsfiahigkeit nervioser Organe nicht generell zutrifft, zeigt
das Weber-Fechnersche Gesetz. Es ergibt sich nun die
Frage, wie die Reaktionsfahigkeit speziell des Atemzentrums
von der ReizgroBe beeinfluBt wird. Auf diese Frage geben
Hasselbalchs eigene Versuche eine Antwort. Sie zeigen, daB
die Ventilationssteigerung auf einen bestimmten Reizzuwachs
um 8o groBer ist, je stirker bereits der Reiz war, auf den der
Reizzuwachs superponiert wurde. Hasselbalch?) selbst illu-
striert das Verhiltnis von Reizzu-
wachs und Ventilationssteigerung
/ durch nebenstehende Kurve.
/ Die Zeichnung zeigt, daB dem
/ Reizzuwachs von 1 mm CO,-Span-
nung im Anfangsteile der Kurve
/ eine Ventilationssteigerung von
A weniger als 11 entspricht, im End-
LA teil von fast 21. Die Kurve ist
’ demnach keine Gerade, wie es die
78 3¢ 5 ¢ mz’!& AnwendbarkeitdesLindhardschen
Fig. 1. Verfahrens erfordern wiirde, son-
dern eine zur Ordinate konkave
Linie. Wenn nun schon von vornherein ein gréSerer Reiz be-
steht, dann befinden wir uns bereits zu Beginn im Endteil der
Kurve, dann erzeugt ein Reizwachs eine groBere Ventilations-
steigerung als in Fillen, in denen der Atemreiz von vornherein
geringer ist. Eine herabgesetzte Kohlensiurespannung wire nun
nach der oben erwihnten Theorie ein Zeichen einer bestehenden
Acidosis, somit eines hoheren Atemreizes. In Féllen von Acidosis
muB somit derselbe Reizzuwachs eine gréBere Ventilations-
steigerung zur Folge haben als in der Norm. Wenn daher
Hasselbalch in der Graviditit scheinbar eine erhéhte Erregbar-
keit des Atemzentrums findet, so laBt sich diese Erscheinung als
eine Folge der Acidosis, als ein Ausdruck eines bereits bestehenden

8 2
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1) S8kand. Arch. f. Physiol. 27, 8, 1912.
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hoheren Atemreizes deuten. Die Richtigkeit dieser Deutung 1aB8t
sich experimentell beweisen: Es muB auch bei andersartig bedigg-
ten Zustinden von Acidosis mit dem Lindhardschen Verfahren
scheinbar eine erhhte Erregbarkeit des Atemzentrums gefunden
werden. Zu diesen Versuchen wurde die diabetische Acidosis
sowie die Acidosis bei Kohlenhydratabstinenz herangezogen.

In der Methodik wurde im groSen und ganzen die von
Lindhard angegebene Versuchsanordnung befolgt, nur wurde
die CO,-Spannung nicht nach Haldane sondern nach Plesch
bestimmt. Weiter wurde auf die Ermittelung der alveolaren
Ventilation verzichtet und nur die tatséchliche Ventilation be-
stimmt, da auch diese iiber die vorliegende Frage hinreichend
Auskunft gibt. Im einzelnen gestaltete sich der Versuch folgender-
maBen: Ein Hahn mit mehrfacher Bohrung verband zundchst
ein Zuntzsches Mundstiick mit dem Inspirationsrohr, das durch
ein Zuntzsches Ventil das Gasgemenge der Inspirationsluft zu-
fithrte, sowie mit dem Exspirationsrohr, das durch ein Zuntz-
sches Ventil zur Gasuhr fiihrte, die die Gr58e der Ventilation
abzulesen gestattete. Durch eine Hahndrehung konnte In- und
Exspirationsrohr ausgeschaltet, dagegen ein Gummisack mit dem
Mundstiick in Verbindung gesetzt werden, der die Bestimmung
der CO,-Spannung nach Plesch in der von Porges, Leim-
dorfer und Markovici beschriebene Weise ermoglichte. Es
wurde zundchst ca. 10 Minuten atmosphérische Luft geatmet,
dann die Bestimmung der CO,-Spannung unmittelbar ange-
schlossen. Hierauf wurde ca. 5 Minuten eine mit 5°/, CO,
versetzte Atmosphiére eingeatmet und wiederum unmittelbar
darauf die CO,-Spannung bestimmt. Die Versuche hatten das
in folgenden Tabellen verzeichnete Ergebnis.

Zunéchst zeigt die Untersuchung zweier normaler Personen
(Tab. I) in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen Lindhards
sowie Hasselbalchs einen Anstieg der Ventilation von ca. 61
auf 10 bis 141 nach Atmung von 5°/, Kohlensiure. Der An-
stieg der alveolaren CO,-Spannung bewegt sich dabei zwischen
0,8 und 1,18%/, einer Atmosphire.

Die Untersuchung eines Falles von Diabetes gravis (Tab. ITI)
zeigt zundchst bei hochgradiger Acidosis eine CO,-Spannung
von enteprechend 3,6°/, einer Atmosphire, was gegeniiber der
Norm (56!/, bis 7°/,) eine hochgradige Herabsetzung bedeutet.
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Tabelle 1.
00, i. df vy [COrSPaD 4oop,
Name | Datum uispu- pro Min. nung ‘o ziige Anmerkung
uft einer ro Min
%% 1 Atmosph. [P )
Herr X.| 16.IL | 0 5,0 6,04 14 | Geheliter Diabetes
do. | 4,92 95 6,92 18 | Keloe Acidosts
» |17.1L 0 5,2 6,15 14
do. | 489 | 102 6,98 16
Herr C.| 19.IL | 0 7,0 5,82 16 | Marschhimogiobln-
do. | 502 | 120 6,92 16 urle
» |2.IL] o 75 6,41 16
do. | 496 | 134 7,25 18
» |2LIL| o 6,4 6,61 14
do. | 506 | 142 7,79 18
Frau 8. 28.IL | 0 76 4,22 18 | Disbetes melitas
do. | 480 | 2185 582 24 | Aot +
n |24IL| o 64 | 495 20
do. | 498 | 180 5,70 28
Tabelle II.
Patientin E. K.; Diabetes gravis.
= =
6 . | b la8g )
g el 34 (284 %g Diat
} | Datum | +83] 8§75 [%=28| = | Harnbefund und
& SEeialie E. Oaf-_?E 8E Therapie
> % | 1 P gF<*®
1{6.0Lam| 0 7,8 | 8,60 | 168 | Accton+4-i—+ | girenge Diat
do. | 4,86 | 185 | 4,95 | 24 |Accteselen T
2 leOLpm| 0 | 66 | 843 | 14 do. do.
do. | 482|195 | 506 | 22 do. do.
8|[7.0Lam| 0 | 64 | 852 16 do. By bieach.
do. | 494|182 | 510 24 do. do.
41.1Lpm]| 0 | 72 | 402 | 12 do. do.
do. | 498|168 | 514 | 18 do. do.
5/|8mr | o | 74 (380 14 do. S Beah.
do. | 485|172 | 498 | 18 do. do.
6|10 ] o | 63 | 503 12 |Acton 44+ do.
do. | 490 | 128 | 6,38 | 16 |Acetemiss + do.
7l1.mL | o 78 | 613 | 12 do. Strenge Diks
do. | 495|120 | 7.36 | 16 do. 100 Natr. bicard.
gl12m| o 7,0 | 6,08 | 14 |Aceton + do.
do. | 497 | 1201 | 722 | 18 |Atques 0 do.
9lismr| o | 74 | 400 14 do. Gemischte Kost
do. | 495|162 | 506 | 20 do. Keine Soda
10014 | 0 | 72| 412 12 do. do.
do. | 492|159 [ 528 18 do. do.
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Tabelle III
Patientin Sw.; Graviditas.

R (]
g . b laddle .
é M gg 3-5;5‘ 2 Diat
:'i Datum 8" E'.q >c 2 7] ,\g 8, Harnbefund und
. ﬂ,‘ (] w“ N
S o, ! 8 E b :’} 5 Therapie
1| 24 1L 0 76 | 454 | 12 |Aceton + Strenge Dist
do. | 4,90 | 200 | 5586 | 24 |Acctne+ do.
2] 25 1L 0 80 | 480 | 16 do. Strenge Diat
do. | 510|197 | 592 | 20 do. 100g Traubensnck.
3| 2. | 0 72 | 522 | 18 do.
do. | 4,95 | 180 | 6,04 | 22 do.
4 |27.ILam| O 68 | 490 | 20 do.
do. | 512|140 | 560 | 26 do.
5 R7.0.pm.] O 80 [ 489 | 20 do.80g Natr.bicarb.
do. | 504128 {557 | 26 do.  do.
6| 28.1L 0 75 | 579 | 16 |Aceton Spur Gemischte Kost
do. | 496 | 110 | 655 | 24 |Atgeien© | %08 Natx bicarh.
7] 1o | o 7,2 | 586 | 18 do.
do. | 492|108 | 660 | 24 do.

Die Erregbarkeitspriifung nach Lindhard ergibt einen Anstieg
der Ventilation von 7,81 auf 18,6 1 bei einer Erhdhung der
CO,-Spannung um 1,35°%|, einer Atmosphire. Ahnliche Zahlen
ergeben sich bei der weiteren Untersuchung derselben Person.
Nunmehr wird Natr. bicarbon. zugefiihrt, was nach den Unter-
suchungen von Porges, Leimdorfer und Markovici!) mit
Beseitigung der Acidosis einen Anstieg der CO,-Spannung zur
Folge haben muB. Tatsichlich erhebt sich die CO,-Spannung
suf 6°/,. Die Erregbarkeitspriifung nach Lindhard ergibt
aber nur mehr einen Anstieg der Ventilation auf 121, sobald
durch Atmung 59/ iger Kohlensiure die Kohlensiurespannung
um 1,239, einer Atmosphiire hinaufgetrieben wird. Demnach
hat die Zufuhr von Alkalien scheinbar die Erregbarkeit des
Atemzentrums hochgradig herabgesetzt. Nach Wegfall der
Alkalizufuhr sinkt die CO,-Spannung wieder auf 4°/,, die
Erregbarkeitsbestimmung ergibt wieder einen Anstieg auf 161
Ventilation bei Steigerung der CO,-Spannung um 1,06°/, einer
Atmosphire. Somit hat die diabetische Acidosis schein-

Hle
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bar eine Erhéhung der Erregbarkeit des Atemzentrums
zur Folge.

Ein analoges Resultat ergibt die Untersuchung eines andern
Patienten mit diabetischer Acidosis (Tab. I). SchlieBlich wurde
eine gravide Frau untersucht, bei der durch kohlenhydratfreie
Kost eine Acidosis erzeugt worden war (Tab. III). Sie zeigt
eine herabgesetzte CO,-Spannung von 4,54°/,; Atmung 5°/,iger
Kohlensiure steigert die Ventilation auf 20 1, wihrend die
CO,-Spannung um 1,32°/, einer Atmosphdre hinaufgetrieben
wird. Durch Darreichung von Kohlenhydraten und Alkalien
steigt hierauf die CO,-Spannung allméhlich auf 5,86°/,, die
tErregbarkeitspriifung ergibt nunmehr einen Anstieg der Venti-
lation bloB auf 10,8 1 bei Steigerung der CO,-Spannung um
0,74°/, einer Atmosphire: Es war demnach gelungen, durch
Zufuhr von Alkalien und Kohlenhydraten die scheinbar erhéhte
Erregbarkeit auf die Norm zu reduzieren.

Unsere Versuche zeigen demnach, daB die Lindhardsche
Versuchsanordnung nicht geeignet ist'), iiber die Erreg-
barkeit des Atemzentrums AufschluB zu geben, wie man
ja auch bekanntermaBen die Erregbarkeitspriifung anderer ner-
voser Organe nicht in analoger Weise anstellen darf. Den
Befund einer herabgesetzten CO,-Spannung darf man
daher ungeachtet dem Einspruche Hasselbalchs im
Sinne von Porges, Leimdérfer und Markovici als
Zeichen einer Acidosis deuten. Ubrigens schligt Hassel-
balch selbst den EinfluB, den eventuell eine verinderte Er-
regbarkeit des Atemzentrums haben mag, in einer spiteren
Arbeit nicht hoch an; er glaubt, daB er praktisch eine Breite
von 6 mm nie iiberschreitet. In den Arbeiten von Porges,
Leimdérfer und Markovici handelt es sich aber um Aus-
schlige, die diesen Spielraum weit iiberschreiten.

) Von diesem Vorwurf wird die urspriingliche Methodik Léwys
nicht getroffen, da dieselbe andere Kriterien wahlt.



Uber die Ausscheidung der Ameisensfiure im menschlichen
Urin in physiologischen und pathologischen Zustinden.
Von
Rudolf Strisower.

(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitit in Wien.)
(Eingegangen am 7. Juli 1913.)

L Einleitung.

In der Literatur findet man nur wenige Angaben iiber
den Ursprung und die Entstehungsursachen der niederen, fliich-
tigen Fettaiuren des menschlichen Urins, insbesondere der
Ameisensiure. Die wenigen Untersuchungen iiber die Quantitét
der Ameisensiiureausscheidung differieren schon in der Norm
oft um das Zehnfache; noch divergenter sind die Angaben der
Autoren iiber die pathologischen Zustinde, in denen eine Ver-
mehrung der fliichtigen Sduren zu finden ist, weshalb die aus
derartigen Untersuchungen gezogenen klinisch-diagnostischen
Schliisse sich oft widersprechen. Die Griinde hierfiir sind ver-
schiedenartig. Zunichst ist eine Anzahl von Arbeiten ganz
auszuschalten, weil sie mit einer unzureichenden Methode aus-
gefiihrt sind, weiter fehlen systematische Untersuchungen iiber
die Beeinflussung der Ausscheidung der fliichtigen Saure durch
physiologische Momente, wie Bewegung, Diitformen usw. Schlie8-
lich sind meist die gesamten fliichtigen Fettsiuren als einheit-
liches Ganzes behandelt und bestimmt, wéhrend doch die
Moglichkeit vorliegt, da8 Abnahme der einen Siure die Zu-
nahme einer anderen verdeckt. Es schien daher eine dankbare
Aufgabe, zuniichst die Ausscheidungsverhiltnisse einer der Fett-
siuren zu untersuchen, fiir die eine exakte Bestimmungsmethode
existiert, Es wurde deshalb die Ameisensaure gewihlt, ihre
Elimination im menschlichen Urin in einer Reihe von systema-
tischen Untersuchungen verfolgt, die Beeinflussung derselben
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durch physiologische Momente festgestellt, dann nach Er-
mittelung der Krankheiten, die zu einer vermehrten Aus-
scheidung der Ameisensiure fithren, ihre Stellung in der Physio-
logie und Pathologie des Stoffwechsels erschlossen.

Wir lassen zunichst eine kurze Ubersicht der Literatur folgen, die
gich auf die Bildung und Ausscheidung der Ameisensiure bezieht:

Als normaler Bestandteil des Harnes wurde die Ameisensiure von
Thudichum?®) als Erstem entdeckt, der die physiologischerweise aus-
geschiedene Siure auf 50 mg im Tag schatzt.

v.Jaksch?) stellte Untersuchungen iiber die Abstammung der fliich-
tigen Fettsiuren, hauptsichlich der Essig- und Ameisensiure, an. Er
vermutete, daB analog einer Acetonurie eine Lipacidurie vorkommt. Die
Essigsiure und Ameisensiure entstehe durch Spaltung des Acetons,
letzteres sei ein Spaltprodukt des EiweiBstoffwechsels. Im normalen
nativen Harn wird nach Jaksch Ameisensiure und Essigsiure in der
Menge von hichstens 8 mg im Tag ausgeschieden; im Fieber steigt sie
auf 60 mg, bei hepatogener Lipacidurie sogar auf 600 mg und dariiber.
Diese Tatsache bringt er in Beziehung zur gestdrten Harnstoffbildung,
da mit dem Sinken der Harnstoffausscheidung Fetteduren in bedeutender
Menge auftreten.

Rokitansky?®) sieht die Kohlenhydrate als Muttersubstanz der
Fetteiuren an und stellt sich vor, daB sie im Darmkanal durch Fiulnis
der Kohlenhydrate entstehen. Als Beweis fiihrt er an: 1. die Ver-
mehrung der fliichtigen Sduren im Fieber, indem wihrend des Fiebers
durch Liegenbleiben der Darmcontenta Gelegenheit zur Resorption der
Fettsduren geboten wird; 2. die Vermehrung der Fettsiuren, besonders
der Buttersiure, nach reichlicher Ernihrang mit Kohlenhydraten.

Diese Ansicht teilt auf Grund seiner Versuche auch Blumenthal$),
der hohe Fettsiurezahlen bei Zulage von 50 g Tropon, Nutrose, Milch-
zucker oder von 11 Milch zur Normalkrankenkost fand. Auch er bringt
die hohen Fettsaurewerte bei Krankheiten wie jauchige Peritonitis, An-
gina usw. zu Faulnisprozessen im Korper in Beziehung.

Dieselbe Ursache fiir die vermehrte Ausscheidung fliichtiger Séauren
im Urin bei Obstipation, Bleikolik, Leberkrankheiten nehmen StrauB
und Philippsohn®) an. Dagegen gelang es ihnen nicht, nach Zulage
von 100 g Traubenzucker zur gemischten Kost oder durch Zufuhr von

) Thudiochum, Uber Essig- und Ameisensiure im Menschenharn.
- Arch. f. d. ges. Physiol. 15, 129, 1877.

) v. Jaksch, Uber physiologische und pathologische Lipacidurie.
Zeitschr. f. physiol. Chem. 10, 536, 1886.

) Rokitansky, Uber das Verhalten fliichtiger Sduren im Urin.
Wiener med. Jahrb. 1886, 206.

4) Blumenthal, Verhdl. d. Charitédrzte. Berl. klin. Wochenschr.
1899, 843.

%) StrauB und Philippsohn, Zeitschr. . klin. Med. 40, 369, 1900.
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20 g buttersaurem Natrium eine Erhohung der niederen Fettsiuren im
Urin nachzuweisen.

Endlich wdre noch Rosenfeld?) zu erwihnen, der die Bildung
der flichtigen Fettsiure in den Darm oder in die Gewebe verlegt, wo
es pathologischerweise zur Faulnis kommen kann, z. B. bei Eiterungen
und Blutungen, also bei Angina lacunaris, TonsillarabsceB, septischer
Diphtherie, Empyem usw. Nach seiner Ansicht bilden die Faulnis-
bakterien so viel fliichtige Fettsiuren, daB der Organismus dieselben
nicht mehr zu oxydieren vermag.

Wie aus der kurzen Zusammenstellung ersichtlich, handelte es sich
in den zitierten Arbeiten um alle fliichtigen Fettsiuren: also um Butter-,
Propion-, Essig-, Ameisensiure. Die Angaben iiber die Ausscheidung der
Ameisensiure allein sind viel spirlicher und beziehen sich hauptsichlich
auf Tierexperimente.

8o fand Pohl?) beim Hunde nach Darreichung von Methylalkohol
protrahierte Ausscheidung von Formiat; auch beim Menschen konnte
er eine gesteigerte Ausfuhr von Ameisensiure nach Methylalkohol-
darreichung zeigen.

Dakin macht in einer kurzen Publikation die Angabe, daB bei
Diabetes die 10fache Menge der normalen Ameisensiure gefunden wird.

Als die vorliegende Arbeit bereits abgeschlossen war?), erschien
eine weitere Publikation von Dakin®), in der er angibt, ca. 60,3 mg
Ameisensiure im normalen Urin des Menschen gefunden zm haben. Bei
Kohlenhydratnahrung zeigt nach seinen Versuchen die Ameisensiure-
ausscheidung einen Anstieg (35 bis 175 mg, darchschnittlich 96 mg gegen
84,6 bis 99 mg, im Durchschnitt 67 mg bei EiweiBerndahrung. Bei Tieren
im Hunger fand dieser Autor durchachnittlich 8,9 mg; bei Kartoffelkost
steigt die Menge auf 51 mg, bei Fleischkost auf 27 mg. DaB die Darm-
faulnis nicht an dieser Vermehrung schuld ist, zeigt die Steigerung der
Ameisensdure nach intravendser Injektion von Glucose. Nach Fettsdure-
verfiitterung (Essig-, Propion-, Butter-, Glykolsdure, nach Glykokoll,
Asparagin, Alanin) findet er bloB die 3 bis 4fache Menge der normalen
Ameisensaure.

Der Vollstindigkeit halber sind noch C. Lenoble, Kluger?),

1) J. Rosenfeld, Die Ausscheidung fliichtiger S8auren durch den
Harn. Deutsche med. Wochenschr. 1903, 224.

%) Pohl, Uber Oxydation des Methyl- und Athylalkohols im Tier-
korper. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 31, 281, 1893.

%) Die Resultate dieser Arbeit wurden als vorliufige Mitteilung in
der Gesellschaft der Arzte am 18. April vorgetragen. Siehe Wiener klin.
Wochenschr. 1913, Nr. 17.

9 Dakin Janney Wakeman, Studies on the conditions af-
fecting the formation and excretion of formio acid. The estimation of
formic acid in urine. Journ. of Biolog. Chem. 14, Nr. 4, 8. 341.

%) Kluger, Uber Siuren des diabetischen Harnes. Annal. d. Chem.
108, 19.
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Jakubasoh?), Scherer?) zu erwéhnen, die bei einzelnen Untersuchungen
(Diabetes, Leukimie) vermehrte Ausscheidung der Ameisensiure — genaune
quantitative Angaben fehlen — gefunden haben.

Die nachfolgenden Versuche, die 1. die normalerweise aus-
geschiedene Ameisensiuremenge, 2. die Beeinflussung der Aus-
scheidung derselben durch physiologische Momente, wie Be-
wegung, Kostform usw. 3. das Verhalten derselben bei ver-
schiedenen Erkrankungen betreffen, wurden mit folgender Methode
ausgefiihrt, die sich nach langeren Vorversuchen als zweckent-
sprechend erwies.

