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Uber die Assimilation des Kohlenstoffes hei wasserstoff-
oxydierenden Bakterien.

Yon
A. F. Lebedeff.

(Aus dem agrikultur - chemischen Lahoratorium der Neurussischen
Universitat Odessa.)

(Eingegangen am 15. Septcmber 1907.)

Im vorigen Jahre hatte ich einen wasserstoffoxydierenden
Kokkus isoliert, welcher mit groler Energie die Zerlegung der
Kohlensiure zu vollziehen vermochte. Mit diesem Mikroorganis-
mus waren nach der frither von mir zusammen mit Prof. A. J. Na-
bokich beschricbenen Methode neue Versuche angestellt?),
um den Chemismus der Kohlensidureassimilation aufzukliren.
Ich beabsichtigte experimentell zu erforschen, ob bei der Zer-
legung der Kohlensiure freier Sauerstoff durch die Mikroorganismen
gebildet wird, welcher zur Oxydation des Wasserstoffes gebraucht
werden konnte. Es ist leicht zu verstehen, daB quantitative
Untersuchungen iiber das Verhdltnis H, : O, zur Losung der
Frage mir ganz befriedigende Angaben liefern konnten. Bei dem
Vorhandensein eines Prozesses, welcher freien Sauerstoff liefert,
werden fiir das Verhdltnis zwischen oxydierten Mengen des
Wasserstoffes und den dazu verbrauchten Sauerstoffquanti-
titen selbstverstindlich nur solche Zahlen erhalten, welche
den theoretischen Wert 2 : 1 weit iibertreffen.

Die Versuche bestitigten diese Vermutung. Ich hatte folgende
Resultate erhalten:

- — — —
N“"‘me"'d"si1f2:314‘5‘6i7\3*);9;10111-')

Versuches '
Oxydierter ‘ |40 ‘ | ' ‘
Wasserstoff in ccm 27791 156,19 401,90 219.80°122,72 213,33 189,40 275,25 151,60 114,76 269.60

Verbrauchter i
Sauerstoff in ccm (11892 5981 (157,66| 93,55 | 58,10( 86,14| 79,60 1115.75 | 55,89 35,31 | 94,91
247| 238/ 238| 271! 33| 284

Verhaltnis H:: 0, | 244 259| 235! 234] 2l

1) Centralbl. f. Bakt. 17, 1906.
3) Nihrlésung mit MgCO,.
Biochemische Zeitschrift Band VI 1



2 A. F. Lebedetft:

Diese Zahlen weichen von den theoretischen Werten weit
ab und zwar immer in derselben Richtung: wir hatten immer
einen UberschuB an Wasserstoff beobachtet. Irgend welche
Versuchsfehler sind kaum zu vermuten. Es ist aber sehr wahr-
scheinlich, dafl die iiberschiissige Menge verbrauchten Wasser-
stoffes durch den diinn Assimilationsprozesses gebildeten Sauer-
stoff oxydiert wurde.

In der Tat, wenn fiir Assimilationsprozesse die Beyerschen
Gleichungen angenommen werden CO, =CO + O; CO + H,O
= CH,0 + O, kann man auch fiir Wasserstoffoxydationsprozesse
Zahlen erhalten, welche auf die Gleichung 2 H, 4+ O, =2 H,0
fast genau zutreffen.

Die oben mitgeteilten Zahlen werden folgendermaflen modi-
fiziert, wenn der Sauerstoff der zerlegten Kohlensiiure mitgerechnet
wurde:

Nummern

3 7 |
des Versuches | ! 3 { 4 ’ 5 { 6 ‘ { 9 19

Zerlegte Mengen |
der Kohlensiure ' | } | ‘

in ccm 35,76 21,52 29,51‘28,11513,96 31’03i17’97 19,66 32,06
Verhiltnis H,: O, ‘ 185 1,91% 2,14 1,80 1,70 1,8‘2: 194 200 170

Es scheint also sehr wahrscheinlich zu sein, daf} kein prin-
zipieller Unterschied zwischen dem Chemismus der Kohlensdure-
assimilation der griinen Pflanzen und dem der Bakterien zu

verzeichnen ist.
Herrn Prof. Dr. A. J. Nabokich mdochte ich fiir seinen

freundlichen Rat hier meinen besten Dank sagen.

Odessa, den 9. August 1907.

Analytische Belege.

Versuch I
Destillationkolben 781,6 cem mit 90,6 cem Nihrlosung, ent-
haltend im Liter 0,5 KH,PO,, 2,0 KNO,, 0,2 MgSO, und 1,0
NaHCO,. Der Kolben wurde mit 691 ccm der Gasmischung
folgender Zusammensetzung gefiillt:
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CO, . . ... .... 694
H.......... 5866%
Op . o v v v ... 2871%
N .o i o oo .. B81%

99,989

Nach 41 Tagen wurde der Kolben unter sterilisiertem Wasser ge-
offnet; es wurden dann 457 cem Wasser zur Deckung des gebildeten
Vakuums verbraucht. Die Analyse des gebliebenen Gases ergab:

CO, . v v v v .. 235%
H.......... 52529
O, . . v v v v . ... 3514%
N ... ... ... 993

799,949

Diese Daten ermoglichen, die Quantititen der verbrauchten
Gase zu berechnen. Es ist aber ndtig, die Loslichkeit des Gases in
der Nihrlésung und im Wasser auch beim Offnen in Betracht zu
ziechen. Man nahm sie gleich der Loslichkeit in Wasser an und

ke P
100
gelosten Gases im Kubikzentimeter, a die Menge des Wassers in
Kubikzentimetern, k die Loslichkeit des Gases und p Prozent des
Gases in der Gasmischung ist. Damit haben wir also die Daten,
um die von der Kultur verbrauchte Gasmenge zu berechnen.

rechnete nach der Formel z = , wo z die Mengen des

| co, H | o | N
) o B 1 N cem - Alclll B ‘[ (;(‘Illi [77(3(3"]
s smmm s s s = —
Vor dem Versuch i :
in der Gasmischung {4796 405,34 198,39 39,18
in der Lisung i 6.29 1,02 0,78

54,15 | 40636 1 199,17 | 39,18
Nach dem Versuch

|

1
in der Gasmischung ‘ 5,0 122,90 82,23 23,24
in der Losung ] 12,89 5,05 5,1 i 0,80
mit dem Fiillwasser eingefiihrt | 293 | —H,40
| 1839 12845 | 8525 | 1864
Verbraucht . 3576 | 27791 | 113,92 | —20,54

Das Verhiltnis H, : O = 2,44.
Auf 1 cem assimilierter CO, war 11,7 cem Knallgas verbraucht.
1*









6 A. F. Lebedeft:

Das Verhiltnis H, : O = 2,34.
Auf 1 ccm assimilierter CO, war 11,7 ccm Knallgas verbraucht

Versuch V.

Destillationskolben 717 ccm Kapazitit mit 92,6 cem Niihe-
16sung und 624,5 ccm Gasmischung. Binnen 19 Tagen wurden
214,5 cem von den Gasen verbraucht. Die Gasanalysen er-
gaben folgende Resultate:

— - —
Vor dem Versuch l Nach demVersuch

o, 6,94%, 4,999,
H 58,66, 58,827,
0, 28711% | 2941,
N 5,67%, 1 6.84 %,
| 99,989, - 100,06%,
coo | H | o | N
ccm ' cem ; ’

cem

Vor dem Versuch ' ‘
in der Gasmischung 43,34 366,33 | 179.29 35.41
in der Lésung 6,43 1,05 0,79 -

4977 | 36738 | 180,08 35.41

Nach dem Versuch

in der Gasmischung 20,46 241,17 : 120,56 28,00
in der Losung 15,35 3,49 | 2,70 —

mit dem Fiilllwasser eingefiihrt |  — - -128 | 204

i3b,81 1 2446 : 121,98 25,51

Verbraucht | 1396 . 12,7y 68,10 --9,90

Das Verhiiltnis H, : O =2,11.
Auf 1 cem assimilierter CO, war 13,2 ccm Knallgas verbraucht.

Versuch VI,

Destillationskolben 654,5 ccm Kapazitit mit 89 cem Nihr-
losung und 565,56 ccm Gasmischung. Binnen 35 Tagen wurden
343 cem der Gase verbraucht. Die Gasanalysen ergaben fol-
acnde Resultate:
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1 Vor dem Versuch | Nach dem Versuch
Co, 5,56 °/, 0,829,
H 58,40 %/, 52,18 %/,
0O, 29,07 %/, 35,179/,
N 6,859, 11,829,
99,889/, 99,99 %/,
CO, H 0, N
o o ccm ccm cem cem
Vor dem Versuch
in der Gasmischung 31,44 330,23 164,40 38,74
in der Lésung 4,96 1,00 0,74 —
36,40 331,23 165,14 38,74
Nach dem Versuch
in der Gasmischung 1,78 113,50 76,49 26,71
in der Losung 3,69 4,40 4,59 0,76
mit dem Fiillwasser eingefithrt - - —2,08 —4,11
5,37 117,90 79,00 22,36
Verbraucht 31,03 | 213,33 86,14 —16,38

Das Verhiltnis H, : O = 2,47.
Auf 1 cem assimilierter CO, war 10,3 ccm Knallgas ver-

braucht.

Versuch VII.

Destillationskolben 912 cecm Kapazitit mit 95 cecm Nahr-
losung und 817 cem Gasmischung. Binnen 35 Tagen wurden
Die Gasanalysen ergaben folgende

289 cem Gas verbraucht.
Resultate:

| Vor dem Versuch | NachdemVersuch
0, | 5,19, 3,369/,
H | 61,399, 58,51 %,
0, 28,50 9/, 98,89 9/,
N { 4939, | 9,239,
| 10001% | 99,99












Uber die Wirkung der salpetrigen Siure auf die
EiweiBstotfe.

Von

Dr. Z. Treves,
Privatdozent der Physiologie an der Kgl. Universitit Turin

und

Dr. chem. G. Salomone.

(Eingegangen am 29. September 1907.)

Die Wirkung der salpetrigen Siure auf die EiweiBstoffe ist
zum ersten Male von H. Schiff!) untersucht und als eine Des-
amidierung erklért worden, indem die im EiweiBmolekiil enthal-
tenen Amidogruppen NH; abgespalten wiirden und dadurch die
von denselben bewirkte Biuretreaktion verloren ginge. Wenn auch
eigentlich nie eine vollstindige Ubereinstimmung beziiglich dieses
letzteren Punktes herrschte, so begann man doch erst dann an
der von Schiff angegebenen Wirkung der salpetrigen Sdure auf
die Eiweillstoffe zu zweifeln, als wiederholte Analysen der sog.
Desamidoalbumine zeigten, dal die Verminderung des N-Gehaltes
weder konstant ist noch sich bei jedem mit HNO, behandelten
EiweiBstoffe zeigt. Levites?) schlieBt auf Grund seiner Analysen
eine Verminderung sowohl des totalen als auch des ammonia-
kalen N-Gehaltes infolge der Wirkung von HNO, auf die Eiweil3-
korper aus. Derselbe Forscher, in Ubereinstimmung mit den An-
gaben von Z. Treves und A. Pellizza?), hat auch bemerkt, dall
die Biuretreaktion bei den mit HNO, behandelten EiweiBkorpern
nicht vollstindig unterdriickt wird. Ein im vergangenen Monat
Januar erschienenes Sammelreferat von Skraup und Kaast)

1) H. Schiff, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 1354, 1896.

2) Levites, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 202, 1904.

3) Z. Treves und A. Pellizza, Acc. Reale delle Scienze di Torino-
Atti 89, 1804.

4) Skraup und Kaas, Annal. d. Chem. 351, 379, 1907.



12 Z. Treves und G. Salomone:

stimmt mit dem von Levites Gefundenen iibercin. Diese Autoren
fanden, dafl mit HNO, behandeltes Casein und Glutin sich von den
nicht damit behandelten nur dadurch unterscheiden, daB3 ersterc
ctwas weniger Phosphor und etwas mehr Sauerstoff enthalten;
Ovalbumin enthiilt nach der Nitrosierung nur cinen etwas gréfleren
Prozentgehalt an Schwefel und Phosphor. Die Autoren schlieBen
eine molekulare Spaltung des Glutins aus, halten dieselbe aber fiir
moglich beim Casein, fiir wahrscheinlich beim Albumin; das
nitrosierte Albumin behilt die Reaktion auf labilen Schwefel bei,
sowie die Molischsche Reaktion mit a-Naphthol und Thymol auf
die carbohydratische Gruppe, aber nicht mehr die Millonsche
Reaktion auf Tyrosin, wahrend die Biuretreaktion zweifel-
haft ist. Nach denselben Autoren liefert das nitrosierte Albumin,
cbenso wie das nitrosierte Casein und Glutin, infolge der hydro-
lvtischen Prozesse kein Lysin mehr, wihrend letzteres nach der
Hydrolyse des gewdhnlichen Albuming gefunden wird. Wir werden
noch Gelegenheit haben, auf einige der von diesen Autoren den
nitrosierten Eiweillstoffen zugeschriebenen Merkmale zuriick-
zukommen; um aber die Literatur der uns jetzt beschiftigenden
Frage zu vervollstindigen, méchten wir gleich bemerken, dal3
soviel uns bekannt ist!), noch kein Autor die Nitrosicrungspro-
dukte der EiweiBstoffe von dem Cesichtspunkte aus beurteilt
hat, wie einer von uns, der sich bei gemeinschaftlich mit Dr. Pel-
lizza im Jahre 1904 ausgefiihrten Arbeiten aus mehreren Griinden
fir berechtigt hielt?), die durch Wirkung von HNO, auf die Eiweil}-
kérper entstandenen Produkte als Diazoderivate zu betrachten.
Das mit HNO, bei gewohnlicher Zimmertemperatur behandelte
Casein wurde in dieser Mitteilung von Z. Treves und A. Pel-
lizza als ein gelblicher Korper beschrieben, der, wenn er nicht
rasch filtriert und gewaschen sowie mdoglichst im Dunkeln ge-
trocknet und aufbewahrt wird, sich leicht veriindert, indem cr
sich braun-rétlich firbt. Er wird vom Licht, von itzenden
Alkalien und von konzentrierten Siuren bei Anwesenheit von
C'u,Cl, unter Entwicklung von N zersetzt; durch Zinkpulver wird
cr langsam entfiirbt, wodurch das urspriingliche Casein wieder ent-
<teht. Trist unléslich in Wasser, Alkohol, Ather und verdiinnten
1) Siche S. Frinkel, Deskriptive Biochem. 1907, 259 —260.
?) Z. Treves und A. Pellizza, a. a. O.
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Siiuren, 1dslich in Natriumcarbonat und Alkalihydraten, woraus
er durch Mineralsduren und Essigsduren geféllt wird. Mit einer
alkoholischen g-Naphtholldsung unter Alkalisierung mit NaOH
nimmt das gelbliche Produkt sogleich eine bestindige braun-rote
Fiirbung an. Der entstandene Korper ist blau, wenn er, statt mit
Wagsser, mit entwiissertem Alkohol gewaschen wird; sein Verhalten
hinsichtlich der Loslichkeit ist dasselbe wie das des gelblichen
Stammkorpers. Gefirbte Kopulationsprodukte erhilt man von
nitrosiertem Casein auch mit Salicylsiure, sowie mit anderen
Phenolen und Aminen. Ahnliche Merkmale besitzen das nitro-
sierte Eieralbumin, Fibrin, Gelatin usw. — Der gelbliche Kérper
zeigt, wenn er in einer kalten KOH-Losung unter Hinzufiigung
einiger Tropfen verdiinnten Kupfersulfats suspendiert wird, eine
unreine rot-violette Farbung, die nach und nach deutlicher wird
und sich sehr langsam der ganzen Fliissigkeit mitteilt. Er ist in
HCL%, nicht quellbar, vom kiinstlichen Magen- und Pankreas-
saft wird er nicht verdaut. Der auf Fibrin stark einwirkende
Magensaft ist kaum imstande, das nitrosierte und das nach
Nitrosierung mit g-Naphthol kopulierte Fibrin anzugreifen; im
zweiten Fall wird die Fliissigkeit schwach rotlich gefirbt. Der
Magensaft, in dem der gelbe Korper lingere Zeit hindurch digeriert
wurde, zeigte weder violette noch rosenrote Biuretreaktion. Der
gelbliche Korper entsteht nicht bei Behandlung der kiiuflichen
Peptone (Merck) mit HNO,. Nach einigen Versuchen zu urteilen,
scheint es jedoch, daf8 einige dialysierbare Produkte sowohl der
peptischen als auch der trfischen Verdauung noch mit HNO,
zu reagieren imstande sind ; denn die mit HNO, versetzte und dann
mit B-Naphthol in alkoholischer Losung behandelte Verdauungs-
fliissigkeit nimmt eine gelblich-rotliche Farbe an, die sich durch
Dialysierung der #uBeren Fliissigkeit mitteilt. Die Behandlurfg
der EiweiBkorper geschah bei unseren Versuchen nicht wesentlich
anders als bei Schiffs Versuchen, nur bei anderer Temperatur;
wir arbeiteten bei gewo6hnlicher Zimmertemperatur (16—18° C),
Schiff dagegen bei 34—40° C. — Die von Schiff und von uns
angegebenen KEigenschaften des gelblichen Korpers dagegen
weichen wesentlich voneinander ab. Nach Schiff wird er nimlich
durch HCl und Pepsin ziemlich leicht geldst, gibt aber nachher die
Biuretreaktion nicht; der von uns beobachtete Korper ist dagegen
in HCI nicht quellbar, im Magensaft unloslich, zeigt aber die Biuret-
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reaktion (auf Albumosen), wenn auch nicht so rasch und deutlich
wie die gewShnlichen Eiweikérper; der Grund davon diirfte in
der verminderten Loslichkeit zu suchen sein. Unsere mit HNO,
behandelten EiweiBkorper zeigen aber noch dazu in ganz deut-
licher Weise das charakteristische Verhalten der Diazoderivate.
Folgendes Schema diirfte den wahrscheinlichen Verlauf der Reak-
tion veranschaulichen:

n (HNO, + HCl)
R. (NH,)n » R. (N=NClh)n
Albumin n (NaNO, + H(Y) gelblicher Korper
C,,H,ON
R. (N=NCl)n — 9077 % | R (N=NC,H,ONa)
Natrium 8-Naphthol roter Korper

Wir bemerkten aber zugleich in der angegebenen Mitteilung,
da die Reaktion mit HNO, noch erfolgen konnte, wenn der
EiweiBkorper lange in Formaldehydlésung aufbewahrt wurde,
und daB in diesem Falle der entstandene Korper die durch die
Behandlung mit Formaldehyd und die durch Nitrosierung be-
stimmten Verinderungen gleichzeitig zeigte; so war er einerseits
in kaltem Alkalihydrat unléslich (rasch 16slich dagegen in sieden-
dem 10prozentigen NaOH mit Entwicklung von NH,), andererseits
zeigte er keine Spur mehr von Biuretreaktion. Daler glaubten
wir die Hypothese aufstellen zu miissen, da nicht alle Stick-
stoff enthaltenden Gruppen der Proteinmolekiile (NH oder NH,)
fahig seien, mit dem Formaldchyd in Verbindung zu treten,
sondern vielleicht nur die Imidogruppe, oder dall die Amido-
formaldehydgruppen unter der Einwirkung der HNO, gespalten
werden, withrend die Imido-Formaldehydgruppen unveriindert
bleiben, so daB jedenfalls der von verschicdenen Autoren, u. a. von
Benedicenti') angegebene Vorgang der formoproteischen Ver-
bindungen nur teilweise anzunchmen sei.

Im Jahre 1905 hat nun wieder einer von uns?) einige schwefel-
reiche EiweiBderivate beschrieben, die durch Behandlung der in
Natriumhydrat oder Natriumcarbonat gelosten Eiwceilkdrper
(EiereiweiB, Cascin usw.) mit CS, erhalten werden. Die Eiweili-

1) A. Benedicenti, Arch. f. Physiol., Physiol. Abt. 279, 1897,
R. NH, + CH;0 = R. NCH, + H,O0.

Albumin

2) Z. Treves, Arch. It. di Fisiol. Luglio 1905.
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losung nimmt sogleich eine gelbe Farbe an und durch Zusatz von
verdiinnter Essigsdure 1aBt sich aus ihr ein Korper fillen, der,
nachdem er gewaschen und getrocknet worden ist, dieselbe mehr
oder weniger ausgesprochene Férbung zeigt. Der so gewonnene
Stoff ist in verdiinnten Alkalien schwer lslich; einige der charak-
teristischen Eiweikorper-Reaktionen (Biuretfirbung der in ver-
diinntem NaOH nach Zusatz einiger Tropfen verdiinnter CuSO,-
Losung suspendierten Substanz) sind bei ihm noch ziemlich deut-
lich vorhanden, andere zeigen sich unrein oder zweifelhaft (Ras-
pailsche und Xanthoproteinreaktion), andere endlich fallen
negativ aus (Liebermann-Wurster und Adamkievicz).
Auffallend groB ist der Schwefelgehalt zugunsten des labilen
Schwefels. In Anbetracht unserer noch ganz mangelhaften Kennt-
nisse beziiglich der oben erwéhnten EiweiBderivate (Nitrosierung,
Formo- und Schwefelkohlenstoffverbindungen) hielten wir ecs
fiir niitzlich, das Studium derselben wicder aufzunehmen, um die
Einzelheiten der Vorginge besser zu bestimmen und besonders
um zu konstatieren, ob die beschriebenen Reaktionen gleich-
zeitig eintreten und nebeneinander bestehen konnen, oder ob sie
sich gegenseitig ausschlieflen.

1. Diazoalbumin. — Um eventuelle Zersetzungen soviel
als moglich zu vermeiden, arbeiteten wir stets bei 0°, also weder
bei Zimmertemperatur (wie bei unseren fritheren Untersuchungen)
noch bei 3¢—40° C, wie Schiff. 50 g mit Alkohol und Ather
wiederholt gewaschenes Eiweill (Merck) wurden in 200 ccm einer
10prozentigen NaNO,-Lésung gebracht; dann wurde die berechnete
Menge verdiinnter HCl hinzugefiigt. Die Mischung wurde wieder-
holt umgeriihrt, bis sich keine salpetrige Siaure mehr entwickelte.
Hierauf wurde durch ein Tuch filtriert, die gefillte Substanz ge-
waschen und durch den Luftstrom getrocknet, bis das Wasch-
wasger keine Reaktion mehr auf HNO, zeigte. Man erhilt zuletzt
einen pulverigen Korper, dessen Farbe ganz schwach strohgelb
ist, um erst nach lingerer Zeit rétlich zu werden, besonders wenn
er nicht gegen Licht und Luft geschiitzt wird. Die filtrierte
Fliissigkeit ist gelb; liflt man sie lingere Zeit hindurch stehen, so
scheidet ein schwach gelbliches, sehr feines Pulver aus, dessen
Verhalten mit dem der abfiltriertten Masse identisch ist. Die
gewohnlichen Priicipitationsmittel der Eiweilkorper lassen sonst
keine weitere Substanz aus der Fliissigkeit ausscheiden. Dieser
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Umstand scheint uns nicht zugunsten der Hypothese von Skraup
und Kaas zu sprechen, daBl beim Albumin unter der Einwirkung
von HNO, eine Spaltung eintrete, die bei anderen EiweiBlkérpern,
z. B. Glutin, nicht zustande komme. Auch in bezug auf andere
Einzelheiten weicht unsere Erfahrung von der der genannten
Autoren ab, was sich iibrigens leicht erklaren diirfte durch die
vielleicht nicht gleichgiiltigen Unterschiede zwischen unserem
Verfahren und dem von den genannten Autoren befolgten.
Skraup und Kaas operierten niimlich nicht mit fertigdar-
gestelltem Albumin, sondern mit einem nicht denaturierten Ge-
misch von Eieralbumin und Ammoniumsulfat; sie lieBen die Kolben
tiber Nacht stehen und erhitzten sie dann im Wasserbad, bis das
Schiiumen vollstindig aufgehort hatte und die Masse zusammen-
gefallen war. Dies war nach zwei Stunden der Fall; der gefiillte
Korper wurde dann noch mit warmem H,0 gewaschen, bis die
saure Reaktion verschwunden war, hierauf mit drei Liter warmen
Wassers, bis der Riickstand des Filtrats durch Verdampfung auf
ein Minimum reduziert war. Dann wurde der ausgeschiedene
Kérper noch mit heilem Alkohol und Ather gewaschen. — Die
schwach strohgelb gefirbte ausgeschiedéne Masse ist in kaltem
Wasser unléslich, schwer loslich in heiem Wasser, worin sie
auch teilweise zersetzt wird; sie ist unloslich in kaltem und heiBem
Alkohol, 16st sich sehr langsam in kalter, rascher in warmer Alkali-
l6sung, wodurch die Fliissigkeit tiefbraun gefirbt wird. Von dieser
Flissigkeit scheiden die Mineralsiuren und die Essigsidure eine
flockige weile Masse ab, die in Alkali loslich ist und eine ausge-
sprochene violette Biurctreaktion ergibt. Der strohgelbe Korper
quillt in Wasser sehr wenig, bedeutend mehr in verdiinnnte Alkalien
und Alkalicarbonat. Erhat einen totalen Schwefelgehalt von 1,669,
(gegeniiber 1,659, des nicht nitrosierten Albumins) und 0,2989%,
labilen Schwefel (gegeniiber0,3159%, des nicht nitrosierten Albumins).
Er zeigt alle schon in der Einleitung angegebenen Merkmale der
Diazoderivate, sowie andere, die bei fritheren Versuchen nicht ge-
priift worden waren. Als die wichtigsten seien hier folgende erwihnt :

1. langsame Reduzierung durch Zinkpulver;

2. Kopulierung mit Naphtholen, Phenolen usw. unter An-
nahme einer roten Firbung;

3. die Liebermannsche Reaktion ist vorhanden, d. h. durch
Behandlung mit H,SO, und Phenol nimmt die Substanz eine griin-
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blaue Farbung an, die sich nach Zusatz von Wasser und Alkalien
in Rot umwandelt.

4. Mit H,SO, und Thymol nimmt der gelbliche Kérper eine
tiefgriine Farbung an, die nach und nach rotbraun und nach
Zusatz von H,0 und Alkali entschieden rot wird. Das nicht
nitrosierte Albumin nimmt dagegen nach Zusatz von H,SO, und
Thymol eine rotviolette Farbung an. ,

5. Nach Zusatz einer alkoholischen Losung von Paraphenylen-
diamin und Alkalisierung durch NaOH nimmt der gelbliche
Korper eine bestindige gelbrétliche Farbe an, die sich nach und
nach der ganzen Fliissigkeit, in der der Korper sich allméhlich
lost, mitteilt. Die Fliissigkeit zeigt endlich eine Farbe, die an die
Farbstoffe der Crysoidingruppe erinnert.

Das Diazoalbumin gibt noch die Biuretreaktion, die aber
nicht so leicht erkennbar ist wie hei gewohnlichen Proteinen. Es
16st sich namlich sehr langsam in miBig verdiinnter KOH-Losung;
es quillt darin und bleibt lange suspendiert. Fiigt man nun einige
Tropfen verdiinnter Kupfersulfatlésung hinzu, so nehmen die
gequollenen Flocken eine tief rotbraune Farbung an, welche nach
und nach in die ganze Fliissigkeit iibergeht. Das Diazoalbumin
farbt sich gelb bei Behandlung mit HNO, (Xanthoproteinreak-
tion); die Liebermann-Wurstersche Reaktion tritt deutlich
ein, die Adamkieviczsche bleibt unbestimmt, die Millonsche
tritt nicht ein. Im siedenden Wasser wird das Diazoalbumin zer-
stort und die zuriickbleibende Substanz gibt eine sehr deutliche
Biuretreaktion. Dies stimmt mit den Angaben von Levites, dal
bei dem (bei einer Temperatur von 40° C dargestellten) Desamido-
albumin von H. Schiff die Biuretraktion nicht fehle. Das
mit siedendem Wasser behandelte Diazoalbumin laBt sich nicht
mehr mit Naphtholen kopulieren und nimmt bei Behandlung mit
H,SO, und Phenol keine bestimmte Farbe mehr an. Mit H,80,
und Thymol behandelt firbt es sich statt tiefgriin rosagelblich,
wie es nach den Angaben von Skraup und Kaas der Fall sein
sollte, die doch bei héherer Temperatur arbeiteten. Mit siedendem
Wasser behandeltes Diazoalbumin gibt mit Paraphenylendiamin
keine deutliche Reaktion mehr. Lassen wir das Diazoalbumin
trocken sich auf 100° oder mehr erwiirmen, so wird es allmihlich
rotlichgelb und verliert nach und nach die angegebenen Eigen-
schaften, wihrend die charakteristischen Reaktionen immer

Blochemische Zeltschrift Band VIL. 2
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weniger deutlich werden. Auch Alkalien vermdgen Diazo-
albumin zu zerstoren; in KOH gelost und dann wieder mit ver-
diinnten Sduren gefillt, abfiltriert und getrocknet, gibt das
Diazoalbumin keine der angegebenen Reaktionen mehr und ist
unfihig, gefirbte Kopulationsprodukte zu liefern.

II. Schwefelreiches Albumin. — Bei dieser Reihe von
Versuchen war die Behandlung des Albumins mit Schwefelkohlen-
stoff inniger als bei den friilher mitgeteilten. 25 g Eiereiwei
(Merck) wurden im Wasserbad mit 25—30 g CS, in einem
Destillierkolben mit Riickfallseinrichtung auf 50° erhitzt. Die
Menge Schwefel, welche dem EiweiB in labiler Verbindung anhan-
gend bleibt, ist von der Zeit abhingig, wihrend welcher man das
EiweiB auf den siedenden CS, reagieren la3t. Die folgende Tabelle
gibt ein Bild von dem Verlauf der Reaktion:

Versuch Rgzl;:::s Total-Schwefel | Labiler Schwefel ‘ Labiler Schwefel
in Stunden % 9% % d. Totalschwefels

1 gewdhnl. Eiweit| 1,48 0315 | 25337

2 ! 0,5 2.05 1,237 60,341

3 1 3,411 2,163 l 63,412

4 2 4,127 2,145 } 66,353

5 | 3 4,805 3,397 ! 70,697

6 | 5 5,394 1002|419

7 8 5923 4639 78,321

8 14 ] 6,426 5,238 ' 81,511

Die Reaktion wurde durch Destillieren des zuriickbleibenden
CS, unterbrochen; das entstandene Produkt wurde auf dem Filter
gesammelt und durch Wasser, Alkohol und Ather gewaschen. Es
ist ein schwach hellgelb gefirbter Korper, der die Xanthoprotein-
reaktion deutlich zeigt; kaum erkennbar dagegen ist die Adam-
kieviczsche und die Liebermann-Wiirstersche Reaktion.
Die Biuretreaktion zeigt sich zuerst begrenzt auf die schwerlos-
liche Substanz, die lange Zeit hindurch auf dem Boden des Reagens-
glases bleibt; erst spiter teilt sich die Fiarbung der ganzen Fliissig-
keit mit. Das schwefelreiche Albumin quillt sehr wenig in 29/, HCL
Vom frischdargestellten, starkwirkenden, kiinstlichen Magensaft
wird es viel langsamer verdaut als das gewdhnliche Albumin;
die Fliissigkeit nimmt alsdann eine gelbe Farbe an und zeigt die
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rosarote Biuretraktion sowie die Gnesdasche Reaktion. Durch
Behandlung derselben Fliissigkeit mit HNO, und Sattigung mit
Magnesiumsulfat 1aBt sich die Anwesenheit von Proto- und
Heteroalbumosen nachweisen, die mit gelblicher Farbe aus einer
farblosen Fliissigkeit gefillt werden. Das schwefelreiche Eier-
eiweifl, mit stark wirkendem kiinstlichen Pankreassaft versetzt,
gibt der Mischung eine unreine griine Farbung; die filtrierte
Fliissigkeit ist ganz klar und griin, der auf dem Filter gesammelte
Riickstand aschfarben. Durch Essigséiure gesiuert und in sieden-
dem Wasserbad erwirmt, it das Filtrat einen flockigen Stoff
ausscheiden; der getrocknete Riickstand ist dunkelgriin gefirbt.
Von dem klaren Filtrat lassen sich Tyrosin und Leucin ab-
krystallisieren. Das schwefelreiche Albumin a8t sich in warmem
HC1 16sen und dic Fliissigkeit nimmt eine braunlichgelbe Farbung
an, sowie einen eigentiimlichen empireumatischen Geruch, der
sich doch mit keinem andern richtig definierbaren Geruch ver-
gleichen liBt. Im Destillat ist kein Phenylsenfol zu erkennen;
werden die Destillationsprodukte mit gelbem Quecksilberoxyd
oder mit Eisenperchlorid versetzt, so it sich die Anwesenheit
von Carbylaminen nicht nachweisen. Dicse Vorpriifungen diirften
also beweisen, daB3 unsere Schwefeleiweilverbindung nicht von der-
selben Art ist wie die zwischen Anilin und Schwefel durch Behand-
lung des Anilins mit Schwefelkohlenstoff entstehende Verbindung.

III. Formaldehydalbumin. — 25 g Eieralbumin (Merck)
wurden mehrere Tage lang in einer 40 prozentigen Formaldehyd-
16sung bei gewohnlicher Temperatur in geschlossenem Kolben liegen
gelassen.  Wie mehrere Autoren, unter anderen Trillat und
Benedicenti, gezeigt haben, verbindet sich, wenn man zu Eiweill
Formaldehyd hinzufiigt, letzteres mit dem ZEiweilmolekiil; es
laBt sich aber vollstindig wieder abtrennen durch Destillieren im
Wasserdampfstrom; im Destillat kann man das fixierte Formal-
dehyd quantitativ bestimmen. Solche Bestimmungen haben wir
mit Rosanilinsulfat ausgefiihrt; 2,5—3 g Eieralbumin, die ver-
schiedene Zeit hindurch in Berithrung mit Formaldehyd geblieben
waren, haben uns folgende Werte gelicfert:

Tage Formaldehyd
0,5279%,
2. ... 0,741 9,
S 0,856 9,
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Tage Formaldehyd
6 ... 0,982 9,
10 ... 0oL 1,123 9
15 . . e 1,257 9,
Schwefel im gebrauchten Eieralbumin . . . . . . . 1,6029,
Schwefel im Formaldehydalbumin . . . . . . . . . 1,4909;

Die neue Substanz ist gelblichweil3 gefirbt, hat ein rauhes
korniges Aussehen, ist in Wasser, Siduren und kaltem Alkali un-
loslich. Die Biuretreaktion sowohl wie auch die Liebermann-
Wiirstersche Reaktion fallt negativ aus'); mit dem Millon-
schen Reaktiv firbt sich die Substanz gelb. Mit H,80, und
Thymol behandelt, nimmt sie eine dunkelrote Farbung an, wie
das gewdhnliche Albumin. Mit siedendem Wasser behandelt,
verliert die Substanz das Formaldehyd und verindert sich zu
Albumose, die eine ganz ausgesprochene violette Firbung infolge
der Biuretprobe zeigt. In warmen Siuren und Alkalien ist sie
I6slich und zersetzt sich, indem das gebundene Formaldehyd
wieder frei wird. Einer von uns hatte in Gemeinschaft mit A. Pe-
lizza in einer fritheren Arbeit®) bemerkt, daB, wenn man das
Formaldehyd auf Albumin bei hoherer Temperatur einwirken
laBt, die gewonnene Substanz nach langer Einwirkung des Wasser-
dampfstroms wohl jede Spur von Geruch nach Formaldehyd
verlieren kann, jedoch die angegebenen Eigenschaften hinsicht-
lich der Laoslichkeit bewahrt. Jedenfalls entsteht, mag nun das
Formaldehyd bei gewdhnlicher oder héherer Temperatur ein-
gewirkt haben, unter Einwitkung von HNO, nach dem oben an-
gegebenen Verfahren aus dem Formaldehydalbumin ein Diazo-
formaldehydalbumin.

IV. Diazoformaldehydalbumin — rotgelbe Tarbe,
Liebermannsche (H,SO, und Phenol) Reaktion, Farbungs-
reaktion auch mit H,SO, und Thymol, violettrote Kopulations-
p:odukte mit Naphthol, hellrote Firbung mit Paraphenylendiamin.
Nach Destillieren im Wasserdampfstrom findet sich im Destillat
eine Menge von Formaldehyd, die derjenigen entspricht, welche
das gebrauchte Formaldehydalbumin geliefert hitte. Die Lieber-

1) Nach 8. Friinkel (Deskriptive Biochem. 259) sollte die ncue Sub-
atanz alle EiweiBreaktionen geben.
2) A a O.
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mann-Wurstersche Reaktion ist unsicher; was die Loslichkeit
betrifft, so zeigt das Diazoformaldehydalbumin die oben erwéhnten
Eigenschaften des Diazoalbumins und des Formaldehydalbumins
vereint. In siedendem Wasser, in Siduren und Alkalien zersetzt sich
die Substanz; in Alkalien gelost und durch Séuren wiedergefillt,
hinterlédBt sie ein Précipitat, das die violette Farbung der Biuret-
reaktion sehr deutlich zeigt. Sie zeigt aber keine Reaktion mehr
mit H,SO, und Phenol, mit H,SO, und Thymol und mit Para-
phenylendiamin.

V. Diazoschwefelreiches Albumin. Es entsteht durch
Behandlung des schwefelreichen Albumins (II.) mit HNO,; es ist
ein gelber Korper, der, der Luft und dem Licht ausgesetzt, sich an
der Oberfliche ziemlich rasch zersetzt unter Annahme einer rot-
lichen Farbe. Die abfiltrierte Fliissigkeit enthélt keinen weiteren
EiweiBstoff mehr, der sich durch die iiblichen Mittel trennen oder
an den bekannten Reaktionen erkennen liefe. Der totale Schwefel-
gehalt ist nicht gedindert im Vergleich zu dem des gebrauchten
schwefelreichen Albumins; wihrend z. B. letzteres 6,426%, Total-
schwefel und 5,2389, labilen Schwefel enthielt, zeigte das diazo-
tierte Produkt einen Prozentgehalt Totalschwefel von 6,384, der
labile Schwefel 5,117. Das diazoschwefelreiche Albumin laf3t
sich noch schwerer in kaltem Wasser, Alkalien und Séure losen
als das schwefelreiche Albumin; es 16st sich aber ziemlich rasch in
der Wiarme. Undeutlich ist die Biuretreaktion mit den schon bei I.
angegebenen Merkmalen, deutlich dagegen die Liebermann-
Wiirstersche Reaktion. Die Farbenreaktionen mit H,SO, und
Phenol, H,80, und Thymol kommen sehr deutlich zustande,
farbige Kopulationsprodukte sind auch leicht zu erhalten. Der
Korper verbindet sich mit Paraphenylendiamin unter Annahme
einer gelblichroten Firbung und das gefirbte Produkt 16st sich
allméhlich in der alkalischen Fliissigkeit; li8t man den Kérper
lange in siedendem Wasser, so entwickelt sich Stickstoff und das
zuriickbleibende Produkt gibt die erwihnten Reaktionen nicht
mehr. Dieses Produkt 16st sich in siedender Alkalilosung, 1aB8t sich
aber durch Sduren wieder fillen; der filtrierte, gewaschene und
gutgetrocknete Niederschlag zeigt ganz deutlich die violette Biuret-
reaktion.

VI. Schwefelreiches Diazoalbumin. Wie das schwefel-
reiche Albumin mit HNO, auf die vorhin beschriebene Weise
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reagiert, so reagiert seinerseits Diazoalbumin mit Schwefelkohlen-
stoff, indem ein rotlichgelber Korper entsteht, der dieselben
Eigenschaften wie die unter V. beschriebenen besitzt, indem der
Schwefelgehalt im Vergleich zu dem des Diazoalbumins bedeutend
vermehrt ist. So z. B. ist beim gebrauchten Diazoalbumin der
totale Schwefelgehalt 1,3279,, labilen Schwefel 0,6099,; nach
der Behandlung mit Schwefelkohlenstoff steigt der Prozent-
schwefelgehalt auf 5,848, der Prozengehalt des labilen Schwefels
bis auf 4,375.

VII. Schwefelreiches Formaldehydalbumin. (Zwolf-
stiindige Behandlung des Formaldehydalbumins mit siedendem
Schwefelkohlenstoff). Es enthilt einen etwas kleineren Prozent-
satz Formaldehyd, als das gebrauchte Formaldehydalbumin und
viel mehr Schwefel.

Labiler Schwefel

Formaldehyd lTotal-Schv&’efcl
v | %

Formaldehydalbumin 1,254 1,517 l‘ 0,384
nach Behandl. mit CS, 0,973 4,379 i 3,650
|

Die Biuretreaktion sowie die Liebermann-Wiirstersche
Reaktion fehlen, mit Millonschem Reaktiv tritt gelbe Firbung
ein; es besitzt alle vorhin bei dem Formaldehydalbumin (III.)
und dem schwefelreichen Albumin (II.) beschriebenen Eigen-
schaften.

VIII. Diazoschwefelreiches Formaldehydalbumin.
Das schwefelreiche Formaldehydalbumin wurde mit HNO, nach
dem unter I. angegebenen Verfahren behandelt; es entstcht ein
Korper, der alle fiir das Diazoalbumin angegebenen Reaktionen
gibt, den Schwefelgehalt des schwefelreichen Formaldehydalbu-
mins bewahrt und, im Wasserdampfstrom erhitzt, den unter VII.
angegebenen Formaldehvdgehalt quantitativ wiedergibt.

Fassen wir unsere Beobachtungen zusammen, so ergibt sich
die interessante Tatsache, da das EiweiBmolekiil gleichzeitig
Schwefel in labilen Verbindungen, Formaldehyd und Stickstoff
nach der Verbindung R. N =N zu fixicren vermag. Dieses Er-
gebnis bestiitigt die oben erwithnte Hypothese, daB nicht dieselben
im Eiweilmolekiil enthaltenen Atomgruppen die drei oben er-
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wihnten Reaktionen zu geben imstande seien, wie man glauben
konnte. Was die Wirkung der salpetrigen Séure betrifft, so scheint
uns festgestellt zu sein, daB die durch dieses Mittel erhaltenen
Produkte, deren von verschiedenen Autoren gegebene Beschrei-
bungen ziemlich iibereinstimmen, Diazoderivate sind. Ob dieselben
auf Kosten von im EiweiBmolekiil priexistierenden Atomgruppen
entstehen oder auf Kosten von Gruppen, die erst nach mehreren
Zwischenstufen sich wihrend des Verlaufs der Reaktion bilden,
indem vielleicht das Eiweimolekiil unbekannten Spaltungen und
Zusammensetzungen entgegengeht, sind wir nicht imstande zu
entscheiden!). Folgende Punkte méchten wir aber hervorheben:

1. Die Diazoderivate des Eiweimolekiils zeigen im allge-
mcinen alle charakteristischen Reaktionen desselben, wenn diese
Reaktionen auch nicht mehr so rasch und deutlich eintreten.

2. Die EiweiBkorper kénnen noch diazotiert werden, wenn sie
auch zuerst lange Zeit der Wirkung des 10 prozentigen Natrium-
hydroxyds unterworfen wurden.

3. Nach der Fillung der Diazoderivate bleiben keine protei-
schen Riickstinde mehr in der Losung.

4. Die Diazoderivate der EiweiBkorper, mit siedendem
Wasser oder Alkalien behandelt, zersetzen sich und hinterlassen
in der Losung EiweiBstoffe, die eine deutliche violette Biuret-
reaktion zeigen.

5. Die sog. Biuretreaktion kann man kaum als von der An-
wesenheit der Gruppen CO — NH,, abhiéngig auffassen; auch diese
Gruppen sollten nimlich von der salpetrigen Siure zersetzt werden,
und dennoch ist bei den Diazoderivaten die Biuretreaktion noch
immer vorhanden.

6. Man konnte vielleicht vermuten, dafl die von uns als
Diazoderivate beschriebenen Stoffe einfache Additionsprodukte
des EiweiBmolekiils mit HNO, seien. Das glauben wir mit Sicher-
heit ausschlieBen zu konnen; wenn man néamlich die Stoffe lange
Zeit mit siedendem Wasser zersetzt, so kann die Anwesenheit von
HNO, in der Fliissigkeit auch nicht spurenweise nachgewiesen
werden.




Uber die Prinzipien der exakten Respirationsversuche.

Einige Bemerkungen an Dr. Oppenheimer.

Von
August Krogh.

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit zu Kopenhagen.)

(Eingegangen am 30. September 1907.)

In einer in vorliegender Zeitschrift (4, 328—470) veroffent-
lichten Arbeit ,Uber die Frage der Anteilnahme elementaren
Stickstoffs am Stoffwechsel der Tiere“ teilt Oppenheimer die
Resultate einer Reihe von Respirationsversuchen mit, die er mit
einem nach den Regnaultschen Prinzipien erbauten Apparate
unternommen hat, und kommt (S. 438) zu dem Ergebnisse, es
sei unmdoglich, ,,mit dieser direkten Methode die Frage,
ob eine geringfiigige Anteilnahme gasférmigen Stick-
stoffes stattfindet, zu 16sen,” indem die unvermeidlichen
Fehler einen sehr wesentlichen Teil des totalen Stickstoffumsatzes
betriigen.

Es niitze nichts, sagt er weiter, mit kleinen Apparaten zu
arbeiten, denn das bendtige auch die Benutzung kleiner Tiere,
und mithin lasse sich der relative Fehler nicht vermindern. Hieran
kniipft er folgende Note (S. 439): ,,Dies hat Krogh in seiner soeben
erschienenen Arbeit getan. Er crhielt dadurch auBerordentlich
kleine absolute Fehler, aber auch nur eben an ganz kleinen
Tieren (héchstens Miiusen), so daB sie relativ in genau derselben
GroBenordnung liegen wie die meinen an Hunden.*

Gegen diese AuBemngen Einspruch zu erheben, halte ich fiir
meine Pflicht, indem ich teils behaupten muB, daB ich in meiner
Arbeit: ,Uber die Ausscheidung freien Stickstoffes aus dem
Korper“l) die Frage von einer geringfiigigen Anteilnahme des

1) Sitzungsber. d. Wien. Akad. 1906; Skandinav. Arch. f. Physiol. 18
(englische Ubersetzung).
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elementaren Stickstoffes mit Bezug auf kleine Tiere gel6st habe,
teils aber auch, daB dasselbe sich sehr wohl mit grolen Tieren in
groBen Apparaten tun laBt, indem man durch exakte Durch-
filhrung der Versuche eine Genauigkeit wird erzielen kénnen, die
ca. zehnmal grofer ist als die von Oppenheimer bei seinen
Versuchen angenommene, und wenigstens zwanzigmal groler als
diejenige, mit welcher er wirklich gearbeitet hat.

Ein kurzer Nachweis der Fehlerquellen, die trotz aller ange-
wandten Behutsamkeit noch der von Oppenheimer benutzten
Methode anhaften, wie auch der Mittel, dieselben zu vermeiden,
wird vermutlich nicht ohne Interesse sein, um so mehr, da einige
der Fehler so ernstlicher Natur sind, daB ihre Vermeidung auch
bei Respirationsversuchen, die nur eine genaue Bestimmung des
Sauerstoffes und der Kohlensiure bezwecken, notwendig sein
wird. — Einige dieser Fehlerquellen behandelte ich bereits aus-
fiihrlich in meiner obengenannten Arbeit, auf die ich deshalb an
mehreren Punkten verweisen kann.

Um nun vorerst die relative Genauigkeit einiger verschie-
denen Untersuchungen nachzuweisen, werde ich eine Reihe von
Oppenheimers Versuchsresultaten mit den entsprechenden,
von Regnault- Reiset, Seegen- Nowak und mir selbst ge-
fundenen zusammenstellen, so zwar, daB die Stickstoffausscheidung
in Kubikzentimetern pro Liter aufgenommenen Sauerstoffs an-
gegeben wird!).

1) Oppenheimer spricht (S. 394) der Berechnung der Stickstoff-
ausscheidung in ihrer Beziehung zum Sauerstoffverbrauche jegliche Be-
deutung ab, es sei denn, daB man davon ausgehe, daB der gefundene Stick-
stoff von Unreinheit des Sauerstoffs herrithre. Bei einem Respirations-
versuche ist der Sauerstoffverbrauch jedoch der beste Ausdruck fiir den
Totalstoffwechsel, und es hat guten Sinn, die Stickstoffausscheidung im
Verhiltnisse hierzu zu betrachten, solange man davon ausgeht, dafll sie
eine Stoffwechselerscheinung von reeller Existenz sein kann. Um Auf-
klarung zu geben, miissen die Versuche sich dann iiber einen so langen Zeit-
raum erstrecken, daB die unvermeidlichen Fehler im Verhiltnisse zum
Sauerstoffverbrauche verschwindend werden. Nur wenn man von vorn-
herein davon ausgeht, daB alles, was man an aufgenommenem oder ab-
gegebenem Stickstoff finde, Fehlern zu verdanken sei, hat dic Berechnung
dieses Stickstoffes im Verhiltnis zum Sauerstoffverbrauche wie auch zu jedem
sonstigen Ausdruck fiir den Stoffwechsel ,,gar keine innere Bedeutung*;
dann hat man in der Tat aber auch darauf verzichtet, ,,die Frage der An-
teilnahme elementaren Stickstoffes zum Stoffwechsel* zu beantworten.
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Alle angefiihrten Versuche wurden an Hunden unternommen,
mit Ausnahme der meinigen, die sich auf Schmetterlingspuppen
und Méuse beziehen. Da Seegen und Nowak die Sauerstoff-
aufnahme der Tiere nicht bestimmt haben, rechnete ich ihre An-
gaben nach dem bis zu einem gewissen Grade willkiirlich angenom-
menen Verbrauche von 1 Liter O, pro kg und Stunde um. Nament-
fich Regnault- Reisets Resultaten zufolge liegt guter Grund
fiir die Annahme vor, dal Seegen und Nowaks Versuchshunde
unter ganz den gleichen Bedingungen in allen Versuchen wirklich
fast denselben Stoffwechsel gehabt haben wiirden.

Was meine eigenen Versuche betrifft, so wurden die hier an-
gefiihrten Zahlen auf Grundlage dessen berechnet, was ich in meiner
Abhandlung als,,anscheinende Stickstoffausscheidung‘‘ bezeichnete.

Tabelle 1.

| o - Jod -

} R;::::t ‘ Oppenheimer if:;ii Krogh

+ 1,1 ~ 80 | +6,4 11

-+ 39 0 l+6,5 +15

+ 179 + 2.2 +6,4 41,0

4 35 — 03 465 40,9

14199 - ol +68 4-0,6

15,7 - 19 46,5 40,

|+ 88 14 +65 10,6

4 0,7 L — 08 +6,1 y+09

4 04 - 03 +50 40,6

;-|- 9,1 - 12 |

- 69 4T !

0 b~ 32 ‘

+29,2
: +1-z,3}

| I+ 28

! (- 46,0] ;
Mittel +535:52,15 - 1,304-0,75%) 46, 30*017 +0,904-0,10
Mittlerer Fehler +14 428 ; 4 052 +-0,29
Gribte Abweichg. +14,6 | -6,7 . -1,3 40,6

1) Bei der Berechnung des Mittels und des mittleren Fehlers habe ich
aus Oppenheimers Versuchen die drei am meisten abweichenden, durch [ ]
bezeichneten Resultate nicht mitgenommen. Bei zweien dieser Versuche
wurde wihrend des Versuches eine starke Abkiihlung des Respirationsappa-
rates unternommen. Gegen den dritten liBt sich anscheinend kein Einspruch
erheben. Nimmt man diese drei mit, so findet man das Mittel — 1,35 +- 3,665,
den mittleren Fehler + 14,6 und die groBte Abweichung — 44,65 cem.
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Diese Tabelle zeigt, dal Regnault- Reiset, Seegen-
Nowak und ich, jeder fiir sich, zu dem Ergebnisse kamen, dall
normalerweise Stickstoff ausgeschieden wird, Oppenheimer
dagegen zu dem, daB solcher aufgenommen wird. Regnault-
Reiset und Oppenheimer fanden, dafl die Anteilnahme des
Stickstoffes am Stoffwechsel bedeutenden Schwankungen unter-
liegt, Seegen- Nowak und ich dagegen, dal die Ausscheidung
sehr konstant ist.

In meiner Arbeit habe ich nun nachgewiesen, dall der Stick-
stoff in der Tat fast gar nicht am respiratorischen Stoffwechsel
teilnimmt, indem nur minimale Mengen ausgeschieden werden,
und infolgedessen sind alle obenstehenden Resultate als ebenso
viele Fehler zu betrachten. Diese Fehler sind teils systematischer
Natur, d. h. von den respektiven Methoden unzertrennlich, was
sich dadurch duBert, daB das Mittel von Null abweicht, teils aber
,.zufalliger Natur, indem sie auf kleinen Abweichungen im Ver-
fahren von Versuch zu Versuch, auf Ablesungsfehlern usw. be-
ruhen. Fir die ,,zufilligen Fehler, die in der .\bweichung der
einzelnen Resultate vom Mittel zum Vorschein kommen, ist der
mittlere Fehler, der in der einzelnen Bestimmung zu befiirchtende
Fehler, der mathematische Ausdruck. Die Aufgabe, die man sich
zu stellen hat, besteht teils darin, die systematischen Fehler zu
ermitteln und zu entfernen, teils darin, durch Schirfung der
Methodik die ,,zufilligen® Fehler bis auf das moglichst Geringe
herabzusetzen, und endlich darin, durch die Ausfithrung einer
langen Reihe von Versuchen den Einflufl der zufilligen Fehler
auf das Hauptergebnis zu vermindern. Ich beginne mit der Be-
handlung der systematischen Fehler, die es mir zu finden gelang.

1. In meiner Abhandlung habe ich ausfiihrlich nachgewiesen,
daB bei allen Versuchen im Regnaultschen Apparate eine Ver-
minderung des Luftraumes stattfindet, die davon herriihrt, dal
das Kali und das Natron durch Bildung kohlensauren Salzes ihr
Volumen erweitern, und die in letzter Instanz darauf beruht, daf3
der immerfort von auBlenher zugefiihrte Sauerstoff wihrend des
Versuches in fliissige Form iibergeht und einen gewissen Raum-
inhalt einnimmt. Dies bewirkt einen positiven Fehler der Stick-
stoffbilanz, und die GroBe der einzufiithrenden Korrektur 1a8t sich
genau berechnen, wenn man die Kohlensiureproduktion kennt.
Dieselbe wird, wenn das Stickstoffprozent der Luft des Apparates
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gefundene Stickstoffausscheidung hauptsichlich von Unreinheit
des zu den Versuchen benutzten Sauerstoffs herrithrt, mithin ein
systematischer Fehler ist, wogegen die ,,zufilligen* Fehler, wie
aus der vorziiglichen Ubereinstimmung der einzelnen Resultate
hervorgeht, auf ein Minimum herabgesetzt waren?).

Mit Bezug auf Regnault- Reisets Versuche sind Oppen-
heimer und ich darin einig, daB der positive systematische Fehler
namentlich der Temperaturbestimmung zu verdanken ist, und ich
habe dadurch, daB8 ich die einzelnen Versuche in ihren Details
durchging, zu zeigen gesucht, daB auch die zufilligen Abweichungen
und speziell die dann und wann gefundenen negativen Werte
hierin ihre Erklarung finden.

Hinsichtlich der Versuche Oppenheimers ist es nun er-
forderlich, teils eine ziemlich bedeutende systematische Ab-
weichung in negativer Richtung (mehr als 2 ccm pro Liter Sauer-
stoff) von dem wahren Werte, teils zufillige Fehler von recht be-
deutender Grofle (mittlerer Fehler des einzelnen Resultates von
+2,8 ccm) zu erklaren. Ich werde zu zeigen versuchen, daf3 die
systematische Abweichung nicht von einem einzelnen Fehler,
sondern von einer Kombination von Fehlerquellen herriihrt, die
in entgegengesetzten Richtungen gewirkt haben. Fiir einige
dieser Fehlerquellen hat O ppenheimer ein offenes Auge gehabt,
ohne daB} es ihm jedoch gelungen wiire, dieselben zu beseitigen.

2. In der Beschreibung seiner Versuche und in den Proto-
kollen iiber diese nennt Oppenheimer nirgends die Wasser-
dampfspannung, beim Nachrechnen sieht man aber, wie er
von der Voraussetzung ausgegangen ist, daB die Luft im Apparate
fortwihrend mit Wasserdampf bei der herrschenden Temperatur
gesittigt gewesen sei. Im Anfang der Versuche war der Apparat
mit Zimmerluft gefiillt, die nicht wasserdampfgesittigt zu sein
pflegt, es sei denn, daB man ganz besondere VorsichtsmaBregeln
getroffen hitte, um dies zu erzielen. Wihrend der Versuche haben
die Tiere bedeutende Wassermengen abgegeben, und es ist wahr-

1) Die von Oppenheimer bei Seegen und Nowak vermuteten
Fehler, riicksichtlich der Temperaturbestimmung und der Zusammen-
setzung der schlieBlichen Luft, muB ich, u. a. nach den Resultaten von
Seegen- Nowaks Kontrollversuchen (Arch. f. d. ges. Physiol. 25, 389
bis 304) fiir belanglos halten, eine diesbeziigliche Diskussion wiirde gewiB3
aber zu weit fiihren.
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scheinlich, dafl hierdurch die austrocknende Wirkung, die das
starke Kali in den Ventilen zu gleicher Zeit auf die Luft ausgeiibt
hat, iiberkompensiert wurde, so dafl die Wasserdampfspannung
gestiegen ist. Dies wird sich im Versuche als ein Zuwachs des
Stickstoffs oder ein positiver Fehler der N- Bilanz erweisen.

3. Wihrend iiber die Zusammensetzung der Luft im Anfang
der Versuche nur mitgeteilt wird, sie sei ,,aus der mittleren be-
kannten Zusammensetzung der Zimmerluft* bestimmt, wird an-
gegeben, daB die Luftprobe aus dem Schlusse des Versuches in
eine mit Wasser gefiillte Réhre aufgenommen und darauf iiber
Wasser im Zuntz- Geppertschen Apparate analysiert wurde.

Luftanalysen iiber Wasser sind im ganzen nur wenig geeignet,
vollig exakte Resultate zu geben, weil alle Gase im Wasser 1oslich
sind, besonders ungiinstig stellt sich die Sache aber, wenn die
Analysen dazu gebraucht werden sollen, Luftmischungen von ver-
schiedenem Kohlensiuregehalt miteinander zu vergleichen, wie
dies in Oppenheimers Versuchen der Fall war, indem die an-
fingliche Luft durchweg ca. 0,19, Kohlensiure enthielt, wihrend
in den Luftproben aus dem Schlusse der Versuche bis 2,39, und
gewdhnlich ca. 194 gefunden wurde. Es laft sich nicht vermeiden,
daf} ein Teil dieser Kohlensiure im Wasser absorbiert wird, bevor
man die Messung der Luftmenge im Analyseapparate selber unter-
nimmt, und dies wird bewirken, teils daB man selbstverstindlich
ein zu niedriges CO,-Prozent findet!), teils dafl man ein héheres
Stickstoffprozent als das wirkliche erhidlt. Werden aus einer
Luftmischung von 80% N,, 192, O, und 19, CO, vor der Analyse

1) Oppenheimer gibt an. daBl die Bestimmung der in der Kalilauge
absorbierten CO, bei Titrierung konstant (durchschnittlich um ca. 5°,)
héhere Werte gab als bei Auspumpen und darauffolgender Luftanalyse.
Wurden auch diese Analysen {iber Wasser angestellt, so lifit dieses Resultat
sich leicht verstehen, und alsdann ist das Titrierungsresultat das zuver-
lissigste. Dies erscheint auch aus den Versuchen selbst hervorzugehen:
Sollten die gefundenen respiratorischen Quotienten, die nach den Titrie-
rungsresultaten berechnet wurden, um ca. 5°; vermindert werden, so wiirden
mehrere derselben niedriger werden, als sie mit irgend welcher Wahrschein-
lichkeit sein kénnen.

Eine Arbeit von v. Linden, in welcher u. a. eine kolossale Teilnahme
des Stickstoffs am respiratorischen Stoffwechsel bei Puppen ,,nachgewiesen'
wird, und von welcher O ppenheimer mit Recht Abstand nimmt, bietet
iibrigens ein klassisches Beispiel dar, welche ungehcuren Fehler die Analyse
kohlensiurereicher Luftmischungen iiber Wasser herbeifithren kann.
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auch nur 0,05%, CO, absorbiert, so wiirde die Zusammensetzung
80,04% N,, 19,019, O, und 0,959, CO, werden, also ein sehr ernst-
licher positiver Fehler der Stickstoffbilanz.

4. Was die Bestimmung der Temperatur und des
Druckes betrifft, so glaubt Oppenheimer, einen sehr wesent-
lichen Fortschritt im Vergleich mit seinen Vorgingern dadurch
erreicht zu haben, daBl er das sogenannte Thermobarometer an-
wandte, eine lange, mit Luft angefiillte MetallrShre, die den
Respirationskasten mehrfach gebogen durchzieht und mit einem
Manometer in Verbindung steht. Er nimmt an, daB diese Réhre
»Mittelwerte der innen herrschenden Temperatur gebe. Un-
bestreitbar und durch Oppenheimers Untersuchungen direkt
dargetan ist es, dafl dieses Instrument einen Fortschritt von
Regnault- Reisets Temperaturmessung im umgebenden Wasser
bezeichnet, anderseits ist es aber mehr als zweifethaft, und jeden-
falls ist durchaus kein Beweis dafiir versucht worden, dafl das-
gelbe mehr leiste als ein im Inneren des Kastens angebrachtes
gewohnliches Thermometer.

Oppenheimer fand, da ein als Thermobarometer ange-
wandtes Kupferrohr ,,durch Sauerstoffabsorption erhebliche Fehler
bedingte'‘, und verwendet deshalb stark verzinntes Kupfer; aber
auch Zinn oxydiert sich, wenn auch langsam, in der Luft, so da}
kleine Fehler bei der Sauerstoffabsorption unvermeidlich zu sein
scheinen.

Ein anderer Einwurf bezieht sich auf die WWasserdampf-
spannung. Theoretisch soll diese der niedrigsten, in irgend einem
Teile des Rohrs vorhandenen Temperatur entsprechen, indem das
Wasser nach dieser Stelle destillieren wird. In der Praxis wird sie
freilich wohl etwas hoher werden, solange die Winde des
Rohres iiberall feucht sind, indem die Destillation sehr lang-
sam erfolgt; eine exakte Temperaturmessung mittels eines feuchten
Luftthermometers hat man aber doch immer fiir unméglich ge-
halten, und gelingt es dem Wasser, sich an der kiltesten Stelle zu
sammeln, so kann der Fehler betrichtlich werden.

Der dritte und hauptsichlichste Einwurf ist der, daBl das
Rohr des Thermobarometers infolge seiner Anbringung langs
der Wand des Respirationskastens unter keinen Um-
stinden die mittlere Temperatur im Kasten anzugeben vermag,
wenn die Wirmequelle (das Tier) sich in dessen Mitte befindet.
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Die Temperatur des Thermobarometers wird in Wirklichkeit be-
stimmt teils durch Leitung aus der direkt umgebenden Luft,
deren Temperatur normal niedriger als die Durchschnittstem-
peratur des Kastens sein wird, teils, und zwar wegen der groBen
Oberfliche in sehr wesentlichem MaBe, durch Ausstrahlung vom
Tiere nach dem Rohre und von diesem nach den Winden des
Kastens. Da die Winde néher liegen, werden sie den Hauptein-
fluB auf die Temperatur des Apparats erhalten, die fast stets er-
heblich geringer als die Durchschnittstemperatur der Luft im
Kasten sein wird. DaB dies gich so verhélt, hat Oppenheimer
mit Riicksicht auf zwei Versuche, wo die Temperatur des Wasser-
bades kiinstlich herabgesetzt wurde, selbst nachgewiesen und
richtig erkannt. Von diesen sagt er (S. 463): ,,Nun, es ist so gut
wie sicher, dall in diesem Falle auch das Thermobarometer zu
niedrige Werte ergeben mufl. Denn es liegt doch in seiner ganzen
Liange der Wand des Kastens an. Wird nun diese Wand von allen
Seiten her durch Eis und sehr kaltes Wasser stark abgekiihlt, so
kann man mit Sicherheit annehmen, daB sich ein sehr starkes
Temperaturgefille von dem warmen Tier zu der kalten Wand
ausbilden wird, ein Temperaturgefille, bei dem auch das Thermo-
barometer nicht die wahre Durchschnittstemperatur des Kastens
angeben kann, da es der Wand sehr benachbart ist.” Dies mul}
selbstverstiandlich von allen Versuchen gelten, wo sich iiberhaupt
ein Temperaturgefille vom Tiere (37°) zur Wand (16—20°) findet.

Ist die wirkliche Mitteltemperatur hoher als die angenommene,
so erhidlt man einen positiven Fehler der N- Bilanz, und
zwar einen um so groBeren, je groBer der Temperaturunterschied
ist. In den beiden genannten Abkiihlungsversuchen ergab das
schlieBliche Resultat positive Fehler von 730 bzw. 370 ccm
Stickstoff oder 29,2 und 12,3 cem pro Liter Sauerstoff. In den
meisten ,,normalen‘* Versuchen ist dieser, wie auch die oben nach-
gewiesenen und noch ein fiinfter positiver Fehler von den nega-
tiven Fehlern, die ich weiter unten diskutieren werde, vollig in
Schatten gestellt worden.