II. Methodik.

Ein aliquoter Teil — durchschnittlich 400 bis 800 ccm —
des 24stiindigen, durch Borsdure konservierten Urins wurde
mit konzentrierter Phosphorsiure bis zur blauen Fiarbung des
Kongopapiers versetzt, wozu in der Regel 10 bis 15 ccm kon-
zentrierte Phosphorsiure notwendig waren. Der Urin wurde
nun bei einem Druck von 15 bis 26 mm Hg und einer Innen-
temperatur von 22 bis 30° in eine Vorlage, in der sich 5 bis
10 ccm 10°/,ige Natronlauge befand, iiberdestilliert. (Die De-
stillation im Vakuum bei niederer Temperatur ist notwendig,
um die Zersetzung ev. im Urin vorhandener, bei hoher Tempe-
ratur fliichtige Fettsiuren abspaltender Substanzen zu vermeiden.)
Das Destillat, in eine Porzellanschale quantitativ hiniibergespiilt,
wurde auf 40 bis 50 ccm am Wasserbade eingedampft, in ein
Erlenmeyer-Kélbchen gebracht, mit verdiinnter Salzsiure?®)
gegen Lackmus neutralisiert und noch 3 bis 4 Tropfen Salz-
siure zugesetzt, um den Umschlag der neutralen in alkalische
Reaktion durch Entweichen von Kohlensiure in der Warme
zu verhindern. Nach Zufiigung von 50 bis 100 ccm einer
Sublimatlésung nachstehender Zusammensetzung: 50 g Sublimat,
27,6 g Natriumacetat auf 1000 cem destilliertes Wasser, wurde
schlieflich das Kolbchen fiir ca. 6 bis 6 Stunden in ein

1) Jakubasch, Virchows Archiv 48, 196, 1868.

") Scherer, zit. nach Jakubasch.

) Die hohen Ameisensiurewerte Dakins glaube ich auf die Neu-
tralisation des eingeengten Destillates mit iiberschiissiger Essigsiure be-
ziehen zu konnen. Meine ersten Versuche muBte ich aus demselben
Grunde verwerfen. In einer soeben erschiencnen Arbeit warnt Finke
(dicse Zeitschr. 51, 1913) vor jeglicher Verwendung von Essigsiure, weil
bei einem Uberschusse derselben erstens Quecksilberacetat ausfillt, zweitens
im Handel eine ameisensiurefreie Essigsiure nicht erhiltlich ist!
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Tabelle L
T Zusammensetzung und Kalomel-| Ameisensidure-
Menge der untersuchten | menge menge Ausbeute
LGsung mg mg *lo
1. 0,25 g ameisensaures 1,6798 0,2422 5 96,89
2.1¢ Natrium (Knhlbaun-l).mit 1,6829 0,2427 B 97,00
3.|) 4008 Wasser destilliert | , g7 02411 |2 | 96,60
0,25 g ameisensaures 29
Natrium - 10 ccm g-Oxy- =8
4.| buttersiure (Kahlbaum) 1,6980 0,2448 g § 97,90
15 com Aceton, mit £
0 g Wasser destilliert -§
. g
0,13 g ameisensaures a
5. Natrium, mit 400 com 0,8700 0,1255 g 96,60
Wasser destilliert J
10 mg ameisensaures Na-
6. || trium = 6,7 mg Ameisen- J| 0,0620 | 0,006 05} Mittel | g9 00
7. |[sdare, mit 400 com Wasser]| 0,0645 | 0,00629J 0,00617 ’
destilliert
10 mg ameisensaures Na-
8.| trium = 6,7 mg Ameisen- 0,0626 0»00610} Mittel 95.00
9.|| sdure, ohne Destillation, 0,0679 | 0,006 62J 0,00635 ’
50 com destill. Wasser
0,25 g ameisensaures Na-
10.] trium - 25 ccm Serum, mit | 1,6424 0,2370 98,20
400 com Wasser destilliert
Urin des Patienten D.
11. 700 com ’ 0,0592 0,0058
7gLithiumlactat }- 700 ccm
12.1 "Orin des Patienten D. | %0512 0,0050
Urin des Patienten N.,
18. 500 com 0,1020 0,0099
5 com Milchsiure -+ 500 com
14. Urin des Patienten N. 0,0850 0,0085
5 ccm f-Oxybuttersiure
15.| (Kahlbsum), mit 400 com |**'Zfieder -
Waaser destilliert
Urin des Patienten S.,
16. 400 com 0,0348 0,0034
5 cem -Oxybuttersiure
17.} - 400 ccm Urin des Pa- 0,0410 0,0039
tienten S. |

kochendes Wasserbad gestellt, bis sich ein weiBer, fester
Kalomelniederschlag absetzte. Bis zum Sieden der Fliissigkeit
muB man noch &fters ihre Reaktion priifen, um ev. durch
weiteren Zusatz einiger Tropfen verdiinnte Salzsiure ein Um-
Biochemische Zoitschritt Band 54. 18
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schlagen in alkalische Reaktion zu verhindern. Das Kalomel
wurde nach dem Erkalten auf ein gewogenes Filter gebracht,
vorher, falls eine flockige Verunreinigung auftrat, durch Zusatz
konzentrierter Salzsiiure gereinigt. Die gefundene Kalomelmenge,
mit 0,09756 multipliziert, gibt die vorhandene Ameisensiure an.
Die Brauchbarkeit der Methode ist aus der Tabelle I, in der die
Kontrolluntersuchungen zusammengestellt sind, ersichtlich.

Die Ausbeute betrigt also 97 bis 98°/, der zugesetzten
Menge bei hoherer Ameisensiduremenge, 92 bis 95°/, bei ganz
geringen, einige Milligramm betragenden Ameisensiuremengen.
Besonders betonen mochte ich, daB die Anwesenheit von
SerumeiweiB, Zucker, p-Oxybuttersiure, Aceton, Milchsdure,
die Ameisensiurebestimmung mittels der Sublimat-Reduktions-
methode in quantitativer Hinsicht nicht beeinfluBt. Dies schlieBt
eine Formiatvermehrung infolge von Zersetzung der oben ge-
nannten Substanzen im Harn vollkommen aus.

Die mit dieser Methode ausgefiihrten Bestimmungen sind
in folgender Tabelle zusammengestellt.

Tabelle II.

ARE )
gl 82 Krankheit §=§ Bemerkungen
¢ ==
> | =& mg

Cholelithiasis 5,6 | Obstipation, Milchdiat.

Nephritis 5,2 | Bettruhe, kompensiert.
Schwangerschaftsglucosurie 8 | Strenge Didt. Zucker +,

Aceton +.

0 | Bettruhe, Milchdiat.

,8 | Temperatur 37,5°.

8 | Kompensiert, Bettruhe.

Polyglobulie

5
Vitium cordis 5,

4
Vitium cordis S

O ~INUNR O
gopRg moe

h. Typhus abdominalis wenig | Temperatur 38,5° Obsti-
tion.
T. Ulous ventriculi do. Betf:uhe, Milchdiat, Obsti-
pation
9] S. do. do. do.
10] Kr. do. do. do.
11| B. Ca. oesophagie 6,6 | Bettruhe, Milchdiat.
12] K. Diabetes mellitus 9,5 { Zucker+, Aceton+, strenge
Diat.
13| 8. Gesund 10,4 | Gemischte Diit.
14| E. Diabetes mellitus 9,8 | Zucker 0, Aceton 0.
15| E. o. 11,0 o.
16] S. Gesund 11,6 | Gemischte Diit.
17] D. Vitium cordis 11,8 | Kompensiert.
18| Sch. Pneumonie 11,3 | Krise 40°.
19| Sch. Leukéamie 10,8 | Benzoltherapie, gemischte

Diit.
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Tabelle II (Fortsetzung).

5| 23 _ H

£l 8 8 Krankheit FEH Bemerkungen

o - <

> | &a mg

20| Soh. do. 12,6 | Milchdiit, Bettruhe.

21} C. Vitium cordis 9,6 | Fleischdiit, wenig Beweg.

221 C. do. 10,0 | Gemischte Diit, Bewegung.

23] C. do. 114

4| M Diabetes mellitus 12,2 | Bettruhe, Aceton 0.

25| L. Adam-Stokes-Krankheit 12,5 | Bettruhe.

261 D. Vitium cordis 12,1 | Fieber.

27] T. Angina tonsillaris 18,3 | Bettruhe, kompensiert.

281 D. Vitium cordis 13,9 do.

29| D. do. 16,4 | Gemischte Diat.

30] D. Gesund 18,7 | 10stiindige Bergtour.

81| B. do. 14,6 | Gemischte Diat.

321 8. do. 15,5 do.

33] L. do. 15,8 | Fieber 38,29,

34| Sk. Tbe. pulmonum 15,4 | Bettruhe.

35| C. Marschhdamoglobinurie 15,2 | Kein Anfall.

36| P. Carcinomatose 16,8 | MaBige Bewegung.

37] 8. Vitium cordis 11,4 | Bettruhe.

38| 8. do. 28,1 | Bewegung.

39| KL do. 12,1 | Bettruhe.

40| KL do. 82,2 | Bewegung.

41| KL Vitium cordis 34,4 | Bewegung, gemischte Diit.

42] C. do. 9,6 | Bettruhe.

43| C. do. 21,8 | Bewegung.

441 J. do. 15,2

451 J. 27,0 | Bewegung.

46| Ca. Manohh&moglobmune 18,9 | Anfall.

47] Ca. 19,6 | 1. Tag nach dem Anfall.

48] Ca. do 14,6 | 2. Tag nachher.

49| Ca. do. 24,0 | Anfall.

50) Ca. do. 79,8 do.

51| St. Typhus abdominalis 24,1 | Temperatur normal, ge-
mischte Diit.

521 T. Angina tons., Ulcus ventr. | 22,6 | Fleischdiit.

53| G. Ca. pleural 18,2 Hoobgmdxge Dispnoe.

54| S. Vitium cordis 25,5

5561 Kl Tabes dorsalis 27,2 Bett.ruhe,Atropmbeha.ndlg

561 Kl Muskeldystrophie 87,0 | Fleischdiit.

57| Kl do. 43,7 | Kefirmilchdiat.

58} Kl Akute Leukimie 80,0 | Dyspnoe.

591 W. Leukimie 21,9 | Thoriumbehandlung.

60] U. do. 27,8 do.

61] M. do. 38,9 do.

62| Br. Diabetes mellitus 18,6 | Aceton +

63| E. do. 13,3 do.

641 M. Uriimie 48,8 | 1. Tag.

65] M. do. 100,0 | 4. Tag

661 J. Nephritis-Emphysem 98,9 Hochgra.dlge Dyspnoe.

671 J. do. 147,8

681 W. Vitium ocordis 31,7 do

691 W. do. 1,7 do.

70} F. Ulcus ventriculi 17,7 | Milchdiat, Bettruhe.

-

13*
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Tabelle II (Fortsetzung).

“| ga g \

z | 2§ , £8

g ‘53% Krankheit é a8 Bemerkungen

(4 3

=N mg

711 A Vitinm ocordis 68,6 | Dyspnoe.

721 K. Diabetes mellitus 90,9 | Aceton +.

78] E. do. 97,2 do.

74| E. do. 129,0 | Oxybuttersdure, Aceton +-.

751 E. do. 226,8 do.

76| E. do. 229,0 do.

77| K. do. 145,1 | Aceton +.

781 P. Vitium cordis 192,1 | Fleischdiat, Dyspnoe.

79| P. do. 199,3 | Gemischte Dijat, Bettruhe,
Dyspnoe.

80] P. do. 892,68 | Milchdiat, Dyspnoe.

Aus den angefiihrten Zahlen ist vor allem ersichtlich,
daB die Ameisenséure in allen untersuchten Harnen gefunden
worden ist, daB sie also einen normalen Bestandteil des Urins
bildet.

Da ihre Menge bedeutende Schwankungen aufweist, miissen
wir vorerst die Formiatmenge feststellen, die normalerweise
ausgeschieden wird, um hernach die Bedeutung der vermehrten
Formiatausscheidung wiirdigen zu konnen.

III. Ameisensiureausscheidung unter normalen Verhiltnissen,
fhre Beeinflussung durch physiologische Momente.
Zunichst war zu untersuchen, welche Menge von Ameisen-

siure unter normalen Verhiltnissen, d. h. von einem gesunden

Menschen bei miBiger Bewegung und gemischter Didt aus-

geechieden wird. Dariiber gibt folgende Tabelle AufschluB.

Tabelle III.
Urinmenge Ameisenséure
)
-] % |Kalomel|
Name g | § gefunden lll):frghsnﬁ Bemerkungen
@ > [*}
3 @ mg mg mg
Dr.L.| 850 | 650 | 109,4 10,4 13,7 | Gemischte Diat.
Dr.B. | 1000 | 900 | 137,0 13,2 14,6 | Ma&Bige Bergtour.
Dr.R.| 1200 | 600 62,0 5,9 11,8
Dr.8. | 1800 | 650 | 219,6 20,9 41,8 | Anstreng. Bergtour.
Ra.| 1200 | 700 96,8 9,2 15,5 | Gemischte Diit.
B. | 1100 | 550 61,0 58 11,6
8. | 1400 | 700 83,0 7,9 15,8 |8 g Urotropin zugef.
Dr.S. | 1200 | 400 34,8 83 10,0 | Gemischte Diit.
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Es wurden also durchschnittlich 13,5 mg Ameisen-
sidure im Urin gesunder, erwachsener Personen ge-
funden. Werte unter 10 mg sind als niedrig, iiber
17 mg als hoch zu betrachten.

Eine weitere Frage, die schon mit Riicksicht auf die
vielen widersprechenden Angaben in der Literatur zu beant-
worten war, ist die Beeinflussung der Formiatausscheidung
durch diétetische MaBnahme. Eigene Versuche beweisen, daB
sowohl bei gemischter Kost (bestehend aus Milch, Semmeln,
Butter zum Friihstiick, aus Fleisch und Mehlspeise zu Mittag,
Milchspeise zum Abendbrot), wie auch bei ausschlieBlicher
Fleisch - Fetterndhrung oder absoluter Kohlenhydratkost die
Ameisensiuremengen bedeutend schwanken kénnen, ohne daB
hierfiir die Art der zugefiihrten Nahrungsmittel veramtwortlich
gemacht werden kénnte.

Tabelle IV.
; N Urin Ameisensiure
ame w0 T 2 5 o2

e und 'g L :3: Kalomel .5,5 $£|5% £ 5| Bemerkungen
E| Krankheit | 5 | E2 (R
> p 3| mg | mg | mg

1| D., Vitium cordis| 900 [ 700 | 110,0 { 10,5 | 12,1 |Milchdiat.
2|D., do. 1000 | 500 | 106,8 | 10,2 | 20,4 | Fleischkost.

8 | Kl.,Muskelatrophie} 1400 | 800 | 261,7 | 25,0 | 43,7 | Kefirmilch 2 1.
4]Kl, do. 1200 | 800 | 258,0 | 24,7 | 87,0 | Fleischkost.
5|T., Ulcus ventr.| 600 | 500 | wenig| — — | Milchdiit.
6|T., do. 800 | 800 | 238,0 — 22,6 | Fleischdidt.
7|T., Normal 1800 | 900 74,0 7,1 ] 14,2 do.

8|T, do. 1600 | 800 | 114,0 | 10,9 | 21,8 | Milchdiit.

Eine Beeinflussung der Formiatausscheidung durch Muskel-
arbeit lieB sich beim gesunden Menschen kaum nachweisen.
S8o wurde nach einer ziemlich anstrengenden Bergtour (Be-
steigen der Raxalpe, 2000 m) keine Vermehrung der Ameisen-
sdure gefunden (11,8 mg und 14,6 mg, siehe Tabelle III), nur
ein einziges Mal nach einer anstrengenden 12stiindigen Tour
stieg die Ameisensiure auf 41,8 mg. Auch aus den weiter
unten angefiihrten Tabellen ist ersichtlich, daB méiBige Be-
wegung keinen EinfluB auf die Ameisensiureelimination hat,
ausgenommen dyspnoische Zustinde, woriiber noch ausfiihrlich
im Zusammenhang berichtet werden soll.
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II1. Ameisensiureausscheidung in pathologischen Zustédnden.

Zunichst sollen alle Krankheiten mit normaler oder sub-
normaler Formiatausscheidung in einer Tabelle zusammengestellt

werden.
Tabelle V.
Urinmenge Ameisensiure
Kalo-| aus Ka- .
Name und in
Nr : in ver- mel |lomel be- 24 Std Bemerkungen
Kraokheit o\ Std |arbeitet rechnet, |°* 5
mg mg mg
1 | 8., Cholelithiasis 1000 [ 500 29,0 2,8 5,6 | Atropintherapie, Obstipa-
tion, Milchdiat.
2 | S., Ulcus ventriculi | 1200 | 500 | wenig —_— — | Obstipation, Milchdiat.
8|F, » n 900 | 400 83,0 7,9 17,7 do.
4 | H., Schwanger- 1000 | 500 30,1 2,9 5,8 | Aceton 4, 6 g Zucker.
schaftsglucosurie
5 |8, Vitium cordis 900 | 800 18,0 1,7 5,1 | Bettruhe, stenocardische
Anfille.
6 | B.,, Adam - Stockes- | 1500 | 500 43,8 41 12,5 | Bettruhe, keine Dyspnoe.
Krankheit
7 |8., Typhus abdomi-| 1500 | 500 | wenig - — | Obstipation, Fieber 39°.
nalis
8 | 8., Pneumonie 750 | 500 78,3 75 11,3 | Fieber 409, Bettruhe.
9 | 8., Pneumonie ca- | 700 | 800 |1154] 11,0 15,4 | Septisches Fieber.
8€088
10 | T, Tbe. d. Wirbel- | 1800 | 550 61,9 5,9 18,3 | Fieber, Bettruhe, Milchdids.
siule
11 | P., Carcinomatose 1100 | 600 88,0 8,4 16,8 | Diarrhde.
12 | B., Ca. Oesophagi 1800 | 600 23,0 2,2 6,6 |fliissige Diat.
138 | K,, Polyglobulie 1200 | 500 25,0 2,4 4,8 | Bettruhe, Fieber 37,79,
14 | 8., Leukidmie 1000 | 650 57,0 5,4 10,8 | Benzolbehandlung.
15 |8, do. 1300 | 700 65,8 6,3 12,6 | Besserung nach Benzol-
therapie.
16 } P., Nephritis 2800 | 700 14,0 1,9 7,6 | Bettruhe, keine Dyspnoe.
17 | D., Vitium cordis 1850 | 800 51,0 48 12,0 | Bewegung, keine Dyspnoe.
18 | K., Diabetes 1200 | 450 66,0 6,3 9,5 | Zucker 4, Aceton 0.
19 | C,, Tabes dorsalis 900 — 1430} 138 27,2 | Bettruhe, Haferdiit.

Einige Worte mégen die Tabelle erliutern. Bei vielen

Krankheiten, wie Ulcus ventriculi, Carcinom, Cholelithiasis, bei
kompensierten Vitien, Nierenerkrankungen ohne Herzinsuffizienz,
bei Diabetes mellitus ohne Acidose, bei fieberhaften Erkran-
kungen wie Typhus abdominalis, Pneumonie, Angina tonsil-
laris, Tuberkulose, bei Blutkrankheiten wie Polyglobulie, Leuk-
émie im Stadium der Besserung usw. wurden normale, manch-
mal sogar subnormale Ameisensiuremengen gefunden. Diese
Beobachtungen gestatten eine Stellungnahme zu der Ansicht
der frilher zitierten Autoren (Blumenthal, Levin, Roki-
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tansky, Rosenthal), der gemiB alle fliichtigen Siduren, also
auch die Ameisensiure in groBeren Mengen nur bei Garungs-
und Faulnisprozessen im Korper entstehen sollen. Sie stiitzen
ibre Auffassung auf die von ihnen beobachtete Vermehrung
der flichtigen Séuren 1. bei Kohlenhydratnahrung, 2. bei der
Obstipation, die der Gérung der Kohlenhydrate Vorschub
leistet, 3. bei septischen und eitrigen Prozessen im Kérper (bei
Fieber). Die sub 1 zitierte Tatsache konnte, wenigstens was
die Ameisensiure betrifft, nicht bestitigt werden (siehe Ta-
belle IV). Aus der Tabelle V ist ersichtlich, daB weder Obsti-
pation (Fall 1, 2, 3, 7) noch septische Prozesse, wie Angina
tonsillaris, Pneumonia crouposa und caseosa (Fall 8, 9, 10) mit
einer Vermehrung der Ameisensiureausscheidung einhergeht.
Bei Carcinom, Ulcus ventriculi, fiir die ebenfalls eine Steige-
rung der fliichtigen Siuren infolge von Retention von Speisen
im Magen angenommen worden ist, wurden normale, Gfters
auch subnormale Werte gefunden (Fall 1, 7, 8, 12).

Ubersieht man nun die in der Tabelle II zusammenge-
stellten hohen Ameisensiurezahlen, so ergibt sich, daB man in
der scheinbaren Regellosigkeit einige pathologische Zustinde
herausgreifen kann, bei denen die Vermehrung der genannten
Fettsiure konstant zu finden ist. Dazu gehéren 1. Erkran-
kungen, die mit Dyspnoe einhergehen, 2. diabetische Acidosis,
3. Leukdmien. ‘

Die Auscheidungsverhiltnisse der Ameisensiure bei den
erstgenannten Zustinden ist aus der Tabelle VI ersichtlich, in
der alle mit Herzdekompensation und kardialer Dyspnoe einher-
gehenden Erkrankungen angefiihrt sind.