Oppenheimer ist dariiber im reinen, daf der Anfang und
der AbschluB eines Versuches ,,eine Reihe von kleinen, aber gar
nicht zu schitzenden Fehlern* veranlassen (S. 436). Einen Ver-
such beginnt er folgendermafien: In den Respirationskasten,
dessen Temperatur und Luftzusammensetzung man vorher be-
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stimmt hat, wird das Tier hineingefiihrt, und der Deckel wird
angebracht und durch sechs Fliigelmuttern festgeschraubt. Erst
dann wird die Verbindung mit der &uleren Luft unterbrochen,
indem die Leitungsrohre und das Thermobarometer, mittels dessen
man die Druck- und Temperaturverinderungen bestimmen will,
verschlossen werden. Die hierdurch entstehenden Fehler sind
keineswegs unerheblich, anderseits ist es denn aber auch nicht
unmdoglich, sie zu ermitteln, wenn auch ihre quantitative Be-
deutung sich nicht nachtriglich durch die gegebenen Aufschliisse
ausfindig machen 1iB3t.

6. Derjenige Fehler, mit dem man am leichtesten abrechnen
kann, riihrt von der Verinderung der Luftzusammen-
setzung her. Nehmen wir an, da man in einem Versuche eine
Sauerstoffaufnahme von 100 ccm pro Minute und eine entsprechende
Kohlensiureausscheidung von 75 cecm findet, was bei Oppen-
heimers Versuchen die Regel war, wie auch, dafl von der An-
bringung des Tieres bis zum SchlieBen des Kastens und der Unter-
brechung der Verbindung mit der Atmosphére eine Minute ver-
flieBt. Es sind dann ohne Ersatz 25 ccm Sauerstoff aus der Luft
des Respirationsraumes verschwunden. Diese 25 ccm stromen
von aufenher hinzu, und wir bekommen einen positiven Fehler
der N- Bilanz von 25 X 1—70% ccm oder ca. 20 cem fiir jede Minute,
die von der Aunbringung des Tieres an bis zur Unterbrechung der
Verbindung mit der Atmosphire verstreicht.

6. Wihrend das Tier die Zusammensetzung der Luft ver-
dndert, vermehrt es, wenigstens in der Regel, zugleich die Wasser-
dampfspannung. Hierdurch wird Luft aus dem Kasten heraus-
getrieben und mithin ein negativer Fehler der N- Bilanz be-
wirkt, der gewil doch nur von geringer GroBe ist.

7. Endlich veréndert das Tier die Temperatur der Luft des
Kastens. Wie genannt, verbrauchen Oppenheimers Versuchs-
hunde durchweg ca. 100 ccm Sauerstoff pro Minute, was einer
Wirmeentwicklung von wenigstens 450 calorien entspricht, die
geniigen, um die Temperatur von 1800 g Luft um 1° oder
die Temperatur der Luft in Oppenheimers Respirations-
kasten, 160 1, um ca. 8° zu erhohen. Selbst wenn ein Teil dieser
Wirme zur Verdampfung von Wasser verbraucht und ein anderer
Teil sofort an die Winde des Kastens abgegeben wird, so ist

Blochemische Zeitachrift Band VIL 3
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doch eine bedeutende Erwirmung und Erweiterung der Luft
im Kasten voéllig unvermeidlich, um so mehr, da nicht ventiliert
wird. Bevor man den Kasten génzlich verschlieBen kann, wird
ein groBer Verlust an Stickstoff stattfinden, und hier treffen
wir denjenigen Fehler in negativer Richtung an, der nicht
allein die oben angegebenen positiven Fehler zu decken vermag,
sondern auBerdem auch in der weitaus vorwiegenden Anzahl
der Versuche in der Stickstoffbilanz einen bedeutenden Fehl-
betrag bewirkt hat, so wie dieser sich durch das negative Mittel
dubBert.

Indem ich einige kleine Fehler iibergehe, die erst von Be-
deutung werden konnten, wenn die Versuche eine weit gréBere
Genauigkeit als die hier in Frage kommende bezweckten, schreite
ich nun zur Diskussion der ,,zufilligen‘ Fehler, denen die grolen
individuellen Schwankungen in Oppenheimers Versuchsresul-
taten zu verdanken sind.

8. Oppenheimer selbst legt hier den Gasanalysen das
Hauptgewicht bei und kommt mittels einer Schétzung, die sich
nicht diskutieren laBt, da sie sich nicht auf versffentlichte Tat-
sachen stiitzt, zu dem Ergebnisse, daBl die ,,groBte Genauigkeit*
fiir die Untersuchung des Kastengases 0,029, sei, wihrend die
Sauerstoffanalyse mit ,,einem Fehler von mindestens 0,039, be-
haftet sei. Schon die Analysen allein konnten nach ihm leicht
Fehler des Resultates von + 100 ccm herbeifiithren. Ich bin zu
der Ansicht geneigt, daBl er hiermit die Genauigkeit bedeutend
unterschétzt hat, weil ich zu der Erfahrung gekommen bin, dafl
man, wenn es sich wie hier um Differenzen zwischen verschiedenen
fast gleichzeitigen Analysen mittels desselben Apparates handelt,
in der Regel groflere Genauigkeit erzielt, als man nach den Fehler-
grenzen der einzelnen Analysen erwarten sollte; hat Oppen-
heimer aber Recht mit seiner Schitzung, so ist dazu nur zu be-
merken, daB eine viel gréBere Genauigkeit hitte mit der modernen
gasanalytischen Technik erreicht werden kénnen. Es wird nicht
das Geringste dem im Wege stehen, den Fehler der Analyse fiir
einen Apparat von 160 1 auf ca. 10 ccm oder noch weiter herab-
zusetzen.

9. Die zur Analyse bestimmten Luftproben werdenin O p pen-
heimers Versuchen nicht direkt dem Kasten, sondern einer der
Leitungen zwischen dem Kasten und den Kaliventilen entnommen.
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Es wird keine Gewahr geleistet, daB die Zusammensetzung dieser
Luft der durchschnittlichen Zusammensetzung der Luft des
Kastens entspricht, und wenn keine besonderen VorsichtsmaB-
regeln genommen wurden, woriiber nichts gesagt wird, so mu@
erstere zuweilen von letzterer abweichen, nimlich wenn die Ven-
tilation unterbrochen wird, wiahrend die Leitung mit Luft an-
gefiillt ist, die aus der Kalilauge kommt. Die Luftprobe wird dann
ein Gemisch kohlensdurefreier (stickstoffreicher) Luft aus dem
Rohre und kohlensdurehaltiger (stickstoffirmerer) Luft aus dem
Respirationskasten. Wie grole Fehler auf diesem Wege ent-
stehen konnen, 148t sich nicht entscheiden. Da iiber die Grole
der Ventilation keine Aufschliisse vorliegen, 1aBt sich auch nicht
entscheiden, ob dieselbe geniigte, um Sicherheit zu geben, dafl
die Luft iiberall im Kasten selbst dieselbe Zusammensetzung
hatte.

Einige der durchgegangenen systematischen Fehler sind quan-
titativ von Versuch zu Versuch ziemlich konstant, wahrend andere
sehr schwankende Ausschlige geben komnmen. Die Schwankungen
erweisen sich als ,,zufillige* Fehler.

10. Dies gilt besonders von den Temperaturbestim-
mungen mittels des Thermobarometers, die von dem
»zufdalligen” Verhéltnisse der Temperatur des Wasserbades zu
der des Respirationsraumes beim Schlusse des Versuches ab-
héngig sein werden, und

11. von dem Verluste an Stickstoff wegen der Er-
weiterung der Luft im Anfang des Versuches. Die Grofle
desselben ist in sehr hohem Grade von dem Zeitraum abhingig,
der zufillig von der Anbringung des Tieres an bis zum Verschlul
des Kastens verstreicht. Abweichungen von wenigen Sekunden
konnen hier sehr merkbare Ausschlige geben. Besonders durch
diese beiden Fehler lassen sich die einzelnen sehr groflen Exkur-
sionen von der Mittelzahl zwanglos erkliaren.

Inwiefern und auf welche Weise lassen sich nun alle diese
Fehler vermeiden oder abschwichen?

In der Hauptsache dadurch, daB man eine wichtige, von
Seegen und Nowak eingefiihrte Modifikation der Regnault-
schen Methodik anwendet, die O ppenheimer jedoch unbeachtet
lieB. Dieselbe besteht darin, da man den eigentlichen Versuch
erst dann beginnen lift, d. h. Ablesungen und Entnahmen von

3‘
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Luftproben erst dann unternimmt, wenn der Respirationsapparat
schon eine Zeitlang, am liebsten eine Stunde oder dariiber, in
Gang gewesen ist. Hierdurch erreicht man, daB die Bedingungen
beim Anfang wesentlich die gleichen werden wie beim AbschluB.
Die Luft hat dann ein gewisses Kohlensiureprozent erhalten,
das sich spiter nicht besonders veriindert, sie ist mit Wasserdampf
gesittigt worden, soweit sie dies {iberhaupt wird, die Wirkung des
Tieres auf die Temperatur im Kasten ist zur Entwicklung gelangt
und verdndert sich darauf normal nur in geringem Grade. Auch
wenn man durch ein einzelnes Thermometer im Inneren des
Réspirationsra,umes moglicherweise nicht die wirkliche Mitteltem-
peratur bestimmt, hat man alle Aussicht, beim Schlusse des Ver-
suches genau dieselben Fehler zu begehen wie bei dessen Anfang.
Selbst wenn die Entnahme von Proben an einer bestimmten Stelle
des Respirationskastens geschieht, und selbst wenn die Probe die
mittlere Zusammensetzung der Luft auch nicht véllig reprisen-
tiert, ist es doch auch in dieser Beziehung wahrscheinlich, dal der
Fehler konstant wird, so daB das Versuchsresultat keinen Einflu3
erleidet. Veridnderung der Luftzusammensetzung, der Tempe-
ratur usw. bei der Anbringung des Tieres erhilt durchaus keinen
EinfluB.

Mit anderen Worten, wenn die umgebende Temperatur
einigermaBen konstant erhalten wird, bleiben keine anderen ernst-
lichen zufilligen Fehler zuriick als die Fehler der Analyse, und die
systematischen Fehler werden auf moglichen Stickstoffgehalt des
Sauerstoffes und Volumverminderung wegen der Absorption der
Kohlenséure reduziert. Das ist, was Seegen und Nowak schon
vor 30 Jahren erzielten, und hierin liegt die Erklirung der vor-
ziiglichen Ubereinstimmung ihrer Resultate.

Mit der uns jetzt zur Verfiigung stehenden Technik kann
man noch etwas weiter gelangen, indem Seegen-Nowaks
Methodik sich verbessern liflt, besonders in zwei Beziehungen.
Man kann den Respirationskasten in Wasser versenken und die
Temperatur des letzteren vollig konstant erhalten, und man kann
z. B. mittels elektrischer Ventilatoren eine so encrgische Mischung
der Luft im Kasten herstellen, daBl deren Zusammensetzung,
Wasserdampfspannung und Temperatur iiberall dieselben werden
und sich mit volliger Genauigkeit bestimmen lassen. Zugleich
kann der Fehler der Gasanalysen, wie gesagt, so weit herabgesetzt
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werden, daBl es keine ernstliche Schwierigkeiten bereiten wird,
Versuche mit einem Apparat von 200 I zu machen, ohne gré@ere
Fehler als 10 ccm zu erhalten. Wird ein Versuch dann nur iiber
einen so groBen Zeitraum ausgedehnt, dal der Sauerstoffver-
brauch 100 1 betriigt, so hat man eine Genauigkeit von 154 des
aufgenommenen Sauerstoffs. Linger fortgesetzte Versuche werden
vielleicht noch bessere Resultate geben kénnen.



Bemerkungen zu der Mitteilung von Krogh.

Von
Carl Oppenheimer.

(Esngegangen am 19. Oktober 1907.)

Auf die Ausstellungen von Krogh mochte ich heute nur
folgendes erwidern: In einigen Punkten erkenne ich ohne weiteres
die Berechtigung der Angaben von Krogh an. Es handelt sich
dabei um auch von mir angegebene Fehler, die ev. zu verkleinern
sind. In anderen wesentlichen Punkten muB ich dagegen auf
meinem Standpunkt stehen bleiben. Ich ziehe es aber vor, eine
genaue Diskussion der sachlichen Fragen gelegentlich der Publi-
kation der weiteren Versuche, die ich mit meinem Apparat an-
gestellt habe und noch anstelle, zu geben.



Versuche iiber den Chemismus der Kresolvergiftung.

Von
Ferdinand Blumenthal und Ernst Jacoby.

(Aus der I. med. Universititsklinik zu Berlin: Direktor: Excellenz.)

(Eingegangen am 10. Oktober 1907.)

Der eine von uns (Bl.) hat in einer friiher in dieser Zeitschrift!)
veroffentlichten Arbeit mitgeteilt, daB das Kresol eine besondere
Affinitit zum Fettgewebe hat, und ferner, daB der Angriff des
Kresols im Organismus hauptsichlich in der Nervensubstanz vor
sich geht. Von anderer Seite war nun behauptet worden (Wandel?),
daB bei der Lysolvergiftung insbesondere die Leberzellen histo-
logisch starke Veriinderungen aufweisen, und dafl daher auch
dieses Organ fiir die Frage der Lysol- resp. Kresolvergiftung im
hohen MaBe in Betracht kommt. Wir wollen nun keineswegs
leugnen, daB die Leber, ja auch andere Organe, bei der Vergiftung
mit Kresol geschidigt werden kénnen. Es kommt doch aber bei
einer Vergiftung, welche zum Tode fiihrt, in erster Linie darauf
an, welches Organ so geschiadigt wird, daB der Tod eintritt, und
hier schien es nach den frilheren Untersuchungen von Bl., als
ob das Gehirn resp. das Nervensystem durch die Aufnahme von
Kresol in die Nervensubstanz jene Krimpfe herorrief, die dann
indirekt auf Herz und Atmung einwirkten und dieselben zum
Stillstand brachten. Wenn nun in der Tat die Aufnahme des
Kresols durch die Nervensubstanz den Tod der Lysoltiere herbei-
fiihrt, so mufite bei solchen Tieren, welche eine Lysolvergiftung
iiberstanden, weit weniger Lysol im Nervensystem sich auf-
gespeichert finden, als bei den Tieren, welche die Vergiftung nicht
ertrugen. In einer Reihe sehr schéner Untersuchungen hatte

1) Diese Zeitschr. 1, 135, 1906.
2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 65, 1907.
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Friedlinder!) gezeigt, daB, wenn er entsprechend der von
Bl. gemachten Erfahrung, daB das Lysol zur Fettsubstanz eine
starke Affinitit hat, groBle, sonst todliche Dosen Lysol mit 01
vermischt den Versuchstieren (Kaninchen) eingab, daB diese Tiere
dann, ohne wesentliche Krankheitserscheinungen zu zeigen, am
Leben blieben. War unsere Deduktion richtig, dann muBlte bei
diesen mit Ol-Lysol-Gemischen behandelten Tieren eine geringere
Menge Kresol in das Gehirn eindringen als bei ohne Olzusatz ver-
gifteten Lysoltieren, und damit das Durchkommen der Tiere in
Verbindung stehen. Wir stellten nun die Versuche in folgender
Weise an, daB wir eine Anzahl von Kaninchen von annidhernd
gleichem Gewicht mit Lysol, das wir mit Wasser verdiinnt hatten,
durch Eingielen in den Magen vergifteten, und einer anderen
Reihe von Tieren aus dem gleichen Wurf und von ungefihr
gleichem Gewicht dieselbe Menge Lysol mit Olivensl verdiinnt
gaben. In dem Augenblick, in welchem die Lysol-Wasser-Tiere
spontan starben, wurde das entsprechende Lysol-Ol-Tier, das voll-
kommen munter war, getitet und in beiden Fillen das Gehirn auf
seinen Gehalt an Kresol untersucht. Dabei zeigte sich nun, wie
aus der Tabelle ersichtlich ist, daB alle mit Lysol und Wasser be-
handelten Tiere (Wassertiere) im Augenblick ihres Todes ungefahr
die gleiche Menge Kresol in ihrer Gehirnsubstanz beherbergten,
namlich zwischen 0,0049 g und 0,0057 g, wihrend die Ol-Tiere
weit geringere Mengen in ihrem Gehirn aufwiesen, zwischen
0,0014 bis 0,0031 g. Es geht daraus hervor, daB die Tiere an Lysol-
resp. an Kresolvergiftung in dem Augenblick starben, wo ihr Ge-
hirn mit einer bestimmten Menge Kresol beladen war, und da8
die Ol-Tiere nur deshalb durchkommen, weil das Kresol lang-
samer oder in geringerer Menge aus der Olmischung in die Nerven-
substanz eindringt. Wie schr es auf die in das Gehirn eingedrungene
Kresolmenge ankommt, kann man daraus erschen, daB die Menge
des Kresols im Gehirn vollkommen unabhingig ist von der Lysol-
dosis, mit welcher die Tiere vergiftet worden sind. Es ist nicht
mehr Kresol im Gehirn nachweisbar, wenn das Tier 10 g Lysol
bekommen hat, als wenn es 5 g erhielt. In besonderer Weise zeigt
auch der Versuch 8 die Wichtigkeit des Eindringens der Menge
Kresol in das Gehirn fiir die Vergiftung des Tieres. Bei diesem

1) Therap. Monatsh. 1907 u. Berl. Klin. Wochenschr. 1907.
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Tiere wurden nur 0,0019 g Kresol im Gehirn gefunden, das Tier
war durchgekommen. Es wurde erst nach vier Stunden getotet,
als die Vergiftungserscheinungen vollkommen voriiber waren. Auch
die Zeit, in welcher die Vergiftung wirkt, hat keinen Einflu8 auf die
Menge des Kresols im Gehirn. Ein Tier, das erst nach zwei Stunden
starb, zeigte genau dieselbe Menge Kresol, wiedasjenige Tier, welches
bereits nach 10 oder 15 Minuten zugrunde ging. Unsere Unter-
suchungen berechtigen uns also zu dem Schlul}, daB der Tod des
Kaninchens bei der Lysol- resp. Kresolvergiftung eintritt durch
Eindringen von Kresol in die Gehirnsubstanz, und zwar in dem
Augenblick, in welchem eine ganz bestimmte Menge Kresol in der
Nervensubstanz des Gehirns aufgespeichert ist.

Die anderen Organe zeigen keine solche RegelmiBigkeit in
der Aufnahme des Kresols. Allerdings ist bei simtlichen Ol-
Tieren auch hier im Durchschnitt die in diese Organe iibertretende
Kresolmenge kleiner, was daran denken lieSe, daB iiberhaupt
aus der Kresol-Ol-Mischung weniger Kresol- resp. langsamer in
die Zirkulation iibergeht. Die Resultate sprechen fiir die Zweck-
maBigkeit des Friedlanderschen Vorschlages, bei Lysolvergif-
teten O] als Heilmittel anzuwenden. Das Kresol wird aber bei der
Lysol-Ol-Vergiftung, wie die Untersuchungen am Harn solcher
Kaninchen zeigten, schon ziemlich schnell ausgeschieden, wie es
scheint, noch schneller als bei Lysol-Wasser-Tieren. Einem Kanin-
chen Nr. XII von 1920 g wurden 3g Lysol in 50 ccm Olivendl
verdiinnt in den Magen gegossen.

Am ersten Tage schied es aus 0,322 g Kresol

,, Zweiten ) v s s 0,0936g
,, dritten w  m . 0]1065g
,, vierten . » . 00426g
,, fiinften ,, s . 0,006 g

Ein zweites Kaninchen Nr. XIII von 2000 g, das die gleiche
Menge Lysol mit Olivensl wie XII erhalten hatte, schied aus:

Am ersten Tage . . . . . . . 0,236 g Kresol
,, zweitem ,, . . . . . . . 0,1048¢g ,,
,, dritten ,, . . . . . .. 0,030 g ,,
,, vierten ,, . . . . . .. 0,0248¢g ,,
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Kaninchen Nr. XIV, Gewicht 1650 g, erhielt die gleiche Menge
Lysol-Olivensl wie XII und schied aus:

Am ersten Tage . . . . . . . 0,2099 g Kresol
,» 2Zweitem ,, . . . . . .. 0,0159g ,,
5 drittem ,, . . . . . .. 0,0110g ,,
, Vierten ,, . . . . ... nicht untersucht
, funftem , . . . .. .. 0,09297 g Kresol
., Sechsten , . . . .. .. 0,028 g ,,
,» B8iebenten ,, . . . . . .. 00152 g ,,

Kaninchen Nr. XV, Gewicht 1730 g, erhilt 2 g Lysol plus 50g
Olivendl und schied aus:

Am ersten Tage . . . . . . . 0,2315 g Kresol
, Zweitem ,, . . . . . .. 0,0211g ,,

wihrend das Kaninchen Nr. XVI, Gewicht 1790 g, das 2 g Lysol
plus 50 g Wasser erhalten hatte, ausschied:

Am ersten Tage . . . . . . . 0,149 g Kresol
., Zweitem ,, . . . . . .. 0,0060 g ,,
, drittem ,, ... .. .. 0022 g
, Vvierten ,, . . . . . .. 0055 g
,, funftem ,, . . . . ... 00154 g ,,
, Bechstem , . . . . . .. 0,01676¢g ,,
,, siebenten ,, . . . . . .. 0,0161 g ,,

Es scheint also nach diesen Ausscheidungsresultaten, als ob das
Kresol aus dem Magen, wenn es mit Olivenol vermischt ist, ebenso
schnell resorbiert wird wie in wiisseriger Losung. Daher muf3 man,
da doch solche Kaninchen weniger Kresol im Gehirn und in ihren
anderen Organen aufweisen, die Annahme machen, daB die gleich-
zeitige Resorption von Kresol mit Olivensl aus dem Magen eine
Ablagerung von Kresol in den Organzellen hindert, und so in der
Blutbahn selbst, resp. in dem Gewebe noch die schiitzende Wir-
kung des Ols sich zeigt.

A. Wassertiere.

Kaninchen I: Gewicht 1750 g, 5 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach zwei Stunden (langste Zeit).
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Leber . . ........ 0,016 g Kresol
Lunge . . . . . .. ... 0,0045g ,,
Gehirn . . . . ...... 0,0064g

Kaninchen II: Gewicht 1850 g, 7 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 30 Minuten.

Leber . . . .. ... .. 0,0432 g Kresol
Lunge . . . . . .. . .. 0,0072g ,,
Gehirn . . . . . . .. .. 0,0067g ,,

Kaninchen III: Gewicht 1860 g, 7 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 35 Minuten.

Leber ... . . . ... .. 0,0327 g Kresol
Lunge . . . . ... ... 0,0069g ,,
Gehim . . . . ... ... 0,0064g ,,

Kaninchen IV: Gewicht 2000 g, 10 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 40 Minuten.

Leber . . . . ... ... 0,044 g Kresol
Lunge . . . . . . . ... 0,0057g
Gehirn . . . . .. .. .. 0,005¢g ,,

Kaninchen V: Gewicht 1830 g, 10 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 45 Minuten.

Leber . . . .. ... .. 0,0409 g Kresol
Lunge . . . .. .. ... 0006l1g
Gehirn . . . . . ... .. 0,00566¢g ,,

Kaninchen VI: Gewicht 1750 g, 3 g Lysol und 50 g Wasser
(wurde nach vier Stunden getitet).

Gehirn . . . . ... ... 0,0019 g Kresol
Kaninchen VII: Gewicht 1620 g, 6 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 10 Minuten.
Gehirn . . . ... .. .. 0,0049 g Kresol
Kaninchen VIII: Gewicht 1800 g, 9 g Lysol und 50 g Wasser,
Tod nach 156 Minuten.
Gehirn . . . . . ... .. 0,0051 g Kresol

B. Oltiere.

Kaninchen IX: Gewicht 1790 g, 5 g Lysol und 50 g Olivendl
(nach zwei Stunden getitet; lingste Zeit!).
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Leber . . . . .. .. .. 0,011 g Kresol
Lunge . . . . . . . . .. 0,001 g ,,
Gehirn . . . . . . . . .. 0,0014g

(wurde nach vier Stunden getotet).

Kaninchen X: Gewicht 1750 g, 7 g Lysol und 50 g Olivensl
(nach 30 Minuten getotet).

Leber . . . . . . . ... 0,0228 g Kresol
Lunge . . . . . . . . .. 0,0030g ,,
Gehirn . . . . . . . . .. 0,0034g

Kaninchen XI: Gewicht 1600 g, 7 g Lysol und 50 g Olivendl
(nach 35 Minuten getdtet).

.......... 0,0228 g Kresol
Lunge . . . . .. .. .. 0,0064 g

”»

"



Enzymstudien.

Von
8. P. L. Sorensen.

(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.)

(Eingegangen am 12. Oktober 1907.)

Im Verlaufe der letzten sechs Jahre sind im hiesigen Labora-
torium von meinen Mitarbeitern und mir eine Reihe Untersuchun-
gen iiber enzymatische, besonders proteolytische Spaltungen aus-
gefiihrt worden. Da diese Untersuchungen in mehreren Punkten
miteinander nahe verkniipft sind, werden sie, wenn sie zu einem
passenden Abschlul gebracht worden sind, simtlich unter obigem
gemeinschaftlichen Titel in den ,,Comptes Rendus du Laboratoire
de Carlsberg*‘ vertffentlicht werden. Die vorliegende Abhand-
lung?) bildet den ersten Abschnitt dieser Reihe.

I Uber die quantitative Messung proteolytischer Spaltungen.
»sDie Formoltitrierung.<

Inhaltsiibersicht: A. Die bisher angewandten Methoden S. 46.
— B. Die Formoltitrierung S. 47. 1. Das Prinzip der Methode S. 47;
2. Die Untersuchungen von Schiff S. 49; 3. Der Einflu der Wasser-
stoffionenkonzentration S. 50; 4. EinfluB der Fliissigkeitsmenge S. 56;
5. Uber die Anwendung von P/;-Barytlauge oder %/;-Natronlauge S. 58;
6. Uber einige Ubelstinde der Methode S. 59. — C. Beispicle von der
Anwendung der Formoltitrierung S. 61. 1. Spaltung von Poly-
peptiden S. 61; 2. Spaltung von Polypeptidmischungen S. 61; 3. Spaltung
von Proteinstoffen S. 63. — D. Experimenteller Teil S. 64. 1. Die
Ausfilhrung der Titrierungen S. 64; 2. Untersuchung einer Reihe von
Aminosiduren und éhnlichen Verbindungen, die sich normal bei der Formol-
titrierung verhalten 8. 69; 3. Untersuchung von Verbindungen, deren
Titrierung eigenartige Verhiiltnisse darbietet S. 78; 4. Untersuchung von
Glycylglycin und Glycinanhydrid 8. 83; 5. Spaltung einer Polypeptid-
mischung S. 86; 6. Spaltung einiger Protecinstoffe S. 89. — Anhang.
Das Verhalten der Harnsiure bei der Formoltitrierung 8. 99.

1) Compt. rend. du Lab. de Carlsberg 7, 1, 1907.
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A. Die bisher angewandten Methoden.

Unter einer,,Proteolyse‘‘ oder proteolytischen Spaltung ver-
steht man, wie bekannt, eine durch ein proteolytisches Enzym
hergestellte Zersetzung eines genuinen oder schon zum Teil ge-
spaltenen Proteinstoffes in einfachere Verbindungen. Durch eine
solche Spaltung werden die physikalischen Eigenschaften der vor-
liegenden Ldsung (wie Koagulierbarkeit, Viscositit, elektrische
Leitfahigkeit, das Verhiltnis dem polarisierten Licht gegen-
iiber usw.) gewshnlich gedndert, und dasselbe gilt von dem Ver-
halten gewissen Fillungs- bzw. Aussalzungsmitteln gegeniiber
(starken Séuren, Metallsalzen, Alkaloidreagenzien wie Gerbsiure,
Phosphorwolframséure — Natriumchlorid, Zinksulfat usw.). Als
quantitatives Mafl fiir den Umfang der Spaltung benutzt man
dann gewdhnlich die durch die Proteolyse verursachte auf die
eine oder andere Weise meBbare Anderung einer passenden
physikalischen Eigenschaft oder gegeniiber einem passenden
Fillungs- oder Aussalzungsmittel. Es ist aber leicht einzusehen,
daB bei einer solchen Messung nicht gerade das gemessen wird,
was zu messen ist. Nehmen wir beispielsweise an, daB eine
vorliegende Losung (mit einem Gesamtstickstoffgehalt von 52 mg
Stickstoff, vgl. Versuch Nr. 5, S. 92) zu Anfang einer
Proteolyse 7 mg mit Gerbsiure nicht fillbaren Stickstoff enthilt,
wahrend nach sechsstiindiger Proteolyse 25 mg und nach einer
weiteren sechstigigen Proteolyse 42 mg mit Gerbsidure nicht
fillbaren Stickstoffes anwesend sind. Aus einem solchen Versuchs-
ergebnisse wird man ganz unwillkiirlich den Schlu3 ziehen, dal
die Ausdehnung der Proteolyse wihrend der ersten 6 Stunden
mindestens ebenso groB gewesen ist als in den folgenden 6 Tagen,
indem der Zuwachs an nicht fillbarem Stickstoff 18 bzw. 17 mg
Stickstoff betrigt. Eine solche Folgerung ist aber nicht ganz
zutreffend; denn ihre Voraussetzungen, erstens dafl die beim
Schlusse des Versuches mit Gerbsiure fiallbaren Substanzen
withrend der Proteolyse gar nicht beeinfluBt worden seien, und
zweitens, daB die mit Gerbsiure nicht fillbaren Produkte keiner
weiteren Spaltung féhig seien, sind nicht stichhaltig. Die Auf-
gabe ist die, den Umfang der Proteolyse zu messen, die Messung
gibt aber nur dariiber Auskunft, welche Menge des vorhandenen
Proteinstoffes bis zu einer bestimmten Grenze zersetzt worden ist.
Bei Anwendung von verschiedenen Fillungs- bzw. Aussalzungs-
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mitteln liegt diese Grenze bei verschiedenen Stadien des Abbaues,
und es ist daher méglich, durch Fillung mit mehreren Fillungs-
mitteln, wie es z. B. H. Schjerning systematisch getan hat,
oder durch fraktionierte Aussalzung, wie Hof meister und seine
Schiiler sie angewendet haben, zu einer wertvollen Schitzung iiber
die Ausdehnung der Proteolyse zu gelangen; von einer wirklichen
quantitativen Messung kann aber nicht geredet werden

Das hier Gesagte gilt in noch hoherem MafBe, wenn es sich
darum handelt, die Anderung irgend einer physikalischen Eigen-
schaft zu messen, indem es gewohnlich ganz willkiirlich ist, die
diesbeziigliche Anderung als dem Umfang der Spaltung propor-
tional anzusehen. Nur bei Spaltungen dermaflen einfacher Ver-
bindungen, dafl die Art und Menge der Spaltprodukte genau
bekannt sind, und es moglich ist, im voraus zu bestimmen
auf welche Weise willkiirlich gewihlte Mischungen der Verbindung
und ihrer Spaltprodukte sich verhalten, kann diese MeBmethode
zuverlassige Resultate liefern. Dies gilt z. B. von den neuerdings
von H. Euler!) veroffentlichten Untersuchungen iiber die
Erepsinspaltung des Glycylglycins (Messung der elektrischen Leit-
fahigkeit nach Zusatz passender Mengen Natriumhydroxyd), wie
auch von der von E. Abderhalden und A. H. Koelker?) vor-
geschlagenen Methode zur Messung proteolytischer Wirkungen
(Spaltung optisch aktiver Polypeptiden und Messung der Anderung
des Drehungsvermégens). In gewissen Fillen kénnen solche
Methoden sich vorziiglich bewdhren, ihre Anwendung ist aber
eine etwas beschrinkte.

B. Die Formoltitrierung.

1. Das Prinzip der Methode. Obwohl die rationellen
Formeln der Proteinstoffe noch ganz ungekannt sind, ist es doch
auBer allem Zweifel, daB ein sehr wichtiger, ja wahrscheinlich
weitaus der wesentlichste Teil des Proteinstoffmolekiils aus
Aminosiuren aufgebaut ist, indem diese durch Anhydridbildung
zwischen Carboxyl- und Aminogruppen miteinander verkniipft
sind (,,Peptidbindungen‘‘). Ebenso unterliegt es auch keinem

1) K. Svenska Vetenskapsakad. Arkiv f. Kemi, Miner. och Geologi 2,
Nr. 31, 1906; Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 213, 1907.
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 294, 1907.
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Zweifel, daB die wahrend einer Proteolyse sich vollziehenden
chemischen Prozesse hauptsichlich hydrolytischer Art sind und
durch Auflésung solcher Peptidbindungen unter Bildung von
Carboxyl- und Aminogruppen gekennzeichnet sind. DaBl die
Sache so liegt, ist fiir die Polypeptide sichergestellt worden durch
die glinzenden Untersuchungen von E. Fischer und seinen
Mitarbeitern, und fiir die etwas komplizierter gebauten Peptone
und Albumosen erscheint eine solche Betrachtungsweise als die
einzig natiirliche. Die genuinen Proteinstoffe und ihre ersten
Abbauprodukte enthalten dagegen auler dem aus Aminoséuren
zusammengesetzten Kerne zugleich geringe Mengen anderer
Atomgruppen, deren Verkniipfung mit den Aminosduren und
deren Verhalten den proteolytischen Enzymen gegeniiber noch
unbekannt sind. Hiervon abgesehen, wird also eine proteo-
lytische Spaltung als eine Hydrolyse unter Bildung
von Carboxyl- und Aminogruppen aufzufassen sein,
und eine rationelle Methode zur quantitativen Be-
stimmung des Umfanges der Proteolyse mufl darauf
abzielen, die Menge der wihrend der Proteolyse ge-
bildeten Carboxyl- oder Aminogruppen zu messen.
Von diesem Gesichtspunkte aus habe ich versucht, in
Mischungen proteolytischer Spaltungsprodukte teils die Menge
der Aminogruppen, teils nach passender Fixierung der Amino-
gruppen die Menge der Carboxylgruppen zu bestimmen, aber
nur der letztere Weg hat sich als gangbar erwiesen. Es hat sich
dabei gezeigt, daBB es moglich ist, nach Zusatz von
sFormol“ (Formaldehyd!)), welches mit den Amino-
gruppen Methylenverbindungen gibt, die Menge der
Carboxylgruppen vor und nach der Proteolyse, sowie
in einem beliebigen Stadium derselben titrimetrisch
zu bestimmen. Der Zuwachs der Carboxylgruppen reprisentiert
die Ausdehnung der Proteolyse, und dieselbe kann demnach
durch die entsprechende Anzahl Kubikzentimeter ®/;-Barium-
hydroxydlésung ausgedriickt werden. In der Voraussetzung, dafl
jede wiihrend der Proteolyse gebildete Carboxylgruppe einer
Aminogruppe entspricht, 1i3t sich die Ausdehnung der Proteolyse

1) Unter den verschiedenen Namen: Formaldehyd, Formalin, Formol
habe ich den letzten als den kiirzesten gewihlt.
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auch in Milligrammen Stickstoff ausdriicken, und dieses ist fiir
gewohnlich ganz praktisch; die Anzahl der verbrauchten Kubik-
zentimeter /;-Baryt mit 2,8 multipliziert, gibt einfach die Stick-
stoffmenge in Milligramm an.

2. Die Untersuchungen von Schiff. H. Schiff!) hat
als der erste in einer Reihe schéner Arbeiten die durch Formol
bewirkte Trennung der Amin- und der Sdurefunktion der Amino-
siauren und Proteinstoffe eingehend studiert. Dieser Verfasser
hat nicht nur gezeigt, da neutrale Losungen dieser Stoffe durch
Zusatz von neutralisiertem Formol sauer werden, sondern auch
die Methylenverbindungen, welche durch Formoleinwirkung auf
einige leicht zugéngliche Aminosiuren entstehen, isoliert. Aufler-
dem hat er gefunden, daB Gelatine nach Spaltung durch ver-
diinnte Kalilauge und Neutralisation der Losung, durch Formol-
zusatz stirker sauer wird als vor der Kalispaltung. Man er-
sieht hieraus, daB# die Untersuchungen Schiffs die Momente
enthalten, welche nétig sind, um eine solche MeBmethode auszu-
arbeiten, von welcher hier die Rede ist. Weder Schiff selbst
noch andere Forscher haben aber dieses getan, und ich glaube
die Ursache dafiir in den Versuchsresultaten Schiffs suchen zu
miissen. Aus denselben geht néimlich hervor, daB die Trennung
der Amin- und der Siurefunktion nur unvollstindig und in
hohem Grade von der anwesenden Wasser- und Formolmenge
abhéngig ist. Als Beispiel fiihre ich einige von Schiff mit
Alanin gewonnene Resultate an. Zu jedem Versuch wurden
bei verschiedenen Wassermengen 0,089 g Alanin (1 mg-Molekiil)
und 0,2 ccm 40 prozentiger Formol angewendet. Bei Titrierung
mit Phenolphthalein als Indicator und bei Anwendung der unten
angefilhrten Wassermengen war der Verbrauch an Kalilauge
wie folgt:

5,7 ccm "/,,-Kalilauge, wenn 0,5 ccm Wasser anwesend war,

5!9 ” ” ” ” 1)0 ” ’” " ”
4r9 ” ” ” ” 4)5 2] ”» i3} ”
078 1 3] "/1 L] ’ 1 i3] i3] ’ »
0,75 ”» ” ” 2] 3 ” ” ” ”
0’6 ” ” ”» ” 6 ” " ” ”
075 L H] ” ”» ” 9 ” ” ” ”

1) Annal. d. Chem. 310, 25, 1899; 319, 59 u. 287, 1901; 325, 348, 1902.
Biochemische Zeltschritt Band VIL 4
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0,4 ccm 7/,-Kalilauge, wenn 12 ccm Wasser anwesend war,
0,3 b} ” b3 ” 18 . 2 ” 2”
0’2 ” ” ” » 24 ” 2 b2l 2

Bei einer passenden Konzentration der Aminosiure (ca. 10 ccm
Wasser, einer 7/,,-Losung entsprechend) betrigt der Verbrauch
an Lauge also nur die Hilfte des berechneten, selbst wenn Normal-
Kalilauge fiir die Titrierung angewendet wird. Diesem Fehler
wird durch weiteren Zusatz von Formol nur zum Teil abgeholfen.
Bei Anwendung der gleichen Alaninmenge und 6 ccm Wasser,
aber wechselnder Mengen Formol, ergab sich ein Verbrauch von:

0,71 ccm 7/;-Kalilauge bei Anwendung von 1 cem Formol,
083 , " ’ ” » 1,5, ”
087 ,, ., ” ” ” w 2, ”

ein noch weiterer Zusatz von Formol blieb ohne Wirkung.
Auch bei etwas groBeren Wassermengen konnte Schiff
durch Vermehrung der Formolmenge ungefihr dieselbe Grenze
des Kaliverbrauchs erreichen. 1 mg-Molekiil Alanin in 18 ccm
Wasser gel6st, verbrauchte:
0,47 cem 7/,-Kalilauge bei Anwendung von 1 cem Formol,

0,656 , ” ” » » 2, »
0,78 ,, ., » ” » R »
0,88 ,, ” » ” » 4 »
09 , ” ” » N T »”

ein noch weiterer Zusatz von Formol blieb ohne Wirkung.

In ganz dhnlicher Weise gestaltete sich die Titrierung der
iibrigen untersuchten Aminosiuren, wenn auch nicht immer so
grofe Fehler wie beim Alanin vorhanden waren; man ersieht aber
leicht, daB eine nur einigermaBen quantitative Titrierungsmethode
nicht auf diesen Versuchen fuBlen kann.

3. Der EinfluBl der Wasserstoffionenkonzentration.
Die durch die Einwirkung von Formol auf eine Aminosiure,
z. B. Alanin, sich vollzichende chemische Umsetzung:

CH, CH,

| |

CH-NH, + HCOH = CH-N:CH, + H,0

| |

COOH + KOH COOK + H,0,
—_—

ist reziprok und fithrt zu einem Gleichgewichtszustand, welcher
von den Mengen aller anwesenden Stoffe abhiingig ist. Unter



Enzymstudien. 51

diesen hat Schiff aber auf das vorhandene Kaliumhydroxyd
oder, anders gesagt, auf den Hydroxylionengehalt der Losung bei
dem Umschlagspunkt des Indicators keine Riicksicht genommen.
Schiff schreibt ndmlich!): ,,In dem Endsystem ist also Wasser,
Formaldehyd, Alanin und Kaliummethylenalanin vorhanden; es
sind aber alle Grundwerte zur genauen Berechnung dieser Kompo-
nenten gegeben.‘‘ Esist leicht verstandlich, daB eine Verminderung
der Wassermenge oder eine Vermehrung der Formolmenge die
oben angefiihrte Umsetzung von links nach rechts verschieben
kann, ein Zusatz von Kaliumhydroxyd hat aber ganz dieselbe
Wirkung.

Aus neueren Untersuchungen, besonders von Friedenthal
und Salm, und wie es in einer folgenden Abhandlung niher
beschrieben werden wird, geht es hervor, da8 der Umschlag der
verschiedenen Indicatoren bei weit verschiedenem Wasserstoff- oder
— wenn man es so ausdriicken will — Hydroxylionengehalt
der Fliissigkeit stattfindet. Es ist daher moglich, durch passende
Wahl des Indicators den Umschlag bei eben der gewiinschten
Wasserstoffionenkonzentration zu bewerkstelligen. Aus dem
oben Angefiihrten geht es hervor, daB eine Vermehrung des
Hydroxylionengehalts der Losung die 6fters erwihnte Umsetzung
nach der gewiinschten Richtung von links nach rechts verschieben
wird, man muB3 daher einen Indicator benutzen, dessen Um-
schlag bei einer groBeren Hydroxyl- oder, anders gesagt, einer
niedrigeren Wagserstoffionenkonzentration eintritt als die, bei
welcher das Phenolphthalein einen rosa Farbenton annimmt.
In Ubereinstimmung hiermit hat Schiff auch gefunden, da8 der
Alkaliverbrauch bei der Formoltitrierung von Aminosiuren bei
Verwendung von Lackmus (dessen Umschlag bei einer Wasser-
stoffionenkonzentration von ca. 10-7 erfolgt?)) noch niedriger ist
als bei Anwendung von Phenolphthalein als Indicator (dessen
Umschlag bei ca. 10-%° erfolgt).

Das hier Gesagte laBt sich am besten durch ein Beispiel
erlautern, das ich den im experimentellen Teil beschriebenen
Versuchen entnehme. Wenn 20 ccm Wasser mit den in dem
Folgenden (S. 64) angegebenen Mengen Formol und Plrenol-

1) Annal. d. Chem. 319, 73, 1901.
2) Der Faktor n (normal) ist hier wie tiberall im folgenden ausgelassen,
10-7 bedeutet also nx10-7.
4'
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phthalein versetzt werden und danach 1/;-Barytlosung zugesetzt
wird, bis die Fliissigkeit einen schwachen, aber doch deut-
lich wahrnehmbaren rosa Farbenton (erstes Stadium)
angenommen hat, wird diese Fliissigkeit eine Wasserstoffionen-
konzentration von 10-%3--10-%*% besitzenl). @ Wenn weiter
1 Tropfen Bar. (hier und o6fters in dem Folgenden als abgekiirzte
Bezeichnung fiir ®/,-Barytlauge benutzt) zugesetzt wird, nimmt
die Fliissigkeit eine deutliche rote Farbe an (zweites Sta-
dium), die Wasserstoffionenkonzentration betriigt jetzt 10-87
bis 10 8%, Werden noch 2 Tropfen Bar. zugesetzt, wird die Lsung
stark rot (drittes Stadium), und die Wasserstoffionen-
konzentration fillt bis zu 10-0 bis 10-%!. Losungen von starken
Sduren verhalten sich in ganz dhnlicher Weise wie Wasser, wiihrend
Losungen von solchen schwachen Siuren wie die Methylenverbin-
dungen der Aminoséiuren gewohnlich ein abweichendes Verhalten
aufweisen. Wurden z. B. 20 cem einer 1/,,-Lésung von Alanin
(siche experimentellen Teil S. 70) und diesclben Mengen von
Formol und Phenolphthalein wie oben angewendet, war es schr
schwierig, bis zum ersten Stadium, den schwachen rosa Farben-
ton zu titrieren, weil der Umschlag hier sehr unscharf war; ein
Zusatz von ein paar Tropfen Bar. oder Salzsiiure hatte keinen
wahrnehmbaren EinfluB auf die Farbenstirke. Wurde dagegen
Barytlauge bis zur deutlichen roten Farbe zugcsetzt (das zweite
Stadium der Kontrollésung), bekam man einen sicheren und

1) Die in dieser Abhandlung angefithrten Wasserstoffionenkonzentra-
tionen sind alle durch eine im hiesigen Laboratorium ausgearbeitete colori-
metrische Methode bestimmt worden, letztere wird in einer folgenden Ab-
handlung veroffentlicht werden. Des Verstiindnisses wegen sei hier nur
bemerkt, daB das Produkt der Wasserstoffionenkonzentration und der
Hydroxylionenkonzentration von wiisserigen Lisungen bei 25° gewdhnlich
gleich 10—14 gesetzt wird, so daBl cine ncutrale wiisserige Losung bei 25°
sowohl eine Wasserstoff- wie auch eine Hydroxylionenkonzentration von
10—~7 hat. Unsere Messungen sind bei 18° ausgefiihrt worden, und bei
dieser Temperatur ist das eben erwiihnte Produkt ein wenig niedriger;
gewohnlich benutzt man den Wert 0.64 x 10—14 = 10—14.2. Fiir ¢ine irgend-
welche gegebene Wasserstoffionenkonzentration (H') kann daher die ent-

sprechende Hydroxylionenkonzentration (OH’) durch die Gleichnng
10 4.2

Y —

(OHY) = (")

gefunden werden.
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deutlichen Umschlag durch 0,1 cem Titerfliissigkeit, aber der
gesamte Verbrauch an 7/,-Barytlauge betrug nur 9,35 cem,
withrend der berechnete fiir 20 cem 7/,,-Alaninlésung 10 ccm ist.
s zeigte sich denn auch, dafl die Alaninlésung nicht wie die

* Kontrollésung durch weiteren Zusatz von 2 Tropfen Bar. dic
stark rote Farbe des dritten Stadiums erreichte. Dies riihrt
offenbar davon her, dall die Seite 50 besprochene Umsetzung
noch nicht ganz vollstindig von links nach rechts verlaufen ist,
und erst der weitere Zusatz von Barytlauge vollendet die Um-
setzung. Um die stark rote Farbe der Kontrollosung zu erreichen,
erforderte die Alaninlésung noch 0,55 ccm Bar., und man erkennt
leicht, daBl hiernach der gesamte Verbrauch an Barytlauge dem
berechneten fast gleichkommt.

Ganz @hnlich wie Alanin verhalten sich auch die anderen
Aminosgiiuren. Bei Titrierung unter den spiter ange-
fiihrten Verhidltnissen (siche S. 65) bis zum schwa-
chen rosa Farbenton war der Umschlag gewohnlich
sehr schlecht. Bei Titrierung bis zu einer deutlichen
roten Farbe, d. h. die Farbe der Kontrollésung im zwei-
ten Stadium, war der Umschlag einigermaBen scharf,
der Verbrauch an Barytlauge aber gewdhnlich ein
wenig niedriger als der berechnete. Wurde schliefilich
bis zu stark roter Farbe, d. h. die Farbe der Kontroll-
I6sung im dritten Stadium, titriert, blieb der Ver-
brauch an Barytlauge sehr wenig hinter dem bercchne-
ten zuriick.

Es ist unter diesen Verhiltnissen ein sehr naheliegender Ge-
danke, einen anderen Indicator als Phenolphthalein zu benutzen.
Ich habe denn auch mehrere solche probiert, deren Umschlags-
punkte bei noch niedrigeren Wasserstoffionenkonzentrationen
liegen als derjenige des Phenolphthaleins.  Nur cin einziger, das
Thymolphthalein — in saurer Losung farblos, in alkalischer
blau —, hat sich aber als praktisch brauchbar erwiesen. Thymol-
phthalein ist indessen schwerer loslich als Phenolphthalein in
gehr verdiinntem Alkohol, und es ist daher notwendig, vor der
Titrierung ctwas Alkohol zuzusetzen, um die vollstiindige oder
teilweise Ausscheidung des Indicators zu verhindern (siche 8. 66).
Ubrigens wird die Titrierung nach demselben Prinzip wie dic
Phenolphthaleintitrierung ausgefithrt. Es wird cine Kontroll-
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l6sung von 20 ccm Wasser und einer bestimmten Menge einer
Mischung von Formol, Alkohol und Thymolphthalein dargestellt.
Hierzu wird 1/;-Barytlauge gesetzt, bis die Fliissigkeit blaulich
opaleszierend wird (Wasserstoffionenkonz.: ca. 10-%%). Ein
weiterer Zusatz von 2 Tropfen Bar. gibt eine deutliche blaue
Farbe (Wasserstoffionenkonz.: 10-%5—10-96), wihrend noch
2 Tropfen Bar. eine schone und starke blaue Farbe hervor-
rufen (Wasserstoffionenkonz.: ca. 10-%7). Bis zu dieser letzten
Farbenstirke werden die zu untersuchenden Losungen titriert;
werden bei einer solchen Titrierung z. B. 10,2 ccm /,-Barytlauge
verbraucht, wihrend der Verbrauch bei der Titrierung der Kontroll-
l6sung 0,3 ccm Barytlauge gewesen ist, betrigt die zur Neutra-
lisation der Methylenaminosiureverbindung nétige Menge Baryt-
lauge natiirlicherweise 9,9 ccm. Es ist selbstverstindlich, daBl
dieselbe Berechnungsweise bei den Phenolphthaleintitrierungen
anzuwenden ist, und ebenso dafl man dieselbe Kontrollssung
fiir eine ganze Reihe von Versuchen anwenden kann. SchlieBlich
sei nur bemerkt, daB es praktisch ist, durch eine vorliufige Neu-
tralisation der Mischung von Formol und Phenolphthalein oder von
Formol, Alkohol und Thymolphthalein den Verbrauch der Kontroll-
16sung an Barytlauge zu einem ganz minimalen herabzudriicken.

Wie es zu erwarten wire, haben die Thymolphthalein-
titrierungen durchschnittlich noch bessere Resultate als die
Phenolphthaleintitrierungen geliefert, und in den meisten Féllen
sind daher die Thymolphthaleintitrierungen zu empfehlen; von
einigen Unannehmlichkeiten der Methode wird unten die Rede sein
(siehe 8. 59). Indem ich beziiglich der Einzelheiten auf den expe-
rimentellen Teil verweise, werde ich hier nur noch anfiihren, dal
die Titrierungen zahlreicher, sehr verschiedenartiger Aminosiauren,
unter welche so gut wie alle die wichtigsten Zersetzungsprodukte
der Proteine zu zéhlen sind, die folgenden Resultate gegeben haben :

20 cem einer 1/, -Losung einer Aminosiure, 10 cem Bar. ent-
sprechend, haben bei Titrierung
a) mit Phenolphthalein bis zu einer deutlichen roten Farbe
(zweites Stadium) 7,8—10,0 ccm Bar. verbraucht,
durchschnittlich 9,56 ccm Bar.,
b) mit Phenolphthalein bis zu stark roter Farbe (drittes
Stadium) 8,9—10,1 cem Bar. verbraucht,
durchschnittlich 9,75 ccm Bar.
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und ¢) mit Thymolphthalein 9,6—10,1 ccm Bar. verbraucht,
durchschnittlich 9,86 ccm Bar.

Bei der Phenolphthaleintitrierung bis zu stark roter Farbe
und besonders bei der Thymolphthaleintitrierung erreicht man
also ungefihr dieselbe Genauigkeit wie bei vielen der gewohnlich
verwendeten quantitativen Methoden?).

Die hier erwahnten Versuche sind alle mit 20 cem der vor-
liegenden Aminosiureldsung und mit einer Kontrollosung von
20 cem Wasser ausgefiihrt worden. Der Umschlag ist, wie es aus
den Angaben bei den einzelnen Versuchen zu ersehen ist, immer
bei 0,1—0,2 ccm Bar. deutlich zu sehen. Ungefihr dieselbe
Genauigkeit kann indessen durch Titrierung von 10 ccm ja ge-
wohnlich auch von 5 ccm der vorliegenden Losung erreicht werden.
Man muB dann eine entsprechend kleinere Kontrollésung und
entsprechend weniger Formol und Indicator verwenden, und fiir
die Titrierung miissen /.- Losungen von Baryt und
Salzsidure benutzt werden. Der Umschlag wird dann ent-
sprechend schirfer, also bei 2 bzw. 1 Tropfen Bar. deutlich sein.
Nur eins darf man nicht tun, nimlich eine verdiinntere, z. B.
eine 1/ ,,-Barytlauge anwenden; der Verbrauch einer solchen
wiirde freilich ein groBerer werden, die Genauigkeit aber absolut
eine geringere (siehe iibrigens den folgenden Abschnitt iiber den
EinfluB des Fliissigkeitsvolumens).

1) Zur Beurteilung der Genauigkeit der gewohnlich fiir Proteinanalysen
verwendeten Fillungs- bzw. Aussalzungsmethoden vergleicht man im all-
gemeinen die Resultate mehrerer unter densclben Verhiltnissen ausgefiihrten
Fillungen bzw. Aussalzungen derselben Lisung. Dies ist natiirlicherweise
bis zum gewissen Grade berechtigt, denn eine Methode, die bei gleichen
Verhiltnissen nicht immer einigermaflen gleiche Resultate liefert, ist un-
brauchbar, die Beurteilung ist aber nicht erschipfend. Handelt es sich
zum Beispiel darum, eine Proteinlosung vor und nach einer Proteolyse zu
vergleichen, ist es gewohnlich nicht leicht, die Fillung beidesmal unter
denselben Verhiltnissen (z. B. bei derselben Aciditiit oder demselben
UberschuB des Fillungsmittels) ausfiihren zu konnen. Es liBt sich aber
leicht zeigen, dal selbst ziemlich kleine Verinderungen der duBieren Ver-
héltnisse das Resultat der Analyse becinflussen kénnen. Ich glaube daher,
daB man im allgemeinen bei Fillungsanalysen nicht mit gréfierer Genauig-
keit als der oben fiir die Formoltitrierungen angegebenen rechnen darf.
Dazu kommt iiberdies die Unsicherheit bei der Deutung der Analyse, von
welcher im Anfang dieser Abhandlung (siche 8. 46) die Rede war.
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4. EinfluBl der Fliissigkeitsmenge. Wie es aus der
S. 50 angefiihrten Gleichung zu ersehen ist, wird bei Zusatz
von Formol die Umsetzung von links nach rechts verlaufen,
wihrend eine Vermehrung der Wassermenge die entgegengesetzte
Wirkung ausiiben wird. Bei den Titrierungen wurde daher auch
ein groBer UberschuB von Formol verwendet, und die Wasscr-
menge wurde innerhalb passender Grenzen gehalten. Die Amino-
siurelésungen sind immer in bezug auf Carboxylgruppen 7/,, ge-
wesen; eine Proteinlosung, die durch vollstindige Hydrolyse
einen entsprechenden Gehalt an Carboxylgruppen erhalten wird,
hat gewohnlich in 10 cecm einen Stickstoffgehalt von 14 mg oder
ein wenig mehr. Losungen von gréBerer Verdiinnung werden bei
proteolytischen Versuchen nur selten angewendet. Die Titer-
fliissigkeiten sind immer ™/, gewesen, weil einerseits normale
Fliissigkeiten, wie solche von Schiff verwendet wurden, einen
zu kleinen Verbrauch an Titerfliissigkeit verursachen, und weil
andererseits 1/, -Fliissigkeiten einen so groflen Verbrauch und
dadurch ein so groBes Gesamtvolumen bewirken, dall merkbare
Fehler hierdurch hervorgerufen werden konnen; n/;-Fliissig-
keiten bilden, wie die Versuche erwiesen haben, die richtige
Mitte.

Da das Fliissigkeitsvolumen am Ende der Titrierung nicht
ohne Bedeutung ist, ist es notwendig, der Kontrollssung eine
solche passende Menge Barytlauge zuzusetzen, daBl man bei
Zuriicktitrierung mit Salzsiiure ungefihr dasselbe Volumen be-
kommt wie bei Titrierung der zu untersuchenden Lésungen (siehe
iibrigens 8. 65). Um festzustellen, welche Bedeutung gréBere
Verschiedenheiten des Endvolumens haben konnen, habe ich
gewohnlich nicht nur 20 ccm der Aminoséiurelésungen, den 20 cem
Wasser der Kontrollosung entsprechend, sondern auch 10 cem
und 30 ccm der Aminosiureldsungen titriert, indem ich auch fiir
diese Titrierungen die gleichen Mengen Formol und Indicator,
sowie auch diesclbe Kontrollosung wie bei der Titrierung von
20 cem Aminosiurelosung verwendet habe. Es hat sich dabei
gezeigt, wie es aus dem experimentellen Teil zu erschen ist, daB
wihrend die Phenolphthaleintitrierung bis zum zweiten und
dritten Stadium und ebenfalls die Thymolphthaleintitrierung von
20 cem Aminosiurelosung einen durchschnittlichen Verbrauch
an Barytlauge von bezichungsweise
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95,69,, 97,69 und 98,69, des berechneten ergeben haben,
sind die entsprechenden Zahlen fiir

10 ccm Aminosiurelosung

97,19%,, 98,8% und 100,39, des berechneten und fiir

30 ccm Aminosidurelésung nur

93,7%,, 96,5% und 97,59, des berechneten.

Es erhellt hieraus, daB der Einflu des Endvolumens wohl
nicht groB, aber doch erkennbar ist, und es wird sich daher
empfehlen, das Volumen der Kontrollésung und das der zur Unter-
suchung vorliegenden Losung von einigermafien gleicher Grofle
zu halten.

Noch eine weitere Frage mul} in diesem Zusammenhang er-
ortert werden. Es wird bis zu einem ziemlich grofien Gehalt an
Hydroxylionen (ca. 10-3) titriert, es kénnte daher gefragt werden,
ob nicht eine Volumenverschiedenheit in der Bezichung Bedeutung
haben kénnte, daB ein grofleres Fliissigkeitsvolumen einen Mehr-
verbrauch an Barytlauge erfordern' miifite, um diesen grofien
Hydroxylionengehalt erreichen zu koénnen. Vom theoretischen
Standpunkte aus muB die Frage selbstverstindlich bejahend
beantwortet werden, eine einfache Rechnung zeigt aber, dafl
dieselbe ohne praktische Bedeutung ist. 1 Tropfen ©/,-Baryt-
lauge ist gleich 0,1 ccm einer 7/ ,-Losung (mit einem Hydroxyl-
ionengehalt von ca. 10-!) oder 1 cem einer M/, ,-Lisung (Hydroxyl-
ionengehalt: ca. 10-2), oder wieder 10 ccm einer P/ g -Losung
(Hydroxylionengehalt: ca. 10-3), oder schliefllich 100 cem einer
0/ oooo-LOsung (Hydroxylionengehalt: ca. 10-1). Solange das
Gesamtvolumen nicht 100 ccm iibersteigt, ist also 1 Tropfen
n/.-Barytlauge hinreichend, um der ganzen Fliissigkeitsmenge die
erwihnte Hydroxylionenkonzentration zu geben, selbstverstind-
lich vorausgesetzt, daB die Barytlauge keine andere Anwendung
findet. Bei der Titrierung bis zu diesem groBen Hydroxylionen-
gehalt lauft man daher gar keine Gefahr; nur mufl man natiirlich
dafiir Sorge tragen, daB der Hydroxylionengchalt — oder mit

" anderen Worten die Farbenstirke — in der Analyse der gleichce ist
wie in der Kontrollssung. Die gewonnenen Resultate zeigen,
daB die 6fters erwihnte Umsetzung (siche S. 50) selbst bei dieser
Hydroxylionenkonzentration noch nicht vollstindig zu Ende ge-
gangen ist, und es diirfte sich daher empfehlen, eine még-
lichst hydroxylreiche, d. h. eine moglichst stark ge-
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firbte Kontrollosung anzuwenden und daher in Zwei-
felsfillen der Kontrollésung lieber ein paar Tropfen
Bar.zuvielalszuwenigzuzusetzen. Selbstverstindlich
darf man aber nicht eine so stark gefirbte Kontroll-
l6sung benutzen, daB ein weiterer Zusatz von ein paar
Tropfen Bar. keine Farbendnderung hervorrufen
konnte.

5. Uber die Anwendung von "/, - Barytlauge oder
n/.-Natronlauge. Bei den hier erwidhnten Titrierungen habe
ich gewohnlich Barytlauge und nicht Natronlauge angewendet.
Dies hat seinen Grund darin, daBl viele, und zwar besonders die
natiirlich vorkommenden Proteinldsungen Carbonate oder Phos-
phate oder beides enthalten, weshalb es notwendig war, eine
Methode, durch welche auch diese Stoffe der Messung zuginglich
wiirden, zu benutzen. Wie es zu erwarten wiire (siche experimen-
tellen Teil S. 79), liBt sich die Kohlensidure scharf als eine zwei-
basische Siure, und die Phosphorsiure sich ebenso scharf als eine
dreibasische Siure durch Barytlauge titrieren, wenn nur ein
passender UberschuB von Bariumchlorid vorhanden ist. Die in
den Proteinlosungen vorkommenden Mengen von Phosphaten
sind indes meistens so gering, daB das bei der Titrierung gebildete
. Bariumsalz hinreichend ist, und ein weiterer Zusatz von Barium-
chlorid an dem Resultat nichts éndert. Carbonat- und phos-
phatfreie Losungen lassen sich dagegen ebenso glatt
und scharf durch Natronlauge wie durch Barytlauge
titrieren, und es gibt Fille, wo die Natronlauge vor-
zuziehen ist.

Dies gilt bei der Titrierung von Phenylalaninund phenyl-
alaninreichen Mischungen. Die Methylenverbindung des
Phenylalanins bildet nimlich ein schwer losliches Bariumsalz,
mit welchem der Indicator, sowohl das Phenolphthalein als auch
das Thymolphthalein, niedergeschlagen wird, wodurch die Titrie-
rung erschwert wird. Phenylalanin 1Bt sich dagegen glatt durch
Natronlauge titrieren (sieche S. 82), und dieses Verfahren wird
sich daher z. B. bei Spaltungsversuchen von phenylalaninhaltigen
Polypeptiden und dhnlichen phenylalaninreichen Verbindungen
empfehlen.

Es geschieht auch nicht selten, daB die Formol-
verbindungen der genuinen Proteinstoffe und ihrer
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ersten Spaltungsprodukte schwerlésliche Barium-
salze bilden, die besonders bei der Thymolphthalein-
titrierung, wo etwas Alkohol anwesend ist, ausfallen
und die Titrierung erschweren; auch in solchen Fillen
ist Natronlauge zu empfehlen. Sobald aber die Proteolyse
einige Zeit gedauert hat, gibt die Titrierung mit Barytlauge nur
einen geringfiigigen Niederschlag, und in dem Falle ziehe ich
die Barytlauge vor.

6. Uber einige Ubelstinde der Methode. Unter den
Spaltprodukten der Proteine sind zwei zu erwéhnen, ndmlich
a« -Pyrrolidincarbonsidure (Prolin) und Tyrosin, deren
Titrierung auf diese Weise nur unsichere Resultate liefert. Wenn
daher diese Verbindungen in reichlicher Menge anwesend
sind, wie es z. B. bei der Spaltung prolin- oder tyrosinhaltiger
Polypeptide der Fall sein wird, ist die Methode unbrauchbar.
Unter den Spaltungsprodukten der gewShnlichen Proteine kommen
diese Verbindungen aber gewéhnlich nur in verhéltnismaBig
geringen Mengen vor, und eine einfache Rechnung zeigt, dal die
Anwesenheit einer geringen Menge von Prolin so gut wie gar
nicht und von Tyrosin nur in geringem MaBe die Genauigkeit
der Methode beeintrichtigen kann.
© F¥Aus dem experimentellen Teil (siehe S. 82) geht es hervor,
daB8 das Prolin weniger Baryt als berechnet verbraucht, indem
der Verbrauch bei der Phenolphthaleintitrierung bis zu stark
roter Farbe nur 809, und bei der Thymolphthaleintitrierung 929,
des berechneten gewesen ist; es ist aber leicht ersichtlich, daB
der davon herriihrende Fehler ohne Bedeutung sein wird, wenn
das Prolin nur einen kleinen Bruchteil der gesamten Aminoséiure-
menge ausmacht.