Mit Ausnahme von 2 Fillen (8 und 21), wo besonders
niedrige Werte gefunden worden sind, betrigt die Menge der
ausgeschiedenen Ameisensiure bei dyspnoischen Vitien das Zwei-
bis Zwanzigfache des Normalen. Besondere Aufmerksamkeit sei
auf die Fille 9 und 12 gerichtet, bei denen infolge von gleich-
zeitigen Lungenerkrankungen (Emphysem) sich zur kardialen
pulmonale Dyspnoe gesellte, wodurch vielleicht die hdochsten
Ameisensiurewerte ihre Erklirung finden. Der sub 22 regi-
stierte Fall wurde in diese Tabelle aufgenommen, obzwar keine
Herzinsuffizienz bestand, um zu zeigen, daB die pulmonale Dys-
pnoe allein durch einen Tumor der Pleura und Lunge bedingt,
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Tabelle VI.
Urinmenge Ameisensiure
Kalo-|ausd.Ka-| .
Name und in
Nr. . i mel |lomel be- Bemerkungen
Krankheit n ver- 24 Std.
24 8td.|arbeitet; rechnet
mg mg mg
1 |J., Nephritis, Obe- | 2100 | 500 | 368,5 85,2 147,8 | Bettruhe, starke Dyspnoe.
sitas
2 | M., Nephritis 1000 | 500 | 255,3 24,4 48,8 | Urdmischer Anfall.
8 do. 1200 | 400 | 351,5 38,4 100,8 | Chronische Urimie.
4 | B, Aorteninsuff. 1300 | 500 | 1518 145 87,7 | Dyspnoe.
5 |R., Vitium cordis 700 { 500 43,4 4,1 5,8 | Dekompensation.
6 | K., Mitralstenose 1800 | 500 | 107,9 10,3 87,1 | Wenig dyspnoetisch.
7 |8., Vitium cordis 1200 | 400 784 75 25,5 | Dyspnoe.
8 | 8., Mitralvitium 300 | 900 18,0 1,7 5,1 | Tachykardische Anfalle,
Bettruhe. )
91J, Nephr.itis,Vitium 2400 | 500 | 216,0 20,6 98,9 | Dyspnoe, Milohdiat.
co
10 |K,, do. 1200 | 600 | 1284 12,2 244 | Bettruhe, gemischte Kost.
11 | W., Aorteninsuff. 1200 | 400 | 250,5 23,9 71,7 | 8 g Urotropin verabreicht.
12 | P., Vitium cordis 1150 | 500 | 880,0 84,0 199,3 | Dyspnoe, gemischte Kost.
13 do. 1600 | 600 [1069,6] 124,5 | 892,6 | Milchdiit, absolute Ruhe.
14 do. 850 | 500 [1182,0] 113,0 192,1 | Fleischdiat, absolute Ruhe.
15 |C., Vitium cordis 1000 | 500 60,0 5,7 11,4 | Gemischte Diit, wenig ge-
gangen.
16 do. 750 | 500 71,0 6,7 10,0 | Fleischdidt, m&aBige Bewe-
gung.
17 | D., Mitralvitium 900 | 800 17,0 10,5 12,1 } Milchdiiat, Ruhe.
18 do. 1000 | 500 | 106,8 10,2 20,4 | Fleischdiat, Ruhe.
19 do. 1850 | 700 53,2 5,6 13,9 { Gemischte Diiit, Bewegung.
20 | A., Myodegeneratio | 3500 [ 500 103,0 9,8 68,6 | Starke Dyspnoe.
21 | P, Vitium cordis 2800 | 700 14,0 1,9 5,2 | Dyspnoe.
22 | P., Ca. pleurae 800 | 500 119,6 114 18,2 | Starke Dyspnoe.

geniigt, eine Steigerung der Formiatausscheidung, wenn auch
in geringem MaBe, hervorzurufen.
Diese Beobachtungen fiihrten zu einer Reihe von Ver-

suchen, die die Vermutung, da8 ein Zusammenhang zwischen
der Dyspnoe und dem Anstieg der Ameisensiure bestehe, stiitzen
sollte. Zu diesem Zwecke wurde der Urin von Patienten mit
kompensierten Vitien, bei denen leicht eine Arbeitsdyspnoe her-
vorzurufen war, vergleichend einerseits bei absoluter Ruhe, an-
dererseits nach miBiger Bewegung untersucht. Die Versuche
wurden in zweitigige Perioden eingeteilt (um eventuelle kleine
Schwankungen, wie sie durch Nahrungsaufnahme, morgentliche
Harnflut usw. bedingt werden konnten, nach Moglichkeit auszu-
schalten), derart, daB der Zeitperiode des ersten Tages, in der
Bewegung ausgefiihrt wurde, am zweiten Tage Bettruhe ent-
sprach, und umgekehrt,
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Es ist also gelungen, durch iibermiBige Muskelarbeit und
die dadurch bedingte Dyspnoe die Ameisensiureausscheidung
auf das Drei- bis Fiinffache zu steigern.

Auf eine lokale Asphyxie ist vielleicht die gesteigerte
Ameisenséureausfubr in einem Falle von Marschhimoglobinurie
zuriickzufithren, der zu Angiospasmen neigte und bei dem wir
GefaBkrimpfe als Ursache des hémoglobinurischen Anfalles an-
genommen haben?).

Tabelle IX.
Urinmenge Ameisensiure
Name Kal¢l>— aus in B
und i . mel | Kalomel emerkungen
Krankheit 24?@_ ar;:;‘tet berechnet |24 Std.
mg mg mg

1400 | 700 |4174] 3
800 | 450 | 790
C., Marsch- || 1100 | 550 [125:4| 1

9 79,8 1 Anfall, Dauer 3 Std.
7
Hamo- 2
1500 | 500 66,0 6,
9
7

9
6 15,2 | 1 Tag vor dem Anfall,
0 24,0 | Anfall, Dauer 21/, Std.
3 18,9 | Anfall.

8 19,6 | 1 Tag nach dem Anfall
3 14,6 | 2Tage nach dem Anfall,

globinurie®) || “95 | 450 | 1030
1100 | 550 | 767

Vom Normalwert 15,2 mg steigt also die Ameisensiure an
den Anfallstagen und dem folgenden Tage auf 24 bis 79,8 mg.
Es sei hier erwihnt, daB Cromer und Seligmann nach Zu-
fuhr von ameisensauren Salzen Methimoglobinbildung beobach-
teten, daB weiter DSpner angibt, Ameisensiure wirke hémo-
lytisch, in vitro Methdmoglobin bildend.

Bei dieser Gelegenheit soll auf eine Eigentiimlichkeit der
Formiatausscheidung die Aufmerksamkeit gelenkt werden: auf
ihre protrahierte Elimination. Einigen Autoren, die sich mit
quantitativen Ameisensiurebestimmungen beschiftigten, fiel es

wahrenden Krimpfen erhalten, die zeitweise so intensiv waren, daB zwei-
mal wegen Asphyxie kiinstliche Atmung vorgenommenn werden muBte.

Der Hund Nr. 2 ist am Versuchstage vormittags 2 Stunden, nach-
mittags 11/, Stunden in der Tretmiihle so schnell gelaufen, daB er nach
dem Versuch vollkommen erschdpft war.

1) Porges und Strisower, Wiener klin. Wochenschr. 1918, Nr. 4.

%) Die blutigen Harnportionen wurden gesondert aufgefangen, mit
Ammoniuamsulfat gefallt, das Filtrat mit dem restlichen Urin destilliert
und wie gewdhnlich verarbeitet. Um das Schaumen des Urins infolge
von hohem EiweiBgehalt zu vermeiden, wurde der Harn der Nephritiker
und Vitien ofters mit Tannin versetzt, ev. die Destillation fters unter-
brochen.
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auf, daB die Ausscheidungskurve erst am 2. bis 3. Tage die
Héhe erreicht, um am 3. bis 4. Tage abzuklingen. So betont
Pohl, daB die aus Methylalkohol im tierischen Korper ent-
standene Ameisensdure erst am 3. bis 4. Tage nach der Ver-
giftung ihr Maximum erreicht. Auch Haas!) findet bei seinen
Glyoxylsiurefiitterungsversuchen erst am 2. bis 3. Tage den
Anstieg der Ameisensiureausscheidung. Bei meinem Versuch
(Tabelle VIII, Hund II) sowie in der letzten Tabelle (IX) er-
reicht die Ameisenséureausscheidung erst am 2. Tage den
hochsten Wert und fdllt dann langsam ab. Ich fiihre diese
Tatsache an, weil sie imstande ist, einen scheinbaren Wider-
spruch zu erkliren. Viele dekompensierte Patienten, besonders
mit Nephritis, zeigen eine geringe Ameisensiureausscheidung.
Erst wenn das Herz besser arbeitet und die Diurese steigt,
steigt auch die Formiatmenge im Urin. DaB es sich dabei
nicht einfach um eine Ausschwemmung der retinierten Fett-
sdure handelt, zeigen einige in den friiheren Tabellen wieder-
gegebene Serienversuche. Die Steigerung der Formiatausschei-
dung hilt mehrere Tage an.

Wie erwiahnt, gehen noch andere Erkrankungen mit einer
erhohten Formiatelimination einher. An erster Stelle sei der
Diabetes erwihnt.

Schon C. Le Noble und Jaksch haben in Einzelfillen
hohe Fettsiuremengen gefunden, jedoch keine quantitativen
Angaben gemacht. Auch Dakin hat, wie erwihnt, auf Ver-
mehrung der Ameisensiure bei Zuckerharnruhr hingewiesen.
Tabelle X stellt eigene diesbeziigliche Erfahrungen zusammen.

Es sei im Anschlusse an die Tabelle X erwiahnt, daB in
500 ccm Blut?) (im Coma diabeticum einer Patientin ent-
nommen) 45 mg Ameisensiure gefunden worden sind, wihrend
bei 2 Patienten (Himoglobinurie 100 ccm und Urdmie 300 ccm
Blut) bloB einige Milligramm vorhanden waren.

!) Haas, Schicksal der Glyoxylsiure im Tierkorper. Diese Zeitschr.
46, 227, 1912.

*) Die Ameisensinrebestimmung im Blut wurde folgendermaBen
ausgefiibrt: Zu 2500 com siedender Mononatriumphosphatlésung wurden
500 com Blut tropfenweise zugefiigt, das ausgefillte EiweiB abfiltriert,
ein aliquoter Teil des Filtrats destilliert, das Destillat wie gewohnlich
behandelt. Die Kalomelmenge wurde auf das urspriingliche Volumen
Fliissigkeit umgerechnet.
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gservierung des Urins durch Borsiure die bakterielle Zucker-
girung, bei der bekanntlich meistens Ameisensiure gebildet
wird, hintangehalten worden ist.

Es scheint also die Annahme berechtigt, daB die Bildung
der Ameisensdure parallel der der Acetonkdrper einhergehe.
Die hochsten Ameisensiurewerte weisen doch die Falle mit
hochgradiger Acidose auf (Fall 1, 3, 5, 7, 10, 12), andererseits
wurden normale, ja sogar subnormale Werte bei fehlender
Acidose und miBiger Zuckerausscheidung gefunden (Fall 2 und 6).
Die Erklirung dieser Tatsache soll im nichsten Abschnitt im
Zusammenhange gegeben werden.

Eine andere Krankheit, die konstant mit einer magig er-
héhten Formiatausscheidung einherzugehen scheint, ist die
Leukimie. Schon Jaksch konnte eine Vermehrung der fliich-
tigen Fettsiuren bei 4 von 6 untersuchten Leukémien kon-
statieren; Scherer und Jakubasch fanden dann in je einem
Falle eine vermehrte Awmeisensiureausscheidung.

In 5 Fillen, die wir zu untersuchen Gelegenheit hatten,
wurden konstant hohe Werte beobachtet, die zwischen 21,9
und 64,8 mg schwankten, wie aus folgender Tabelle ersicht-
lich ist.

Tabelle XI.
Urinmenge Ameisensiure
Name K"-l;" aus in
und in ver- | ™€ | Kalomel Bemerkungen
Krankheit |24 Std.|arbeitet berechnet| 24 Std-
mg mg mg
W., Leukdmie| 700 [ 700 | 229,4 21,9 21,9 | Gemischte Diit, Bettruhe.
M. do. 500 | 1100 | 183,7 17,5 38,9 | Thoriumbehandlung,
Odeme.
U, do. 1200 | 500 | 1252 11,9 | 278 do.
Ww. do. 1400 | 700 | 336,8 32,1 64,2 do.
S, do. 1000 | 500 65,8 54 10,8 | Gemischte Diit, nach
Benzoltherapie 20000
Leukocyten.
S, do. 1300 | 650 87,0 6,3 12,6
8., Acute

Leukimie | 1200 | 600 | 157,2 15,0 30,0 | Starke Dyspnoe.

Worauf die in diesen Fillen konstatierte Ameisensiure-
vermehrung zuriickzufiihren ist, ist schwer zu entscheiden. Es
liegt nahe, sie mit der vermehrten Zerst6rung der weien Blut-
korperchen in Verbindung zu bringen. Dafiir wiirde vielleicht
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sprechen, da im Falle 5 und 6, wo eine deutliche Besserung
bei Benzoltherapie zu konstatieren war, die Werte normal
waren, Vielleicht ist auch die bei allen Patienten beobachtete
Aniamie mit Kachexie teilweise an der Erhdhung der Ameisen-
siureausscheidung beteiligt.

Endlich soll hier noch ein Fall von Muskeldystrophie be-
sprochen werden, der konstant hohe Ameisensaurezahlen zeigte.
Es handelte sich um eine hochgradige Atrophie der Schulter-,
Riicken-, Hiift- und Beinmuskulatur, so da die Patientin sich
weder aufsetzen noch gehen konnte, stindig zu Bette lag und
eine hochgradige Fettsucht aufwies.

Tabelle XII.
Urinmenge Ameisensiure
Name K"li" aus in
und i . | me! | Kalomel Bemerkungen
Krankheit |94 '§w. arl‘;zgtet berechnet|2% Std:
mg mg mg
K., Muskel-
dystrophie § 1400 : 800 | 261,7 25,0 | 43,7 | Kefirmilchdiit.
., do. 1200 | 800 | 258,0 25,7 37,0 | Fleischdiat.

Die in dieser Tabelle beobachtete hohe Ameisensiureaus-
scheidung ist wohl als ein Ausdruck des gestorten Muskelstoff-
wechsels aufzufassen. Gestiitzt wird diese Ansicht durch die
Befunde von Stepphuhn und Schellbach?), die nach Injektion
von Formiaten die groBte Menge von Ameisensiure in den
Muskeln beobachtet haben (beim Kaninchen wurden kurze Zeit
nach der Injektion der Ameisensiurelésung im Muskel 18,84/,
gegen 7,42°/, im Blut und 1,3°/, Ameisenséure in der Leber
gefunden. Beim Hund im Muskel 26,7°/, gegen 11,76°/; im
Blut). Es scheint demnach die Muskulatur die Féhigkeit zu
haben, die Ameisensiure an sich zu reiBen und zu Kohlen-
siure und Wasser zu verbrennen, bloB ein ganz geringer Teil
wird im Urin ausgeschieden. Es liegt die Vorstellung nahe,
daB bei einer so hochgradigen Erkrankung der gesamten Mus-
kulatur die Ameisensiure in groBerer Menge unverbrannt aus-

1) Stepphubn und Schellbach, Ameisensiure als Zwischen-
produkt der tierischen Zuckerspaltung. Zeitschr. f. phys. Chem. 80, 275,
1912.
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geschieden wird. Ubrigens wird noch weiter unten genauer
auf die Beziehungen des Muskelstoffwechsels und Ameisenséure-
bildung eingegangen.

Sollte sich der Befund ofters erheben lassen, so wiirde er
vielleicht Licht werfen auf eine Muskelstoffwechselstérung, deren
Ausdruck morphologisch die Degeneration und Atrophie der
Muskulatur ist.

IV. Die Muttersubstanzen der Ameisenséiure und die Ursache
ihrer Vermehrung in einxzelnen pathologischen Zustiinden.

Wir haben in den vorhergehenden Abschnitten die Ameisen-
sdure als gewohnlichen Bestandteil des Harns kennen gelernt,
viele Krankheiten mit normalen, einige mit erhShter Formiat-
ausscheidung angefiihrt. Es eriibrigt noch, die Frage nach den
Muttersubstanzen dieser Fettsiure zu erértern, um die Ursache
ihrer Vermehrung zu verstehen bzw. den Zusammenhang mit
der pathologischen Verinderung einzelner Organe und der dar-
aus resultierenden Stoffwechselstérung aufzudecken.

Da die Ameisensiiure ein tiefes Oxydationsprodukt, eine Vor-
stufe der Kohlensidure ist und auBerhalb des Organismus durch
Oxydation verschiedenster Korper entsteht, liegt die Vermutung
nahe, daB sie auch im tierischen Organismus beim Abbau so-
wohl der Kohlenhydrate wie auch der EiweiBkérper und Fette
durch Abspaltung und Oxydation der Carbonyl- und Methyl-
gruppen gebildet wird.

Die auf diese Frage bezugnehmenden Angaben einzelner
Autoren sollen hier kurz gestreift werden.

Die eingangs erwihnten Forscher (Rokitansky, Lewin,
Blumenthal) nahmen die Bildung der Ameisensiure aus
Kohlenhydraten an; ibnen schlieBt sich auf Grund von Tier-
experimenten Stepphuhn und Schellbach an, die beim
Hunde bei Zugabe von 30 g Glucose zur Fleischnahrung eine
Vermehrung der Formiate von 5 mg auf 11,8 bis 17,7 mg
fanden. Auch Lusk!) und Stoklasa?) glauben, daB im tieri-
schen Organismus, dhnlich wie es bei der Hefegirung Schade

1) Lusk, Erndhrung und Stoffwechsel. Verlag von Bergmann.
Wiesbaden 1910.
%) Stoklasa, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 86, 4058.



Ausscheidung der Ameisensiure im mensohlichen Urin usw. 209

und Stepphuhn fanden, das Zuckermolekiil iiber verschiedene
Zwischenstufen in ein Aldehyd und Ameisensiure zerfalle.

Als die unmittelbaren Vorstufen der Ameisensiure im
tierischen Organismus erkannte Dakin?) auf Grund seiner Ver-
suche die Essig-Propion-Butter-Valeriansiure, Haas?) auf Grund
von Leberdurchblutungen die Glyoxylsiure. (Bei Durchblutung
von 95 g Leber fand er 33,5 bis 62,7 mg Ameisensdure mehr
als in den Kontrollen. Auch beim Versetzen des Leberbreies
mit 0,8 g Glyoxylsiure wurden 22,8 mg Ameisensiure gebildet.
Ein Hund schied nach Verfiitterung von 4,7 g Glyoxylsiure
um 23,5 bis 54,1 mg Ameisensiure mehr aus, als wihrend der
Kontrolltage) Aus allen angefiihrten Angaben geht hervor,
daB die meisten Autoren die Ameisenséiure als ein Abbau-
produkt der Kohlenhydrate iiber niedere Fettsiuren (haupt-
sichlich Milchsiure) betrachten.

Eine einfache Uberlegung weist jedoch darauf hin, da8
gie auch aus Fett entstehe, da die Fette durch fortgesetzte
Spaltung niedere Fettsiuren — vorwiegend Essigsiure — lie-
fern. Auch die Tatsache, daB man bei diabetischer Acidosis
sehr hohe Formiatausscheidung findet, spricht fiir ihre Ent-
stehung aus Fetten und EiweiBkorpern analog der Acetonkéorper.

Bei der nahen Beziehung der Derivate der EiweiBkorper,
der Aminoséiuren zu den Fettsiuren und der Leichtigkeit, mit
der sie im Tierkorper ineinander iibergehen, ich nenne blo8 die
Bildung von Brenztraubensiure und Milchsiure aus Alanin,
der Essigsiure aus Glykokoll, ist wohl anzunehmen, da auch
aus EiweiB, wenn auch im beschrinkten MaBe, Ameisensiure
gebildet werden mag.

Es wire demnach die Ameisensiure als ein gemeinsames
intermediéres Abbauprodukt der Kohlenhydrate, Fette und Ei-
weiBkorper anzusehen.

Diese theoretische Uberlegung wird durch eigene Versuche
gestiitzt, und zwar:

1. Durch die in der Tabelle IV zitierten Versuche der
Beeinflussung der Ameisensiiure durch verschiedene Kostformen.

) Dakin and Wakeman, Formic acid a8 an intermediary sub-
stanoe in the catabolism of fatty acids and other substances. Journ. of
Biol. Chemistry 1911, Nr. 9, 8. 327,

%) Haas, L c. .

Biochemische Zeitschrift Band 54. 14
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2. Die in der Tabelle X augefiihrten Serienversuche an
Diabetikern, sowohl bei strenger, als auch gemischter Kost.

8. Das Vorkommen der Ameisensdure bei hungernden Tieren
(ein 4 Tage hungernder Hund, Gewicht 3500 g, schied in 200 ccm
wenig Ameisensiure aus, Kalomel nicht gewogen. Am 6. Hunger-
tage wurden in 180 ccm Urin 4,1 mg Ameisensiure, entsprechend
43,3 mg Kalomel, gefunden).

Es erscheint somit die Annahme berechtigt, daB die Ameisen-
siiure als ein intermedidres Stoffwechselprodukt aller Nahrstoffe
auftritt; es bleibt noch zu diskutieren, worauf ihre pathologi-
sche Vermehrung zuriickzufiihren ist. Wie aus dem III. Ab-
schnitt zu ersehen ist, sind hier zwei krankhafte Zustinde ge-
sondert zu betrachten: 1. die Asphyxie, 2. die diabetische
Acidose.

Ad 1. Die Steigerung der Formiatausscheidung wurde ge-
funden: 1. bei dekompensierten Vitien trotz absoluter Bett-
ruhe, 2. bei kompensierten Vitien nach Muskelbewegung, 3. bei
arbeitsdyspnoischen Hunden. Allen diesen Zustéinden gemein-
sam ist die Asphyxie, der Sauerstoffmangel. Bei Sauerstoff-
mangel ist das Auftreten von sauren Substanzen vielfach er-
wiesen worden, so bei Kohlenoxydvergiftung, bei kardialer
Dyspnoe (herabgesetzte Kohlensiurespannung nach Porges,
Leimdérfer, Markovici?), ferner bei lokaler Asphyxie infolge
von Muskelkrimpfen und dgl. Man hat hier insbesondere die
Bildung von Milchsiure vermutet, dieselbe jedoch selten nach-
gewiesen. Da die Milchsiure sich mit Leichtigkeit in Acet-
aldehyd und Ameisensiure spaltet, so wird man nicht fehl-
gehen, fiir die Vermehrung der Ameisensiure den Sauerstoff-
mangel verantwortlich zu machen.

Dabei muB es unentschieden bleiben, ob der Anstieg der
Formiatausscheidung auf einer pathologischen Spaltung der
vermehrten Milchséure oder auf der herabgesetzten Verbrennungs-
fahigkeit der in normalen Mengen gebildeten Ameisenséure durch
die asphyktischen Muskeln beruhe.

Ad 2. Eindeutig ist die Erklirung der Ameisensidure-
vermehrung bei Diabetes. Es wurde oben bemerkt, daB

1) Porges, Leimdorfer, Markovici, Uber Kohlensiurespannung
in der kardialen und pulmonalen Dyspnoe. Zeitschr. f. klin. Med. 77,
447, 1913. ’
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sie parallel der Acidose einhergehe. Diese Beobachtung
berechtigt zur Annahme, daB die Ameisensdure analog den
Acetonkorpern auf eine vermehrte Verbrennung der Fette
zuriickzufilhren ist. Die Fette enthalten hohe Fettsiuren,
die durch sukzessive Abspaltung in niedere Fettsiuren iiber-
gehen, von denen viele nach den zitierten Versuchen von Dakin
als Muttersubstanzen der Ameisensiure zu betrachten sind.
Ob bei Diabetes auch ein herabgesetztes Verbrennungsvermogen
fir Fettsiuren, wie sie Stadelmann fiir Milchsdure nachwies,
eine Rolle spielt, muB dahingestellt bleiben.