Bei der Formoltitrierung des Tyrosins geht der Fehler zu
der anderen Seite, indem die Phenolgruppe des Tyrosins, wie es
zu erwarten wire, sauren Charakter hat, und natiirlich in je
ausgeprigterer Weise, je niedriger die Wasserstoffionenkonzentra-
tion der Losung ist; der Fehler ist demgema grofer bei der
Thymol- als bei der Phenolphthaleintitrierung. Bei der Titrierung
mit Natronlauge und Phenolphthalein bis zu deutlicher roter
Farbe betrug der Verbrauch 105,59, bis zu stark roter Farbe
dagegen 1099, und bei der Thymolphthaleintitrierung 137,59,
des berechneten. Noch schlimmer liegt die Sache, wenn Baryt-
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lauge fiir die Titrierung verwendet wird, indem Tyrosin ganz wie
Phenylalanin mit Formol und Barytlauge eine schwerlosliche
Bariumverbindung bildet, die wahrscheinlich zwei Aquivalente
Barium enthélt, weshalb der Verbrauch an Barytlauge weit iiber
den berechneten hinausgeht. Es erhellt aus dem eben Gesagten,
daB die Methode bei Anwesenheit groBerer Mengen Tyrosin un-
brauchbar ist; und wenn kleinere Mengen vorhanden sind, darf
die Titrierung nur mit Natronlauge und Phenolphthalein vor-
genommen werden. Auch bei der Formoltitrierung der Mischung
von Aminosiuren, welche bei einer gewshnlichen Proteinspaltung
entsteht, kann das anwesende Tyrosin einen Fehler verursachen.
Derselbe ist aber gewdhnlich nur klein und geht iiberdies in ent-
gegengesetzter Richtung von der der iibrigen Fehlerquellen der
Methode. AuBerdem mufl man sich erinnern, dal dieser Fehler
wahrscheinlich von ungefihr derselben Bedeutung vor und nach
der Proteolyse ist, indem es wohl nicht anzunehmen ist, daf}
freie Phenolgruppen wahrend der Proteolyse gebildet werden.
Die Hauptschwierigkeit ist daher die, daBl bei Anwesenheit von
Tyrosin der Umschlag weniger scharf ist.

Noch muBl erwihnt werden, daB Guanidinsalze auch nach
Zusatz von Formol sich als vollstindig neutrale Verbindungen
verhalten (siche experimentellen Teil S. 83). Das Arginin,
welches eine Guanidino-, eine Amino- und eine Carboxylgruppe
enthilt, verhilt sich hiermit iibereinstimmend nach Zusatz von
Formol als ein neutraler Stoff, dessen Chlorid z. B. (mit einem
Aquivalent Salzsiiure) scharf und glatt wie eine einbasische Siure
formoltitriert werden kann. Ob dieses Verhalten der Guanidino-
gruppe einen Fehler beider Methode in sich birgt, 1d6t sich zurzeit
noch nicht sagen. Wenn in dem Proteinmolekiil das Arginin mit
den iibrigen Molekiilteilchen nur durch seine Amino- oder Car-
boxylgruppe verkniipft ist, wahrend die Guanidinogruppe auch
im Proteinmolekiil frei ist, wird die Passivitit der Guanidino-
gruppe dem Formol gegentiber keinen Fehler verursachen. Findet
sich aber im Proteinmolekiil eine Guanidinogruppe mit einer
(C'arboxylgruppe anhydridartig verbunden, wird die Losung einer
solchen Bindung sich der Messung bei der Formoltitrierung ent-
ziehen.

Die natiirlichen Proteinlosungen haben oft eine mehr oder
weniger stark gelbe oder briunlichgelbe Farbe, und ist cs daher
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zweckmiBig, wenn auch gewdhnlich nicht notwendig, die Kon-
trollosung &hnlich zu firben. Dies wird einfach erreicht
durch Zusatz einiger Tropfen von schwachen Losungen solcher
passenden Farbstoffe, die bei den hier in Frage kommenden
Wasserstoffionenkonzentrationen keine Farbendnderungen er-
leiden. Als fiir diesen Zweck empfehlenswerte Farbstoffe konnen
genannt werden: Tropdolin O, Tropdolin 00 und Bismarck-
braun, alle in Losungen von 0,2 g in 11 Wasser. Wenn die Protein-
losung einen grauen oder noch dunkleren Schein hat, kann ein
weiterer Zusatz von ein paar Tropfen einer ganz schwachen
Methylviolettlosung (0,02 g in 1 1 Wasser) zur Kontrolldsung von
guter Wirkung sein. Das Féarben der Kontrollssung ist aber,
wie schon gesagt, besonders bei der Phenolphthaleintitrierung im
allgemeinen nicht notwendig, es macht aber die Vergleichung
der Farbenintensitit leichter und daber das Analysenresultat
zuverldssiger, denn die geringfiigigen Mengen zugesetzter Farb-
stoffe sind {ibrigens ganz ohne Bedeutung bei der Titrierung.

C. Beispiele von der Anwendung der Formoltitrierung.

1. Spaltung von Polypeptiden. Bei Proteolysen von
Polypeptiden wird die Formoltitrierung gewill gute Dienste
leisten kénnen, und zwar sowohl bei Studien iiber die Reaktions-
gleichungen bei proteolytischen Spaltungen (vgl. z. B. die
S. 47 zitierte Arbeit von Euler), als auch bei Untersuchungen
iiber das verschiedenartige Verhalten der Polypeptide den ver-
schiedenen proteolytischen Enzymen gegeniiber, ein Gebiet,
welches schon von E. Fischer, E. Abderhalden und ihren
Mitarbeitern eingehend bearbeitet worden ist.

Von reinen Polypeptiden hat mir nur ecins, das Glycyl-
glycin, zur Verfiigung gestanden. Bei der Untersuchung zweier
in hiesigem Laboratorium von S. Palitzsch dargestellten Proben
von Glycylglycin hat es sich ergeben (siehe S. 83), dafl dasselbe,
wie es zu erwarten war, glatt und scharf wie eine einbasische
Séure formoltitriert werden kann, wihrend das Glycinanhydrid
sich wie ein vollig neutraler Stoff verhilt. Es darf wohl sicher
angenommen werden, daB andere Polypeptide sich analog ver-
halten werden.

2. Spaltung von Polypeptidmischungen. Zur Unter-
suchung iiber den durch Phosphorwolframsiure nicht fillbaren
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Teil einer Mischung proteolytischer Spaltungsprodukte verfiigt
man zurzeit nur iiber sehr mangethafte Methoden. Gewdhnlich
nimmt man wohl an, daB die Proteine durch nacheinander folgende
Spaltungen mit Pepsin, Trypsin und Erepsin vollstindig oder
doch beinahe vollstindig!) hydrolysiert werden konnen, die
Richtigkeit dieser Annahme ist aber keineswegs erwiesen. Jeden-
falls haben die von V. Henriques und C. Hansen?), von
E. Abderhalden und P. Rona®) und von E. Abderhalden
und B. Oppler?) ausgefithrten Stoffwechselversuche gezeigt, da83
es nicht moglich ist, durch Fiitterung mit Sdurespaltungsprodukten
der Proteine als einzige Stickstoffnahrung ein Tier im Stickstoff-
gleichgewicht zu erhalten, wihrend dies wohl zu erreichen ist,
wenn als einzige Stickstoffquelle die durch eine méglichst voll-
stindige enzymatische Proteinspaltung entstehenden Produkte ver-
wendet werden. Uberdies ist es Henriques und Hansen?)
gelungen, durch Fiitterung einer weillen Ratte mit ,,Monamino-
siluren‘‘ als alleiniger Stickstoffnahrung nicht nur den Stickstoff-
bedarf zu decken, sondern auch einen nachweisbaren Stickstoff-
ansatz hervorzurufen. Unter ,,Monaminosiuren‘* ist hier zu ver-
stehen der mit Phosphorwolframsiure nicht fallbare Anteil der
durch eine zweimonatliche Trypsin- und Erepsinspaltung von
Ochsenpankreas dargestellten Verdauungsprodukte. Es ist auler
allem Zweifel, daB diese ,,Monaminosiuren‘ Stoffe enthalten,
die den Siurespaltungsprodukten der Proteine fehlen; wahr-
scheinlich handelt es sich um Polypeptide, die durch Phosphor-
wolframséure nicht gefillt werden koénnen®).

Nach Aufforderung von Henriques und Hansen hat
A. C. Andersen im hiesigen Laboratorium eine Restprobe der
oben erwihnten ,,Monaminosiuren‘ untersucht. Ein Teil der

1) Sieche z. B. 0. Cohnheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 64,
1906; 51, 415, 1907.

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 43, 417, 1904; 48, 383, 1906; 49, 113, 1906,

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 528, 1904; 44, 198, 1905; 47, 397, 1906.

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 226, 1907.

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 43, 438, 1904.

8) DaB solche durch Phosphorwolframsiure nicht fillbaren Poly-
peptide bei der Pepsinverdauung in reichlicher Menge entstehen, ist schon
vor mehreren Jahren von M. Pfaundler erwicsen worden (Zeitschr. f.
physiol. Chem. 30, 90, 1900).
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,,Monaminosiauren*‘ wurde mit verdiinnter Schwefelsiure erwirmt
und die Schwefelsiure durch Baryt niedergeschlagen, worauf die
jetzt vollstandig hydrolysierte Aminosdurelésung formoltitriert
wurde. Durch Vergleich zwischen dem so erhaltenen Resultat
und dem der Formoltitrierung der mit Schwefelsiure nicht er-
wirmten ,,Monaminosiuren* konnte berechnet werden (siehe
experimentellen Teil S. 89), daB8 beinahe 209, des Gesamtstick-
stoffes in den ,,Monaminosiauren‘‘ noch ,,peptidgebunden‘‘ waren;
zwischen 20 und 409, des Gesamtstickstoffes sind also in Form
von Polypeptiden vorhanden?).

Es kann nicht bezweifelt werden, dafl die Formoltitrierung
bei der Untersuchung &hnlicher Polypeptidmischungen wie die
oben erwihnte gute Dienste leisten wird.

3. Spaltung von Proteinstoffen. Auch bei der Messung
von Proteinstoffspaltungen hat die Formoltitrierung seit einiger
Zeit im hiesigen Laboratorium Anwendung gefunden, und es ist

1) In diesem Zusammenhang sei es mir erlaubt, die Aufmerksamkeit
auf einen Punkt der Kritik zu lenken, die Abderhalden und Oppler
gegen die hier erwihnte Arbeit von Henriques und Hanscn gerichtet
haben. Abderhalden und Oppler betonen stark und, wie mir scheint,
mit Recht, daB es bei derartigen Stoffwechselversuchen, von denen hier
die Rede ist, absolut notwendig ist, genau festzustellen, wie weit die fiir
die Fiitterung verwendete Mischung von Proteinverdauungsprodukten ab-
gebaut ist. Abderhalden und Oppler haben indessen in ihrem letzt
veroffentlichten Versuche (Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 226, 1907) nur
den durch Phosphorwolframsiure fillbaren Teil ihrer Fiitterungsmischung
einer solchen Priifung unterworfen, gerade diesen Teil benutzten Henriques
und Hansen aber bei dem hier erwihnten Versuche gar nicht. Henriques
und Hansen verwenden nur den durch Phosphorwolframsiiure nicht fill-
baren Anteil, allerdings ohne niihere Untersuchung, weil geeignete Methoden
fehlen, aber ganz dasselbe tun Abderhalden und Oppler, so daB es mir
scheint, daB ihre Kritik in diesem Punkte ebensogut gegen ihre eigene
Arbeit gerichtet werden konnte.

Nachdem die hier vorliegende Abhandlung zum Druck in ,,Compt.
rend. du Laboratoire de Carlsberg* abgegeben war (Juni 1907), haben
E. Abderhalden und P. Rona einen necuen Fiitterungsversuch be-
schrieben (Zeitschr. f. physiol. Chemie 52, 507, 1907), bei welchem ein
moglichst weit enzymatisch abgebautes Verdauungsprodukt des Fleisches
als Stickstoffnahrung diente. In diesem Versuche haben Abderhalden
und Rona auch den durch Phosphorwolframsiure nicht fillbaren Teil
einer Priifung unterworfen, deren Genauigkeit aber gar nicht beurteilt
werden kann, da Zahlenangaben giinzlich fehlen.
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ganz lehrreich, die durch die Formoltitrierung erhaltenen Resultate
mit denjenigen zu vergleichen, welche man durch eine gew6hnliche
Methode, z. B. eine Gerbsdurefillung, erhélt.

Hiernach werden bei der Pepsinverdauung offenbar nur
verhiltnismaBig wenige Peptidbindungen gelGst, das Protein-
molekiil wird aber dadurch in Bruchstiicke geteilt, unter welchen
viele durch Gerbsidure nicht gefillt werden konnen. Das Ver-
haltnis zwischen der Menge Stickstoff, die bei der Pepsinverdauung
in einer bestimmten Zeit ,,der Gerbsiurefillung entzogen wird‘,
und der durch die Formoltitrierung gemessenen Stickstoffmenge,
welche den in derselben Zeit gelosten Peptidbindungen entspricht,
wird daher immer weit gréfer als 1 sein. Bei der Trypsin- und
besonders bei der Erepsinverdauung stellt sich die Sache anders,
indem in diesen Fillen weit mehrere Peptidbindungen als bei
der Pepsinspaltung gelést werden. Das eben erwihnte Verhiltnis
zwischen der durch Gerbsiure nicht fillbaren Stickstoffmenge und
der durch die Formoltitrierung gemessenen Stickstoffmenge ist
wohl wihrend der ersten Stadien der Proteolyse gréBer als 1,
es dndert sich aber fortwilhrend und kann in den letzten Stadien
der Proteolyse kleiner als 1 werden. Dies ist leicht verstindlich,
wenn man erwiigt, daBB eine weitere Spaltung der Verbindungen,
die durch Gerbsidure nicht fillbar sind, die Gerbsiurefillung gar
nicht beeinflussen wird. Ubrigens wird auf den experimentellen
Teil verwiesen (S. 89).

D. Experimenteller Teil.

1. Die Ausfiihrung der Titrierungen. Bei der Phenol-
phthaleintitrierung werden benutzt:

a) eine Losung von 0,5 g Phenolphthalein in 50 cem Alkohol
+ 50 cem Wasser, und

b) eine Formolmischung, die fiir jede Versuchsreihe frisch
dargestellt werden mull. 50 cecm kiduflichem Formol (30—40 pro-
zentigem) werden 1 cecm Phenolphthaleinldsung und danach
n/.-Barytlauge bis zum ganz schwachen rosa Farbenton zu-
gesetzt.

Als Kontrollésung wurden in allen hier erwihnten Ver-
suchen 20 cem ausgckochtes, destilliertes Wasser benutzt. Es
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werden erst 10 ccm Formolmischung und danach ca. 5 ccm Bar.
zugesetzt, wonach mit /;-Salzsdure zuriicktitriert wird?).

Bei dieser Riicktitrierung wird die Salzséure unter Schiitteln
zugetropfelt, bis die Fliissigkeit nur einen schwachen rosa
Farbenton hat (erstes Stadium, siehe S. 52), darauf wird
1 Tropfen Bar. zugesetzt, wodurch die Kontrollosung eine
deutliche rote Farbe annimmt (zweites Stadium).

Die zur Untersuchung vorliegenden Losungen werden bis zu
dieser letzten Farbenstérke titriert, indem 20 ccm der Analyse
10 ccm Formolmischung zugesetzt werden, und gleich darauf
n/.-Barytlauge bis Rotfirbung, und iiberdies noch ein paar Kubik-
zentimeter der Lauge zugelassen, um etwa anwesende Carbonate
und Phosphate vollstindig zu fillen. Dann wird mit 0/s-Salzsiure
zuriicktitriert, bis die Farbe der Losung schwiicher als die der
Kontrollésung erscheint, und schlieBlich wird Barytlauge zu-
getropfelt, bis die Farbe der Kontrollosung wieder erreicht
worden ist.

Wenn alle vorliegenden Losungen auf diese Weise titriert
worden sind (Phenolphthalein, zweites Stadium), werden der
Kontrollésung weiter 2 Tropfen Bar. zugesetzt, wodurch dieselbe
eine stark rote Farbe annimmt. Die Titrierungen der Analysen
werden dann vollendet, indem jeder Losung Barytlauge zu-
getropfelt wird, bis die stark rote Farbe der Kontrollosung erreicht
worden ist (Phenolphthalein, drittes Stadium).

1) Es ist schon im vorhergehenden (siehe S. 56) darauf aufmerksam
gemacht worden, daB eine solche passende Menge Barytlauge der Kontroll-
16sung zugesetzt werden muB, daB man nach der Riicktitrierung mit Salz-
siure ungefihr denselben Gesamtverbrauch an Titerfliissigkeiten wie bei
den Analysen gehabt hat, nur dann haben die Analysen und die Kontroll-
losung einigermaBen das gleiche Volumen. Werden fiir die Analysen
20 ccm von n/jp-Losungen (10 ccm ,,/5-Barytlauge entsprechend) verwendet,
80 ist, wie leicht ersichtlich, der oben erwiihnte Barytzusatz zu der Kontroll-
l1sung ein passender; ein paar Kubikzentimeter mehr oder weniger sind
aber ohne merkbaren EinfluB. Sollte es dagegen der Fall sein, daB die zu
untersuchende Losung stark sauer ist, so daB der groBe Verbrauch an
Barytlauge das Volumen sehr vergréfert, dann wird es sich empfehlen,
den Versuch mit einer geringeren Menge der Losung zu wiederholen,
indem auch fiir diesen Versuch die gewchnliche Kontrollssung und die
gewohnliche Formolmenge verwendet werden; denn es ist ja nicht das
Anfangs-, sondern das Endvolumen, das fiir die Formolmenge maBgebend
sein soll.

Blochemische Zeitschritt Band VIL 6



66 S. P. L. Sorensen:

Bei der Thymolphthaleintitrierung werden benutzt:

a) eine Losung von 0,5 g Thymolphthalein (G. Griibler & Co.,
Leipzig) in 1 1 93 prozentigem Alkohol, und

b) eine Formolmischung, die fiir jede Versuchsreihe
frisch dargestellt werden muB. 50 ccm Handelsformol werden
25 ccm absolutem Alkohol und 5 ccem Thymolphthaleinlésung und
schlieflich n/.-Barytlauge bis zum schwachen griinlichen oder
bldulichen Farbenton zugesetzt.

Als Kontrollésung werden auch hier 20 ccm ausgekochtes
Wasser verwendet. Es werden zuerst 15 ccm Formolmischung
und ca. 5 ccm Bar. zugesetzt, danach wird mit #/-Salzsdure
zuriicktitriert, bis die Losung bliulich opalescierend er-
scheint. Dann werden 2 Tropfen Bar., wodurch die Losung
eine deutliche blaue Farbe annehmen mu8}, und schlieBlich
noch 2 Tropfen Bar., wodurch eine schione und starke blaue
Farbe erreicht wird, zugelassen.

Bis zu dieser letzten Farbenstirke werden die Analysen
titriert, indem 20 ccm der Analyse, 15 cem Formolmischung und
gleich darauf ein kleiner UberschuB8 an Barytlauge (siehe bei der
Phenolphthaleintitrierung) zugesetzt werden. Nach Riick-
titrierung mit Salzsdure, bis die Farbe schwicher als die der
Kontrollssung erscheint, wird schlieflich Barytlauge zugetrépfelt,
bis die Farbe der Kontrollosung wieder erreicht worden ist.

Zu weiterer Beleuchtung der Frage moégen hier ein paar
Beispiele angefithrt werden, die zwischen den spiter tabellarisch
zusammengestellten Versuchsergebnissen gewihlt sind.

Beispiel 1. Zur Untersuchung liegt eine "/,,-Serinlésung
vor (siehe S. 74):

Phenolphthaleintitrierung (deutliche rote Farbe).
5,20 cem n/;-Bar.
5,10 ,, 7"/.-Salzsiure
K: 0,10 ccm n/,-Bar.
{13,05 ccm 7/;-Bar.
3,05 ,, 1/,-Salzsiure
10,00 cem M/g-Bar.
cK: 010 ,,
Verbrauch: 9,90 ccm 4/, - Bar.
=999% des berechneten.

Die Kontrollosung

rerbrs ht
(20 cem Wasser) }Vu orauch e{

20 ccm Serinlésung verbrauchten
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Phenolphthaleintitrierung (stark rote Farbe).
Kontrollsung + 2 Tropfen B/,-Bar., also

A K =0,20 ccm /.-Bar.
Die Serinlésung verbrauchte weitere 0,1 ,, Bar., also
imganzen . . . . . . ... ... 10,10 ,, 71/;-Bar.
—K: 02 , ., .,

Verbrauch: 9,90 ccm 3/, - Bar.
=999, des berechneten.

Beispiel 2. Zur Untersuchung liegt eine 7/,,-Leucinlésung
vor (siehe S. 70); dieselbe ist durch Losen von 13 mg-Molekeln
Leucin in 65 ccm "/;-Barytlauge + Wasser bis zu 130 ccm dar-
gestellt; jeden 10 ccm der Losung sind also im voraus 6§ cem
n/.-Bar. zugesetzt worden.

Phenolphthaleintitrierung (deutliche rote Farbe).
{5,15 com B/, -Bar.

|5.16 ,, 7/s-Salasiiure
K: 0,00.

{5,35 ccm N/.-Bar.

Kontroll6sung

(20 cem W a,sser)} verbrauchte

20 ccm Leucinlésung verbrauchten 585 ,, - Salzsiure

0,50 cem 1/, - Salzsidure
im voraus zugesetzt . . . . . . . . . 10,00 ,, ©/,-Bar.

Verbrauch: 9,50 cecm 1/, - Bar.
= 95%, des berechneten.

Phenolphthaleintitrierung (stark rote Farbe).
Kontrollgsung + 2 Tropfen /,-Bar., also
K = 0,10 cem /,-Bar.
Die Leucinlosung verbrauchte weitere 0,3 cem P/;-Bar., also
im ganzen . .. . . . . e e e e 9,80 ,, ,, .,
. K:0110 ,, ,
Verbrauch: 9,70 cem V/; - Bar.

=979, des berechneten.

Thymolphthaleintitrierung.

Kontrollésung
(20 ccm Wasser)

593 n

5,25 ccm /.-Bar.

verbrauchte 4 7 /s .
5,35 ,, "/;-Salzsiiure

K: 0,10 cem 7/ -Salzsiure.

h¥
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n/ _
20 ccm Leucinlosung verbrauchten {5’20 cem */g-Bar.

5,40 ,, 1/s-Salzsdure
0,20 ccm B/, -Salzsdure
im voraus zugesetzt . . . . . . . . . 10,00 ,, ©1/;-Bar.
9,80 ccm 1/;-Bar.
+ K: 0,10 ,, 1B/, -Salzsdure
Verbrauch: 9,90 ccm o/ - Bar.
=999, des berechneten.

In den folgenden Tabellen sind alle diese Einzelheiten bei
den Versuchen nicht aufgenommen; nur die oben gesperrt ge-
druckten Zablen fiir den Verbrauch an Barytlauge sind angefiihrt;
es ist aber aus den zwei eben beschriebenen Beispielen leicht zu
ersehen, auf welche Weise wir zu diesen Zahlen gelangt sind.

Noch ein paar Bemerkungen, einige Einzelheiten bei diesen
Titrierungen betreffend, miissen hinzugefiigt werden.

Es sind oben mehrmals Farbendnderungen erwihnt worden,
die durch Zusatz von 2 Tropfen Barytlauge hervorgerufen wurden;
selbstverstéindlich ist die GroBe der Tropfen nicht ohne Bedeutung.
Ich habe immer eine solche Biirettenspitze benutzt, da 1 ccm
16 Tropfen entsprach; von kleineren Tropfen muB eine entspre-
chend groBere Anzahl verwendet werden. Die Hauptregel
ist ja, wie schon erwéahnt (siehe S. 58), die, daB man bei
Titrierung der Kontrollésung lieber einen Tropfen zu
viel als zu wenig an Barytlauge verwenden muB8.

Es ist oben (siche 8. 53) erwihnt worden, daB es bei der
Thymolphthaleintitrierung notwendig ist, etwas Alkohol zuzu-
setzen, um die Ausscheidung des Indicators zu verhindern.
Selbst wenn die oben vorgeschriebene Alkoholmenge verwendet
wird, fillt der Indicator noch aus, aber sehr langsam, und je
langsamer, je kleiner das Endvolumen ist. So hat es sich gezeigt,
daB wihrend die mit Phenolphthalein titrierten Losungen beim
Stehenlassen bis zum nichsten Tage nur wenig heller geworden
waren, hatten alle mit Thymolphthalein titrierten Proben grofle
Einbullen an Farbenstirke gelitten. Die Kontrollosung und die
Analysen mit 10 bzw. 20 ccm Aminosiurelésung waren am niichsten
Tage gewohnlich noch deutlich blau und von einigermaBen der
gleichen Farbenstirke; die Analysen mit 30 ccm Aminosdure-
l6sung waren dagegen oft vollstindig farblos geworden. Es er-
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hellt hieraus,daBes,besondersbei derThymolphthalein
titrierung, nicht giinstig ist, wenn zwischen der Ti-
trierung der Kontrollésung und den der Analysen
mehrere Stunden vergehen, weil die Vergleichung der
Farbenstirke dann unsicher wird.

Es wird sich empfehlen, alle Titrierungen in konischen
Kochflaschen vorzunehmen, die gestopselt werden konnen, um
den Zutritt der Kohlensidure der Luft zu verhindern. Aus dem-
selben Grunde ist es das einzig richtige, seine Vorrite an Titer-
fliissigkeiten in Woulffschen Flaschen aufzubewahren, die mit
der iiblichen Apparatur versehen sind, welche eine Fiillung der
Biirette ohne Zutritt der kohlensiurehaltigen Luft gestattet.

2. Untersuchung einer Reihe von Aminosduren
und dhnlichen Verbindungen, die sich normal bei der
Formoltitrierung verhalten. Indem ich in betreff der Aus-
filhrung der Titrierungen auf den vorhergehenden Abschnitt ver-
weise, lasse ich ohne nihere Beschreibung die Resultate, in
tabellarischer Form geordnet, folgen.

Tabelle I. Glycin.

Die ver- |Die verbrauchte
Der ver- wendete Menge n/s'

Die zur Analyse Menge | Bar
ytlauge
verwendete Substanz wendete |40, Bio- ge | Demerkang

Indicator Losung in cem i:ezéeglff
cem ! neten
in kaufliches Umschl
Es wurde ein kdufliches Phenol- 10 495 | 99 mschlag

Priparat (C. A. F. Kahl- "
baum) verwendet. Der Ge- phtha!eln.
halt an Stickstoff: 18,689/, | Deutliche
berechnet 18,70/, roteFarbe. 30 | 14,70 | 98

13 Milligramm-Molekeln
(0,9760 g) wurden in Wasser | Phenol- 10 495 99 Umschlag

wie K1)
20 985 [ 98, do.

Umschlag
mit 0,1 ccm

gelost, und die Lésung bis | phthaleln. wie K
zu 130 cem verdiint (n/,,- [Stark rote] 20 9,85 98,5 do.
Losung). Farbe. | 30 | 1475 | 983 do.

10 | 505|101 | Umschiag
Thymol- wie K

phthaleln.| 20 985 | 985 do.
30 14,80 | 98,7 do.

1) Hierdurch wird bezeichnet, daB der Umschlag bei der Titrierung
der Analyse und der Kontrollosung gleich scharf war.
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Tabelle IV. Asparaginsiure.

Die ver-;Dxe verbrauchte!
DI Agal Der be- hrauchteI Menge v/ -
ie zur Analyse nutzte | SLenge’ Barptlaucre Bemerkung
verwendete Substanz Indicato dernyo- in % der | ®
felt T Losung in cem | berech- |
e cem neten -
hs \\urde ein von H. . 1 Cmschlag
Jessen-Hansen aus Lu- p:r::lzll.n 10 : 490 “ 98 it 0,1 com
pinenkeimlingen dargestell- 06 0 '
tes Praparat verwendet. I)er\DeuLhchc 20 l 9,65 6.5 ‘ U dohl
Gehalt an Stickstoff war ‘rote Farl 30 1 14 _)5 95 msehlag
10,51/, berechnet 10.55%/,. e : 'mit 0,2 ccm
13/ Mllhgramm -Molekeln 1 T T
(O 8651 g) wurden in 63 cem ! m‘:"f" l 10 ' 4,90 { 98 lugtmbdl‘lfgm
n ;-Barytlauge gelést und g’ alein.; ] | <
die Losung mit Wasser bis stark rote 20 9,75 | 97,5 ! do.
2u 130 cem verdiinnt (n,,-| 1erbe l 30 14,l)0 973 | do.
Lésung, inwelcherimvor-{ =7 =/~ = ° h " Umschlag
aus jeden 10cem Scem 1 - Thymol- | 10 5,00 ¢ 100 tmOCI g
Barytlauge zugesetzt waren, y N i |t cem
welche bei der Titrierung |Phthalein.| 20 9,80 [ 93 do.
mitgerechnet wurden). 30 14,65 | 97,7 do.
Tabelle V. Glutaminsiure.
'Die ver- Die verbrauchte
. Der be- !wendete: Menge n/,-
Die zur Analyse nutzte | Mmme | Bary tlauue Bemerkung
verwendete Substanz Indicator | der* in % der|
| ¢ | Losum : in ccm | berech- |
_ | ! eem 1| neten 174 o
Es wurde ein von H. G i ! Umschlae
KoefoeddargestelltesPri- | ppenol- ! 10 5.00 t Umscnlag
parat verwendet. hthaleln. p Imit 0,1 cem
Nach E. Fischer (Zeit- |P a.e n., ‘ \
schr. f. physiol. Chem. 33,|Deutlicke 20 , 990 | 99 '  do.
153,1901) wurde aus Casein jrote Farbe. [ ;
das salzsaure Salz der Glut- | | 30 1480 | 987 . do.
aminsdure dargestellt, und i X
hieraus die Glutaminsiure | ’f‘*‘(_’; -
durch die berechnete Menge Do Umschlag
Natronlauge gefiillt und aus | Phenol- 10 5,00 | 100 ! o K
Wasser  umkrystallisiert. | phthalein. | ¢ wie
Der Gehalt an Stickstoff: Stark on oo | "aus '
9,53%/4, berechnet 9.54°%. o Farb 200 995 995 | do.
137, Milligramm - \[ole- rote tarve.| \ ‘
keln (209)62 g) wurden in 30 1490 1 99,3 do.
65 cem 1;,-Barytlange ge- | [ R
16st und die Lisung mit Cmschl
Wasser bis zu 130 cem ver- - . | tmschlag
diinnt  (v/,,-Liosung, in 10 510 | 10 wie K
welcher im voraus 10 ccm | Vhymol-
5 cem 1n/-Barytlauge zu-|phthalein.. 99 10,00 | 100 do.
gesetzt waren, welche bei
der Titrierung mitgerechnet 30 14,90 | 99,3 do.
wurden).
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Tabelle VI. «-Aminoadipinséure.

Die ver-Die verbrauchte
. Der be- |Wendete| Menge o/;-
Die zur Analyse nutzte Menge | Barytlauge Bemerkung
verwendete Substanz Indicato dern/,,- in % dor
cator| Losung, in ccm | berech-
cem neten -
Es wurde ein von S.P. Unmschlag
L. Sarensen dargestelltes | phenol- 10 4% | 98 wie K
und analysiertes Praparat | phthaleln. 90 065 | 965 Umschlag
(Compt. rend. du Lab. de| Deutliche ! ™ | mit 0,1 cem
Carlsberg 6, 20, 1902) ver- |rote Farbe. Umschlag
wendet.. . 30 | 14,40 | 96 mit, 0,2 com
13/ Milligramm-Molekeln _
(1,0473 g) wurdenin 65 com | phenol- | 10 | o5 | 4o | Umschlag
n/,-Barytlauge gelost und| ppalein. » mit 0,1 cem
die Losung mit Wasser bis \gtak rote|] 20 | 975 | 97,5 do.
” i /. !
Lu. 130 ccm 'verdunnt, (@ 10| Farbe. %0 1 14.65 077 do.
Lésung, in welcher im ‘
voraus jeden 10 ccm 5 cem Umschlag
n/ -Barytlauge zugesetzt Thymol- 10 5,00 | 100 wie K
waren, welche bel der| pypgiin | 90 | 985 | 985| do.
Titrierung  mitgerechnet 7 q
warden). 30 | 1465 | 9, o.
Tabelle VII. Ornithin (x-9-Diaminovalerianséure).
Die ver- [Die verbrauchte
: Der be- |Wendete| Menge n/;-
Die zur Analyse nutzte Menge | Barytlauge Bemerkung
verwendete Substanz Indicator de{ n/ o in % der
Losung | in cem | berech-
I _ | eem | | meten | —
" Das v .77 endet b ithin-
chlnri:‘iswxrv:ﬁ:; es;nthorert]ils«:lmr l Phenol- 10 495 99 Um::chlag
Ornithursiure (S. P. L. Séren- | phthaleln. * wie K
sen, Uompt. rend. du Lab. de R
Carlsberg 8, ti‘z bll.ulrz) durch KM- Deutliche 20 980 | 98 do.
tzung Salzsiure, Aus-
Sehattein "dor Benzorsinre mit (rote Farbe 30 | 14,65 | 97,7 |  do.
Atf])--rl} }-E(inil.z;n”\_ff-r:.(ler Lfﬁsu:]g - _ !
kol darcestellte 0 | Phemol- |10y ge | g Umschlag
Es worl, gelunden o | Phthalein. wie K
und: 86.19% ¢ ! Stark rote 20 9,80 | 98 do.
Farbe. | 30 |1465| 97,7 do.
Ornithin (13 Milligramm-Maole- ) ‘
kelm) enthaltend, wurden in der 10 500 | 100 Umschlag
i estigure TSR | Thymol | wie K
e B
vurde v w-Urnithinlé-
s“l;llrlg: v:j‘rvnw:ndct. o 30 | 14,70 98 do.
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Tabelle VIII. Lysin (x-e-Diaminocapronsiure).