Kurz zusammenfassend sollen die Ergebnisse dieser Arbeit
wiedergegeben werden:

1. Es wird eine Methode zur Bestimmung der Ameisen-
siure im Urin angegeben, die iiber 90°/, Ausbeute gibt.

2. Die Ameisenssure ist ein normales intermedidres Stoff-
wechselsprodukt und findet sich physiologischerweise in der
Menge von durchschnittlich 13,6 mg im Tagesurin.

3. Thre Menge wird weder durch einseitige Ernahrung
noch durch méBige Muskelbewegung beeinflufit.

4. Bei vielen Krankheiten, wie kompensierten Herzaffek-
tionen, Carcinom, Ulcus ventriculi, Polyglobulie, Cholelithiasis,
Obstipation, bei fieberhaften Erkrankungen wie Typhus, Tuber-
kulose, Pneumonie, Angina tonsillaris usw. findet man normale
Ameisensiuremengen.

4. Vermehrt erscheint sie bei asphyktischen Zustédnden:
dekompensierten Herzzustinden, bei Arbeitsasphyxie der Herz-
kranken und Tiere.

5. Auch bei Diabetes steigt die Ameisensiureausfuhr als
Zeichen eines qualitativ und quantitativ verdnderten Fett-
stoffwechsels.

6. Bei einem Fall von Muskeldystrophie zeigte die Ameisen-
siure eine miBige Vermehrung, vielleicht als Ausdruck des ge-
storten Muskelchemismus.

14*



Quantitative Bestimmungen der Cholesterinstoffe
neben einander.

Zweiter Teil'): Cholesterin.
Von
J. Lifschiitz, Hamburg.
(Eingegangen am 7. Juli 1913.)

L

Die Frage nach der quantitativen Ermittelung des pri-
miren neutralen ,Verbrennungsproduktes® des Cholesterins in
den tierischen Organen, des sogenannten Oxycholesterins, neben
dem Cholesterin, ist an dieser Stelle im oben zitierten ersten
Teil dieser Arbeit ausfiihrlich erortert worden. Das Verfahren
zu diesen analytischen Ermittelungen des Oxycholesterins be-
ruht auf vergleichenden spektrometrischen Messungen der Ab-
sorptionsspektra der Farbreaktionen, die man mit Eisessig-
Schwefelsdure in den Chloroformlésungen einerseits der auf
Oxycholesterin zu untersuchenden Substanz und andererseits
in einer Testlosung mit bekanntem Oxycholesteringehalt gleich-
zeitig hervorruft. Unter Voraussetzung der Richtigkeit des
Satzes von der Proportionalitit der Spektralintensitaten in den
farbigen Losungen zu dem jeweiligen Oxycholesteringehalt der-
selben, st6Bt man bei dieser Substanz insofern auf keine er-
heblichen Schwierigkeiten, als die in Rede stehende Farb-
reaktion mit Eisessig-Schwefelsiure, auf der sich ja das Ver-
fahren aufbaut, nur dem Oxycholesterin allein zukommt, an
der also das stets dabei anwesende Cholesterin sich gar micht
beteiligt.

1) Der erste Teil (,Oxycholesterin“) erschien in dieser Zeitschr. 48,
373 bis 409, 1913 unter der Uberschrift ,Quantitative Bestimmungen der
Oxydationsprodukte des Cholesterins,
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Vollig analog 1aBt sich, wie ich wiederholt dargetan habe,
in Abwesenheit von Oxycholesterin?) auch das Cholesterin spektro-
metrisch durch das Absorptionsspektrum der Liebermann-
schen Cholestolreaktion mit Acetanhydrid und Schwefelsiure
bestimmen. Ist aber Oxycholesterin zugegen, so ist dieses
Verfahren nicht ohne weiteres anwendbar, da das Oxycholesterin,
auch wenn es vollig cholesterinfrei ist, auf Acetanhydrid und
Schwefelsiure ebenso reagiert, wie das Cholesterin selber.

Es ist einleuchtend, daB die bereits gegebene Méglichkeit
einer quantitativen Bestimmung des Oxycholesterinse nur dann
ihren vollen Wert erlangt, wenn gleichzeitig ein einwandfreies
Verfahren vorliegen wiirde, das gestattet, das Verhiltnis dieses
Cholesterinderivats zu seiner Muttersubstanz (dem Cholesterin)
gleichfalls quantitativ zm ermitteln. Zur Losung dieser Auf-
gabe lagen naturgemiB

die bereits vorgeschlagenen analytischen Verfahren

zur quantitativen Bestimmung des Cholestering am niichsten.
Als das fiir diesen Zweck geeignetste Verfahren erschien die
von A. Windaus?) empfohlene Fillung des Cholesterins aus
einer 2%/ igen alkoholischen Losung mittels einer 1°/,igen L&-
sung von Digitonin in 90°/,igem Alkohol. Dieses Verfahren
empfahl sich um so mehr, als es die Moglichkeit bietet, das
freie Cholesterin von den Cholesterinestern, die mit Digitonin
keine in Weingeist unldsliche Verbindung eingehen, zu trennen.
Vorauszusetzen war freilich, daB die neutralen Begleitstoffe des
Cholesterins, die ja in den tierischen Organen und Geweben in
fast gleichen Mengen wie das Cholesterin aufzutreten pflegen,
mit dem iiberschiissigen Digitonin keine in Weingeist unlts-
liche oder schwer lésliche Verbindungen eingehen, die dann
etwa mit dem unldslichen Digitonincholesterid mit ausfallen
konnten.

Um das Verfahren darauf zu priifen, waren von vornherein
zwei Wege gegeben. Erstens: die Priifung des Digitoninnieder-
schlags selbst auf die An- resp. Abwesenheit der neutralen

1) Vgl. auch Sol;luBlim zum ersten Teil dieser Arbeit, diese Zeitschr.
48, 407.

1) Zeitachr. f. physiol. Chem, 65, 110, 1910. (Zit. Pharmaz. Zentral-
halle 1910, Nr. 83, 8. 752.)
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Begleitstoffe des Cholesterins; sodann, falls diese Priifung an
der noch wenig bekannten Natur der meisten Begleitstoffe des
Cholesterins scheitern sollte, — das aus den unverseifbaren
Neutralstoffen der Fette der tierischen Organe und Gewebe ge-
fillte Cholesterin, das sich aus seiner Digitoninverbindung
quantitativ -leicht isolieren laBt, auf seine quantitative
Reinheit zu untersuchen. Ubrigens existieren auch neutrale
Begleitstoffe des Cholesterins, die sich durch ihre bereits be-
kannten scharfen Merkmale selbst in ‘sehr geringen Mengen
und in komplizierten Gemischen mit Sicherheit nachweisen
lassen. Es sind dies namentlich das Isocholesterin und das
sogenannte Oxycholesterin, deren ausgezeichnete Farb- und
Spektralreaktionen — wenigstens in den Fillen, wo diese Stoffe
zugegen sind — sehr wohl geeignet erscheinen, als Hilfsmittel
bei der Priifung des genannten Digitoninverfahrens auf seine
Verwendbarkeit in diesen Féllen zu dienen.

Die interessante, wenn auch nur #uBerliche Ahnlichkeit
der Digitonin-Cholesteridreaktion mit der Liebermannschen
Cholestolreaktion, indem diese beiden Reaktionen auf freies
Cholesterin positiv zu wirken und bei dessen hoheren Fett-
siure-Estern negativ auszufallen pflegen?), lieB von vorn-
herein vermuten, daB sich diese Ahnlichkeit auch auf die iibrigen
Cholesterinstoffe bzw. deren Ester erstrecken miiBte, d. h. daB
Digitonin auch mit freiem Oxycholesterin (und mit Iso-
cholesterin) alkoholunlgsliche oder schwer losliche Verbindungen
geben miite. Da nun das Oxycholesterin seinerseits mit
dem Cholesterin in auffallendem Grade auch die Eigentiim-
lichkeit teilt, wonach es die Cholestolreaktion mit Acetanhydrid
und Schwefelsdure (und auch die Essigschwefelsiurereaktion)
nur im freien Zustande gibt, nicht aber, wenn es als Ester an
hohere Fettsiuren gebunden ist?), so war es auch sehr wahr-
scheinlich, daB es sich hinsichtlich seiner Féllbarkeit mit Digi-

1) Da8 nur auf das freie Cholesterin die Liebermannsche Chole-
stolreaktion anwendbar ist, nicht aber auf dessen Ester, vgl. man Monatsh.
f. prakt. Dermatol. 45, 401ff., sowie diese Zeitschr, 20, 483 u. 484, 1909
und a. a. O. (vgl. auch weiter unten V, S. 233).

%) Siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 53, 142, 1907; 58, 176, 1908;
Monatsh. f. prakt. Dermatol. 45, 238, 1907 und a. a. O. (Darmstiadters
Wollfettwachs).
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tonin gleichfalls analog dem Cholesterin verhalten miifte. In
diesem Falle kime man freilich mit der Anwendung des Digi-
toninverfahrens zur quantitativen Bestimmung des Cholesterins
bei Anwesenheit von Oxycholesterin auch nicht weiter, als mit
dem spektrometrischen Verfahren.

Diese naheliegenden Erwiigungen fiihrten zu einer Reihe
von Versuchen mit kiinstlichen sowie mit natiirlichen Mischungen
von Cholesterin und Oxycholesterin resp. mit Isocholesterin,
sowie mit diesen reinen Cholesterinstoffen fiir sich, wobei jene
Vermutungen ihre Bestétigung gefunden haben. Es ergab sich
dabei folgendes:

1. Reines Cholesterin fillt mit Digitonin fast quanti-
tativ als Digitonincholesterid aus.

2. Cholesterinfreies Oxycholesterin fillt aus seinen Lisungen
— nach Vorschrift verfahren — mit Digitoninlésung,
ahnlich wie Cholesterin, in kleinen, unter dem Mikroskop
recht einheitlich aussehenden Krystallen, die zu einer weiSen,
silberglénzenden Masse eintrocknen und sich gegen 218° C ohne
za schmelzen zersetzen!). Bei 110° getrocknet ergab der Nieder-
schlag — auf Cholesterin berechnet — 50 bis 53°/, des angewen-
deten Oxycholesterins. Der Niederschlag ist selbst in der
Siedehitze sehr schwer loslich in allen indifferenten Losungs-
mitteln, in denen das Oxycholesterin auch in der Kilte leicht
l16elich ist. Beim Kochen einer entsprechenden Menge mit 2
bis 3 ccm Eisessig 168t er sich auf und gibt beim Erkalten —
ohne sich wieder auszuscheiden — auf Zusatz von 8 bis 10
Tropfen Schwefelsiure eine sehr starke Oxycholesterinreaktion
mit allen ihren charakteristischen Farben- und Spektralerschei-
nungen. ’

3. Ein kiinstlich hergestelltes Gemisch von !/, cholesterin-
freien Oxycholesterins mit */, reinen Cholesterins lieferte durch
die Fillung mit Digitoninlésung einen Niederschlag, der nach
sorgfiltigem Waschen und Trocknen bei 110° C 83 bis 84°/, der
angewendeten Menge des Gemisches ergab (auf Cholesterin be-
rechnet) und in Eisessiglosung mit Schwefelsiure stark auf
Oxycholesterin reagierte. Also, anstatt 66,6°/, des im Ge-
mische enthaltenen reinen Cholesterins resultierten 84°/, eines

) Vgl. diese Zeitschr. 52, 207, 1913.
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Gemenges von Digitonin-Cholesterid und Digitonin-Oxychole-
sterid?).

4. Der unverseifbare Anteil eines Blutfettes, der nur we-
nige Prozente Oxycholesterin enthielt, in alkoholischer Losung mit
Digitoninlosung gefillt, ergab ein Digitonin-Cholesterid, das mit
Essigschwefelsdure wesentlich intensiver auf Oxycholesterin re-
agierte als die verarbeitete urspriingliche Substanz selbst. Das
Auffallende bei dieser Analyse war der Umstand, daB das Fil-
trat, vom Niederschlag getrennt, bis zur ;Trockne eingedampft,
im Riickstande nur &uBerst schwach auf Oxycholesterin
(mit Essigschwefelsiure) reagierte. Es scheint also bei dieser
Analyse fast der gesamte relativ kleine Oxycholesteringehalt
der Substanz mit dem Cholesterin ausgefallen zu sein.

5. Eine alkoholische Lésung von reinem Isocholesterin, in
vorgeschriebener Weise mit Digitoninlosung versetzt, scheidet
langsam einen leichtflockigen Niederschlag ab, der 42 bis 49°/,
vom angewandten Isocholesterin (auf Cholesterin berechnet) er-
gibt. Auch dieser Niederschlag 16st sich — im Gegensatz zum
Isocholesterin — nur sehr schwer in kochenden indifferenten
Losungsmitteln. In wenig kochendem Eisessig gelost, mit etwa
dem doppelten Volumen Acetanhydrid verdiinnt und in der
Kiilte mit einigen Tropfen konzentrierter Schwefelsiure ver-
mischt, zeigt er die fiir Isocholesterin charakteristische Reaktion
in Farbe und Absorptionsspektrum?). Also auch das Iso-
cholesterin geht mit Digitonin eine in Weingeist schwer 15s-
liche Doppelverbindung ein.

Wie ich im ersten Teile dieser Arbeit®) bereits angedeutet
habe, erscheint nach den obigen Feststellungen die Bestimmung
des Cholesterins als Digitonin-Cholesterid unter den bisher vor-
geschriebenen Bedingungen {neben Oxycholesterin, was ja in
den tierischen Lipoiden und Fettgebilden sehr hiufig der Fall
ist, nicht bedingungslos anwendbar,

) Nimmt man an, daB das Digitonin das gesamte Cholesterin saus-
gefdllt bhat, so muBte hier mindestens die Hilfte des im Gemisch zur
Anwendung gelangten Oxycholesterins, also &iber 15°/, des Gemisches,
aus der Lisung mit ausgefallen sein.

%) Vgl. Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 81, 100 und a. a. O.

%) Diese Zeiteohr, 48, 874, 1913 und daselbst 62, 207, 1913.
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Die Bestimmung der Cholesterinstoffe durch colori-
metrische Messungen

der Liebermannschen Acetanhydrid-Schwefelsiurereaktion

(Cholestolreaktion) ist bereits vor vielen Jahren, wenn ich nicht

irre, von E. Schulze, dem Entdecker des Isocholesterins, vor-

geschlagen worden. In neuerer Zeit haben sich einige Autoren

wieder diesem Verfahren zugewandt?).

Aber auch dieses Verfahren ist aus mannigfachen Griinden
fir den hier verfolgten Zweck nicht ohne weiteres anwendbar.
Zunichst lieBe sich hier im besten Falle das Cholesterin fiir
sich neben Oxycholesterin, worauf es ja im Blute und auch in
manchen Organen ankommt, gar nicht bestimmen, weil Oxy-
cholesterin, wie die letztzitierten Autoren selbst richtig be-
merken, gleichfalls die Liebermannsche Cholestolreaktion
gibt. Man konnte also z. B. im Blute hochstens die Summe
von Cholesterin und Oxycholesterin colorimetrisch bestimmen.
Aber auch in diesem Sinne wiren die erlangten Werte nicht
bedingungslos einwandfrei. Bekanntlich gibt es auch eine Reihe
anderer Korper, die mit Acetanhydrid-Schwefelséiure griine Fir-
bungen geben (Harzarten, Harzole und dgl). Aber auch im
Unverseifbaren der tierischen Fett- und Wachsgebilde gibt es
noch unbekannte Begleitstoffe des Cholesterins, die mit Essig-
schwefelsdure?) wie mit Acetanhydrid-Schwefelsdure griine Far-
bungen geben, aber weder die Absorptionsspektra des Oxychole-
sterins noch die des Cholesterins zeigen. Es sind also méglicher-
weise gar keine Cholesterinstoffe, miissen aber bei colori-
metrischen Messungen als solche mit in Rechnung gezogen
werden. AuBerdem erscheint die Reaktionsfarbe in den tieri-
echen Fettsubstanzen nur sehr selten rein griin; haufiger aber
— namentlich in Gegenwart von Oxycholesterin — ist sie gelb-
bis braunlichgrin und so mit den Testlosungen nicht iiber-
einstimmend.

Unter den dargelegten Umsténden blieb also nichte anderes
iibrig, als mich dem eingehenderen Studium des spektrometri-

1) Siehe A. Grigau: Neue Methode zur Cholesterinbestimmung usw.
Compt. rend. Soc. Biol. 83, 513, 1911 und W. Autenrieth und Albert
Funk: Die colorimetrische Bestimmung des Gesamtcholesterins im Blute
und in Organen. Miinch. med. Wochenschr, 28, 1243, 1913.

%) Vgl. diese Zeitschr. 48, 376, 1913.
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schen Verfahrens zuzuwenden, um die Moglichkeit herbei-
zufithren, das Cholesterin, und wire es auch nur annihernd
genau, neben seinen obengenannten Begleitstoffen auch quanti-
tativ zu bestimmen.

Die Ergebnisse dieser Studien seien im folgenden wieder-
gegeben:

1L
Die Verwendbarkeit der Cholestolreaktion und der Essig-
schwefelsiurereaktion

fiir quantitative spektrometrische Ermittelungen, einerseits der
eigentlichen Cholesterinstoffe und andererseits des Oxychol-
esterins nebeneinander ist nach langjihrigen Erfahrungen auf-
gebaut auf der GesetzmiBigkeit zweier Grundformen dieser Re-
aktionen, die in folgenden Sitzen ihren Ausdruck finden mégen:

1. Die Spektralintensititen der Acetanhydrid-
Schwefelsdurereaktion auf Cholesterinstoffe und der
Essigschwefelsdurereaktion auf Oxycholesterin sind
direkt proportional dem Gehalt des jeweiligen Reak-
tionsgemisches an diesen Stoffen.

2. Die Spektralerscheinungen der Acetanbydrid-
Schwefelsdurereaktion derjenigen Cholesterinstoffe,
die diese Reaktion in 'Farbe und Spektrum geben
(Cholestol, Cholesterin, Oxycholesterin) sind in ihren
Grundformen miteinander identisch.

Aus dem ersten Satze folgt, daB auch der Cholesteringehalt
eines zu untersuchenden Korpers in Abwesenheit der Chol-
esterinderivate, die die Cholestolreaktion noch geben, durch
Messungen der Spektralintensitit seiner Cholestolreaktion mit
der des reinen Cholesterins sich in analoger Weise berechnen
18t, wie sie im ersten Teile dieser Arbeit?) fiir die Spektro-
metrie des Oxycholesterins durch seine Essigschwefelsiure-
reaktion angegeben wurde.

Aus dem zweiten Satz — im Zusammenhang mit dem
ersten Satz — folgt, daB diese spektrometrischen Messungen
der Cholestolreaktion bei einem Gemisch von Cholesterin
und Oxycholesterin den Gesamtwert der Summe dieser beiden
Korper ergeben miissen. Bestimmt man nun den Oxycholesterin-

1) Diese Zeitsohr. 48, 380 und 381.
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gehalt des betreffenden Gemisches fiir sich und zieht ihn von
jener Summe ab, so ergibt die Differenz den gesuchten Chol-
esteringehalt des zu untersuchenden Gemisches.

Der experimentellen Begriindung dieser Sitze seien fol-
gende, die in Rede ‘stehenden Reaktionen erliuternden Be-
trachtungen vorangeschickt.

1. Die Liebermannsche Cholestolreaktion?)

des Cholesterins mit Acetanhydrid und Schwefelsiure
ist in ihren optischen Erscheinungsformen: in ihren Farben wie
in ihren Spektralabsorptionen, der Essigschwefelsidurereaktion
des Oxycholesterins auBlerordentlich dhnlich. Die Farben-
skalen der beiden Reaktionen und die Ubergiinge der ein-
zelnen Farbengattungen ineinander sind bei beiden fast die-
selben: sie setzen beide mit Rot oder Violettrot ein und gehen
bald durch Blau in ein schones, sattes und tief dunkles Griin
iiber, das viele Stunden anhilt und erst nach etwa 24 bis
30 Stunden verblaBt. DemgemiB sind auch die Absorptions-
spektra der beiden Reaktionen von groBer Ahnlichkeit; lassen
aber die sehr wesentlichen Abweichungen der jeweiligen Spek-
tralabsorptionen in den einzelnen Reaktionsstadien voneinander
schon auf den ersten Blick durch das Spektroskop erkennen.

Im ersten (roten) Stadium, das bei der Cholestol-
reaktion in der passenden Verdiinnung der Lésung nur wenige
Sekun:ien anhélt und bei der Essigschwefelsdureaktion durch
mehrere Minuten beobachtet werden kann, erscheinen in beiden
Fillen zwei durchsichtige Bénder im Griin des Spektrums, die
mit dem Ubergang der Farbe in Blau — bei der Cholestol-
reaktion rasch, bei der Essigschwefelsiurereaktion der Oxy-
cholesterins langsam — verschwinden. Gleichzeitig mit diesen

1) Unter dieser Reaktion ist diejenige zu verstehen, die in einer
Acetanhydridlosung der Cholesterinstoffe mit konz. SBchwefelsiure
hervorgerufen wird. Dieselbe Reaktion in Acetanhydrid-Chloroform-
l6sungen wird als Liebermann-Burchardsche Reaktion bezeichnet.
Diese von Burchard] variierte Cholestolreaktion ist mit der urspriing-
lichen Liebermannschen Reaktion insofern nicht identisch, als letztere
auf die Cholesterinester der hoheren Fettsiuren nicht an-
wendbar ist. Auf die Griinde dieser negativen Seite der Lieber-
mannschen Reaktion werde ich in einer spidteren Mitteilung zuriiok-
kommen. (Siche auch weiter unten V, S. 233ff.)
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zwei Bindern erscheint bei der Essigschwefelsiurereaktion des
Oxycholesterins ein tiefdunkles Band in Gelb. Die analoge Ab-
sorption erscheint bei der Cholestolreaktion erst nach dem Ver-
schwinden der genannten zwei Bénder aus dem Griin.