- Die ver-Die verbrauchte, B
. Der be- |brauchte| Menge n/,-
Die zur Analyse nutzte | Menge | Barytlange Bemerkung
verwendete Substanz Indicator der n/,,- in % der
° Lbsung\_ in cem | berech-
oy tem | _;, Deten
Es wurde ein von H.
Jessen-Hansen aus Ede- Phenol 10 475 | 95 I.Imschl&g
stin dargestelites Lysin- ht:nlol- mit 0,2 ccm
chlorid verwendet.  Das | phthalein.
Lysinpikrat wurde durch | Deutliche 20 8,55 | 85,5 do.
zweimalige Krystallisation
aus Wasser gereinigt, da- rote Farbe 30 1,70 | 78 I?msch]ag
nach ins Chlorid iiberfiihrt mit 0,5 cem
und dieses aus wisseriger —
Liésung durch Alkohol und
ein wenig Ather gefillt. 10 5,00 | 100 Umschlag
Es wurde gefunden;| Phenol- mit 0,1 ccm
12,62°/, N und 32,98°/, HCL, | phthalein.
wihrend das _berechnete Stark rote] 20 9.25 | 925 do.
12,82%, N und 33,28°/, HC1 Farbe Unmschl
ist. 30 | 12,95 | 863 | . mseres
2,8357 g dieses Salzes, mit 0,2 cem
0,9352 gChlorwasserstoff und -
1,005 g Lysin (13 Milli- I
gramm-Molekeln) ent- 10 4,95 | 99 Um‘sch ag
haltend, wurden in der wie K
der Salzsiure entsprechen-
den Menge 1/g-Barytlauge | Thymol- 20 965 | 96.5 Umschlag
(128,25 cem) gelost. Das Vo- | phthaleln. ! ™ |mit 0,15 cem
lumen war danach 130,35 Dmsehl
ccm; diese Lidsung wurde mschlag
alsn/,-Lysinlésung ver- 30 13,95 | 93 mit 0,2 ccm
wendet.
Tabelle IX. «&-9-Diaminoadipinsiure.
T ~ |Diever- Dieverbrauchte]
.. Der be- | wendete Menge n/;
Die zur Analyse nutzte Menge Barytlauge Bemerkung
verwendete Substanz Indicat dern/,,- in % der
ndicator | Losung in cem | berech-
o o cem ieF(fL, o
Es wurde ein von A. C.| Phenol- ! i | Umschlag
Andersen synthetisch dar- phthalein 10 5.00 1 100 wie K
gestelltes Priparat (siehe o
S.P.L.S6rensenund A.C. | Deutliche| 20 9,90 | 99 do.
Andersen: Compt. rend. roteFarbe.| 30 | 14.75 | 98.3 lo.
duLab. de Carlsberg 6, 200, U ! «©
1905) verwendet. Phenol- 10 | 500|100 Unmnschlag
13/, Milligramm-Molekeln phthalein. ! wie K
(1,1452 g) wurden in 78 ccm 0! o9
n/s-Barytlauge gelost, und | Stark 20 9.9 do.
die Lisung mit Wasser bis irote Farbe| 30 1475 | 983 do
130 cem verdiinnt (n/,,-L6- I e
sung, in welcher im voraus 10 5.05 | 101 Umschlag
jeden10ccm 6cemn/g-Baryt- | Thymol- ’ wie K
uge zugesetzt waren, wel-
che bei der Titriemné mit- phthaleln. | 20 9,90 | 99 do.
gerechnet wurden) 30 | 14,75 | 98,3 do.
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a-¢-Diaminopimelinsiure.

Tabelle X.

RN R
Die ver- {Die verbrauchte

‘ Der be- l\\vndttc,

Menge n/;-

Die zur Afmlyse i nutzte lenge 1 Barytlauge Bemerkung
verwendete Substanz rderny - o de
1 Indicator Lisung - in%der,
in ¢cem ! berech- ‘

o oeem o mt«u !

Iis wurde ein von A.C.: } 10 ‘ 475 i Umschl.xg
Andersen synthetisch dar- i Phenol- 9 mit 0,1 ccm
gestelltes Priparat  (siche phthalein. | X ‘ | Umschlag

» T Qs . ] Lo 920 1 925
i‘rll(ﬁ;}:é’;.enc‘\:nlll;;“d:;;l(({ ‘ I)eultllc:m ) ‘ R A% ' mit 0,2 cem

: - rend. rote Farbe.. } Umnsehl
du Lab. de Carlsberg 6, 205, | 30 13,25 | ggg | msehes
| ‘ mit 0,5 cem
1905) verwendet. ’ - o N

13/ gy _ . . . schl:

, Milligramm ‘Molv(.koln " Phenol- . 10 485 | 07 Umschl.xg
(1,2362 g) wurden in Wasser ! : mit 0,1 ccm

e Do . phthalein. |
gelist, und die Losung bis Stark 90 ‘ 9,60 9% | do.
zu 130 cem verdiinnt (0 - ! tar i i
Lésung). lmtebaxhe.‘ 30 ‘ 14,20 | 947 ‘ullji:g?;i

10 495 | 99 J Um‘schlag
Thymol- wie K
_phthalein.| 20 9,80 | 98 do.
l I 30 | 14,45 | 96,3 do.

Tabelle XI.

Serin (x-Awino-f-oxypropionsiure).

Die ver-Die verbrauchtel

|
. [ Der be- Wwendete; Menge n/;-
D An: i h oe
1o r‘xaly‘se " nutzte Menge Barytlauge  Bemerkung
verwendete Substanz Indicat ;d(‘r oy in % der
nieator | LUbu"g‘ in cem | berech-
s B - - 0 ctmrii neten
Es wurde ein von A. . | Umschla
[ Phenol 0 | Umschlag
C. Andersen nach H. phthalein. 10 | 5.00 1 100 ’ wie K
Leuchs und W. Geiger peutliche’! 20 | 9901 99 |  do.
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges. ‘rote Farbe 3 !
> 30 14,90 | 99,3 do.

39, 2644, 1906) dargostelltw o _' l | 0
Priparat verwendect. Phenol- . A Umschlag
DerGehaltanStickstott: lphthalem 1 5,00 | 100 wie K

13,29°/,. berechnet 13.36%. Stark rote. 20 | 9,90 | 99 do.
13 Milligramm-Molckeln Farbe '

. N . arbe B 9 99, .
11,3663 g) wurden in Wasser | 30 jf 0 993 do
gelist und die Lisung bis ‘ Umschlag
zu 130 cem verdiinnt (n/,,- Thymol- 10 5,05 i 101 wie K
Ligsung). phthalein.| 20 | 9,90 | 99 do.

30 14,86 | 99 do.
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&-Amino-y-oxybuttersiure.

- ‘ |Die ver-%Die verbrauchte
. Der be- |wendete Menge n/s-
Die zur Analyse nutzte M e?f,’e_ Barytlauge |Bemerkung
verwendete Substanz Indicator de{ /10 in % der
' Losung | com | berech-
o i cem | neten
Es wurde ein von A. C.| Phenol- 10 490 | 98 Umschlag
Andersen nach einer noch | phthalein. ’ wie K
nicht verdffentlichten Me- | Deutliche| 20 980 | 98 do.
thode dargestelltes Priparat |rote Farbe| 30 1460 | 97,3 ) do.
verwendet. N R
Der Gebalt an Stickstoff: | ppanol- 10 ! 490 8 Umschlag
11,719/,, berechnet 11,79/, phthateln. PS 9 wie K
13Milligramm-Molekeln g,y rotel 90 9,80 | 93 do.
(1,5484¢) wurden in Wasser | p,.1e |
gelost, und die Losung bis 30 14651 977 do.
zu 130 cem verdiinnt (2/,,- | Umschlag
Lésung). Thymol- 10 5,05 | 101 wie K
phthalein. | 20 985 | 98,5 do.
30 14,65 | 97,7 do.

Tabelle XIII.

& - Amino- - oxyvaleriansiure.

Die ver- |Die verbrauchte
] Der be- [Wendete| Menge p/g-
Die zur Analyse nutzte | Menge | Barytlauge |Bemerkung
verwendete Substanz Indicator der n/,,- in % der
Losung in ccm | berech-
cem neten
Es wurde ein von S. P. L. Phenol'- 10 500 100 i Um‘schlag
Sorensen  dargestelltes | phthalein. ‘ wie K
und analys(iértes Priparat | Deutliche| 20 |, 9,80| 98 do.
verwendet (Compt. rend. du |rote Farbe. 146 1
Lab. de Carlsberg 6, 137, 30 ‘ 1460] 973 : do.
1905). Phenol- | 15 [ 505 101 Um.s‘"’h]liag
13 Milligramm - Molekeln| phthalein. wie
(1,7307g) wurden in Wasser | Stark 20 9,90 99 do.
gelost, und die Losung bis [roteFarbe., 30 | 1480| 987! do.
zu 130 ccm verdiinnt (n/,,- e —
Losung). 10 505| 101 | CESNEE
Thymol- I wie K
phthalein.| 20 995 995  do.
30 14,80 987 do.
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Tabelle XIV. Harnstoff.

Die ver- |Die verbrauchte

. Der be- |Wendete| Menge n;-
Die zur Analyse Menge | B
arytlauge
verwendete Substanz Inndl;rt::,:f)r der n/y,- v in: der Bemerkung
Losung in ccm | berech-
ccm neten
Es wurde ein reines| phenol- 10 | 010 __ | Umschlag
kiufliches Priparat (C. A.F. | phthalein. | ’ wie K
Kahlbaum) verwendet. |Deutliche| 20 0,00 — do.
13/; Milligramm-Molekeln [rote Farbe.| 3¢ 0,05 — do.
(0,3907 g) wurden in Wasser -
gelost und die Losung bis| Phenol- 10 o010 | — Umschlag
zu 130 cem verdiinnt. phthalein. wie K
Stark 20 0,00 — do.
) rote Farbe.| 30 0,05 —_ do.
1
10 o1 | — |Umschle
Thymol- wie K
phthalein.| 20 0,00 — do.
30 0,00 — do.
Tabelle XV. Asparagin.
Die ver- !‘Die verbrauchte
R Der be- |wendete| Menge n/,-
Die zur Analyse nutzte Men’ge Barytlauge | Bemerkung
verwendete Substanz Indicator der n/,,- lin % der
o Losung | i cem | berech-
| _ecm neten
Es wurde ein kdufliches Pra- | Phenol- ' Umschlag
parat verwendet, das durch 10 5,00 | 100 .
Légen in heifem Wasser, Neu- phthalein. wie K
tralisation derdlldsung. Aus- | Deutliche 20 990 | 99 do.
krystallisation des Asparagins o |
und zweimaliges Umlosen ans rote Farbe.| 30 114,75 | 983 | do.
Wasser von Asparaginsiure ge- U bl
reinigt worden war. - mschla
Der Gehalt an Stickstoff: Phenol 10 5,00 | 100 wie Kg
1863 %, auf Asparagin + H,0 phthalein.
berechnet: 18,70 %. Starkrote| 20 9,90 | 99 do.
13 Millicramm - Molekeln |~ ! ,
(19521 g) wurden in 65 cem 1/y- arbe. 30 | 1485 99 do.
Barytlauge geldst, und die L- -'[
sung mit Wasser bis zu 130 ccm 10 505 | 101 Unmschlag
verdiinnt (v, 0-Ldsung, in s 1
welcher im vn;nus jzwdl‘n 10 cem Thymol' wie K
5 cem vi-Barytlauge zngesetzt | phthalein. 20 9,95 99,5 do.
waren, welche bei der Titrierung | i
mitgerechnet wurden). 30 1485 ' 99 | do.

Nach Stehenlassen bis zum nichsten Tage erschienen die Analysen
viel schwicher gefirbt als die entsprechenden Kontrollssungen und ver-
brauchten 2—5 Tropfen n',-Barytlauge, um die Farbenstirke der Kontroll-

losung wieder zu erlangen.

Bei weiterem Stehenlassen trat dieselbe Er-

scheinung wieder auf, otfenbar von der Spaltung der Amidogruppe herriihrend.
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Tabelle XVI. Glutamin.
Die ver- |Die verbrauchte
Di Analy Der be- |Wwendete Menge b/,-

1o zur Jnayse nutzte Menge |  Barytlauge Bemerkung

verwendete Substanz Indicat der n/,o- in % dor

ndicator Losung‘ in ccm | berech-
__ | ¢cm | | meten —

Es wurde ein von H.| Phenol- i Umsobl
Jessen-Hansen aus Rii- | phthalein. mschlag
ben dargestelltes, nur in |Deutliche 20 10,00 | 100 wie K
geringer Menge vorhande- |rote Farbe.
nes Priparat verwendet. ”i’hAefn(—)i__&i - —
Dasselbe warnichtganzrein, y
da der Stickstoffgchalt nur ghth;lein. 20 10,10 | 101 Um.sch]ag
18,83, betrug, wihrend t'Iffr brote wie K
der berechnete 19,219/, ist.| rarve. | )

5 Milligramm-Molekeln | Thymol- . ‘ | Umschlag
(0,7308 g) wurden in Was- phﬂylaleln. 20 | 16,10 | 101 wie K&
ser gelost, und die Losung | Ein  echwa
bis zu 50 ccm verdiinnt ! char Niederschiag
(®/,,-Lbsung). { trerung gebildet,

DaB die Titrierungen

ein wenig zu hoch

augfallen, riihrt wahrschein-

lich von einem kleinen Glutaminsduregehalt her. In guter Ubereinstimmung
hiermit steht der niedrige Stickstotfgehalt, sowie auch die deutlich saure

Reaktion der Substanz.

Tabelle XVII. Histidin.

Die ver-Die verbrauchte
Di Anal Der be- |wendete| Menge n/.-
16 zZur nalyse
u I nutzte Me‘}lge Barytlauge | Bemerkung
verwendete Substanz . der 1/, in%d
Indicator | I ssung ' . er:
SUng in ccm | berech- E
| ccm 1 neten
EswurdeeinvonH.Jessen- ( | Der
Hansen aus Edestin dargestell- ‘ | U hi:
tes Histidinchlorid verwendet. | Phenol- 10 380 : 76 mschlag
Das Histidin wurde durch fonf- | phthalein. ! | war sehr
malige Fallung als Silberver- .
bindung gereinigt, darauf wurde Deutliche . i schlecht
das freie Histidin aus Wasser \rote Farbe 20 780 718 | do.
krystallisiert und ins Chiorid ] !
dberfahrt. Das Chlorid wurde 30 | 11,20 | 74,7 do.
aus "[y Salzsdure  krystallic |—- e oo o 0 0 -
siert und schlieBlich sorgfiltig i schl
mit Ather-Alkohol gewaschen. 10 ' 4,55 1 91 [.JmSCh ag
Es wurde gefunden: 1x31% | Phenol- l mit 0,15 cem
N und 3199 % HCI, berechnet: :
1846% N und 8197% Hel, | Prthaleln.f oy g gy | gy ¢ Umschiag
13 Milligramm - Molekeln [Stark rote | mit 0,2 cem
(29654 g) wurden in 1274 cem be .
als-Barytlauge und einigen Trop- Far 30 ! 13.95 | 883 | Umschlag
fen Wasser gelist, wonach das | = ™ mit 0,3 cem
Volumen 130 ccmt betrng, Da| 1 . \ . .
die anwesende Salzsdure zur I A
Neutralisation 130cem »/5-Baryt- 10 4’85 E 97 | Lm.b(hl’ag
lauge erforderte, lag also eine Th I | ‘ wie K
sjo-Histidinldsung vor, die ymol- . '
in 10 ccm 02 cem vs-Salzsiure | phthalein, 20 l 9,60 | 96 do.
enthielt, welche bei der Titrie- Umschlag
rung mitgerechnet wurden. 30 14,15 | 94,3 | |
mit 0,15 ccm
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Tabelle XVIII. Ammoniumchlorid.

|Die ver- Die verbrauchte

Di Anal Der be- |Wendete] Menge ;-
16 zur Anayse nutzte | Mrenge | Barytlauge | Bemerkung
verwendete Substanz | .0 der n,,- in % der
ndieator ' Lésung in cem | berech-
cem | ometen |
s | [ 1Tt
Es w?u-de ein reines im | Phenol- 10 500 | 100 Um'm hlag
Vakuum iiber Schwefelsiure ' phthalein. \ wie K
getrocknetes Priparat ver- | Deutliche| 20 | 9,90 | 99 do.
wendet. rote Farbe, 3o ! 14 ‘

,80 | 98,7 | do.
. |

13 Milligramm-Molekeln 1

{0,6958g) wurden in Wasser | ppenol- - Umschiag

10 | 500! 100

gelost und die Lisung bis| pptnalein. i " wie K
zu 130 cem verdinnt (o™ 'Stark rote 20 | 9,90 | 99 f do.
Losung). Farbe | 30 1480 | 987 '  do.
10 5.00 | 100 Umschlag
Thymol- T « wie K
| phthaleln.| 20 980 | 98 do.

01470 08 do.
| .

Der Ubersicht wegen habe ich in der folgenden Tabelle
(Nr. XIX) die Resultate zusammengestellt, die durch Titrierung
von 20 ccm der Aminosiurelgsungen — den 20 ccm Wasser der
Kontrollsungen entsprechend — gewonnen sind. Es erhellt
daraus, daB wihrend die Phenolphthaleintitrierungen bis zu
deutlich roter Farbe in einigen Fillen noch einen bedeutenden
Fehler geben, erreicht man bei den Phenolphthaleintitrierungen
bis zu stark roter Farbe und besondcrs bei den Thymolphthalein-
titrierungen eine ziemlich genaue quantitative Messung der an-
wesenden Carboxylgruppen.

3. Untersuchung von Verbindungen, deren Titrie-
rung eigenartige Verhédltnisse darbietet. Indem ich auf
die obige ausfiihrliche Besprechung verweise (S. 568—60), werde
ich in diesem Abschnitte die Resultate der Titrierungen von
Natriumcarbonat, sekundiirem Natriumphosphat, Phenylalanin,
a-Prolin, Tyrosin nebst einigen Guanidinoverbindungen (CGuanidin-
nitrat, Kreatin, Kreatinin und Arginin) anfiihren.

Natriumcarbonat. Es wurde ein reines, nach Lunge
entwiissertes Natriumcarbonat, und zwar in ?/,,-Losung, ver-
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weiterer Zusatz von nur 1 Tropfen o/;,-Barytlauge rief aber die
normale Farbenstdrke wieder hervor.

Sekunddres Natriumphosphat. Im Gegensatz zum
Natriumcarbonat a8t sich Natriumphosphat nur dann scharf
titrieren, wenn einigermaflen reichliches Bariumsalz in der
Losung vorhanden ist, weshalb ein Zusatz von Bariumchlorid in
diesem Falle notwendig ist. Wird némlich nur ein wenig mehr
als die zur volligen Féllung der Phosphorsiure als normales
Bariumphosphat ndtige Menge »/,-Barytlauge zugesetzt, und
danach mit 1/,-Salzsiure bis zu schwach roter Farbe (Phenol-
phthalein als Indicator) zuriicktitriert, so verbleibt die Fliissigkeit
nur einen Augenblick schwach rot, sie wird bald eine immer
stirker rote Farbe annehmen, indem das normale Bariumphosphat
in sekundéres Salz und Bariumhydroxyd hydrolysiert wird. Ein
Zusatz von Bariumchlorid driickt indessen diese Hydrolyse voll-
stindig zuriick, und die Titrierung 1aBt sich dann auf die ge-
wohnliche Weise ausfiihren. '

Die in der folgenden Tabelle XX zusammengestellten Titrie-
rungen einer B/,,-Lésung von sekundirem Natriumphosphat,
welches sich bei der Titrierung wie eine einbasische Siure ver-
halten muB, wurden alle unter Zusatz von 1 g Bariumchlorid
ausgefiihrt. Nach Vollendung der Titrierung wurde jeder Analyse

Tabelle XX. Sekundires Natriumphosphat.
] |Diever-|Die verbrauchte
Der be- |Wendete| Menge n/;-

Die zur Analyse nutzte Men%ve Barytlauge | Bemerkung

lete Substanz . dern/, - .
verwendete Substanz Indicator L(is11/1l10g in % der

in ¢cem | berech-

‘ ccm neten
Es wurde ein reines Salz | Phenol- 10 500 | 100
von der Zusammenzetzung | phthalein.
NaHPO, 2H,0  |Deutliche| 20 | 1000|100
verwendet, deren Darstel- [roteFarbe. 30 14,60 | 97,3
lung und Analyse in einer |~ ——— "~ || Umschlag
folgenden Abhandlung er- :r:nlo'l- 10 5,00 | 100 mit
wihnt werden soll. gt,a, ;e ':, 20 10,05 | 100,5 0,1—0,2
13 Milligramm-Molekeln | >2TX TO880 0 1) o | g0z cem
(2,3158 g) wurden in Wasser | Farbe. | T '
gelost und die Losung bis
zu 130 cem verdiinnt (n/,,- | Thymol- ;8 lg';(,) }835
Lésung). phthalein.| e '
30 15,40 | 102,7
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noch 1 g Bariumchlorid zugesetzt, aber nur in einem einzigen
Falle (Phenolphthaleintitrierung — 30 ccm Phosphatlosung)
wurde dadurch die Farbenstirke geschwiicht, und ein weiterer
Verbrauch von 0,1 ccm Bar. war notwendig, um die normale
Farbenstirke wieder hervorzubringen.

Phenylalanin. Wéhrend das Phenylalanin in Barytlauge
klar 16slich ist, bildet seine Methylenverbindung dagegen ein
schwerlésliches Bariumsalz, welches die Formoltitrierung des
Phenylalanins durch Barytlauge stért, weil die Indicatorfarb-
stoffe mitgefillt werden. Es ist jedoch moglich, ziemlich genaue
Resultate zu erhalten, wenn man nach Zusatz der Barytlauge, aber
vor der Riicktitration mit Salzsdure, ein wenig mehr der Indicator-
16sung zusetzt. Selbstverstindlich muB allen vorliegenden Analysen,
sowie auch der Kontrollésung die gleiche Extramenge der Indi-
catorlosung zugesetzt werden, obgleich die Kontrollosung keinen
Verlust an Indicatorfarbstoff erlitten hat. Hierdurch wird aller-
dings ein Fehler eingefiihrt; es ergibt sich aber aus Tabelle XXI,

Tabelle XXI. Phenylalanin.

o .. T
%3 l Die ver-| Die verbrauchte
'2';‘ Der be- |wendete: Menge 1ls Baryt-
Die zur Analyse |2 Menge |oder Natronlauge !
£ 2! nutzte ; Bemerkung
verwendete Substanz | g < Indicator jder /- in % der|
; P 1 | Lidsung |in eem | berech-
1&8& | em | | neten I
. ‘ | Niederschlag.
Es wurde ein von p:thheanlg:n. 10 : 400 98 : ‘{(Ill(::l(ll:l::b
S. P. L. Sorensen Deutliche| 20 \ 980 98 mit O cont
(Compt. rend. du Lab.| o roteFarbe. 30 | 14,45 96,3 ’ .
& |—oo— o S ] Nieder-
de Carlsberg 6, 18,! = | Phenol- 10 490! 98
1902)  dargestelltes | ¢, |Phthaleln.| o, 980! 98 schlag.
und analysiertes Pri- a rot%t%g]:be 30 ~ 14,45 963 | Umschlag
parat verwendet. Lo e e e mit
o = 10| 5,10]102 |
20 Milligramm-Mo- Thymo!- 20 | 10,15 101,56 1| 0.2 ecm
lekeln (3,3026g) wur- phthalein.| 3, | 15100 100,7
den in heiem Wasser Phenol- T i* B 7\ N
gelost,und diegekiihlte phthalein | 10 | 495 ‘ 99
Lésung bis zu 200 cem | & l Deutliche| 20 RIS R
verdinnt (a/,,- Lo-| 8 rote Farbe. li \ :
10 E | Phenol- | " |77 1 Umschlag
sung). g | 8
< | phthalein!| 10 4,95 ’ 99 | wie
2 | Stark f 20 l 995! 995 ,
52 rote Farbe., H‘ - K
Thymol- . "
phthaleln] 20 J 10’001 100 l
6
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die eine Reihe auf diese Weise ausgefiihrter Versuche enthélt, daB
der Fehler nur geringfiigig ist. Es ist jedoch, wieschon oben
erwahnt (S.58), bei der Titrierung von Phenylalanin oder
phenylalaninreichen Mischungen zu empfehlen, statt
Barytlauge Natronlauge zu benutzen; in diesem Falle
bleibendie Fliissigkeitenganzklar,unddieTitrierungen
verlaufen vollstindig normal (siche die letzten Versuche
in Tabelle XXI).

& - Prolin. Obgleich das «-Prolin keine Amino-, sondern
nur eine Iminogruppe enthidlt, bildet es doch mit Formol eine
saureihnliche Verbindung. Die entsprechenden Salze sind aber
8o leicht hydrolysierbar, daB eine Phenolphthaleintitrierung bis
zu deutlicher roter Farbe viel zu niedrige und zudem sehr un-
sichere Resultate gibt, und selbst die Titrierung bis zu stark roter
Farbe gibt einen zu niedrigen Barytverbrauch. Erst bei einer
so groBen Hydroxylionenkonzentration wie diejenige, bis zu
welcher bei der Thymolphthaleintitrierung titriert wird, ist die
Hydrolyse so gut wie vollstindig beseitigt worden.

Tabelle XXII. «-Prolin.

Die verﬁr;lchte

Die ver-
. Der he- |wendete| Menge n/.-
Die zur Analyse or ¢ Menge BarytlaugGe
nutzte 7 Bemerkung
verwendete Substanz Indikato der /- in % der|
ndikator ‘ Losung in cem | berech- |
. cem ~ neten
Es wurde ein von A. C.| Phenol- | . Sehr
Andersen synthetisch dar- | phthalein.' 805 61 %ﬂ}fgﬁfg
gestelltes, 1 Mol. KrysEall- Deutliche' 920 5,75 57,5 do.
wasser enthalterlxdes Pripa- |rote Farbe. 3¢ 730| 487 do.
rat verwendet (siehe Compt. |— i e e Bov
rend. du Lab. de Carlsberg 6, Phenol- i 10 4)\25 85 U;n(S)c;llag
156, 1905). phthalein. | o o
13 Milligramm - Molekeln | §tark | 20 800\ 80 | Uneohlag
(1,7807g) wurdenin Wasser \rote Farbe 39 | 1085 723 | do.
gelost, und die Lisung bis T R R O
zu 130 ccm verdiinnt (n/,,- i |
Losung). * 10 195 g9 | Umschiag
Thymol- | Umschlag
phthalein. 20 920192 |y 0,2 cem
. i Umschlag
| 30 13,16 87,7 imit, 0,3 com
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Tyrosin. Es ist schon oben erwahnt worden (siehe S. 59),
daB das Tyrosin bei der Formoltitrierung mehr als die berechnete
Menge Base verbraucht, und zwar um so mehr, je groBer die
Hydroxylionenkonzentration der Lésung ist. Es ist ebenfalls
erwiahnt worden, daB die Methylenverbindung des Tyrosins ein
schwerlosliches Bariumsalz bildet, weshalb es sich empfiehlt,
bei der Titrierung tyrosinreicher Mischungen Barytlauge durch
Natronlauge zu ersetzen. Im iibrigen verweise ich auf die nach-
folgende Tabelle X XTIII.

EinigeVerbindungen,welcheeine Guanidinogruppe
enthalten; Arginin. Die Passivitit der Guanidinogruppe dem
Formol gegeniiber ist schon oben erwihnt worden (siehe S. 60),
es soll hier nur angefiihrt werden, daB reines, gegen Lackmus
neutrales Guanidinnitrat bei einer Reihe Formoltitrierungen so-
wohl mit Phenolphthalein wie auch mit Thymolphthalein als
Indicator sich als ein vollig neutraler Stoff verhielt (Verbrauch
an 1/.-Barytlauge: 0,00—0,05 ccm). Der Vollstindigkeit halber
muB jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, daBl alle guani-
dinhaltigen Lésungen beim Stehenlassen bis zum néachsten Tage
vollstindig entfirbt worden waren und 0,5—1,00 ccm Bar. ver-
brauchten, um die Farbenstirke der Kontrollosung wieder zu
erlangen; diese Erscheinung konnte beim weiteren Stehenlassen
wiederholt werden. Die Ursache ist natiirlich darin zu suchen,
daB das Guanidin in der ziemlich stark alkalischen Fliissigkeit
zersetzt wird; die Zersetzung geht aber nicht so weit, daB Kohlen-
sdure gebildet wird, denn ein Niederschlag von Bariumcarbonat
war nicht vorhanden.

Kreatin und Kreatinin verhielten sich hiermit iiberein-
stimmend wie ganz neutrale Stoffe, und Argininchlorid a0t
sich, wie es aus Tabelle XXIV hervorgeht, glatt wie eine einbasische
Saure titrieren. Die drei letzterwdhnten Verbindungen erwiesen
sich bestindiger als das Guanidin in alkalischer Ldsung, denn
beim Stehenlassen ihrer titrierten Losungen bis zum nichsten
Tage tritt keine Entfirbung ein.

4. Untersuchung von Glycylglycin und Glycin-
anhydrid. Wie es oben erdrtert worden (siehe S. 61), und wie
es aus der Tabelle XXV zu ersehen ist, 1i6t sich das Glyeylglyein
glatt wie eine einbasische Siure titrieren.

U‘
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Tabelle XXTIV. Argininchlorid.
Die ver- | Die verbrauchte
. Der be- M nfg-
Die zur Analyse n?:tzte :ﬁ:},‘?"? Ba?;'%fau’g‘e Bemerkung
er B0~ i d
verwendete Substans Indicator Ldsun; in cem lﬁle?'gclf-r
cem neten
EswurdeeinvonH.Jessen-
Hansen aus_ Edestin durch| Phenol- 10 495 | 99
Spaltung mit Salzsiure darge- hthalein
stelltes %raparat verwendet. Das p in. 20 9.95 99.5
Arginin wurde durchzweimalige | Deutliche i )
Fallung mit Phosphorwolfram-
sdure und dreimalige Fallung [rote Farbel 30 14,85 99
als Silberverbindung gereinigt.
%&s freike écrfli.ni‘nmwgrde aq:
Sn:?:%;a;ysn}llltsr]:(l)ils{er;:n \lllll]ld Phenol- 10 5,05 | 101
?&sggrilzrr.ﬁsﬁg kr,lvsotzilllisi:ruts. phthaleln. 20 10.05 | 100.5 | ¢ Um,SChlag
foden: 015N i 17107 ATk Tote o ws||
BCL. berochnet. #.65% N und | Farbe | 30 | 15,05 | 1003
1780 % HCL.
sald Mg o
" rael Dy~
;!arytlaguge geldst und die Ls- 10 5,20 104
sung mit Wasser bis zu 130cem Thymol-
verdinnt (v/ie-L8sung, in 20 10,10 | 101
gvelcher iu;}vor:lus jeden 10 cgu; phthaleln !
waren, welche bel dor Tithorang 30 | 15,00 | 100
mitgerechnet wurden).
Tabelle XXV. Glycylglycin.
Die ver- | Die verbrauchte
\ Der be- dete Menge v/s-
Die zur Analyse nutzte "ﬁ'.},,;e Baerytlauge Bemerkung
verwendete Substanz i der o/ in % der
Indicator | Lésung | in cem bergch-
ccm neten
Das verwendete Glycyl- | Phenol- | 1o 490 | 98
glycin war von S. Pa-|Phthalein. 2 970 | 97
litzsch nach E. Fischer | Deutliche 30 | 1455 | 97
(Ber. d. Deutsch. chem. Ges. [rote Farbe ’
88, 607, 1905) dargestellt | pPhenol-
worden, indem jedoch statt | phthaleln, 10 490 | 98
Natronlauge Barytlauge bei [Stark rote] 20 9,70 97
der Praparation benutzt| Farbe 30 14,55 | 97
wurde (4 g Glycinanhydrid 1951 99
wurden mit 200 cem 0,4 nor- | Thymol- 10 179
maler Barytlauge 6 Stunden phthalein 20 9,75 | 97,56
bei gewdhnlicher Tempe- 30 14,55 | 97 Umschlag
ratur stehen gelassen und Phenol wie K
dann das Baryt durch M:"I" l. 10 4,95 | 99
Schwefelsiure gefallt). phtha‘eln.| o, 9,80 | 98
5 ; Deutliche "~
Praparat I (die ersten - 30 14,65 | 977
9 Versuche) 21,189, N. |rote Farbe | !
Praparat 11 (dxe letzten Phenol- 10 f 4,95 Q9
9 Versuche): 21,16 °/, N, |phthalein. 20 9'80 98
berechnet: 21,25%, N. Stark rote ’
13 Milligramm-Molekeln | Farbe 30 | 1465 | 97,7
(1,7178 g) w rden in Wasser S
ge’liist und ie Losung bis| Thymol- |10 5,00 | 100
zu 130 ccm verdiinnt (1/,,- phthalein 20 980 | 98
Lésung). 30 1460 | 97,3
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Glycinanhydrid wurde nach E. Fischer und E. Four-
neaul) dargestellt; der Gehalt an Stickstoff betrug 24,359, (be-
rechnet 24,609,). 0,2283 g (2 mg-Molekeln) wurden mit 20 ccm
Wasser gut geschiittelt, worauf die Formoltitrierung auf gewdhn-
liche Weise ausgefiihrt wurde. Selbst nach Vollendung der
Titrierung, als das Fliissigkeitsvolumen 40—50 ccm betrug, war
nicht alles Glycinanhydrid gel6st. Der Verbrauch an ©/,-Baryt-
lauge betrug bei der Thymolphthaleintitrierung 0,05 ccm und bei
der Phenolphthaleintitrierung gar nichts, und selbst nach 24stiin-
digem Stehenlassen war die Farbenstirke der Kontrollgsungen
und der Analysen ungefihr die gleiche. Das Glycinanhydrid ver-
hélt sich also bei der Formoltitrierung wie ein véllig neutraler
Stoff.

5. Spaltung einer Polypeptidmischung. Die von
Henriques und Hansen zugesandte Probe von , Monamino-
sauren‘‘ (siche S. 62) erwies sich als ein staubfeines, schwach
gelbliches Pulver, welches eine nicht unbedeutende Menge Calcium-
salze enthielt.

13,5 g wurden in !/, 1 Wasser geldst und eine geringe Menge
Calciumcarbonat abfiltriert. Die Losung, welche stark alkalisch
reagierte, wurde durch die eben nétige Menge Oxalsdure von
Calcium gereinigt, worauf die vom Calciumoxalat filtrierte Losung,
welche jetzt stark sauer reagierte, im Vakuum bis zu 250 ccm
eingeengt wurde. Mit derselben Pipette wurden danach zwei
Proben von je 100 ccm abgemessen. Die eine Probe wurde ein-
fach mit Wasser bis zu 130 cem verdiinnt (A). Die andere
Probe wurde mit einer gekiithlten Mischung von 35 g konzen-
trierter Schwefelsiure und 35 g Wasser vermischt und 6 Stun-
den auf kochendem Wasserbade erwidrmt, wodurch die Losung
etwas dunkler gefiirbt wurde. Die Schwefelsiure wurde durch
die eben nétige Menge 0,4 normaler Barytlauge gefillt, das
Bariumsulfat abfiltriert und sehr sorgfiiltig mit Wasser ge-
waschen. Es wurde sogar zweimal aus dem Filter in eine Schale
gebracht und jedesmal eine Stunde mit 3/, 1 Wasser auf dem
Wasserbade erwiirmt, und dennoch gelang es nicht, dasselbe stick-
stofffrei zu erhalten; er enthielt im ganzen 43 mg Stickstoff. Das
Filtrat und die Waschwisser wurden im Vakuum eingeengt,

1) Ber. d. Decutsch. chem. Ges. 34, 2870, 1901.
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nochmals filtriert und schlieBlich mit Wasser bis zu 130 ccm
verdiinnt (B)?).

Es lagen also zwei Proben von je 130 cem vor:

A. die urspriingliche Losung und

B. die durch Schwefelsdure hydrolysierte Losung.

10 ccm der Losung A enthielten im ganzen 38,30 mg Stick-
stoff, 10 ccm der Losung B dagegen nur 35,10 mg Stickstoff,
der fehlende Stickstoff (13 X 3,2 mg = 41,6 mg) befindet sich in
dem Bariumsulfat (siche oben). Es mufBl indessen als wahr-
scheinlich angenommen werden, dafl auch die vom Bariumsulfat
zuriickgehaltenen verhdltnismiBig kleinen Mengen Stickstoff-
verbindungen bei den Analysen sich ebenso wie die in der Lisung
verbliebenen Stickstoffverbindungen verhalten werden, so daB
die durch Analysen von der Losung B erhaltenen Resultate mit
zz’::g multipliziert werden miissen, um Zahlen zu geben, welche
mit den Analysenresultaten der Losung A sich vergleichen lassen.

Die erhaltenen Resultate waren folgende:

Formoltitrierungen. Zu jeder Titrierung wurden 10 ccm der
Losung A bzw. B verwendet und als Kontrollosung 10 cem Wasser, das
durch Zusatz von 3 Tropfen Tropiolin 00 und 9 Tropfen Bismarckbraun
(siehe S. 61) eine Farbe angenommen hatte, welche der Farbe der Lo-
sungen A und B annihernd entsprach.

Phenolphthaleintitrierung bis zu stark roter Farbe (Umschlag mit
0,1 cem): '

A: 11,25cem ®/; Bar, . . . . .. L L 31,50 mg N
B: 12,65ccm "/ Bar. . . . . . ...
38,30
12,65 x ——— = 13,80 . . . 38,64 ,, ,,
35,10
Thymolphthaleintitrierung (Umschlag mit 0,2 ccm):
A: 1145¢cem Ofg Bar, . . . . L L L L. 32,06 mg N
B: 1295¢cm oy Bar, . . . . . L L.
38,30
12,95 x — = 14,13). . . 39,56 ,, ,,
35,10

1) In dieser Losung konnte eine schwache Spur von Schwefelsiure
nachgewiesen werden. 2 ccm der Losung wurde ein Tropfen ?/;-Barytlauge
zugesetzt, wodurch beim Stehenlassen ein geringer Niederschlag erschien;
das Filtrat hiervon enthielt aber Barium und keine Schwefelsiure. Die
in der Liosung (B) anwesende Schwefelsiuremenge ist daher so geringfiigig,
daB dieselbe bei den folgenden Berechnungen ganz auBer acht gelassen
werden kann.
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Ammoniakbestimmungen. Durch Destillation mit einem Uber-
schuB von Bariumcarbonat gaben

10 ccm von A eine Ammoniakmenge 0,2 mg N entsprechend
und 10 ” ” B ” ” 0,6 ’” ” ”

38,30
0,6 x = 0,65
36,10

Phosphorwolframsiéurefillungen. Da der durch Phosphor-
wolframsiiure erzeugte Niederschlag in einem einigermaBen reichlichen
UberschuB des Fillungsmittels wenigstens zum Teil 16slich war, wurde
durch vorliufige Versuche die Phosphorwolframsiuremenge bestimmt,
welche notwendig war, um unter den gegebenen Verhiltnissen eine miglichst
vollstindige Fillung zu erreichen, und diese Menge wurde dann bei den
endgiiltigen Versuchen benutzt. Es wurde bei zwei verschiedenen Aciditits-
stirken gefillt. Bei jedem Versuche wurden 15 ccm der Lsung A bzw. B
verwendet und nach Zusatz der Phosphorwolframséure wurde mit Wasser
bis zu 25 cem verdiinnt. Nach Stehenlassen bis zum niichsten Tage wurde
filtriert und in 10 ccm des Filtrats die Stickstoffmenge nach Kjeldahl
bestimmt.

156 ccm der Losung A bzw. B,

S(_}F;_L;Ll;lngsafmr 0,30 ccm 5 n-Schwefelsiure,
Fliissigkeit 7,6 ccm 10 prozentiger Phosphorwolframsiure

+ Wasser bis zu 25 ccm.

A: 10 ccm des Filtrats enthielten 22,20 mg N, in 10 ccm der Losung A
sind dann 37,00 mg durch Phosphorwolframsiure nicht fillbaren Stick-
stoffes vorhanden;

also filllbarer Stickstoff: 38,30 mg — 37,00 mg = 1,30 mg.

B: 10 ccm des Filtrats enthielten 19,90 mg N, also in 10 cem der
Lisung B:
nicht fallbarer Stickstoff . . . . . . . .. 33.17 mg
und fillbarer Stickstoff (33,10 — 33,17 =) . 1,93 mg

38.30
(l,93x e ‘2,]])
35,10
15 cem der Losung A bzw. B,

Fillung in < .
g 3,75 cem 5 n-Schwefelsiiure,

stiarker saurer

A 1 4,5 cem 10 prozentiger Phosphorwolframsiiure
Tliissigkeit

+ Wasser bis zu 25 com.
A: 10 cem des Filtrats enthielten 21.60 mg N, also in 10 cem der
Losung A:
nicht fiallbarer Stickstoff . . . . . . . . . 36,00 mg
und fillbarer Stickstoff (38,30 — 36,00 =). 2,30 mg

B: 10 cem des Filtrats enthielten 19,40 mg N, also in 10 cem der
Losung B:
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nicht fillbarer Stickstoff . . . . . . . . . 32,33 mg
und féllbarer Stickstoff (35,10 —32,33=). 2,77 mg
3 'y
(2,77 X 8,30 = 3,02)
35,10

In Tabelle XXVI sind diese Analysenresultate iibersichtlich
zusammengestellt.

Tabelle XXVI.

A B Die Dlﬂ'erel'lz :7—dA
Stick- | Stick- In "o de8
Art der Analyse stoff stoff m mg (.}esamtr
in mg| in mg Stickstoff | stickstoffes
(38,30 mg)
Formoititrierung (Phenolphthalein,
stark rote Farbe) 31,50 | 38,64 7,14 18,64
Formoltitrierung(Thymolphthalein)! 32,06 | 39,561) 7,50 19,58
Ammoniakbestimmung 0,20 | 0,65 0,45 1,17
Phosphorwolframsiurefillung
(in schwach saurer Fliissigkeit) 1,30 2,11 0,81 2,11
Phosphorwolframsiurefillung
(in stirker saurer Fliissigkeit) 2,30 | 3,02 0,72 1,88

6. Spaltung einiger Proteinstoffe. Wie schon oben
erwahnt (siehe S. 63), wird die Formoltitrierung schon seit einiger
Zeit im hiesigen Laboratorium bei proteolytischen Messungen
angewandt. In diesem Abschnitte werden dann die Versuchsresul-
tate bei einigen Proteolysen, wo nicht nur die Formoltitrierung,
sondern auch die Gerbsiurefillung als MeBmethode verwendet

1) Man darf sich nicht dadurch beirren lassen, dafi die Formol-
titrierung hier einen Gehalt an Carboxylgruppen ergeben hat, welcher
einer griBeren Stickstoffmenge als dem Gesamtstickstoff der beireffenden
Losung entspricht. Es ist ja nur in dem Falle, wo gleich vicle Stickstoff-
atome und Carboxylgruppen vorhanden sind, daB der Stickstoffgehalt
aus dem Carboxylgruppengehalt berechnet werden kann. Bei stark sauer
reagierenden Lisungen, wie die oben erwihnten, wird der auf diese Weise
bestimmte Stickstoffgehalt gewdhnlich zn hoch ausfallen. Es kommt
aber hier auch nicht darauf an, durch die Formoltitrierung die
Stickstoffmengein Aund B, sondernnurdie Differenz zwischen
diesen Stickstoffmengen zu bestimmen; denn diese Differenz
gibt die Menge des vor der Siurespaltung peptidgebundenen
Stickstoffes an.
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wurden, mitgeteilt werden. Dieses hat lediglich zum Zweck, die
Verschiedenheiten der zwei angewandten Methoden klarzulegen,
wihrend die Folgerungen, welche in anderen Richtungen aus den
Versuchen zu ziehen sind, nicht in dieser Abhandlung Besprechung
finden.

Bei den Versuchen wurden folgende Losungen verwendet:

a) Eine Pepsinlosung, durch Losen von 1 g Pepsin (Griibler)
in 1/ 1 M/;40-Salzsiure dargestellt.

b) Eine Pankreatinlésung, durch Ldsen von 1 g Pankreatin
(Rhenania) in 1/; 1 Wasser dargestellt.

¢) Eine Erepsinlésung, im wesentlichen auf die von O. Cohn-
heim!) angegebene Weise dargestellt. Der Darm eines frisch getdteten
Hundes?) wurde gut gespiilt, danach die Schleimhaut abgeschabt und
griindlich mit Sand und ein wenig 0,9 prozentiger Kochsalzlosung zerrieben,
schlieBlich wurde die Mischung mit Infusorienkiesel, bis die Masse beinahe
fest war, innig vermengt und in einer Buchnerschen Presse ausgeprefit.
Der sehr triibe PreBsaft wurde aufs neue mit Infusorienkiesel gemischt,
worauf die Pressung wiederholt wurde. Der dadurch gewonnene, beinahe
klare Saft wurde durch Filtrierpapier filtriert und das Filtrat als Erepsin-
16sung benutzt.

d) Eine ca. 4 prozentige Lisung von Witte - Pepton. Die Losung
wurde durch Schiitteln von 40 g kauflichem Witte-Pepton mit 1 1 Wasser
2 Stunden bei gewohnlicher Temperatur und nachtrégliche einstiindige
Erwirmung auf dem Wasserbade dargestellt. Die gekiihlte und danach
filtrierte Losung wurde nach passendem Zusatz von Salzsiure bzw. Natron-
lauge fir Verdauungsversuche mit allen drei Enzymen benutzt.

e) Eine saure Caseinlésung, durch einstiindiges Schiitteln von
10 g Casein (Kahlbaumsches Priparat ,,nach Hammarsten‘), 60 ccm
"/ .Salzsiure und 280 ccm Wasser dargestellt. Die Losung wurde nur fiir
die Pepsinverdauung verwendet.

f) Eine alkalische Caseinlésung, durch einstiindiges Schiitteln
von 40 g Casein, 30 ccm normaler Natronlauge und 900 ccm Wasser und
nachtriiglichem Zusatz von Wasser bis zu einem Liter dargestellt. Diese
Lasung wurde fiir die Pankreatin- und Erepsinverdauung verwendet.

g) Eine neutrale, ca. 4prozentige Losung von genuinem Eier-
ciweiB. 300 g HiihnereiweiB, 573 g Wasser und 27 ccm B/j,-Salzsidure
wurden 2 Stunden gut geschiittelt, danach im Eisschrank bis zum néchsten
Tage stehen gelassen und schlieBlich filtriert. Diese Losung wurde nur
fir die Pepsinverdauung benutzt.

h) Eine necutrale, ca.2,2 prozentige Lisung von partiell verdautem
EierciweiB.  Die unter g) erwihnte LiOsung von genuinem EiereiweiB

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 457, 1901.

2) Die Herren Prof. Henriques und Prof. Hansen, die in liebens-
wiirdigster Weise das nitige Material zu meiner Verfiigung gestellt haben,
bitte ich auch an dieser Stelle meinen besten Dank genehmigen zu wollen.
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wurde mit Salzsiure gesiduert und bei 37 ° 20 Stunden einer Pepsinverdauung

unterworfen, wonach die der Salzsiure d4quivalente Natronmenge zugesetzt

wurde. Diese Losung wurde nur fiir die Pankreatinverdauung angewendet.
Es wurden folgende Verdauungsmischungen untersucht:

Pepsinverdauuné.

Nr. 1. 125 ccm Witte-Pepton (d) + 15 ccm n-Salzsiure + 75 ccm
Pepsinlésung (a) + Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 2. Die saure Caseinlésung (e) + 150 ccm Pepsinlosung (a).

Nr. 3. 600 ccm der Losung genuinen EiereiweiBes (g) + 60 ccm
n-Salzsiure + 320 ccm Pepsinlosung (a) + Wasser bis zu 1 1.

Pankreatinverdauung.

Nr. 4. 125 ccm Witte-Pepton (d) + 75 ccm Pankreatinlosung (b)
+ Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 5. 125 ccm Witte-Pepton (d) + 17,5 ccm B/,-Natronlauge
+ 75 ccm Pankreatinlgsung (b) + Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 6. 125 ccm Witte-Pepton (d) + 37,6 ccm ™/jo-Natronlauge
+ 75 ccm Pankreatinlosung (b) + Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 7. 125 cem alkalischer Caseinlsung (f) + 6,5 ccm 2/;o-Salzsiure
+ 75 ccm Pankreatinlosung (b) + Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 8. 125 ccm alkalischer Caseinlésung (f) + 5 cem P/jp-Natron-
lauge + 75 cem Pankreatinlésung (b) + Wasser bis zu 250 cem.

Nr. 9. 125 ccm alkalischer Caseinlosung (f) + 12,5 ccm 2/;o-Natron-
lauge + 75 ecm Pankreatinlésung (b) + Wasser bis zu 250 cem.

Nr. 10. 150 ccm der Losung von partiell verdautem Eiereiweil (h)
+ 13,5¢ccem B/g-Salzsdure + 75 ccm Pankreatinlosung (b) + Wasser bis
zu 250 ccm.

Nr. 11. 150 ccm der Losung von particll verdautem Eiereiwei8 (h)
+ 75 ccm Pankreatinlosung (b) + Wasser bis zu 250 ccem.

Nr. 12. 150 ccm der Lésung von partiell verdautem Eiereiwei8 (h)
+ 10,5 ccm ®/;-Natronlauge + 75 ccm Pankreatinlosung (b) + Wasser
bis zu 250 ¢cm.

Erepsinverdauung.

Nr. 13. 125 cem Witte-Pepton (d) + 65 cem Erepsinlosung (c)
+ Wasser bis zu 250 ccm.

Nr. 14. 125 cem Witte-Pepton (d) + 17,5 cem B/ p-Natronlauge
+ 65 ccm Erepsinlésung (¢) + Wasser bis zu 250 ccem.

Nr. 15. 125 ccm Witte-Pepton (d) + 37,5 ccm ®/jy-Natronlauge
+ 65 ccm Erepsinlésung (¢) + Wasser bis zu 250 cem.

Nr. 16. 125 cem alkalischer Caseinlosung (f) + 6,5 ccm P/jp-Salz-
siure + 45 ccm Erepsinlésung (c) + Wasser bis zu 250 cem.

Nr. 17. 125 ccm alkalischer Caseinlosung (f) + 5 ccm P/ o-Natron-
lauge + 45 cem Erepsinlosung (¢) + Wasser bis zu 250 cem.

Nr. 18. 125 cem alkalischer Caseinlisung (f) + 12,5 cem ?/;-Natron-
lauge + 45 ccm Erepsinlésung (c) + Wasser bis zu 250 ccm.
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Die Verdauungen wurden unter Zusatz von Toluol in Glaskolben
bei 37° in einem elektrisch geheizten Thermostaten vorgenommen.

Zur Formoltitrierung und zur Gerbsiurefillung wurden Proben gleich
anfangs und dann weiter nach 6-, 30- und 150stiindiger Verdauung ent-
nommen; die Proben wurden sofort nach der Entnahme analysiert.

Fiir die Gerbsdurefdllung wurden 20 ccm verwendet. Die darin
anwesende Salzsiure- bzw. Natronlauge wurde durch die entsprechende
Natron- bzw. Salzsiuremenge neutralisiert und danach 2 ccm normaler
Natriumacetatlosung (die durch Zutropfeln von Essigsdure Lackmus gegen-
iiber neutralreagierend gemacht worden war) zugesetzt. SchlieBlich wurde
mit 10 ccm 10prozentiger wiisseriger Gerbsiurelisung gefillt und mit
Wasser bis zu 50 cem aufgefiillt. Nach gutem Schiitteln und Stehenlassen
bis zum néchsten Tage wurde filtriert, und in 25 ccm des Filtrats der Stick-
stoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Durch Multiplikation der gefundenen
Stickstoffmenge mit 2 erhélt man- die in Tabelle XXVII unter der Rubrik
»Durch Gerbsdure nicht fillbarer Stickstoff in 20 ccm der Versuchsfliissig-
keit* angefiihrten Zahlen, indem das Volumen des Niederschlags auBer acht

Tabelle
. = [Die anfang- Der Durch Gerbsaure nicht fillbarer
5 liche Was-| Gesamt- | Syickstoffin 20 com der Versuchs-
Das ver- Der verwendete % serstoff- 'sflckstoﬂ' flissigkeit
wendete Proteinstoff | = ionenkon- |in 20 ccm der - -
Enzym ‘g zentration| Versuchs- | gleich | nach ngu;h “1’?,5)11
E 10+ p ! flassigkeit fanfangs Stunden'Stunden/Stunden
. o AL v | meN |meN meN|mgN|mgN
E— o L S e e
Witte-Pepton 1| 1,5 . 52.25 fs,lo 11,10 113,20 [ 17,10
Pepsin Casein 12 26 | 5810 1,00 ¢ 7,50 | 11,90 | 19,00
~ Genuines . | ‘
Fioreiweid 3‘ 1,7 | 65,40 1,00 | 12,70 \ 24,80 | 34,80
| 4] 49 52,00 6.90 | 15,20 | 25,60 | 33,60
Witte-I'epton 5 7,1 52,00 7,00 | 25,10 | 34,90 | 41,70
l6 94 | 52,00 7,20 | 24,90 | 35,70 | 41,20
P P76 l 57,45 | 2,00 2840 40,60 46,40
, ‘”‘t‘. Casein |8 81 | 5745 [ 140 313041804820
reatin 19 B2 | 5745 | 1,50 31,50 | 42,40 | 48,70
Particll 10" 47 | 3657 [13,10.15.00! 19,50 | 24,80
verdautes 11 0 | 3657 |13,10 22,00 ‘ 27,00 | 34,00
Fiereiweip 12' 88 | 3657 |13.50 21,80 | 26,90 | 34,70
13 50 55,85 | 9,70 | 13,70 ] 21,20 36,40
Witte-Pepton14 7.2 55,85 9,50 l 18,90 i 33,00 | 46,00
Erep- 15 95 | 538 9,50 19.90 36,60 | 48,20
sin 6 69 . 6220 3,80, 6,70,21,90 —
Casein 17 82 | 6220 | 380| 7,00 22,50 | 54,60
18; 83 | 6220 | 3,80| 640 2070 —

—_— ——
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gelassen wurde. Durch vorlaufige Versuche wurde gezeigt, dafi die verwendete
Gerbsduremenge eine passende war, und bei jedem Versuch wurde konstatiert,
daB ein weiterer Zusatz von Gerbsiure ohne fillende Wirkung war.

Fiir die Formoltitrierung wurden ebenso 20 ccm verwendet. Die
Phenolphthaleintitrierung bis zu stark roter Farbe und unter Anwendung
von "/s-Barytlauge wurde jedesmal ausgefiihrt, der Umschlag war immer
gut, gewohnlich fast ebenso scharf wie der der Kontrollsung. Nebenbei
wurde oft eine Thymolphthaleintitrierung vorgenommen; es geschah aber
bisweilen, wie es weiter unten niher erortert werden wird, daB der an-
wesende Alkohol einen so reichlichen Niederschlag hervorrief, daB die
Titrierung unsicher wurde. Die den Verdauungsfliissigkeiten im voraus
zugesetzten Salzsiure- bzw. Natronmengen wurden selbstverstindlich bei
der Berechnung der Analysen mitgerechnet. Der Verbrauch an ®/;-Baryt-
lauge, auf diese Weise korrigiert, mit 2,8 multipliziert, gibt die den an-
wesenden Carboxylgruppen entsprechende Stickstoffmenge in Milligramm
an, diese Zahlen sind in Tabelle XXVII unter ;der Rubrik ,,Formol-
titrierung* angefiihrt. :

XXVII.

Formoltitrierung in 20 ccm der Versuchsflissigkeit. Der Verbrauch an sfs-Barytlauge
mit 28 multipliziert, gibt die entsprechende Stickstoffmenge in Milligramm an.

Phenolphthalein bis zu stark roter Farbe Thymoli)ith:l;eﬂk
gleich mé:h n?nch nlaa%h gleich nach n;gh nlnb%h
anfangs | Stunden | Stunden | Stunden | 8Bfangs | Stunden | Stunden | Stunden
mg N mg N _E?L mg N mg N mg N | ng’A%L

868 | — | 1036 | 1204 | 882 | — | 1050 | 1218
868 | 11,06 | 12,08 | 13,72 | (1078) | — | 12,32 | 1428
3,92 5,60 8,40 11,76 8,54) | (9,52) 8,96 11,76
8,26 11,48 16,38 20,44 9,24 — 16,38 1 20,72
8,40 15,12 20,30 217,86 9,38 — 20,44 | 28,14
8,54 14,98 20,44 28,00 8,96 — 20,68 | 28,70
9,07 19,43 24,61 28,95 | (11,87) — 24,75 29,09
9,10 20,02 24,50 29,12 | (11,34) - - 29,564
9,52 19,74 25,06 29,12 | (11,20 - = 29,68
4,96 6,50 8,88 11,12 5,24 — 8,74 11,40
490 9,38 12,74 16,66 5,60 —_ 12,88 16,94
5,15 9,07 12,99 17,89 5,57 — 13,41 18,17
11,20 12,74 17,78 32,90 11,48 — 18,90 | 33,04
11,34 15,68 25,76 44,10 11,06 — 26,74 44,52
10,92 16,38 28,28 47,32 11,62 - 29,26 | 47,60
11,59 14,25 25,31 —_ (14,81) — 21,65 —
11,76 13,72 23,10 55,568 (14,98) — 24,64 58,24
11,62 13,44 23,52 — (14,98) — 24,92 —_
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An die Tabellen XXVII und XXVIII werde ich des besseren
Verstindnisses wegen einige Bemerkungen ankniipfen.

Schon im Anfang dieser Abhandlung ist erwihnt worden
(siehe S. 58 u.), daB gewisse genuine Proteine mit Formol und
Bariumhydroxyd Verbindungen liefern, die besonders in Alkohol
schwer 16slich sind, und daher namentlich die Thymolphthalein-
titrierung beeinflussen kénnen. Dieses Verhiltnis geht aus der
Tabelle XX VII deutlich hervor, wenn man die Resultate vergleicht,
welche einerseits die Phenolphthalein- und ‘andererseits die
Thymolphthaleintitrierung gegeben haben. Bei allen mit Witte-
Pepton angestellten Versuchen war der bei der Titrierung ent-
standene Niederschlag nur geringfiigig, und die Thymolphthalein-
titrierungen gaben daher auch nur ein wenig hohere Resultate
als die entsprechenden Phenolphthaleintitrierungen, ganz wie es
nach den mit den reinen Aminosiduren erhaltenen Resultaten zu
erwarten war.

Andersartig gestalteten sich die Caseinversuche. Bei den
Titrierungen, welche gleich nach der Zubereitung der Verdauungs-
fliissigkeiten angestellt wurden, entstand nur ein schwacher
Niederschlag, wenn Phenolphthalein, dagegen ein starker Nieder-
schlag, wenn Thymolphthalein als Indicator verwendet wurde.
Da dieser Niederschlag wahrscheinlich aus Bariumsalzen besteht,
welche in gelostem Zustande zum Teil unter Bildung von Barium-
hydroxyd hydrolysiert sein werden, hat die Niederschlagsbildung
einen zu groBen Verbrauch an Barytlauge zur Folge gehabt.
Die Thymolphthaleintitrierungen sind daher viel zu hoch aus-
gefallen, weshalb die diesbeziiglichen Zahlen in Tabelle XX VII ein-
geklammert sind. Sobald aber die Verdauung des Caseins mit
Pepsin bzw. Pankreatin einige Stunden gedauert hatte, liel sich
die Fliissigkeit sowohl mit Phenolphthalein als auch mit Thymol-
phthalein als Indicator ohne Niederschlagsbildung glatt formol-
titrieren. Aus der Tabelle XXVII geht es denn auch hervor, daB3
nach 30- bzw. 150stiindiger Verdauung die Titrierungen mit den
beiden Indicatoren gut iibereinstimmen. Bei der Erepsinverdau-
ung des Caseins ist etwas Ahnliches der Fall; aber hier entstand
selbst nach mehrtigiger Verdauung sowohl bei der Phenol- als
auch bei der Thymolphthaleintitrierung ein schwacher Nieder-
schlag, und die Ubereinstimmung der erhaltenen Resultate ist
daher nicht so gut als die eben erwihnte.
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Ein ganz besonderes Interesse bietet der Versuch mit genuinem
Eiereiweil3, welcher nur mit Pepsin angestellt wurde, da genuines
Eiereiwei8 nur #uBerst langsam durch Pankreatin angegriffen
wird. Die wihrend der Pepsinverdauung ausgefiihrten Phenol-
phthaleintitrierungen zeigen, wie es zu erwarten war, und wie es aus
Tabelle XX VIIersichtlich ist, ein regelméBiges Steigen des Carboxyl-
gehalts, und nur bei der ersten Titrierung erschien ein geringer
Niederschlag, bei den spiteren Titrierungen blieb die Fliissigkeit
ganz klar. Ganz anders bei den Thymolphthaleintitrierungen; hier
erschien ein starker Niederschlag bei der ersten Titrierung, welche
daher einen viel zu hohen Carboxylgehalt ergab, und dasselbe ist,
wenn auch in geringerem Grade, bei der zweiten Titrierung nach
sechsstiindiger Proteolyse der Fall. Erst nach 30stiindiger Proteo-
lyse blieb die Fliissigkeit bei der Thymolphthaleintitrierung ganz
klar, und von nun an zeigen denn auch die Titrierungen mit den
zwei Indicatoren eine gute Ubereinstimmung. Bei den Titrierungen
der Pankreatinversuche mit partiell verdautem Eiereiweil (Ver-
suche Nr. 10, 11 und 12) blieben dem oben Angefiihrten gemis
die Fliissigkeiten stets vollig klar, und die Titrierungen mit den
beiden Indicatoren stimmten gut fiberein.

Es ist nach dem hier Erorterten selbstverstandlich, da8 nur
die bei der Phenolphthaleintitrierung gewonnenen Resultate als
zuverlissig anzusehen sind; die Thymolphthaleintitrierungen sind
nur angefiihrt, um das oben erwihnte Verhiltnis zu erlautern.
Will man genuine Proteine mit Thymolphthalein als Indicator
formoltitrieren, ist es, um ein zuverldssiges Resultat zu erhalten,
gewohnlich notwendig, die Titrierung mit Natronlauge aus-
zufithren (siehe S. 69 o.).

Es erhellt hieraus, und es ist auch im vorhergehen-
den o6fters betont worden, dall die Formoltitrierung
allerdings bei den meisten proteolytischen Spaltungen
anwendbar ist, ihre Ausfithrung muB aber — wie dieses
wohl bei allen Methoden der Fall ist — bis zu einem
gewissen Grade nach MalBgabe der vorhandenen Ver-
hiltnisse modifiziert werden. Wihrend die Titrierung
der genuinen Proteine und ihrer anfinglichen Zerset-
zungsprodukte eine gewisse Aufmerksamkeit erfor-
dert, bietet die Titrierung wihrend des weiter vor-
geschrittenen Verdauungsprozesses absolut keine
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Schwierigkeiten, und bei der Untersuchung von Poly-
peptiden und von Polypeptidspaltungen, wo zurzeit
eine einigermafBen allgemein brauchbare Meth ode noch
fehlt, wird die Formoltitrierung von groBem Nutzen
sein.

Es ist leicht verstéandlich, auf welche Weise die Tabelle XX VIII
aus der Tabelle XX VII berechnet wurde, und werde ich mich daher
darauf beschrinken, an die drei letzten Kolonnen der Tabelle
XXVIIIeinige Bemerkungen zu kniipfen. In diesen Kolonnen findet
sich das Verhéltnis zwischen der durch die Gerbsidurefillung und der
durch die Formoltitrierung gemessenen Enzymwirkung angegeben.
Falls diese beiden MeBmethoden ein wirkliches MaB fiir dieselbe
durch die Proteolyse verursachte Anderung des Proteinstoffes
geben, so miilte dieses Verhaltnis gleich 1 oder doch einer einiger-
maBen konstanten Zahl sein. Die in den drei letzten Rubriken der
Tabelle XX VIII enthaltenen Zahlen zeigen indes, daB dieses durch-
aus nicht der Fall ist. Bei der Pepsinverdauung ist das Verhaltnis
stets groBer, oft weit groBer als 2. Bei der Pankreatin-, und noch
mehr bei der Erepsinverdauung, kann sich das Verhiltnis der
Verdauung in hohem Grade verschieben, ja die Verdauung kann
unter giinstigen Umstinden so weit gehen, daB das Verhiltnis
kleiner als 1 wird. Sehr deutlich tritt diese Verschiebung des Ver-
héltnisses bei den Versuchen mit Witte-Pepton hervor, und
zwar besonders bei den Versuchen (Nr. 5, 6, 14 und 15), in welchen
die Wasserstoffionenkonzentration giinstig gewesen und die Ver-
dauung daher weit vorgeschritten ist. Auch bei den Casein-
versuchen ist die Verschiebung deutlich wahrnehmbar, wéhrend
dagegen die Pankreatinspaltung des partiell verdauten Eier-
eiweiles offenbar nicht so weit gelangt ist, daB die Verschiebung
wahrnehmbar geworden ist (siehe iibrigens S. 64).