Im zweiten (blauen) Stadium, das gleichfalls bei der
Cholestolreaktion nur etwa 1 bis 2 Minuten dauert, bei der
Essigschwefelsiurereaktion aber stundenlang anhilt, verdichten
sich die Absorptionen in Gelb und verbreiten sich nach und
nach derart, daB sie im Spektrum das ganze Orange, das Gelb
und den groBten Teil des Griins ausloschen.

Im dritten (griinen) und letzten Reaktionsstadium,
das bei der Essigschwefelsdurereaktion, wie gesagt, wesentlich
spiter einzutreten pflegt als bei der Cholestolreaktion, ziehen
sich die sehr breiten Spektralabsorptionen nach und nach zu-
sammen und hinterlassen bei der Essigschwefelsdurereaktion
ein tief dunkles Band im Gelb und bei der Cholestolreaktion
eine #hnliche Absorption in Orange. Hier, mit dem weiteren
Schwinden der Absorptionen, treten schwache dunkle Linien
oder Streifchen in Rot des Spektrums auf, und zwar bei der
Essigschwefelsiurereaktion zwischen den Frauenhoferschen
Linien C und ¢ und bei der Cholestolreaktion zwischen den
Linien B und €. Allmédhlich verschwinden die Absorptionen
auch aus dem Gelb resp. dem Orange ginzlich, das ganze
Spektrum hellt sich vollstindig auf bis auf die erwahnten Ab-
sorptionen C—d resp. B—O, die sich inzwischen zu tief
dunklen, fast scharf begrenzten und ziemlich breiten Streifen
entwickelt haben. Im wesentlichen unterscheiden sich, wie er-
sichtlich, die beiden komplizierten Spektralbilder dadurch, da8
das der Essigschwefelsiurereaktion gegeniiber dem der Chol-
esterinreaktion um eine betrichtliche Anzahl Wellenlingen dem
Ultrarotende des Spektrums néher geriickt erscheinen.

Aus der geschilderten optischen Ahnlichkeit der Acet-
anhydrid-Schwefelsiurereaktion der Cholesterinstoffe
mit der Essigschwefelsidurereaktion des Oxycholeste-
rins darf selbstredend hdchstens auf die nahe Verwandtschaft
des letzteren mit seiner Muttersubstanz, dem Cholesterin, ge-
schlossen werden. DaB8 von einer etwaigen ,Identitdt“ dieser
beiden Reaktionen nicht die Rede sein kann, folgt schon aus
der totalen Verschiedenbeit der Medien, in denen sie hervor-
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gerufen werden, sowie aus dem Umstand, .daB die Essig-
schwefelsiure auf Cholesterin iiberhaupt nicht reagiert
(weder der Farbe noch dem Spektrum nach), vielmehr bleibt
das Gemisch in diesem Falle, wenn es mit wirklich reinem
Cholesterin und reinen Reagenzien hergestellt ist, fast
vollig farblos. Eine etwaige braunliche Farbung pflegt auch
von der Essigschwefelsiure an und fiir sich herzuriihren?).

2. Der Ausban der Spektrometrie der eigentlichen
Cholesterinstoffe fiir analytische Zwecke

erheischt zunichst die Ausgestaltung der Liebermannschen
Acetanhydrid-Schwefelsdurereaktion (Cholestolreaktion)
zu einer konstanten und in allen Fillen unfehlbar sicher zu
handhabenden Erscheinung mit ausgesprochenen, den Launen
des Zufalls nicht unterliegenden Merkmalen. Dies hatte zur
Voraussetzung: 1. die Kenntnis der hochsten Entwicklungsstufe
der Reaktionsintensitit, namentlich aber des fiir die ver-
gleichende Spektrometrie geeignetsten letzten Sta-
diums der Reaktion; 2. die Ermittlung der Moglichkeit, wo-
nach man die Reaktion gerade auf dieses Stadium einzustellen
vermag, 80 daB die hochste Intensitéit dieser letzten Entwick-
lungsstufe mit dem Hohepunkt der Gesamtreaktion iiberhaupt
zeitlich méglichst zusammenfillt, und 3. die Bestimmung des
Umfangs der Reaktionsempfindlichkeit iiberhaupt.

Die Leichtigkeit, mit der sich diese Feststellungen bei der
Spektrometrie des Oxycholesterins vermittels der
Essigschwefelsiurereaktion bewerkstelligen lieBen, lag zu-
nichst in der Eigentiimlichkeit dieser Reaktion: bei ihrer Her-
vorrufung ohne wesentliche Temperaturerh6hung des Reaktions-
gemisches vor sich zu gehen, sowie in ibrer relativ geringen
Empfindlichkeit gegen Temperatursteigerungen iiberhaupt. Sehr
wesentlich kam hier den Feststellungen obiger Reaktionsbedin-
gungen der Umstand zugute, daB die hchste Entwicklungsstufe
des fiir die Spektrometrie geeigneten letzten Stadiums der Essig-
schwefelsdurereaktion sich rasch, schon nach wenigen Minuten
nach der Herstellung des Reaktionsgemisches, durch Zusatz
einer geringen Menge Eisenchloridlésung, also durch kiinstliche

1) Mischt man Eisessig mit ca. 109/, konz. Schwefelsiure, so farbt
sich die Mischung schwach briunlich (siche weiter unten 8. 223).
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Oxydation, fast momentan hervorrufen li8t (was obne diesen
Kunstgriff erst nach mehreren Stunden einzutreten pflegt),
wihrend dies bei der sonst so &hnlichen Cholestolreaktion nicht
der Fall ist. Man ist daher in diesem Falle gezwungen, auf
die natiirliche Entwicklung dieser Reaktion bis zu der ge-
wiinschten Stufe 2 bis 4 Stunden (je nach der Konzentration
der Cholesterinlésung und der Zimmertemperatur) zu warten,
bevor man zur Messung ihrer Spektralintensitit schreiten kann.

Die lastigste Eigentiimlichkeit der Acetanhydrid-Schwefel-
siurereaktion bei ihrer spektrometrischen Verwertung fiir
Cholesterinbestimmungen ist ihre Empfindlichkeit gegen Tem-
peratursteigerungen. Nun reagiert aber bekanntlich konzen-
trierte Schwefelsiure auf Acetanhydrid unter bedeutender Wiarme-
entwicklung, so daB die Herstellung des Reaktionsgemisches in
einer Acetanhydrid-Cholesterinlésung durch Zusatz von konz.
Schwefelsiiure fast unvermeidlich mit einer Temperatursteigerung
des Gemisches verbunden ist, die die Reaktion in unerwiinschter
Weise beschleunigt und auch in einem fiir die Spektralanalyse
wesentlich ungiinstigen Grade beeinflut. Indessen lieB sich
eine betrichtliche Wiarmeentwicklung dadurch umgehen, daB
man den Schwefelsiureaufwand auf ein duBerstes Minimum be-
schrinkte. Die Befiirchtung, die Reaktion konnte bei einer
zu geringen Schwefelsiuremenge nur unvollstindig vor sich
gehen, stellte sich bei den betreffenden Versuchen als unbe-
griindet heraus. Dagegen machte ich bei diesen Versuchen die
interessante Beobachtung, da man — je nach der Menge der
zur Acetanhydrid-Cholesterinlosung zugesetzten Schwefelsiure
— den hochsten Punkt der Reaktionsintensitit (in Farbe wie
im Spektrum) nach dem (zweiten) vorletzten oder auch nach
dem fiir die Spektrometrie geeignetsten letzten (dritten) Re-
aktionsstadium nach Belieben verlegen kann. Und zwar fallt
dieser Hohepunkt bei geringstem Schwefelsiurezusatz in das
letzte Stadium (mit dem Spektrum im Rot) und bei einem
UberschuB von Schwefelsiure in das vorletzte Stadium der
Reaktion (mit der Absorption im Orange usw., vgl. oben
S. 220). Auf diese Weise gelang es, das fiir die spektrometri-
schen Messungen weniger geeignete vorletzte (zweite) Reaktions-
stadium, wenn auch nicht, wie es bei der Essigschwefelsiure-
reaktion des Oxycholesterins durch Eisenchlorid der Fall ist,
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vollkommen zu beseitigen, g0 doch auf ein sehr geringes Mi-
nimum zu reduzieren, und so auch dieses vorletzte Reaktions-
stadium, wenigstens bis zu einem gewissen, fiir die analytischen
Spektralmessungen belanglosen Grade auszuschalten.

Um aber bei diesen Versuchen jeder Moglichkeit einer
Wirmeentwicklung selbst bei Zusatz von sehr geringen Schwefel-
siuremengen zu begegnen, bediene ich mich mit Erfolg eines
Gemisches von 1 Volumen konzentrierter Schwefelsdure
und 10 Volumen Eisessig. Ich bezeichne diese Mischung
der Kiirze wegen als ,Essigschwefelsdure“. Sie ist von
schwacher brdaunlicher Farbe, aber in den fiir die Spektro-
metrie in Betracht kommenden Schichten von 15 bis 20 mm
vollstindig farblos. Sie ist von wesentlich geringerer Hygro-
skopizitit als Schwefelsiure, 1it sich gut und unverédndert auf-
bewahren und leistet als Reagenz bei der Essigschwefelsdure-
reaktion auf Oxycholesterin!), besonders aber bei der Cholestol-
reaktion ausgezeichnete Dienste. 0,25 ccm dieser ,, Essigschwefel-
siure“ entsprechen 1 Tropfen H,SO,, wie er aus der Miindung
einer Reagenzflasche bei vorsichtiger Neigung derselben heraus-
zufallen pflegt.

3. LaBt sich aber — nach dem Obengesagten — der Héhe-
punkt der Reaktionsentwicklung bei der Cholestolreaktion in
Farbe und Spektrum willkiirlich nach dem einen oder dem
anderen Reaktionsstadium verlegen, so muB es auch moglich
sein, den Umfang nicht nur der allgemeinen Reaktions-
empfindlichkeit, sondern auch den der einzelnen Stadien
der Reaktion unabhiingig voneinander durch

die minimalen Spektralabsorptionen (Grenzspektra)

in @hnlicher Weise, wie dies bei der Essigschwefelsdurereaktion
des Oxycholesterins geschehen ist?) zu bestimmen.

Die Durchfiihrung dieser Bestimmungen geschahen in folgen-
der Weise:

1) 1 com der Chloroformlésung des Oxycholesterins braucht nur mit
2 com dieser ,Essigschwefelsiure“ (entsprechend 8 Tropfen Schwefel-
siure) versetzt zu werden, um die Reaktion hervorzurufen.

) Diese Zeitschr. 48, 403, 1918.
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Versuch 1.
Minimalabsorption des vorletzten (zweiten) Reaktions-
stadiums,

1 ccm einer 0,207°/,igen Cholesterinldsung in Chloroform wurde mit
2 cem Acetanhydrid verdiinnt und unter Kiiblung mit 8 Tropfen
konzentrierter Schwefelsiure vermischt?). Das Gemisch betrug 3,25 com
mit 0,0637°%/, Cholesterin. Bei diesem groBen UberschuB an Schwefel-
siure trat die Reaktion sofort ein und erlangte nach 1 Stunde, und
gwar im zweiten (vorletzten) Reaktionsstadium, ihre hochste Inten-
sitit in der tiefgrinen Farbe sowie in ihrer bereits oben geschilderten
starken Spektralabsorption im Orange und Gelb des Spektrums. Im
roten Spektralfeld war noch keinerlei Absorption wahrnehmbar: das dritte
(letzte) Reaktionsstadium war also noch nicht eingetreten. Hier wurde
dem Reaktionsgemisch 1 com entnommen, in einen Zylinder von 18 mm
Durchmesser gebracht und mit Eisessig so lange vorsichtig verdiinnt, bis
die dabei nach und nach schwindende Spektralabsorption bei einer Licht-
quelle von 100 HK und engster Spaltoffnung des Spektroskops im Orange
eben nur noch als schwache Andeutung einer Absorption merklich sicht-
bar war, die bei einer weiteren geringfiigigen Verdiinnung der Ldsung
ginzlich verschwand. Es wurden dabei 5,5 ccm Eisessig verbraucht.
Die noch griine Lésung betrug im ganzen 6,5 ccm mit 0,00989/, Chole-
sterin. Mithin betriigt die Empfindlichkeit des zweiten (vorletzten)
Reaktionsstadiums der Liebermannschen Cholestolreaktion

1:10204.

Versuch 2.
Minimalabsorption des letzten (dritten) Stadiums.

1 cem einer 0,105 9/, igen Cholesterinldsung in Chloroform wurde
mit 2 ccm Acetanhydrid verdiinnt und mit 0,25 com Essigschwefel-
siure von der oben angegebenen Zusammensetzung, also entsprechend
1 Tropfen Schwefelsiure, vermischt?). Die Reaktion setzte nur duBerst
langsam ein. Von ihrem ersten (roten) Stadium mit seiner Spektral-
absorption im Griin war nichts zu merken. Das Gemisch firbte sich
vielmehr sehr langsam griin und zeigte von der Spektralabsorption des
gzweiten Reaktionsstadiums einen nur schwachen, schmalen und durch-
sichtigen Streifen in Orange, begleitet von einer Linie in Rot, die bereits
den Anfang des dritten Stadiums anzeigte. Der erstere Streifen zerfloB
allmihlich in einen leichten Nebel, der sich iiber das Orange und das
Rot verbreitete, wihrend die Linie in Rot sich nach und nach zu dem
oben geschilderten dichten und dunklen Streifen B—C des dritten Re-

) Bei dieser erheblichen Menge Schwefelsiure war es nicht ratsam,
mit dem Essigschwefelsduregemisch zu operieren, um die Beobachtungen
der Reaktionsentwicklung nicht in allzu verdiinnten Losungen machen zu
miissen.

?) Gemisch = 3,25 ccm mit 0,0328 Cholesterin.
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aktionsstadiums entwickelte, das nach 2!/, Stunden seine hdchste In-
tensitat erreichte. Diese dokumentiert sich auch merklich durch das
géunzliche Verschwinden des nebeligen Schleiers aus dem Orange und
Rot, sowie durch das vollige Aufhellen dee ganzen Spektrums bis auf
den genannten Streifen. Hier wurde 1 com dee Reaktionsgemisches
ebenso wie oben bei dem Versuch 1 behandelt und mit Eisessig verdiinnt,
wobei 2,4 ocm Eisessig verbraucht wurden, so da8 die Ldsung nach dem
Erreichen der spektralen Minimalabsorption in der oben geschilderten
Weise 3,4 com betrug und 0,0095°, Cholesterin enthdlt. Mithin be-
trigt die Empfindlichkeit auch des letzten (dritten) Stadiums
1:10526,

also im wesentlichen nahezu dieselbe wie im vorhergehenden Versuch,
trotz der groBen Verschiedenheit in den zur Verwendung gelangten
Schwefelsiuremengen (von 1 Tropfen bzw. 8 Tropfen) und dem weit aus-
einanderliegenden Cholesteringehalt der bei den beiden Versuchen
zur Anwendung gelangten Losungen.

Dieser verachiedene Cholesteringehalt der beiden Versuchsldsungen
sollte auch gleichzeitig als Vorversuch dienen, um beildufig auch hier-
durch die Proportionalitit der Spektralintensititen zu dem jeweiligen
Cholesteringehalt der Reaktionsgemische (Satz I, oben, S. 218) darzutun.
Eine Reihe weiterer paralleler Versuchspaare mit derselben Verschieden-
heit im Schwefelsiurezusatz, aber mit gleichem Cholesteringehalt, be-
stitigte die Verschiebung der Hohepunkte der Reaktionsintensititen der
beiden letzten Reaktionsstadien durch die Schwefelsiurezusitze, sowie
die Ubereinstimmung der Reaktionsempfindlichkeiten der beiden Stadien.
Diese Empfindlichkeiten schwankten regelmiaBig zwischen 1:10000 und
1:12000%), wobei das letzte Stadium (im Rot) in der Regel eine etwas
hohere Empfindlichkeit aufwies.

Durch diese Versuche ist wohl der Beweis erbracht, daB
die Cholestolreaktion durch Verwendung einer minimalen Menge
von Schwefelsiure gegeniiber der Anwendung eines griBeren
Uberschusses an dieser, weder ihrem Wesen noch dem Umfang
jhrer Empfindlichkeit nach beeintriichtigt zu werden pflegt.

Aus den Erdrterungen dieses Abschnittes diirfte wohl her-
vorgehen, daB auch die Acetanhydrid-Schwefelsdure-

reaktion unter die oben beanspruchten Bedingungen leicht

1) Wie im ersten Teile dieser Arbeit dargetan (diese Zeitschr. 48,
403) liegt die &uBerste]spektrale Minimalabsorption der Essigschwefel-
sdurereaktion des Oxycholesterins bei 0,003%/, der Lisung dieses
Korpers. Die Empfindlichkeit dieser Reaktion ist also 1:83000. Die
seither vorgenommene weitere Reinigung des Oxycholesterins ergab so-
gar eine mittlere Empfindlichkeit von 1:35000. Die spektrale Empfind-
lichkeit der Cholestolreaktion ist demnach eine wesentlich geringere

und betrigt rund !/, von der der Essigschwefelsdurereaktion.
Biochemische Zeitschrift Band 54. 15
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gebracht werden kann, die sie fiir spektrometrische Zwecke
analog der Essigschwefelsdurereaktion geeignet erscheinen
lassen.

III.
1. Die Proportionalitit der Spektralintensitiit

der Acetanhydrid-Schwefelsiurereaktion in Cholesterinlésungen
zu ihrem jeweiligen Cholesteringehalt folgt schon zum Teil,
wie erwihnt, aus den obigen Parallelversuchen iiber den Um-
fang der Empfindlichkeit dieser Reaktion. Sicherer aber moge
folgende Versuchsreihe diese Proportionalitit dartun.

Zu diesen Versuchen wurden die ,Grundlésungen“ aus
reinem Cholesterin in Chloroform bei 15° hergestellt. Zur
Verwendung gelangten je 2 Losungen von verschiedenem
Cholesteringehalt, deren Spektra nach der Herstellung der
Cholestolreaktionsgemische aus je 1 ccm beider Grund-
l6sungen, 2cem Acetanhydrid und 0,25 ccm ,Essig-
schwefelsdure® (— 1 Tropfen H,SO,) paarweise unter den im
ersten Teile dieser Arbeit fiir Oxycholesterin angegebenen opti-
schen und experimentellen Bedingungen verglichen wurden?).
Die Ausgleichung der Spektra der beiden Lésungen geschah
durch vorsichtige Verdiinnung der konzentrierteren Losung bis
zur Spektralintensitit der diinneren mit Eisessig, und zwar
gleichfalls nach den an der oben zitierten Stelle des ersten
Teils dieser Arbeit fiir Oxycholesterin empfohlenen Regeln?).

Versuch A.
Grundlésung ¢ mit 0,2170°/, reinen Cholesterins,
1) ay » 0,1446°, » n

— Die nach obigen Angaben in zwei gleichen, gut verschlieBbaren
~ Glzsern hergestellten und je 8,25 com betragenden Reaktionsgemische
zeigten naturgemdB sehr verschiedene Spektralintensititen. Und zwar

1) Vgl. diese Zeitschr. 48, 378, 3804F.

) Die experimentelle Technik und Methodik bei den spektralen
Messungen der Cholestnlreaktion sind véllig analog denen der Essig-
sohwefelsiurereaktion des Oxycholesterins,. Um die Ubersichtlichkeit
der Darlegungen nicht zu stéren und Wiederholungen zu vermeiden, sei
hier auf den wiederholt zitierten ersten Teil dieser Arbeit in dieser
Zeitschr. 48, 373 bis 409 (Oxycholesterin) verwiesen, wo ja auch die
Spektrometrie des Cholesterins wiederholt vorbereitend besprochen
wurde.
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war das Absorptionsspektrum im Glase a wesentlich intensiver als im
Glase a,. Sie wurden beide behufs Erhaltung gleicher Temperatur in ein
Becherglas mit kaltem Wasser bis zur Entwicklung der hdchsten Spektral-
intensitdt gestellt. Nach 2 Stunden wurde dann Gemisch ¢ vor dem
Vergleichsspektroskop (unter Vergleichung mit Gemisch a,) nach und nach
mit Eisessig verdiinnt, bis sein Absorptionsspektrum (Streifen B—O im
Rot) mit dem des Gemisches a, vollstandig zusammenfiel, also die gleiche
Intensitit mit dem des anderen Gemisches erreichte, wobei es 1,65 ocm
Eiseesig verbrauchte. Es entstanden so aus Grundlésung a

Gemisch ag: 4,90 com mit 0,0448°/, Cholesterin
und aus Grundlésung a,

Gemisch a,: 8,25 com mit 0,0445°/, Cholesterin.

Dieser Versuch wurde mit denselben Grundlosungen und in der-
selben Art 8 mal wiederholt, und zwar, wie ersiohtlich, mit demselben
Erfolg.

1. Wiederholung: Verdiinnung des Gemisches s nach 2 Stunden
mit 1,60 com Eisessig ergab: .

Gemisch ag: 4,85 com mit 0,04479/, Cholesterin,
n Gy 3,25 n n 0,0“5"/0 ”

2. Wiederholung: rVerdiinnung nach drei Stunden mit 1,6 com
Eiseesig:

Gemisch a,: 4,85 com mit 0,0447°/, Cholesterin,
n Gy 3,25 »  n 0,04459, n

8. Wiederholung: Verdiinnung nach 8 Stunden mit 1,85 com
Eiseesig: . .

Gemisch a,: 4,90 com mit 0,0443°/, Cholesterin,

n ags 8,26 » n 0,04450/0 n
Versuch B.
Grundldsung b mit 0,2170°/, Cholesterin,
» b » 01808, =

Nach der Herstellung der Gemische und 87/,stiindigem Stehen
wurde die Mischung der Losung b mit Eisessig bis zur Spektralintensitat
des zweiten Gemisches verdiinnt und verbrauchte dabei 0,65 com Eis-
essig. Es entstanden so ans Grundldsung b

Gemisch b,: 3,90 ccm mit 0,05564°/, Cholesterin
und aus Losung b,
Gemisch b,: 3,25 ccm mit 0,056689/, Cholesterin.

Aus diesen vergleichenden Versuchen geht hervor, daB in
zwei Reaktionsgemischen mit ungleichem Cholesteringehalt,
die naturgemiB auch entsprechend ungleiche Spektralabsorptionen
zeigen, mit der Ausgleichung der letzteren durch eine ent-
sprechende Verdiinnung der stirkeren Losung auch der pro-
zentuale Cholesteringehalt der Losungen ausgeglichen wird.

15*
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Die Spektralintensitit der Liebermannschen
Acetanhydrid-Schwefelsdurereaktion (Cholestolreak-
tion) einer Cholesterinlésung ist also dem Cholesterin-
gehalt der letzteren direkt proportional. (Vgl SatzI,
8.218)

2. Die Identitit der Cholestolreaktion des Cholesterins mit
der des Oxycholesterins?)

moge aus folgenden vergleichenden Messungen der gegenseitigen

gleichartigen Spektralabsorptionen hervorgehen.

Versuch C.
Grundldsung ¢ (in Chloroform) mit 0,217°/, Cholesterin,
n c n L » 0,104°/, Oxycholesterin.

Je 1 ccm beider Losungen wurde in zwei gleichen in !/,,ccm graduierten
Reagensglasern von 12 mm Durchmesser mit je 2 ccm Acetanhydrid
verdiinnt und unter Kiihlung mit je 2 Tropfen konzentrierter Schwefel-
sanre vermischt. Nach 2!/g Stunden trat die hochste Intensitit des
letzten Stadiums der Reaktion in den Gemischen ein. Die entsprechende
Spektralabsorption (B—C im Rot) im Glase ¢ war bedeutend intensiver
als im Glase ¢,. Die stirkere Losung wurde vor dem Vergleichsspektroskop
(unter Vergleichung mit dem schwicheren Absorptionsspektrum der
Ldsung ¢,) nach und nach bis zum volligen Ausgleich der beiden Spektral-
absorptionen nach den oben angefiihrten Regeln mit Eisessig verdiinnt,
wobei 3,3 ccm dieses Mittels verbraucht wurden. Es entstanden so die
Reaktionsgemische:

¢g: 6,4 oom mit 0,0339°/, Cholesterin,
¢:31 n »n 0,0886°, Oxycholesterin.

Versuch D.
Grundlsung d mit 0,1627569/, Cholesterin,
" d, , 010400°, Oxycholesterin.
Nach Herstellung der Reaktionsgemische mit je 1 com der Grund-
losungen, 2 ccm Acetanhydrid und 0,25 com der oben empfohlenen
Essigschwefelsiure (=1 Tropfen H;80,) und nach 2stiindiger

1) Bei den oben suf 8. 217 erwihnten colorimetrischen Bestimmungen
der Cholesterinstoffe nehmen zwar die Autoren an, da8 die Farb-
intensitaten aller in Betracht kommenden Cholesterinstoffe die gleichen -
seien. Mag dies auch in dieser Hinsicht zutreffend sein, so lieBe sich
hieraus doch kein sicherer SchluB auf die allseitigen Spektralintensititen
dieser Stoffe ziehen, da, wie wiederholt hervorgehoben wurde, Farbe
und Spektrum hier nicht immer Hand in Hand gehen. Ich habe es da-
her fiir notig erachtet, den experimentellen Beweis fiir die Identitdt
beider Spektralreaktionen zu erbringen.
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Reaktionsentwicklung wurden die ungleiohen Absorptionsspektrs (B—O
im Rot) der je 8,25 com betragenden Losungen in angegebener Weise
durch Verdiinnung des stirkeren Gemisches d mit 1,8 com Eiseesig ausge-
glichen. Es entetanden die Gemische:

dy: 5,05 com mit 0,0822°/, Cholesterin,
dy: 825 » » 0,0820°, Oxyecholesterin.

Nach 8 Stunden, wo die ausgeglichenen Absorptionsspektra schon am
Schwinden waren, war in der Spektralgleichheit keine Anderung einge-
treten.
Versuch E.
Grundlésung ¢ mit 0,1085°/, Cholesterin,
n e, » 0,1040°, Oxycholesterin.

Herstellung der Reaktionsgemische mit Acetanhydrid usw.: wie in den
beiden vorhergehenden Versuchen C und D. Entwicklungsdaner der
Absorptionsspektra: 2 Stunden.

Yerdiinnung der nur wenig stirkeren L3sung e: 0,10 com Eiseesig.
Es entstanden die Gemische : ‘

es: 8,35 com mit 0,082889/, Cholesterin,
6:825 , , 0,082000, Oxycholesterin.

Bei der Wiederholung dieses Versuches mit denselben Grundldsungen
und unter denselben sonstigen Bedingungen erforderte das etwas stirkere
Gemisch e an Verdiinnungsmittel: 0,20 ocm, so daB das Gemisch eg 3,45 com
betrug mit 0,08149/, Cholesterin. Die beiden Versuche geben also im

Mittel:
Gemisch e,: 3,40 com mit 0,0819°/, Cholesterin

gegeniiber
n  €:325 » » 0,08209, Oxycholesterin.

Nach 24 Stunden waren bei diesem Versuch in beiden fast schon
verblaBten Gemischen die Spektralabsorptionen (bei B im Rot) noch als
sehr schmale durchsichtige Streifen ganz deutlich und sicher wahrnehm-
bar, haben aber in ihrerIntensititegleichheit keine Verdnde-
rung erlitten.

Um die hier erdorterte Identitit der fraglichen Cholestolreaktionen
moglichst nach allen Seiten hin zu beleuchten, war es von Intereese,
auch beim Oxycholesterin, wie oben beim Cholesterin, die Lage des
Umfangs der Minimalspektra (Grenzspektra) der beiden letzten Phasen
seiner Cholestolreaktion zu priifen. Diese Priifung wurde genau so aus-
gefiihrt wie bei der Feststellung derselben ,Grenzspektra“ des Choleste-
rinsl). Es ergaben sich hier beim Oxycholesterin folgende Daten:
Die Minimalabsorption des vorletzten Stadiums der Cholestolreaktion
(im Orange und Gelb) lag bei 0,009119/, Oxycholesterin des Reaktions-
gemisches. Mithin hatte dieses Stadium die Empfindlichkeit von 1:10976.

1) Vgl. oben 8. 224 u. 225.
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Die Minimalabsorption des letzten Stadiums (im Rot) lag bei
0,00903°/, Oxycholesterin. Mithin betrigt die Empfindlichkeit dieses
Stadiums 1:11740.

Diese Empfindlichkeitswerte liegen beim Cholesterin durchschnitt-
lich ebenfalls zwischen 1:10000 und 1:12000 (siehe diese).

Aus allen diesen bei den obigen vergleichenden Versuchen mit
Cholesterin und Oxycholesterin erhaltenen, befriedigend iibereinstimmenden
Zahlen und Daten diirfte wohl die Identitdét der Acetanhydrid-
Schwefelsdaurereaktion (,,Cholestolreaktion*) des Oxycho-
lesterins mit der des Cholesterins klar hervorgehen. (Vgl. Satz II,
S. 218)

Hieraus ergibt sich, daB man durch vergleichende
Messungen der spektralen Absorptionsintensitiat der
Cholestolreaktion in einem Gemisch von Cholesterin
und Oxycholesterin an dem Spektrum einer Testlésung
aus reinem Cholesterin die volle Summe dieser Ver-
bindungen ermitteln kann. Bestimmt man nun in einer
anderen Portion der Chloroformgrundlésung desselben Gemisches
das darin enthaltene Oxycholesterin vermittels der spektro-
metrischen Messung seiner Essigschwefelsiaure-Eisen-
chlorid-Reaktion an der einer Testlésung aus reinem Oxy-
cholesterin und zieht den dabei gewonnenen Wert von jener
Summe ab, so ergibt die Differenz den eigentlichen
Cholesteringehalt des betreffenden Gemisches.

Die nachstehenden Beispiele bestitigen diese SchluBfolge-

rung.

IV.

Spektrometrische Bestimmung des Cholesterins neben Oxy-
cholesterin.

Fiir die nachstehenden Versuche wurde ein Gemisch her-
gestellt, bestehend aus 67,6°/, reinen Cholesterins und 32,4°/,
gereinigten, cholesterinfreien Oxycholesterins!). Die Ge-
samtcholestolreaktion dieses Gemisches wurde an der Chole-
stolreaktion des reinen Cholesterins und seine Essigschwe-
felsdurereaktion an derselben Reaktion des gereinigten
Oxycholesterins spektrometrisch gemessen.

) Das Oxycholesterin wurde hergestellt und gereinigt nach dem
im ersten Teile dieser Arbeit (Kap. IT) beschriebenen Verfahren (diese
Zeitschr. 48, 400 bis 406).
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Versuch F.

Cholesterinbestimmung im obigen Gemisch vermittels der Cholestol-
reaktion.

GrundlGeung f (in Chloroform) mit 0,1605%, des obigen Chole-
steringemisches.
Grundleung £, (in Chloroform) mit 0,2170°/, reinen Cholesterins.
Je 1cem der beiden Liosungen wurde, wie bei den vorhergehenden
Messungen, in den passenden Reagensglisern mit je 2com Acet--
anhydrid verdiinnt und je 0,25 com ,Essigschwefelsdure* (= 1 Tropfen
H,S80,) vermischt. Die hdchste Reaktionsintensitit fiel in beiden L3-
sungen nach 3!/; Stunden in das letzte (dritte) Stadium der Reaktion
mit seinem Absorptionsstreifen ,B— C“ im roten Spektralfelde. Die Spek-
tralabsorption im Glase f, war wesentlich intensiver als die in f. Das
erstere Reaktionsgemisch (f,) warde daher nach und nach vor dem Ver-
gleichsspektroskop (unter Vergleichung mit dem schwicheren Spektrum
der Losung f) bis zur volligen Spektralgleichheit mit Eisessig verdiinnt.
Es wurden dabei 1,10 cem dieses Mittels verbraucht. Es entstanden
dabei die Reaktionsgemische:
fa: 8,25 com mit 0,04988°/, Cholesteringemisches und
/s : 4,35 com mit 0,04988°/, reinen Cholesterins.

Mithin betrigt der ,scheinbare® Cholesteringehalt des Ge-
misches 101,0/,.

Der Beobachtungsfehler belief sich also bei diesem Versuch auf
1,0%, vom Cholesterin-Oxycholesteringemisch.

Durch eine Reihe weiterer Analysen mit denselben Grundlésungen
reduzierte sich dieser Fehler auf einen Durchschnitt von 0,5°/, vom
Gemisch.

Auch bei diesen Versuchen war die Spektralgleichheit selbst
nach 20 Stunden, wo die beiden Gemische nur noch griinlichgelb aus-
sahen, die verblaBten Absorptionsspektra aber im Rot (bei B) noch
deutlich wahrnehmbar waren, unveriandert.

Versuch G.

Oxycholesterinbestimmung im obigen Gemisch vermittels der
Essigschwefelsdurereaktion.

Analyse 1, Diese und die darauffolgende Analyse wurden genan
8o ausgefiihrt, wie im ersten Teile dieser Arbeit beschrieben?), mit dem
einzigen Unterschied, daB hier die 8 Tropfen Schwefelsiure nicht zu den
Chloroform-Eisessiglosungen der Substanzen zugegeben, sondern dem Re-
aktionsgemische so beigebracht, daB die betreffenden zu vergleichenden
Chloroformgrundldsungen direkt mit der entsprechenden Menge der oben
empfohlenen ,Essigschwefelsdure® verdiinnt wurden. Man arbeitet
also vorteilhaft mit demselben gut haltbaren Reagens (natiirlich in den

1) Diese Zeitachr. 48, 378 bis 381.
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entsprechenden Mengen) anstatt mit der lastigen freien Schwefelsiure:
bei der Essigschwefelsiurereaktion auf Oxycholesterin, wie bei der
Acetanhydrid-Schwefelsiurereaktion auf Cholesterinstoffe.

Grundlésung g mit 0,1605°/, des obigen Cholesterin-Oxychole-
steringemisches.

Grundldsung g, mit 0,1040°/, Oxycholesterins.

Je 1cem der beiden Losungen wurden mit je 2 com ,Essigschwe-
felsdure“ (= 8 Tropfen H,80,) verdiinnt. Die Oxycholesterinreaktion
tritt nach wenigen Sekunden mit kirsch- oder violettroter, bald blau
werdender Farbe ein und erreicht, wie man sich durch das Spektroskop
an der starken Absorption im Gelb und Griin des Spektrums tiber-
zeugen kann, nach 5 bis 10 Minuten das héchste Entwicklungsstadium
(zweites, vorletztes Stadium). Es wurden dann zu beiden Reaktions-
gemischen je 2 Tropfen b5°/,iger Eisenchloridlésung (in Eisessig) zuge-
geben, worauf die blaue Farbe rasch in ein reines Griin iiberging, das
heiBt in das dritte (letzte) Reaktionsstadium, und zwar mit seiner
hGchsten Spektralintensitit. Diese war im Glase g, bedeutend inten-
giver als im Glase g. Ersteres Gemisch wurde daher vor dem Spektro-
skop (unter Vergleichung mit dem sweiten schwicheren Gemisch) bis
zur volligen Spektralgleichheit mit Eiseesig verdiinnt, wobei 3,20 ocm
des Mittels verbraucht wurden.

Es entstanden dadurch die Reaktionsgemische: aus Ldsung g

ge : 3,05 ccm mit 0,05262°/, Cholesterin-Oxycholesteringemisoh
und aus Losung g,
95 :6,25 ccm mit 0,01664°/, reinen Oxyocholesterins.

Mithin betrigt der ermittelte Oxycholesteringehalt dee Gemisches
31,6°/,. (Zur Anwendung bei der Zusammenstellung des Gemisches ge-
langten 82,4°/, Oxycholesterin.)

Analyse 2, Bei der Wiederholung der obigen Analyse 1 mit den-
selben Grundlésungen und unter denselben Bedingungen erforderte das
Reaktionsgemisch der stirkeren Liosung g, zur Ausgleichung seiner Spek-
tralintensitit mit der des zweiten schwidcheren Reaktionsgemisches
3,0 ccm Eisessig zu seiner Verdinnung. Es entstanden nunmehr die
Reaktionsgemische:

g5 : 8,05 com mit 0,05262°/, des obigen Cholesteringemisches,
g : 6,05 com mit 0,01719°/, des reinen Oxycholesterins.

Mithin betrug diesmal der ermittelte Oxycholesteringehalt des Chole-
steringemisches 82,7°/,.

Das Mittel der beiden Analysen ist also 82,159/, gegen das ange-
wandte Oxycholesterin 32,40°/,.

Zieht man nun diesen fiir Oxyoholesterin gewonnenen Durch-
schnittswert (32,15%,) von dem oben gefundenen durchschnittlichen
soheinbaren Prozentgehalt (100,5%,) des Gemisches an Cholesterin ab,
so ergibt sioh fiir das Gemisch ein. wirklicher Cholesteringehalt
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von 68,85°/, gegen die fiir diese Mischung effektiv verwendeten 67,6°/,
Cholesterin. Der Beobachtungsfehler betrug demnach fiir Cholesterin
0,759/, und fiir Oxyocholesterin 0,25/, vom Gemisch.

Aus dem bisher Gesagten diirften wohl die zwei oben
(Seite 218) ausgesprochenen Sitze von der Proportionalitit der
Acetanhydrid -Schwefelsiurereaktion zu dem Prozentgehalt der
Cholesterinstoffe im Reaktionsgemisch und der Identitit dieser
Reaktion bei verschiedenen (miteinander verwandten) Chole-
sterinstoffen, sowie die daraus gezogenen SchluBfolgerungen
(Seite 218 und Seite 230) als hinreichend begriindet erscheinen.

Nach den oben erdrterten Grundsitzen und Regeln sind
seit geraumer Zeit auch in den unverseifbaren Anteilen der
tierischen Fette und Wachsarten Cholesterin fiir sich sowie
Oxycholesterin und Cholesterin nebeneinander spektrometrisch
bestimmt worden. In denjenigen Féllen, wo Oxycholesterin
ginzlich fehlte, oder nur in geringen Mengen neben dem Cho-
lesterin vorhanden war (z.B. in der Leber), ist letzteres wiederholt
zur Kontrolle auch gewichtsanalytisch vermittels Fallung
mit Digitoninlésung bestimmt worden wund ergab
regelmiBig befriedigend iibereinstimmende Werte.?)

Soweit die Bestimmungen der genannten Cholesterinstoffe
fiir sich bzw. nebeneinander im Unverseifbaren der Fette und
‘Wachsarten.

V.
Bestimmungen der freien Cholesterinstoffe neben deren Estern.

Wie oben S. 219 angedeutet wurde, ist die Liebermannsche
Acetanhydrid - Schwefelsiurereaktion (,Cholestolreaktion) in der
Kilte mit der von Burchard durch Zusatz von Chloroform
variierten Reaktion insofern nicht identisch, als die urspring-
liche Liebermannsche Reaktion auf die Cholesterin-Ester der
hoheren Fett- oder Wachsfettsduren nicht anwendbar
ist, weil sie hier nur sehr geringe oder gar keine Firbungen
gibt; bestenfalls aber solche, die hinsichtlich ihrer Spektral-
absorptionen die Reaktion als negativ erscheinen lassen konnen.

Verseift man diese Cholesterin-Ester, so tritt auch die
Liebermannsche Reaktion am Verseifungsprodukt mit voller
Schirfe wieder ein.

1) Vgl. auch diese Zeitsobr. 48, 383 und 53, 209.
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Welche Ursache dieser negativen Seite der genannten Re-
aktion zugrunde liegt: ob es die sehr schwere Ldslichkeit der
erwihnten Ester in Acetanhydrid ist, oder ob auch andere
Eigentiimlichkeiten hier mit im Spiele sind, soll in einer spé-
teren Mitteilung nach AbschluB der betreffenden Untersuchungen
erortert werden. Hier soll vorliufig nur mit der Tatsache
gerechnet werden, daB das als Ester an hohere Fettsiuren
gebundene Cholesterin fiir die spektrometrische Analyse ver-
mittels der urspriinglichen Liebermannschen Cholestolreak-
tion entweder giinzlich, mindestens aber zum allergroBten Teil
ausgeschaltet werden kann. Da nun die Liebermann-Bur-
chardsche Reaktion, das heiBt die Chloroform-Acetanhydrid-
Schwefelsiurereaktion, auch bei den genannten Cholesterin-
Estern mit groBer Schirfe aufzutreten pflegt, so benutze ich
orientierungsweise diese letztere Reaktion zur spektrome-
trischen Ermittelung des Gesamtcholesterins der Fette und
Wachsarten,ohne sie erst zu verseifen, wihrend mir die reine
Acetanhydrid-Schwefelsiurereaktion zur Bestimmung des freien
Cholesterins dient. Die Differenz der beiden Bestimmungen er-
gibt annéhernd die Menge des als Ester gebundenen Cholesterins.

Zum Studium des Verfahrens eignet sich gut das an Chol-
esterinstoffen und deren Estern reichhaltige Blutfett oder das
zuginglichere gereinigte neutrale Wollfett (Adeps lanae, Lanolin).
Man verfahrt zweckmiBig wie folgt:

1,0 g eines gereinigten Wollfettes wird mit etwa 30 com
Acetanhydrid tiichtig durchgekocht, unter haufigem Umriihren
unter einem kalten Wasserstrahl abgekiihlt und die stark triibe
Fliissigkeit auf Eis gestellt. Nach etwa einer Stunde wird das
zum groBen Teil kriimelig abgeschiedene Fett abfiltriert, mit
kaltem Acetanhydrid gut ausgewaschen und das klare Filtrat
mit demselben Mittel auf 100 ccm aufgefiillt. Diese Ldsung
wird spektrometrisch in der wiederholt geschilderten Weise mit
einer Losung von reinem Cholesterin in Acetanhydrid ver-
glichen und aus dem gemessenen Verdiinnungszustand?!) der
Losungen der Cholesteringehalt des Fettes berechnet.

1) Es empfiehlt sich, in diesem Falle zur Verdiinnung der stirkeren
Losung behufs Ausgleichung ihrer Spektralabsorption mit der des schwa-
cheren Gemisches nur Eisessig oder (nétigenfalls) Acetanhydrid, aber
kein Chloroform zu verwenden.
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In einem derartig behandelten Adeps lanae des D. A.-B.
betrug dieser Cholesteringehalt 8,6°, vom angewandten Fett.

Nun wird eine 0,5°/,ige Losung desselben Fettes in Chloro-
form neben einer 0,2°,igen Losung von reinem Cholesterin in
demselben Losungsmittel hergestellt. Je 1 ccm der beiden Lé-
sungen wird mit je 2 cem Acetanhydrid und je 1 Tropfen
Schwefelsdure vermischt und wie oben angegeben im héchsten
Entwickelungsstadium der letzten Reaktionsphase am Vergleichs-
spektroskop miteinander verglichen resp. ausgeglichen.

Im obigen Falle berechnete sich nunmehr der Gesamt-
cholesteringehalt des Fettes auf 21,0°/,.

Demnach ergab dieses neutrale Wollfett:

nach Liebermann-Burchardt . . 21,0°/, Cholesterinstoffe
» Liebermann ., . . . . . 3,6%, n

Differenz . . . . . « « « . «17,6%, Cholesterinstoffe.

Diese Zahlen stimmen such annéihernd gut mit der Er-
fahrung, wonach die gereinigten Wollfette 3 bis 4°/, freier und
16 bis 18°/, als Ester gebundener Cholesterinstoffe enthalten.

Auf die etwaige Verwendbarkeit dieses Verfahrens fiir
genauere quantitative Zwecke werde ich nach AbschluB dieser
Untersuchungen in einer spiteren Mitteilung zuriickkommen.



Uber die Beeinflussung des Glykogenschwundes in
autonomen Organen des Frosches durch Anoxybiose.

Von
Ernst J. Lesser.
(Aus dem Laboratorium der stddtischen Krankenanstalten Mannheim.)
(Eingegangen am 9. Juli 1913.)

Unter ,autonomen Organen“ verstehe ich Zellsysteme, wie
Leberlappen, oder Muskeln, die aus dem méglichst rasch ge-
toteten Tiere unter moglichster Vermeidung von Verletzungen
herausgeschnitten sind. Als ,autonome“ kénnen diese Organe
bezeichnet werden, weil sie weder vom Zentralnervensystem aus
noch durch von anderen Organen gebildete sogenannte ,Hor-
mone% im Wege der Zirkulation beeinfluBbar sind. Der Be-
griff ,autonomes Organ“ ist an Stelle des frilher benutzten
piberlebendes Organ“ zu setzen. Es ist nimlich unméglich zu
sagen, in welchem Augenblick ein Organ aufhort, ein iiber-
lebendes zu sein. Ebensowenig ist es moglich, zu sagen,
ob alle Zellen des Organs noch iiberlebend sind. Versuche an
autonomen Organen — gleichgiiltig ob diese kiinstlich durch-
stromt und von den Gefiflen aus mit Sauerstoff versorgt
werden oder nicht — wird man mdoglichst kurz dauern lassen.
Je linger der Versuch dauert, desto groBer wird der Umfang
irreversibler Prozesse sein, die das autonome Organ immer
weniger mit dem im lebenden Tiere befindlichen vergleichbar
machen werden.

Autonome Organe miissen wihrend des Versuches mit
Sauerstoff versorgt werden. Wahrscheinlich ist es auch von
Wichtigkeit, die entstehende Kohlensiure zu entfernen. Dies
kann durch Einleitung einer kiinstlichen Zirkulation geschehen.
Wenn man indessen kleine, diinne Organe mit groBSer Ober-
fliche benutzt, so kann, wie Usui’) gezeigt hat, eine mehr

) Arch. f. d. ges. Physiol. 147, 100.
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oder minder groBe Zahl von Zellen von der Oberfliche her ohne
Einleitung einer kiinstlichen Zirkulation in Oxybiose versetzt
werden. Eine Sicherheit, daB wirklich alle Zellen sich in reiner
Oxybiose wihrend der ganzen Versuchsdauer befinden, hat man
auch bei kiinstlicher Durchstromung nicht. Das beste Kriterium
ist dafir wohl die Konstanz der Oxydationsgeschwindigkeit
(Masing an der Kaninchenleber)!). Usui hat gezeigt, daB8
diese auch bei kleinen nicht von den GefiBen, sondern von
der Oberfliche her mit Sauerstoff versorgten autonomen Organen
vorhanden sein kann. Er hat die Sauerstoffzufubr durch Zu-
gabe von roten Blutkdorperchen und Bewegung des Versuchs-
gefiBes bewirkt. Ich bin so verfahren, daB die autonomen
Organe in Ringerlosung suspendiert waren, durch die ein kon-
tinuierlicher Strom von Bombensauerstof oder reinem Stick-
stoff geleitet wurde, bei einer Temperatur von 22 bis 24°. Die
Dauer der Versuche schwankte zwischen 2 und 5 Stunden. Im
ibrigen verweise ich beziiglich der Methode auf friihere Mit-
teilungen in der Zeitschrift fiir Biologie Bd. 60, 8. 371 und in
dieser Zeitschrift Bd. 52, 8. 471.

Die Grundlage fiir die Frage, ob sich ebenso wie am ganzen
Tiere am autonomen Organ eine Beeinflussung des Glykogen-
schwunds durch Anoxybiose nachweisen laBt, bildet die Fest-
stellung, daB sich der Glykogenschwund im autonomen Organ
bei Sattigung der umgebenden Ringerlésung mit Sauerstoff in
verschiedenen Jahreszeiten ganz verschieden verhilt, wenn
man den Versuch nicht iiber 6!/, Stunden ausdehnt und Tem-
peraturen von héchstens 25° wihlt. Die Ergebnisse zweier
Versuchsreihen an autonomen Lebern im Sommer und im Winter, -
(die zum Teil schon frither mitgeteilt wurden) sind in Tabelle I
und II zusammengestellt. Es zeigt sich, daB in den Winter-
monaten im Mittel eine Abnahme von 0,25 g Glykogen pro
100 g Leber stattfindet, die einer Abnahme von nur 2°/, des
Anfangsglykogens entspricht. Werden auch die unter etwas
abweichenden Bedingungen am 6. II. und 9. I. 1913 angestellten
Versuche mit einbezogen, so betrigt die Abnahme des Glykogens
pro 100 g Leber nur 0,166 g oder 1,6°/, des Anfangsglykogens.
Von den zwei unter abweichenden Bedingungen bzw. mit zu
geringen Lebergewichten angestellten Versuchen abgesehen,

1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 1912, 481.
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zeigen 4 von 6 Versuchen eine Abnahme des Glykogens, einer
ein Gleichbleiben, ein weiterer eine Zunahme des Glykogens.
Von den Abnahmen iiberschreitet nur der Versuch vom 10. XII.
die Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode deutlich. Zieht
man dies in Betracht, sowie vor allem den Umstand, daB es
unméglich ist, bei der Priparation der Leberlappen eine mecha-
nische Verletzung von Zellen vollstindig zu vermeiden —
mechanisch verletzte Zellen verlieren aber, wie frither gezeigt
wurde, auch im Winter in 4 Stunden etwa 509/, ihres Glykogens
—, 80 ist man zu der Annahme berechtigt, daB in unverletzten
Leberzellen im Winter bei Gasdurchleitung eine Ab-
nahme des Glykogens in 4 Stunden bei 24° nicht statt-
findet.

Unter den gleichen Bedingungen findet, wie Tabelle II
zeigt, im Sommer eine betrichtliche Abnahme des Glykogens
statt. Sie betrigt im Mittel 1,181 g pro 100 g Leber oder
19,1°/, des Anfangsglykogens. Sie kann im Einzelversuch ab-
solut bis 1,72 g pro 100 g Leber betragen. In Prozenten des
Anfangsglykogens kann die Abnahme bis 44,5°/, ausmachen.
Die Glykogenabnahme in der autonomen Leber im Sommer
verhiilt sich zu der im Winter etwa wie 5 zu 1. Dabei ist es
gleichgiiltig, daB die Menge des Glykogens in der Sommerleber
normalerweise sehr viel geringer ist als in der Winterleber.
Man kann sich durch geeignete Vorbehandlung der Tiere auch
im Juni Lebern von 14°/, Glykogengehalt herstellen?). Ver-
gleicht man 2 Versuche mit Lebern nahezu gleichen Glykogen-
gehaltes im Januar und im Juni, so ergibt sich:

In 100 g Leber Glykogen in g Glykogenabnahme
Datum | 7, Beginn | nach 4 O, | pro 100 g | in 9, des An-
des Versuches | durchstromt | Leber in g |fangsglykogens
4 113 14,84 14,61 0,23 1,6
3.VL 18 14,44 12,72 1,72 11,85

das heillt bei gleichem Anfangsgehalt an Glykogen nimmt unter
sonst gleichen Bedingungen das Glykogen in der Sommerleber
etwa um das 7fache der Abnahme in der Winterleber ab.

1Y) Uber eine Reihe derartiger Versuche, welche die Beziehungen
zwischen Konzentration des Glykogens und Glykogenschwund im auto-
nomen Organ behandeln, wird in kurzem berichtet werden.
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Dabei ist noch zu beriicksichtigen, daB die Abnahme der Winter-
leber in den Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode liegt.
Friiher ist gezeigt worden, daB diese Differenz zwischen Sommer-
und Winterleber dadurch bewirkt wird, da8 in der autonomen
Winterleber das Zusammentreffen von Diastase und Glykogen
in der intakten Zelle nicht vor sich geht, obwohl reichlich
Diastase in der Zelle vorhanden ist.

Hier interessiert nur die Frage: Ist es im Winter moglich,
durch Anoxybiose im autonomen Organ ein Verschwinden des
Glykogens (wie im lebenden Tiere) hervorzurufen, und wird der
im Sommer bereits oxybiotisch vorhandene Glykogenschwund
im autonomen Organ durch Anoxybiose beschleunigt? Die zur
Entscheidung dieser Frage in verschiedenen Jahreszeiten an-
gestellten Versuche sind in Tabelle III bis VI zusammengestellt.

Die Methodik dieser Versuche war genau die gleiche wie
die der iibrigen. Nur wurde bei dem anoxybiotischen Versuch
durch die Ringerlésung reiner Stickstoff geleitet. Die mit
Sauerstoff und Stickstoff behandelten Leberlappen stammen
natiirlich von denselben Tieren. Sie waren genau gleiche Zeit
in Eis und im Wasserbad; ebenso wurde bei der Glykogen-
analyse ganz gleichméBig verfahren.

Tabelle III zeigt die im Winter angestellten Versuche.
Der Mittelwert der oxybiotischen und anoxybiotischen Lebern
differiert nur um 0,074 g Glykogen pro 100 g Leber oder um
0,63°/, des Gehaltes der oxybiotischen Leber. Diese GriBe liegt
in den Fehlergrenzen der Bestimmungsmethoden, und dement-
sprechend liegen auch die Einzelwerte bald in den oxybiotischen,
bald in den anoxybiotischen Leberlappen hdher. Die groBte
Abweichung zwischen beiden betrigt 3,7°/, des Anfangsgehaltes.
Die Mehrzahl der Versuche ist in den Monaten November und
Dezember angestellt, aber Rana esculenta weist noch am
17. Mirz den gleichen Befund auf. Es ergibt sich also, daB
in der gleichen Jahreszeit, in der im autonomen Organ kein
Glykogenschwund feststellbar war (siehe Tabelle I), auch keine
Beeinflussung durch Anoxybiose im autonomen Organ mdglich
ist. Im November und Dezember ist es gleichgiiltig, ob man
die Organe mit Sauerstoff oder Stickstoff durchstrémt. Unter
meinen Versuchsbedingungen bleibt in beiden Fillen das Gly-
kogen stabil.
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Tabelle IV fiihrt die an Rana fusca im Februar und Mirz
angestellten Versuche auf. Sie zeigt, daB um diese Jahreezeit
durch Anoxybiose im Mittel 0,289 g Glykogen pro 100 g Leber
zum Verschwinden gebracht werden, oder 8,77°/, des in den
oxybiotischen Lebern enthaltenen Glykogens. Die groBte pro-
zentische Abnahme betrigt 11,8°/, im Einzelversuch, die kleinste
3,8°/,. Nur einmal findet sich eine so kleine Abnahme durch
Anoxybiose, die schon fast in den Fehlergrenzen liegt. Alle
iibrigen liegen auBerhalb der Fehlergrenze und alle Versuche
verlaufen einsinnig. Von Interesse ist es, daB bei Rana escu-
lenta in dem am 17. Mérz angestellten Versuch sich ein ganz
anderes Verhalten zeigt. Es beweist dies, daB die hier ge-
fundenen Differenzen mit den Lebensgewohnheiten der Tiere
zusammenhingen. Rana esculente erwacht etwa 4 Wochen spiter
aus dem Winterschlaf als Rana fusca. Ebenso geht bei Escu-
lenta die Begattung ein bis zwei Monate spiter vor sich.

Tabelle V zeigt den EinfluB der Anoxybiose in autonomen
Lebern von Rana esculenta im April und Mai, in der Zeit
nach dem Erwachen aus dem Winterschlaf bis etwa zur Be-
gattung der Tiere. Das Ergebnis ist nahezu identisch mit dem
2 Monate frither bei Rana fusca erhaltenen. Auch die Mittel-
werte sind fast dieselben, 0,291 g Abnahme durch Anoxybiose
Glykogen pro 100 g Leber oder 7,2/, der oxybiotischen Lebern.
Bei den in dieser Tabelle mitgeteilten Versuchen wurde nun
gleichzeitig der Anfangsgehalt der Lebern an Glykogen unter-
sucht, indem die Mittellappen sofort nach Entnahme aus dem
Eis, die Seitenlappen 4 Stunden spiter nach Durchstrémung
mit Sauerstoff bzw. Stickstoff analysiert wurden. Die betreffen-
den Glykogenwerte sind in Tabelle II mitgeteilt. Zieht man
aus ihnen das Mittel, so ergibt sich: Die Leber enthielt zu
Beginn des Versuches 5,2003 g Glykogen in 100 g Leber. Nach
Oxybiose 4,003 g Glykogen, nach Anoxybiose 3,712 g Glykogen.
Die oxybiotischen Lebern hatten demnach um 1,200 g abge-
nommen, die anoxybiotischen um 1,491 g. Die durch Anoxy-
biose bewirkte Zunahme des Glykogenschwundes betrigt also
240/, der oxybiotischen. Wenn dies mit den Versuchen am
ganzen Tier verglichen werden darf, so ergibt sich keine
wesentliche Differenz. Indessen ist ein solcher Vergleich
wohl kaum statthaft. Nur das beweist er, was ja in gleicher
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Weise aus den Versuchen von Masing und von Neubauer?)
hervorgeht, daB der anoxybiotische Glykogenschwund durch
Veridnderungen in den Zellen selbst bewirkt wird, nicht durch
Einfliisse vom zentralen Nervensystem aus oder durch Hormone,
die in anderen Organen entstehen, als diejenigen sind, in denen
der oxybiotische Glykogenschwund stattfindet.

Tabelle VI zeigt die gleichen Verhdltnisse im Monat Oktober,
Auch hier weisen 4 von 3 Versuchen einen anoxybiotischen
Glykogenschwund auf, der auBerhalb der Fehlergrenzen liegt %).
Der Mittelwert liegt entsprechénd dem hohen Gehalt der Leber
an Glykogen hoher, als in den Friihjahrsversuchen. Er betrigt
0,86 g Glykogen pro 100 g Leber oder 5,9°/, des Glykogen-
gohaltes der oxybiotischen Leber. Leider besitze ich fiir diese
Jahreszeit noch keine Versuche iiber den oxybiotischen Gly-
kogenschwund im autonomen Organ. Es ist wiinschenswert,
im September und Oktober eine &hnliche Versuchsreihe wie
die in Tabelle V und Tabelle II mitgeteilte noch anzustellen.

Die bisher mitgeteilten Versuche ergeben also, daB in den
Jahreszeiten, in denen das Glykogen im autonomen Organ
labil ist, eine Beeinflussung durch Anoxybiose deutlich ist.
In den Jahreszeiten, in denen das Glykogen im autonomen
Organ stabil ist, kann man dagegen durch Anoxybiose im
autonomen Organ keinen Glykogenschwund hervorrufen. Daraus,
scheint mir, muB geschlossen werden, daB die Labilitit des
Glykogens im autonomen Sommerorgan nicht durch ungeniigende
Sauerstoffversorgung entsteht.

Es wird vielfach angenommen, auf Grund des von Claude
Bernard entdeckten Zuckerstiches, daB die Hydrolyse des
Glykogens in der Leber in besonderer Weise vom Zentralnerven-
system aus beeinfluBt wird. Dem gegeniiber erscheint es von
Wichtigkeit, daB beziiglich der Stabilitit des Glykogens und der
Beeinflussung des Glykogenschwundes durch Anoxybiose in ver-
schiedenen Jahreszeiten sich im Muskel genau dieselben Verhilt-
nisse finden wie in der Leber, wenn das autonome Organ mit der
gleichen Versuchsanordnung untersucht wird. Die diesbeziiglichen
Versuche sind in der Tabelle VII bis IX aufgefiihrt.

Zu diesen Versuchen dienten zum groBten Teil die Gastro-

1) Diese Zeitschr. 48, 335, 1912.

%) Diese Versuche hat Herr Dr. med. Grode ausgefiihrt.
Blochemische Zelitschrift Band 54. 16
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knemien, zum kleineren Teil die am Becken abgetrennten
ganzen Hinterschenkel. Die Tabelle VII zeigt (wie schon
frither mitgeteilt) die Stabilitdit des Glykogens im autonomen
Organ in der Zeit von November bis Anfang Mirz. Im Mittel
ergibt sich bei 4stiindigem Verweilen bei 22° und Sauerstoff-
durchleitung eine Abnahme von 0,0188 g Glykogen pro 100 g
Muskel, oder 1,6°/, des Anfangsglykogens. Nur in einem Falle
am 10. XII. iiberschreitet die Abnahme deutlich die Fehler-
grenzen. Von Interesse ist es, daB am 7. III. zu einer Zeit,
wo das Leberglykogen bei Rana fusca bereits labil geworden
ist, das Muskelglykogen noch stabil sein kann. Die Sommer-
versuche, die in der Zeit von April bis Juni angestellt sind,
zeigen simtlich eine betriéchtliche Abnahme des Glykogens unter
den gleichen Bedingungen. Diese betrigt im Mittel 18,5°/, des
Anfangsglykogens und 0,065 g Glykogen pro 100 g Organ.
Wihrend bei der Leber die absolute Glykogenabnahme im
Sommer etwa das 5fache von der im Winter betrug, ist dieser
Wert beim Muskel im Sommer etwa das 3!/,fache des Winter-
wertes, Indessen ist ein genauerer Vergleich nicht mdglich,
denn der hochste Glykogengehalt im Muskel liegt mit 1,3°/,
immer noch bedeutend niedriger als selbst der niedrigste Leber-
wert. Die Tabellen VIII und IX zeigen die Beeinflussung des
Glykogenschwundes im autonomen Organ durch Anoxybiose.
Sie ergeben genau das gleiche Verhalten wie die mit Leber-
lappen angestellten Versuche. Auch hier ist im November und
Dezember keine Beeinflussung durch Anoxybiose nachweisbar.
Im Mittel weichen die anoxybiotischen Muskeln nur um 0,7°/,
vor den oxybiotischen ab, wihrend Rana fusca im Méarz um
7,3, Esculenta in den Monaten April bis Juni um 15°/,
und im September um 14°/, weniger Glykogen in den mit
Stickstoff durchstrémten Muskeln enthilt als in den mit Sauer-
stoff durchstromten. Von den zahireichen angestellten Ver-
suchen (im ganzen 22) verlaufen alle bis auf einen am 26. III.
an Fusca angestellten einsinnig; wodurch diese eine Abweichung
verursacht ist, kann ich nicht sagen. Ein Fehler bei der
Analyse ist mir nicht bemerkbar geworden. Am 7. V. und
-10. IV. 1912 wurden gleichzeitig Versuche an vorher gleich-
behandelten Froschen angestellt, bei denen einerseits die Ab-
nahme des Glykogens durch Oxybiose, andererseits die Ab-
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nahme durch Anoxybiose festgestellt wurde. Dabei ergab sich
im Mittel aus beiden Versuchen, daB die oxybiotischen Schenkel
zu Anfang des Versuches 0,439°/, Glykogen enthielten. Nach
4 stiindiger Behandlung mit Sauerstoff enthielten sie noch
0,3725°, Glykogen. Die oxybiotische Abnahme betrug also
0,06656 g Glykogen pro 100 g Schenkel. Die anoxybiotischen
Muskeln enthielten im Mittel aus beiden Versuchen zu Anfang
0,44756°/, Glykogen und nach 4stiindigem Verweilen im Stick-
stoffstrome 0,335°/, Glykogen. Sie hatten also um 0,1125 g
Glykogen abgenommen, d. h. um 69°/, mehr als die oxybiotischen,
wihrend bei der Leber die Mehrabnahme durch Anoxybiose
249/, der oxybiotischen betrug.

So zeigt also der Muskel im wesentlichen genau das gleiche
Verhalten wie die Leber: im Winter Stabilitit des Glykogens
und keine Beeinflussung durch Anoxybiose, im Sommer Labilitat
des Glykogens und Beeinflussung durch Anoxybiose im autonomen
Organ, wobei stets Versuchszeiten von hochstens 4 Stunden und
Temperaturen zwischen 20 und 25° benutzt werden miissen.

Die von mir gefundene Stabilitét des Muskelglykogens im
Winter gestattet vielleicht, die Frage nach dem Zusammenhang
zwischen Muskelarbeit und Glykogenverbrauch zu kliren. Zu
diesem Zwecke sind héufig herausgeschnittene Schenkel bis zur
volligen Erschopfung tetanisiert worden. Man hat dann meist
einen Glykogenschwund gefunden, der im Vergleich zu der
geleisteten mechanischen Arbeit ganz kolossal war'). Eine
Tetanisierung bis zur Erschépfung, iiberhaupt eine Reizungsart,
bei der es zu deutlicher Ermiidung des Muskels kommt, kann
zur Behandlung der Frage nach der Quelle der Muskelkraft
in keiner Weise dienen, da Ermiidung des Muskels nichts
anderes heiBt als Versetzung unter Anoxybiose bei gleich-
zeitiger Anhaufung von Milchsiure im Muskel. Ich habe einen
vorldufigen Versuch in dieser Richtung angestellt, der ein voll-
stindig anderes Resultat ergeben hat. Am 19. II. 1913 wurden
bei einer Durchschnittstemperatur von 11,8° im Zeitraum von
5 Stunden die 8 rechten Schenkel von Esculenten vom N. ischia~
ticus aus 250mal maximal durch einen Induktionsschlag in
gleichmiBigen Intervallen durch ein Uhrwerk gereizt. Die

1) Vgl. Pfliiger, Das Glykogen. 2. Aufl. 1905, S. 424ff.; ferner

J. Beegen, Du Bois-Reymonds Arch. 1895, 242.
16*
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Muskeln hingen am Nerven in Ringerlésung und waren nur
durch ihr eigenes Gewicht belastet. Durch die Ringerlosung
wurde ein rascher Strom von Sauerstoff geleitet. In derselben
Losung lagen gleichzeitig die 8 linken Schenkel der gleichen
Tiere. Nach 5 Stunden wurde gleichzeitig in den gereizten
und den ungereizten Schenkeln der Glykogengehalt bestimmt.
Es ergab sich in den ruhenden Schenkeln 0,702°/, Glykogen,
in den gereizten 0,647 g Glykogen, d. h. eine Abnahme in den
gereizten Schenkeln um 0,055 g oder 8°/,. Da die verwendeten
Schenkel 50 g wogen, so ergibt das einen Verbrauch von etwa
28 mg Glykogen fiir 250 Zuckungen. Dabei ist zu bedenken,
daB8 der mogliche Fehler der Glykogenanalyse wohl auf 509/,
dieses Wertes anzusetzen ist. Entgegen den Behauptungen in
der Literatur ist eine langdauernde Reizung also sehr wohl
moglich, ohne daB das Glykogen wesentlich stirker abnimmt
als es der mechanischen Arbeit und der vom Muske! ab-
gegebenen Wirme entspricht, wenn eine vollstindige Oxydation
des Glykogens angenommen wird. Es ist beabsichtigt, eine groBere
Versuchsreihe im kommenden Winter nach dieser Richtung an-
zustellen, da ein einzelner Versuch ja natiirlich nichts beweist.

Wihrend die bisher mitgeteilten Versuche in vélliger Uber-
einstimmung mit den seinerzeit in einer vorliufigen Mitteilung
im Centralbl. f. Physiol. 26, Nr. 7 veroffentlichten stehen, hat
sich Dbeziiglich der Froschovarien und Froscheier bei aus-
gedehnteren Versuchen ein wesentlich anderer Befund ergeben.
Es hat sich némlich gezeigt, daB bei Rana fusca die aus dem
Ovidukt ausgedriickten reifen Eier in Leitungswasser und nach
Zusatz von Hodenaufschwemmung nicht durch Anoxybiose be-
einfluBbar sind. Die oxybiotischen Eier enthielten im Mittel
aus 3 Versuchen 0,9873°%, Glykogen, die anoxybiotischen
0,97139/, also eine Abnahme von 0,016 g pro 100 g Ei oder
1,7°/,. Diese GriBe liegt in den Fehlergrenzen der Bestimmungs-
methode. Ebenso verhielten sich die Ovarien von Esculenta.
Es gelang leider in diesem Jahre nicht, natiirlich befruchtete
Eier von Esculenta zu erhalten, so daB die Frage, wie sich
bei diesen die Beeinflussung durch Anoxybiose verhilt, noch
offen gelassen werden muB. Die Ovarien von Esculenten, die
nach der Brunstzeit untersucht wurden, zeigten ein verschiedenes
Verhalten, je nachdem sie in Ringerlosung oder in Leitungs-



Beeinfl. d.Glykogenschwundes in autonomen Organen d. Froschesusw. 245

wasser untersucht wurden. In Ringerlésung war das Glykogen
stabil und durch Anoxybiose nicht beeinfluBbar. In destilliertem
Wasser war das Glykogen labil und in 3 von 5 Versuchen durch
Anoxybiose sehr deutlich beeinfluBbar. 2 Versuche indessen
zeigten diese Beeinflussung durch Anoxybiose nicht. Es ist also
hier ein abschlieBendes Urteil noch nicht méglich. Bisher ist im
Gegensatz zu den beiden in der vorlaufigen Mitteilung publizierten
Versucheneine Beeinflussung der Glykogenhydrolyse durch Anoxy-
biose am Froschei und Ovarium nicht bewiesen. Ich werde diese
Frage im néchsten Friihjahr von neuem untersuchen.

80 ergeben die Verhiltnisse im autonomen Organ im
weseentlichen #hnliche Befunde wie die frilrer am lebenden

Tabelle I
Glykogenschwund in autonomen Froschlebern in den Monaten November
bis Februar.
o, | Gtompint St et
Datam | Dauer und | in 100 g Leber ir: 100 g in 9,
Temperatur ber in |des Anfangs-
ante post g gehaltes
esculenta
29. XI1. 12 | 4> 22—23° | 12,00 11,59 0,41 8,4
esculenta
6. XII.12{ 4> 22—23° 9,71 9,70 0,01 0,1
esculenta
10. XI1.12| 4» 22—23° | 12,89 12,20 0,69 5,4
fusca
4.1.18 4b 22230 | 14,84 14,61 0,23 1,8
esculenta
“18. XI1.12] 4 22—23° | 11,96 12,14 -0,18 —-14
esculenta !
9.1.18 |4Y> 22—23° 10,76 10,30 0,46 43
esculenta
9.1.13 |5/ 22—28°| 10,99 10,65 0,34 33
esculenta®)
6.11.13 4> 240 7,23 7,86 - 0,63 —8,7
Mittelwert a) { 11,297 11,131 0,166 1,5
ohne den IVIerauch
vom 6.1I. 13
und den Versuch ) | 12,065 11,815 0,250 2,0
vom 9.1.13

1) Die Tiere, die zu diesem Versuche dienten, waren vor der Pripa-
ration 4!/® bei 17° anoxybiotisch gemacht.
r Versuch ist eingehend besprochen (diese Zeitschr. 52, 479),
er wurde mit mdglichst blutfrei gespiilten Lebern angestellt.



246 E. J. Lesser:

Tiere angestellten Versuche. Eine sehr wesentliche Differens
ist aber vorhanden. Im Winter némlich ist die Beeinflussung
durch Anoxybiose am ganzen Tier sehr deutlich. Im autonomen
Organ kann sie in dieser Jahreszeit nicht erhalten werden.
Hier entsteht die wichtige Frage, wodurch diese Differenz be-
wirkt wird. Im autonomen Organ fehlt der EinfluB des Nerven-
systems und ee fehlt die Zirkulation. KEs fehlt ferner die
Muskeltitigkeit. Es muB weiteren Versuchen vorbehalten
bleiben, zu entscheiden, welcher dieser 3 Faktoren es ist, der
die Differenz zwischen autonomem Organ und lebendem Tier
verursacht. Diese Differenz besteht aber nur im Winter.

Tabelle IL
Glykogenschwund in autonomen Froschlebern in den Monaten Marz
bis Juni.
—_—
. Abnahme des(Abnahme des
Tierart, f’l’ kogengehalt Glykogens | Glykogens
Datam | Dauwer und in 100 g Leber pro 100 g in 9/,
Temperatur Leber in |des Anfangs-
ante post g gebaltes
fusca
SLLIIL18 | 4 12° 2,48 2,08 0,40 16,1
esculenta
2.1IV.13 4 120 10,00 9,32 0,68 6.8
esculenta
5.Iv.13 8e 220 7,87 6,71 1,16 14,7
esoulents
22.1IV.18 | 4*15" 22° 8,56 7,07 1,49 17,4
esculenta
26.IV.18 | 8y 22° 5,58 4,34 1,24 22,0
esculenta
80.1v.13 42 220 4,33 2,09 1,34 80,9
esculenta
20.V.18 42 3220 2,68 1,69 0,99 87,0
esculenta
21.V.18 | 8b15 22° 2,20 1,22 0,98 4.5
esculenta ?)
8.VL18 8 220 14,44 12,72 1,72 11,85
esculenta )
8.VL13 8s 220 7,48 6,33 1,15 15,4
esoulenta ?) :
4.V118 8 220 2,60 2,04 0,56 21,6
Mittelwert der bei 22°
angestellten Versuohe 6,193 5,012 1,181 . 19,1

1) Die Tiere waren 8 Tage lang bei einer konstanten Temperatur
von 9 bis 10° gehalten worden, zum Teil mit Fleisch gefiittert und mit
109/ ,iger Traubenzuokerlésung injiziert worden.
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Tabelle ITL

EinfluB der Anoxybiose auf den Glykogenschwund in autonomen.
Lebern wihrend der Monate November und Dezember.

Glykogengehalt |Abnahme des|Abnahme des
Tierart, in 100 g Leber | Glykogens | Glykogens
h pro 100 g in 9,
Datam | Dauer und nao Leber durch [des Anfangs-
Temperatur . Anoxy- | Anoxybiose | geh. d
Oxybioss | “picd | " ing | Anoxybiose
esoulenta
15.X1. 12 2% 220 18,66 18,80 -0,14 -10
esculenta
23.XI. 12 4% 220 11,88 12,30 —0,42 -84
fusca
20.XL.12 ] 2» 220 12,48 12,48 0 0
fusca
6. XI1.12] 4b 22° 11,75 11,39 +0,36 3,0
esoulenta :
11. XIT1.12| 4% 220 12,57 12,10 + 0,47 8,7
esculenta
17.111.18 | 4*15" 220 8,84 8,66 +0,18 2,0
Mittelwert | 11,863 11,789 0,074 0,68
Tabelle IV.

EinfluB der Anoxybiose auf den Glykogenschwund in autonomen Lebern
von R. fusca im Februar und Mirz.

—

——

Glykogengehalt

Alénnhm des|Abnahme des
i in 100 g Leber lykogens | Glykogens
Tierart, m n.,goh pro 100 g | in 9/, der
Datum | Dauer und Leber durch | oxyb. Leber
Temperatur Anoxy- | Anoxybiose (durch Anoxy-
Oxybiose | “pi0Y in g biose
fusca
28.I1.13 | 4215 22¢ 5,93 5,23 0,70 11,8
fusca
13.IIL 13 | 4> 22° 4,92 448 0,44 8,9
fasoa
20.111.13 | 4> 15" 22¢ 2,42 2,22 0,20 8,3
fusca
26.I01.13 | 2y> 22¢ 2,62 2,42 0,20 7,6
fusca
27.111.13 4 22° 1,81 1,74 0,07 8,8
fusoa
81.I11. 13 4% 120 2,08 1,96 0,12 58
Mittelwert 8,297 3,008 0,289 8,77
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Tabelle V.

EinfluB der Anoxybiose auf den Glykogenschwund in autonomen Lebern
von R. esculenta im April und Mai.

Glykogengehalt |Abnahme des|Abnahme des
Tierart in 100 g Leber | Glykogens | Glykogens
’ h pro 100 g |durch Anoxy-
Datum | Dauer und nac Leber durch | biose in 9,
Temperatur ] Anoxy- | Anoxybiose der
Oxybiose biogey in g oxyb. Leber
esculenta
5. 1IV.18 s 220 6,71 6,33 0,38 5,7
esculenta
22.1IV.18 | 4b15 220 7,07 6,69 0,38 54
esculenta
26.IV.13 | 3y;» 22° 4,34 3,72 0,62 14,9
esoulenta
30.1Iv.13 42 220 2,99 2,88 0,11 8,7
esculenta
20.V.13 42 220 1,69 1,56 0,18 7,7
esculenta
21.V.13 | 8b15 22° 1,22 1,09 0,13 10,7
Mittelwert | 4,003 8,712 0,291 7,2
Tabelle VI
EinfluB der Anoxybiose in autonomen Lebern im Oktober.
Glykogengehalt in |Abnahme des
Tierart, 100 g Leber nach Glykogens 'Ab:mhme
pro 100¢g in %/, des
Datum Dauer und Leber durch .
Temperatur | Oxybiose | A39TY" | Anoxybi oxybiot.
¥y biose 0xyblose | Glykogens
in g
esculenta
8.X.12 | 2y} 220 15,99 14,58 1,41 9,0
esculenta
10. X. 12 4> 220 13,53 12,77 0,76 5,8
fusca
20.X. 12 5p 220 12,30 11,90 0,40 83
esoulenta
30.X.12 8 220 16,64 15,77 0,87 5,2
Mittelwert 14,615 13,755 0,86 5,9
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Tabelle VII.
Glykogenschwund in autonomen Muskeln im Winter und im Sommer.
Glykogengehalt in | Abnahme Abnahme
Tierart, 100g Organ | d. Glykogens des Glyko-
Datum | Dauer und 8 pro 100g | §°% f‘m“"
Temperatur |  ante post Organ Anfangs- ungen -
g gehaltes
fusca -
29. XI1.12| 4» 22° 1,238 1,238 0 0 Gastro.
fusca knem.
5.XI1.12] 4» 22¢ 1,092 1,076 0,016 1,5 n
esculenta
10.XI1. 12| 4!/, 2° 0,790 0,749 0,041 53 ”
esculenta
4112 4» 220 1,304 1,275 0,029 2,6 "
fusca
7.111.13| 4> 22¢ 1,181 1,178 0,008 0,7 n
Mittelwert 1,121 1,102 0,0188 1,6
esculenta
10.1V. 12| 2,2 24° 0,438 0,369 0,069 16,0 Schenkel:
esculenta
7. V. 12 3» 240 0,440 0,376 0,064 14,6 ”
esculents
7.V. 13 4k 220 0,351 0,258 0,093 26,5 n
esculenta Gastro-
1.V1.12 3b 250 0,181 0,146 0,035 19,4 knem.
Mittelwert 0,3525 0,2875 0,065 18,5

Muskeln im Winter und im Friihjahr.

Tabelle VIII
Beeinflussung des Glykogenschwunds durch Anoxybiose in autonomen

: Abnahme
Tierart, Glykogengehalt in Al:ll;:l;ll:w durch An-
100 g Organ nach oxybiose | Bemer-
Datum | Dauer und Anoxybiose in{/o dos | Tonmon
Temperatur | Oxybiose Alx:igg' sbolut; in oxyb.Gly- gen
g kogengeh.
esculenta
15. XI1. 12 2» 220 0,507 0,504 0,003 0,6 Gastro-
fusca knem.
20. XI.12] 2» 220 1,207 1,211 — 0,004 0,83 »
fusca + escul.
23. X1.12] 4*» 22° 1,058 1,061 - 0,003 0,3 ”
esculenta
11.XI11.12] 4> 220 0,675 0,645 0,030 44 n
Mittelwert d. November-
u. Dezemberversuche | 0,8618 0,8553 0,0085 0,7
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_ Tabelle VIII (Fortsetzung).
- Glykogengehalt in | Abnahme |APR&bme
: Tierart, | 100 g Organ nach |  daroh . |durchAn-
g Urgan nac . oxybiose | Bemer-
Datum | Dauer und Anoxybiose (. %/, des
Temperatur | Oxybiose | AROXY- | sbsolut | 7/ 60"} kungen
bioso in g kogengeh.
fusca
18.IIL 13| 4y > 24° 0,959 0,876 0,088 8,6 Gastro-
fusca knem.
20.II1. 13| 4/ 22° 0,767 0,657 0,?10 14,3 n
fusoa
26.II1. 18] 23> 249 0,997 1,014 —0,017 -1,7 "
fusoa
27.1IL 18| 4 24° 0,969 0,886 0,083 85 n
fusca
81.1IL.13] 4* 12° 0,887 0,765 0,072 8,8 »
Mittelwert der Mirzver-
. suche an R. fusoa . 0,9058 0,8396 0,0662 73
Tabelle IX.

EinfluB der Anoxybiose auf den Glykogenschwund in autonomen Muskeln.
i —— —

Glykogengehalt in | Abnahme |Abnahme
Tierart, 100 g Organ nach durch |in%, des| g
Datum | Dauer und yo Ant;’xyiaioee Goxyfaiot. mer
& . 0oXy- absolut lykogen-| kungen
Temperatar | Oxybiose biose in g geln.l%es
esculenta
17.1011. 18] 4y, > 22° | 0,644 0,600 0,044 7,0 Gastro-
esoulenta knem.
2.IV.18] 4> 12° 0,628 0,601 0,021 84 ”
esculenta
5.V.18| 8» 23¢ 0,850 0,336 0,014 4,0 Sohenkel
esculenta
21.IV.18| 4> 22¢ 0,447 0,394 0,053 11,8 »
esculenta
22.1V. 13| 4y > 22° 0,488 0,397 0,097 18,6 Gastro-
esoulenta knem.
26.IV. 18] 31> 22° 0,447 0,342 0,105 23,5 n
esculenta
80.IV. 18] 4* 22°¢ 0,445 0,341 0,104 23,3 "
esculenta
18.V. 12| 8% 24° 0,227 0,166 0,061 27,0 n
esoulenta
20.V. 18| 4> 22¢ 0,289 0,218 0,071 25,0 ”
esculenta
21.V. 13| 8yp» 22¢ 0,284 0,221 0,068 22,0 »
esoulenta
14. V1. 12 4% 190 0,173 0,122 0,051 80,0 "
Mittelwert der Sommer-
versuche an esculenta | 0,4015 0,3898 0,0817 15,0
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Tabelle IX (Fortsetzung).
. Glykogengehalt in | Abnahme |Abnahme
Tierart, | 100 g Organ nach | durch |in®,des| 5.
Dataom | Dauer und o Anoxybiose | oxybiot.
T & . xy- absolut |Glykogen-| kungen
OMPOratr | Oxybiose | “y;e in g gehaltes
esculenta
16.IX. 12| 3® 22° 0,863 0,593 0,070 10,6 Gastro-
esculenta knem.
18.1X.12] 3* 20° 0,737 0,561 0,176 24,0 "
esculenta
21. IX. 12| 3 20° 0,443 0,398 0,045 10,0 Schenkel
esculenta
24.IX. 12| 4 22° 0,423 0,388 0,035 83 "
Mittelwert d. September-
versuche an esoulenta| 0,5665 | 0,4850 0,0815 14,0




Uber eine Fehlerquelle bei Blutzuckerbestimmungen in
Frosch- und Schildkrdtenblut.

Yon
Ernst J. Lesser.
(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.)
(Bingegangen am 13. Juli 1913.)

I. Bang ist es mit Hilfe seiner Mikromethode gelungen,
im Froschblute reduzierende Substanz nachzuweisen?). Er fand
bei Sommerfroschen einen Blutzuckergehalt von 0,04°/,. Ich
hatte mich (ebenso wie Nishi im Schildkrétenblut) bei Ver-
wendung ausreichender Blutmengen vergeblich bemiiht, im nach
Rona-Michaelis enteiweiBten Blute reduzierende Substanz
nachzuweisen?). Wohl aber gelang dies im Blute von Froschen,
die vorher anoxybiotisch gemacht waren. Es schien von Inter-
esse zu untersuchen, wie die Differenz in Bangs und meinen
Versuchen zustande kommt. Ich habe zunichst meine friiberen
Bestimmungen mit groBeren Blutmengen wiederholt. Niemals
gelang es, im enteiweiBten, auf 20 ccm bei schwachsaurer Re-
aktion eingeengten Blutfiltrat reduzierende Substanz nach
Bertrand nachzuweisen. Es lieB sich niemals auch nur spuren-
weise eine Abscheidung von Kupferoxydul nachweisen. Wurde
das Asbestfilter mit der Bertrandschen Eisenlésung behandelt,
so erhielt man stets nach Zusatz von héchstens 3 Tropfen
1/ 0-Permanganatlosung im Filtrat deutliche Rotfarbung.

Eine Ubersicht iiber diese Versuche gibt Tabelle I.

1) Diese Zeitachr. 49, 40.
%) E. J. Lesser, Zeitsohr. f. Biol. 60, 396. — Nishi, Schmiede-
bergs Arch. 62, 170, 1910.
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Tabelle 1.
© ) )
2185]88,,| 83| kpa8
IR I T IR E
AR YR
Datum| = |2 gl EM /133 g/ 5Y  Yp= Bemerk
5 E?’ Bgsgzﬁ,g g.g.ggag emerkungen
Z[Em|R8"° | A& RAES
1913 | 3| g g mg mg
9.VL.]16)183 11,2 0 4,5 Wihrend der Pripara-
10. » |16]26,0 19,8 11? 7,9 tion der Herzen und der
11. » ]14(183 15,6 0 6,2 Blutentnahme steht das
12. » {30(25,0] 20,0 0 8,0 Wigeglischen mit
17. » 1201184 16,3 0 6,5 Kaliumoxalat in Eis.

Das Blut wurde wie frither aus dem Herzen entnommen.
Es tropfte aus der Wunde direkt in ein mit Kaliumoxalat be-
schicktes, gewogenes Wigeglischen, das wihrend der Pripara-
tion in Eis stand. Die Priparation dauerte !/, bis ®/, Stunden.

In den Versuchen am 11., 12. und 17. Juni habe ich dem
Blute genau bekannte Traubenzuckermengen zugesetzt. Am
11. VI. wurden auf 18,3 g Blut 10,1 mg Traubenzucker zu-
gesetzt. In 15,6 g hitten 8,6 mg wiedergefunden werden sollen.
Ich erhielt aber nur 5 mg zuriick. Am 12. Juni wurden auf
25 g Blut 13,9 mg Traubenzucker zugesetzt. In 20 g Blut
hitten 11,1 mg Traubenzucker gefunden werden sollen. Ich
erhielt aber nur etwa 5 mg Zucker zuriick.

Es war daran zu denken, daB beim Eindampfen Trauben-
zucker zerstort wird, oder daB trotz der Eiskiihlung durch
Glykolyse wihrend der Priparation Zucker verschwindet.
Kontrollversuche, bei denen 5 mg Traubenzucker in 350 ccm
Wasser gelost bei Gegenwart von Phosphatgemisch auf dem
Wasserbade auf 10 cem eingeengt wurden, ergaben aber, daS
hierbei keine Verluste auftraten. Es wurden daher am 17. Juni
18,7 mg Traubenzucker dem Blutfiltrat erst nach dem Einengen
auf dem Wasserbade direkt vor Anstellung der Bertrandschen
Bestimmung zugesetzt. Bei der Analyse wurden aber nur 8 mg
Traubenzucker zuriickerhalten. Das gleiche ergab ein nach der
Alkoholmethode von Bang behgndeltes Schildkrétenblut (12 g
Blut Testudo graeca). Dem eiweiBfreien Filtrat war nach dem
Einengen und nach Behandlung des eingeengten Filtrats mit
kolloidalem Eisen direkt vor Ausfiilhrung der Zuckerbestimmung
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18,7 mg Traubenzucker rugesetzt worden. Nur 13 mg wurden
wiedergefunden. .

Daraus ergibt sich, daB in Frosch- und Schildkritenblut
Substanzen enthalten sind, die bei EnteiweiBung durch kolloi-
dales Eisen ins Filtrat gehen und eine gewisse Menge Kupfer-
oxydul in Losung halten. Es ist also notig, vor der Anstellung
der Bertrandschen Zuckerbestimmung das Blutfiltrat von diesen
Stoffen zu befreien. Zu diesem Zweck habe ich das eingeengte
Blutfiltrat mit Mercurinitrat wie bei der Harnstoffillung be-
handelt?). Doch wurde ein deutlicher UberschuB von Mercuri-
nitrat zugesetzt. Bei fast neutraler Reaktion wurde filtriert
(2mal durch dasselbe Filter), der Niederschlag ausgewaschen.
Das Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff von Quecksilber be-
freit und Filtrat und Waschwasser auf dem Wasserbade ein-
geengt. Nach Vertreibung des Schwefelwasserstoffs wurde
Natriumacetat zugegeben und im Wasserbad auf etwa 30 com
eingeengt. In diesen wurde die Zuckerbestimmung nach
Bertrand ausgefiihrt.

In auf diese Weise gereinigten Blutfiltraten von Froschen
lieB sich im Juli stets reduzierende Substanz nachweisen, und
zwar ergab sich im Mittel ein Blutzuckergehalt von 0,035 9/,
also eine Zahl, die der von Bang mit der Mikromethode ge-
fundenen sehr nahe liegt. Im ganzen wurden bisher 3 Ver-
suche angestellt. Am 4. Juli wurde von 10 Esculenten 24,65 g
Blut erhalten. Das Filtrat entsprach 19,97 g Blut. Nach dem
Einengen auf etwa 80 ccm, aber vor der Fallung mit Mercuri-
nitrat, wurden 18,6 mg Traubenzucker zugesetzt. Bei der
Bertrandschen Bestimmung wurden 26,8 mg Traubenzucker ge-
funden. Mithin waren in 19,97 g Blut 8,1 mg Traubenzucker
oder 0,04°/, enthalten.

Am 5. Jul