Uber die in der vierten Rubrik der Tabelle XXVII bei den
einzelnen Versuchen angefiihrten anfinglichen Wasserstoffionen-
konzentrationen moéchte ich noch ein paar Bemerkungen machen.

Es ist allgemein bekannt, daB die Wasserstoffionenkonzentra-
tion der Verdauungsfliissigkeit fiir die Geschwindigkeit der Ver-
dauung von groBer Bedeutung ist; es ist aber nicht bekannt, in
welch hohem Grade die Wasserstoffionenkonzentration bereits
‘wiahrend den allerersten Stadien der Proteolyse sich veréndert.

Biochemische Zeitschrift Band VII, 7
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DieinTabelle XX VII angefiihrten Wasserstoffionenkonzentrationen
geben daher auch nur den Wasserstoffionengehalt der frisch be-
reiteten Verdauungsfliissigkeiten an. Um einen Begriff von den
‘hier in Frage kommenden Anderungen der Wasserstoffionen-
konzentration zu geben, mdgen einige Zahlen angefiihrt werden,
welche bei einer Pankreatinverdauung von Witte - Pepton unter
Unmsténden, welche denjenigen des Versuches Nr. 6 (Tabelle XX VII)
vollstindig entsprachen, gefunden sind.
Sofort nach der Zubereitung der Verdauungsfliissigkeit
war die Wasserstoffionenkonzentration . . . . . . . 10-937
Nach Stehenlassen bei gewéhnlicher Temperatur war
die Wasserstoffionenkonzentration:

nach 10 Minuten . . . . . . . . . . . .. 10-918
I3} 20 3 10- 8,96
. 1Stunde . . . . . . . . ... ... 10-8:63
, 22S8tunden . . . . . . . ... ... 10-18

10 ccm der hier untersuchten Losung enthielten (vergleiche
Versuch Nr. 6, S.91): 5 ccm Witte-Pepton 4+ 3 cem Pankreatin-
losung + 1,5 cem n/,,- Natronlauge + 0,5 ccm Wasser.

Waurden entsprechende Losungen, nur mit weniger ?/,,-Natron-
lauge, dargestellt, zeigte es sich, daB die Wasserstoffionenkonzen-
trationen sofort nach Zubereitung dieser Losungen die folgenden
waren:

a) 5 cem W.-P. 4+ 3 cem Pankr. 4+ 1,3 cem 1/, -NaOH

+0,7cemH,0 . . . . 10:8%
b) 5 cem W.-P. 4+ 3 cem Pankr. + 1,1 cem 1/, -NaOH

+09cemH,0 . . . . 10-%35
¢) 5cem W.-P. 4 3 cem Pankr. 4+ 0,9 cem 7/,,-NaOH

+1LlecemH,0 . . . . 10:7%

Durch Vergleichung dieser Resultate mit den oben erwiithnten
erkennt man leicht, dall es sich um mefbare Natriumhydroxyd-
mengen handelt, welche in den ersten Stadien der Proteolyse im
Laufe von verhiiltnismiBig kurzer Zeit und selbst bei gewdhnlicher
Temperatur neutralisiert werden. .

Eine solche Neutralisation findet nicht statt, wenn das
Enzym vor dem Versuche durch halbstindiges Erwirmen auf
dem Wasserbade vernichtet worden ist. Eine mit einer solchen
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erwirmten und dann gekiihlten Enzymldsung, sonst aber ganz
wie die erst erwihnte dargestellte Mischung (5 cem W.-P. 4+ 3 ccm
Pankr. 4 1,5 cem 0/,,-NaOH + 0,5 ccm H,0), zeigte sofort nach
der Zubereitung

eine Wasserstoffionenkonzentration von . . . 107937
Nach 18stiindigem Stehenlassen bei gewdhn-

licher Temperatur war die Konzentration . 10:%%0
Nach weiteren eintiigigem Stehenlassen bei 37°

wurde gefunden . . . . . . . . . .. .. 107 9.06
und nach weiteren zweitdgigem Stehenlassen
bei 37° . . . . ..o 1090

Es ist leicht verstindlich, dal eine Hydrolyse des Proteins
unter Bildung von Amino- und Carboxylgruppen einen Verbrauch
an Natronlauge, also eine Verminderung des Hydroxylionen-
gehalts zur Folge haben muB. Es i3t sich indessen durch die
Formoltitrierung leicht zeigen, dal bei gewohnlicher Temperatur
und im Laufe der kurzen Zeitraume, von welchen hier die Rede
ist, nur ganz minimale Mengen von Peptidbindungen geldst werden,
so daB die Erklirung der eben erwihnten Anderungen der Wasser-
stoffionenkonzentration auf anderen Wegen gesucht werden muB.
Eine eingehendere Erorterung dieser Frage liegt jedoch auBerhalb
des Rahmens dieser Abhandlung; ich hoffe aber, in spdteren Ab-
handlungen Beitriige zum Verstindnis der betreffenden Ver-
héaltnisse, wie auch zur Bestimmung der fiir die proteolytischen
Enzymspaltungen optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen lie-
fern zu konnen.

Anhang.

Das Verhiiltnis der Harnsiure bei der Formoltitrierung.

Obwohl ich das Verhéltnis der Purinderivate bei der Formol-
titrierung nicht systematisch untersucht habe, méchte ich doch
zum SchluB die Titrierung — mit oder ohne Zusatz von Formol —
der wichtigsten Purinverbindung, der Harnsdure, in Kiirze
erwihnen.

Ohne Zusatz von Formol LiBt sich, wie bekannt, die
Harnsdure mit Natronlauge und Phenolphthalein einigermafien
scharf wie eine einbasische Siure titrieren; es gelingt aber nur bei

ol
‘
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Anwendung von grofen Wassermengen, das gebildete Natrium-
urat in Losung zu halten. Noch schlimmer stellt sich die Sache;
wenn Barytlauge fiir die Titrierung verwendet wird. Wird Harn-
sdure in Wasser mit ein wenig Phenolphthalein aufgeschlimmt
und darauf ©/,-Barytlauge zugesetzt, so entfirbt sich die gebildete
rote Losung nur sehr langsam selbst bei gutem Schiitteln, und
selbst wenn die Barytlauge bei weitem nicht in der berechneten
Menge (1 Aquivalent Baryt fiir jedes Mol. Harnsiure) zugesetzt
wird. Wird andererseits ein UberschuB an Barytlauge (z. B.
1'/,mal der berechneten) zugesetzt, dann bleibt die Fliissigkeit
selbstverstindlich stark rot, nach sorgféltigem Schiitteln entfirbt
dieselbe sich aber bei Zusatz von weit weniger Salzsiure als be-
rechnet, wihrend der Niederschlag stets einen rotlichen Ton
behdlt. Nach kurzer Zeit wird auch die Fliissigkeit wieder rot
und kann durch Zusatz von einigen Tropfen Salzsiure entfirbt
werden; diese Operation kann wiederholt werden. Der Grund
hierfiir ist natiirlich erstens der, daBl sowohl die Harnsiure als
auch das Bariumurat schwerloslich sind; dazu kommt aber noch,
daB die Harnsdure, wie bekannt, bei einer geniigend grofBlen
Hydroxylionenkonzentration mehr als ein Aquivalent Barium-
hydroxyd zu neutralisieren vermag, wihrend im Gegenteil das
gebildete bariumreiche, schwerlosliche Bariumurat wieder hydro-
lysiert wird, sobald der Hydroxylionengehalt der obenstehenden
Fliissigkeit durch Zusatz von Salzsiure herabgedriickt wird.
Nach Zusatz von Formol 1la8t sich die Harnséure
glatt und scharf wie eine einbasische Sdure titrieren.
Die Titrierungen werden ganz wie im Anfang dieser Abhandlung
(siehe S. 64) beschrieben, ausgefiihrt; es wird fiir eine Harnsédure-
menge von 0,3—0,6 g 20 ccm Wasser und die gewdhnlichen
Formol- und Indicatormengen, wie auch eine” entsprechende
Kontrollssung verwendet. Bei Anwendung von dem gew&hnlichen
schwachen UberschuB an Natronlauge 16st sich die Harnsiure
vollstindig durch Schiitteln im Laufe von ein paar Minuten,
und die Riicktitrierung geht tadellos vonstatten, indem der Um-
schlag ebenso scharf wie der der Kontrollosung ist, ganz gleich-
giiltig ob Phenol- oder Thymolphthalein als Indicator benutzt
wird. Bei Anwendung von 1/.-Barytlauge 16st sich die Harnsdure
weit schwieriger; bei der Phenolphthaleintitrierung, wo kein
Alkohol benutzt wird, geht die Harnsiiure jedoch nach wieder-
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holtem Schiitteln im Laufe von 10—15 Minuten so gut wie voll-
stindig in Losung, und die Riicktitrierung verlduft dann tadellos
mit einem scharfen und guten Umschlag. Die Thymolphthalein-
titrierung ist bei Anwendung von Barytlauge dagegen nicht zu
empfehlen, weil der anwesende Alkohol das Losen des Barium-
salzes erschwert.
In der folgenden Tabelle XXIX sind die Resultate einiger For-
moltitrierungen von Harnsiure zusammengestellt.

Tabelle XXIX. Formoltitrierung der Harnsdure.

Die ab-— _bie der Harnsdure

gewogene | entsprechende Menge
gx' n*‘ﬁi:;g:;gg?w' Die angewendete Formoltitrierung
menge | berechnet | gefunden

g cem | cem

0,3152 9,37 9,34 |n/.-Natronlauge; Phenolphthaleintitrierung
0,4891 14,54 14,46 bis zu schwach bzw. stark roter Farbe
0,3157 9.39 9,45 n'.-Natronlauge

0,3348 9,95 10,02 Thymolphthaleintitrierung
0,4638 13,79 13,76 , .

03501 | 1041 | 1040 °/v-Barytlange;

Phenolphthaleintitrierung bis zu

0,3866 11,49 11,50 schwach bzw. stark roter Farbe
0,3364 10,00 10,00 ) ’

Herrn A. C. Andersen, der an der Ausfithrung dieser Arbeit
in geschickter Weise teilgenommen hat, statte ich auch an dieser
Stelle meinen besten Dank ab.

Oktober 1907.

..



Quantitative Studien iiber Phagocytose.
Zweite Mitteilung.
EinfluB von Wasserentziehung.

Von
H. J. Hamburger und E. Hekma.

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Groningen.)

(Eingegangen am 14. Oktober 1907.)

Im vorigen Aufsatz!) haben wir den EinfluB von Wasser-
zusatz auf die Phagocytose studiert. Die vorliegende Arbeit
befaBt sich mit der Frage, inwieweit Wasserentziehung die-
selbe beeinflult.

Um den Phagocyten Wasser zu entziehen, lag es nahe, die-
selben der Einwirkung von eingeengtem Serum auszusetzen.
Diese Methode jedoch hat grole Schwierigkeiten, weil mit der
Einengung der im Serum vorhandenen Salzlosung eine Steigerung
des Prozentgehalts an FEiweil einhergeht, und diese veranlalBt
ein so erhebliches Zusammenkleben der Leukocyten, dafl es oft
sehr schwer fillt zu konstatieren, inwieweit jede einzelne Leukocyt
Kohle aufgenommen hat. Es schien also erwiinscht, sich vom
belastigenden EinfluB des Eiweiles zu befreien. Es wire dies
zu erzielen gewesen mittels Filtration des Serums durch ein
Tonfilter, wie es Starling vor einigen Jahren zu einem andern
Zwecke bereits getan hat?). Nachher konnte dann die auf diese
Weise erhaltene eiweillfreie Fliissigkeit eingeengt werden. Wir
konnten aber von diesem etwas umstindlichen und auch einen
hohen Filtrationsdruck (30—40 Atmosphiren) erfordernden Ver-
fahren absehen, nachdem es sich gelegentlich anderer Untersuchun-
gen, iiber die in der folgenden Mitteilung niiher die Rede sein wird,
in ganz unerwarteter Weise herausgestellt hatte, dal} in einer

1) Diese Zeitschr. 3, 88, 1907.
2) Starling. Journ. of Physiol. 24, 317, 1899.
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recinen 0,9 prozentigen Kochsalzlosung die Phagocytose in fast
genau demselben Grade vor sich geht wie im normalen Blutserum.

Dadurch war das Problem sehr vereinfacht, und hatten wir
nurzuuntersuchen,inwieweit Steigerung der Kochsalz-
konzentration den Grad der Phagocytose beeinflufit.

Uber die Einzelheiten der Methode kénnen wir uns kurz fassen.
Nur méchten wir bemerken, dall die Einwirkung konzentrierter
Kochsalzlosung auf die Leukocyten folgenderweise erzielt wurde:
Nachdem auf die in der vorigen Arbeit beschriebene Methode
(1. c. S. 89ff.) eine Suspension von Leukocyten im Serum erhalten
war, wurden gleiche Volumina abgemessen und in Rdéhrchen
vorsichtig zentrifugiert. Dann wurde das klare Serum abgegossen
und durch 3 cem der verschiedenen Salzlésungen ersetzt. Nach
sorgfiltiger Vermischung der Bodensitze mit den SalzlGsungen
wurde wieder zentrifugiert, die klare Losung abgegossen und an
ihrer Reihe von 3 ccm einer neuen NaCl-Lisung ersetzt. Abermals
vermischen, zentrifugieren, die klare Fliissigkeit abheben und
fiir das dritte Mal durch 3 ccm der NaCl-Losung ersetzen, und
man hatte eine Aufschwemmung der Leukocyten in der zu unter-
suchenden Salzlésung, von der man jetzt wohl annehmen konnte,
daB sie keine Serumbestandteile mehr enthielt. Die Hinzufiigung
von Kohle und das weitere Versuchsverfahren erfolgte ganz genau
wie friither (I. c. S. 92ff.) beschrieben wurde.

I. EinfluB hyperisotonischer NaCl-Losungen aut die Phagocytose.

Es wurden aus einer 2prozentigen Kochsalzlgsung folgende
NaCl-Losungen angefertigt: 0,99;, 1,2259,, 1,45%, 1,6569%,
1,725%,, 1,8629,. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der
Yersuchsergebnisse.

Tabelle 1.
Einflul von hyperisotonischen Kochsalzlssungen.
Anzahl der Prozentzahl der
Kochsitung | der ntaruchton | GenkeeTian, weich | Lokcertn, wole
Leukocyten \ haben o haben
09 % r 724 , 9227 ' 31 Y,
1,22 \ 818 56 6,68
1,45 \ 300 | 0 | 0
1,656 l 240 | 0 | 0
1,725 200 \ 0 i 0
1,862 I 180 ' 0 | 0
2 180 l 0 i 0
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Man ersieht, daB bereits durch eine relativ geringe
Steigerung der Kochsalzkonzentration iiber die 0,9-
prozentige hinaus die Prozentzahl der kohlehaltigen
Leukocyten bedeutend abgenommen hat. Durch eine
Steigerung von NaCl 0,99, auf 1,225%, ist die Phagocytose hinab-
gesunken von 319, zu 6,68%,. Bei fortgesetzter Steigerung auf
NaCl 1,459, ist gar keine Phagocytose mehr zu beobachten.

Es wurde jetzt der Versuch wiederholt, jedoch mit der
Abinderung, daB die Konzentrationssteigerung der NaCl-Losungen
weniger rasch vor sich ging.

Tabelle II.
EinfluB von hyperisotonischen Kochsalzlésungen.

Totalanzahl Anzahl der Prozentzahl der
Kochsalzltsung der untersuchten Leukocyten, welche | Leukocyten, welche
Leukocyten Kohle aufgenommen | Kohle aufgenommen
haben haben

0,9 9, 722 250 34,6 9,

0,95 875 - 993 335

1 | 802 i 95 11,84

11 981 105 108

1,2 990 7 0,7

113 200 0 0

14 150 0 0

1,6 150 0 0

Die iiberraschend schnelle Abnahme der Phagocytose, die man
in der ersten Versuchsreihe beobachtet, wird also in der zweiten be-
stitigt. Bereits durch eine Steigerung der Kochsalzkon-
zentrationvon0,9zul9, findet eine ganzerhebliche Ver-
ringerung der Phagocytose statt: Sie sinkt von 34,6%, auf
11,849/, d. i. um 65,79, ; und wie die mikroskopische Beobachtung
lehrt, bezieht sich diese Verringerung nicht nur auf die Zahl der
Leukocyten, welche Kohle aufgenommen haben, sondern sie
kommt auch sehr deutlich zum Ausdruck in der Kohlenmenge,
welche die einzelnen Leukocyten sich bemeistert haben. Diese
Menge ist in einer 1prozentigen NaCl-Losung weit geringer als
in einer 0,9 prozentigen.

In einer 1,2 prozentigen Kochsalzlosung ist die Phagocytose
fast zu Null hinabgedriickt.

Es schien jetzt niitzlich zu untersuchen, ob Zusatz von NaCl
zu dem Serum ebenso eine Verringerung der Phagocytose herbei-
fiihren wiirde, wie die entsprechende NaCl-Losung das gezeigt hatte.
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Es wurden also in Serum gelést: 0,19, 0,29, 0,3%, und 0,49,
NaCl. Die also erhaltenen Fliissigkeiten entsprachen somit
Na(Cl-Losung von (0,9 4+ 0,1 =) 19, 1,19, 1,29, und 1,3%.

Die folgende Tabelle enthilt die Resultate der Versuche mit
kochsalzreichem Serum.

Tabelle IIIL
EinfluB von hyperisotonischem Serum.

dl 100 | Die Losungen der Anzahl | Prozentzahl
P? d cem vorigen Spalte Anzahl der |der Leukocyten, | der Leukocyten,
" sr esferl;;nt entsprechen untersuchten welche Kohle welche Kohle
sin audge s NaCl-Losungen Leukocyten aufgenommen aufgenommen

. worden ] _von hahen haben
0 g NaCl 0,99, 832 208 26 °,"
0,1 " 1 874 184 21,5
0,2 " 1,1 1005 184 i 18,3
0,3 " 1,2 941 76 | 8
0,4 " | 1,3 793 43 5,4

Auch Zugabe von NaCl zu dem Serum fiihrt Abnahme der
Phagocytose herbei. Vergleicht man weiter das Resultat dieser
Versuchsreihe mit dem von Tabelle I, so erhellt aber, daf3 Zugabe
von NaCl zum Serum nicht in so erheblichem Grade Abnahme
der Phagocytose herbeifiihrt, wie das der Fall ist, wenn man sich
die entsprechenden NaCl-Mengen statt zum Serum, zur 0,9 pro-
zentigen NaCl-Losung hinzugesetzt denkt.

Wie ersichtlich, betrigt z. B. im Serum, dem 0,19 NaCl
26 —21,5

26
% 100 = 17,3%,, withrend Hinzufiigung von 0,19 NaCl zu NaCl

hinzugesetzt worden ist, die Abnahme der Phagocytose

1) DaB im normalen Serum der Grad der Phagocytose hier 26°; be-
triigt, in anderen Versuchen mehr und in noch anderen weniger, riihrt daher,
daB bei der Anfertigung der Leukocytenaufschwemmung die prozentische
Phagocytenzahl jedesmal eine andere ist. Teilweise hiingt diese wohl mit
der Kraft und der Zeitdauer des Defibrinierens zusammen, wodurch ver-
schiedenartige Leukocyten zugrunde gehen und nicht immer in genau dem-
selben Verbiltnis. AufBlerdem haben die Leukocyten eine verschiedene
Senkungsgeschwindigkeit, die Phagocyten im allgemeinen die groBte.
Wenn man also ein wenig zu lange wartet mit dem Abheben der Leuko-
cytenaufschwemmung von der Erythrocytenschicht, so hat sich auf dieselbe
ein weiBer Belag abgesetzt, der hauptsichlich aus Phagocyten besteht
und schwer zu entfernen ist. Die obenstehende Suspension enthilt dann
eine relativ geringe Menge Phagocyten.
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0,99, eine Abnahme von 659, herbeifithrte. Im Serum, dem
0,3% NaCl hinzugesetzt worden ist, und das also etwa einer
1,2 prozentigen NaCl-Losung entspricht, betrigt die Phagocytose
89;, wihrend in einer 1,2prozentigen NaCl-Losung selbst die
Phagocytose nur 0,79, betrigt.

Es mogen hier behufs derselben Frage noch zwei Versuchs-
reihen folgen: Die eine Versuchsreihe wurde mit reinen Kochsalz-
losungen, die zweite mit den entsprechenden Serum-NaCl-Ge-
mischen ausgefiihrt. Es wurde aber fiir die beiden Versuchs-
reihen nicht dasselbe Blut gebraucht. Es geht das nicht, weil jede
Versuchsreihe zuviel Zeit in Anspruch nimmt.

Tabelle IV.

Einfluf von hyperisotonischen Kochsalzlosungen.

', Anzahl der Prozentgehalt
; Anzahl der unter- | Leukocyten, welche| der Leukocyten,
Kochsalzldsungen lsuchten Leukocyten | Kohle aufgenommen | welche Kohle auf-
o o ] haben nommen haben
0,9 % 650 ‘ 498 | 65,89,
1,2 633 ’ 206 | 32,6
1,3 l 623 | 145 23.3
1,4 &40 | 19 2,2
1.5 | 200 \ 0 0
Tabelle V.
EinfluB von hyperisotonischem Serum.
In 100 ccm Die Ldsungen Anzahl der | Prozentzahl
Prerdes el:u m der vorigen Anzahl der Leukocyten, der Leukocyten,
. ; ef lost Spalte ent- untersuchten welche Kohle welche Kohle
Sin¢ au dge 3 i sprechen NaC(l- Leukocyten aufgenommen aufgenommen
. worden | Losungen von haben haben
0 g NaCl 1 0,9 %, 595 294 50
0,3 " 1,2 616 166 21
0,4 - 1 1,3 790 172 22
05 . | 14 694 102 14,7
0.6 - ‘ 1,5 5
0,7 - | 1,6 2
0,8 “ i 1,7 0

Vergleicht man die beiden Tabellen IV und V, so stellt sich

heraus, daB, wenn es sich um reine NaCl-Losungen handelt (Tab.IV)
die Zunahme des osmotischen Drucks eine bedeutendere Ver-
ringerung des phagocytiiren Vermogens herbeifiihrt, wie wenn es
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sich um mit der entsprechenden Salzmenge bereichertes Serum
handelt (Tab. V). So z. B. hat das phagocytire Vermogen in

. . . 65,8 — 32,6
einer 1,2 prozentigen NaCl-Losung um - TR X 100=50,5%

’
abgenommen, wihrend im Serum desselben osmotischen Drucks

50
das phagocytire Vermégen nur um 0 = 46 9, abgenommen
hat. In der 1,3 prozentigen NaCl-Losung betrigt die Abnahme

65,8 — 23,3 )
————— x 100 = 64,6 9%, in dem entsprechenden mit NaCl

65,8 50 — 22
berechneten Serum . X 100 = 56 9%,.

Nun koénnte man gegen diese SchluBfolgerung einwenden,
daB der osmotische Druck von Serum, von dem auf 100 ccm
0,4 g NaCl hinzugesetzt worden ist, weniger betrigt als der
osmotische Druck einer 0,9 + 0,4 (= 1,3) prozentigen NaCl-Losung.

Haben ja die Untersuchungen von Bugarszky und Tangl?)
gelehrt, da8 die Nicht-Elektrolyten des Serums die Dissoziation
von dessen Elektrolyten bedeutend herabsetzen.

Andererseits aber haben Bugarszky und Liebermann?)
gefunden, daB EiereiweiB, einer wisserigen Salzlosung zugesetzt,
den Gefrierpunkt genau um so viel erniedrigt, wie es dies, seiner
eigenen osmotischen Konzentration entsprechend, in einer salz-
freien wisserigen Losung bewirken wiirde; daB es somit auf die
osmotische Konzentration des betreffenden Salzes keinen Ein--
flul ausiibt.

Auch die jiingsten Untersuchungen von Latkowski3) mit
Gemischen von Eiereiwei und Salz und von Serumeiweill mit
Salz fithren zu letzterer SchluBfolgerung.

Man wiirde also geneigt sein, die Ansicht von Bugarszky
und Tangl, an die der eine von uns sich friither4) auch auf Grund
der Meinung von Arrhenius und auf Grund eigener Forschungen
iiber die Beeintrichtigung, welche die Anwesenheit von Harnstoff

1) Bugarszky und Tangl, Pfliigers Archiv f. Physiol. 72, 531, 1898,

2) Bugarszky und Liebermann, Pfligers Archiv f. Physiol. 72,
51, 1898.

3) Latkowski, Bulletin de I’Académie des sciences de Cracovie.
Mai 1906.

4) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 475.
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in Salzlosungen auf deren Gefrierpunkt ausiibt, angeschlossen
hatte, in Abrede zu stellen, um so mehr, weil deren Resultate
auf indirektem Wege abgeleitet wurden.

Mit Riicksicht auf diesen Widerspruch haben wir auf anderem
Wege den osmotischen Druck von Serum, Serum + 0,19, NaCl,
Serum + 0,29, NaCl und Serum + 0,3%, NaCl mit dem osmotischen
Druck von NaCl 0,99, 1%, 1,19 und 1,29, verglichen, und zwar
mittels des Volums, das diese Losungen derselben Menge an roten
Blutkorperchen erteilen. Zu diesem Zweck wurde in die Trichter-
réhrchen (0,04 cem)?) je 2 cem der genannten Losungen pipettiert
und diese mit je 0,08 ccm Pferdeblut versetzt. Nachdem die
durcheinandergeschiittelten Gemische eine halbe Stunde sich
selbst iiberlassen gewesen waren, wurden sie zum konstanten
Volum zentrifugiert und die Volumina der Sedimente abgelesen.

Volumen des Sedimentes Volumen des Sedimentes

in Serum 89

|
|
| in NaCl 0.9%, 90
»  » =019 NaCl 85 . n 09 +0,1% NaCl 86
. . 02 . 81,2 . 5 09 402 , 805
. +03 ., B |, , 09 403 ,
. +04 ., B | . 09 404 . T2

"

” "

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dafl Hinzufiigung von
NaCl zum Serum eine geringere Volumsabnahme der Blut-
korperchen herbeifiihrt als Hinzufiigung der gleichen NaCl-Menge
zu der 0,9 prozentigen Kochsalzlosung. Aber die Unterschiede
sind doch nicht so groB, daB sie fiir die Differenzen im phago-
cytiren Vermogen, welche bei Vergleichung von Tabellen II
und III zum Ausdruck kommen, verantwortlich gemacht werden

diirfen; wohl diirfte das der Fall sein fiir die Differenzen zwischen
Tabelle IV und V.

II. Kann das durch hyperisotonische Liosungen herabgesetzte
phagocytire Vermigen wieder hergestellt werden?

Um diese Frage zu beantworten, wurden die Leukocyten,
nachdem dieselben verschiedenen hyperisotonischen Losungen
ausgesetzt gewesen waren, in eine 0,9prozentige NaCl-Losung
zuriickgebracht.

1) Hamburger, diese Zeitschr. 1, 263, 1906.
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Zunichst wurden als hyperisotonische Losungen Kochsalz-
solutionen von 19, 1,19, 1,29, 1,3%, 1,4% und 1,59, ge-
nommen. Darin verblieben die Leukocyten eine halbe Stunde,
um dann in NaCl 0,99, hiniibergebracht, ausgewaschen und
untersucht zu werden.

Zur Kontrolle wurde daneben der Grad der Phagocytose,
eines Teils der urspriinglichen Aufschwemmung ermittelt, welche
nur mit NaCl 0,99, behandelt worden war, und zwar gleichzeitig
ausgewaschen und zentrifugiert wie diejenigen Teile der Auf-
schwemmung, die dem Einflusse der genannten NaCl-Losungen
ausgesetzt gewesen waren. Es wurde auf diese Weise verfahren,
um den etwaigen EinfluB des Auswaschens und des Zentrifugierens
bei dem Vergleich zu eliminieren.

Tabelle VI.
Wiederherstellung des phagocytiren Vermigens.

O 71:o—zentz a{l c;r Leukocyten, welche Kohle auf-
genommen haben
Kochsalzlisungen | p.o Phagocyten liegen in der in Nach Zurtckbringung in
der vorigen Spalte angewi d
Tone IgngﬁLﬁsunz wiesenan NaCl 09 %
0,9 %, g—gg X 100 = 44,7%,
10 égg X 100 = 30,9 33,‘2?_2 X 100 =42 9,
M 0 X 100=232 o X 100 =374
1,2 ()5343 X 100 = 85 %g—é % 100 = 36
205 .
13 Nahezu 0 & X 100 — 32
1,4 =0 %ég X 100 = 28,5
16 =0 2%% X 100 = 27,4

Aus diesen Versuchsresultaten erhellt:

1. Da die aus der lprozentigen NaCl-Lésung
stammendenundalsoinihrem phagocytiren Vermégen
beeintrichtigten Leukocyten nach Zuriickfiihrung in
eine 0,9prozentige NaCl-Lésung das urspriingliche
phagocytire Vermodgen zwar nicht vollstindig, aber
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doch nahezu zuriickgewonnen haben. War doch der
Prozentgehalt der Kohle enthaltenden Phagocyten, welcher durch
Uberbringung aus 0,9- in 1prozentige NaCl-Lésung von 44,79,
zu 30,99, abgenommen hatte, nach Zuriickfiilhrung in eine
0,9 prozentige Kochsalzlosung wieder angestiegen zu 429 (statt
zu 44,7%,).

2. Je konzentrierter die Losungen waren, in denen die Leuko-
cyten verweilt hatten, desto groBer war die bleibende Schidigung.

So z. B. stellt sich heraus, daB, nachdem die Leukocyten in
NaCl-Losungen von 1,39%, 1,4% und 1,69, gelegen haben, wo-
durch die Phagocytose vollstindig aufgehoben wurde, dieselbe
nach Zuriickfiilhrung der Leukocyten in NaCl 0,99, die Phago-
cytose sich mehr als zur Hilfte des urspriinglichen Wertes wieder
herstellt.

Die folgende Versuchsreihe bildet eine Wiederholung der
vorigen. Nur sind jetzt noch konzentriertere NaCl-Losungen als
von 1,69, angewandt worden. AuBlerdem haben die betreffenden
NaCl-Losungen nicht wie in der vorigen Versuchsreihe eine halbe
Stunde, sondern zwei Stunden auf die Leukocyten eingewirkt,
bevor sie in die 0,9 prozentige zuriickgebracht wurden.

Tabelle VII.

Prozentzahl der Leukocyten, welche Kohle
aufgenommen haben

Kochsalzlisungen Die Phagocyten liegen in der l

in der vorigen Spalte Nach Transport in NaCl 09 %
angewiesenen NaCl-Lisung |

315
qgo — 43¢
0,9%, 34 X 100 = 439/,
0 (Keine einzige Leukocyte 418 oy o
1.6 hat Kohle aufgenommen) 640 100 =34 %,
- 92
1,7 ' 0 »1“ X 100 = 34,8
! 552
200
] : - = 97
1.5 : 0 790 X 100 =275
‘ 145
« —_— 9
1.9 0 600 X 100 = 24

‘ 155

. =9
2 i 0 673 X 100 =23

Aus diesem Versuche geht hervor, dall nach zweistiindiger
Einwirkung eine 2prozentige NaCl-Losung das vollstiindig ge-
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lihmte phagocytire Vermogen nach Uberfilhrung der Leuko-
cyten in eine 0,9 prozentige Kochsalzlosung noch bei der Hilfte
der Phagocyten zuriickkehrt. Auf die Bedeutung der hier ge-
fundenen Tatsachen fiir die Kenntnis des Einflusses, den hyper-
isotonische Losungen auf die Phagocytose ausiiben, kommen wir
noch zuriick.

Wir wollen erst die Frage beantworten, inwieweit das phago-
cytire Vermdgen der im hyperisotonischen Serum verweilt
habenden Leukocyten nach Zuriickfiihrung derselben in das
normale Serum wieder zuriickkehrt.

Tabelle VIII.

‘Wiederherstellung des phagocytiren Vermigens.

35)nna1es und mit Salz versetztes
Serum, in dem die Leukocyten
1, Stunde verweilten |

Nach Zurtickfithrung in normales Serum
betriigt das phagocytire Vermogen

273

Normales Serum =00 X 100=389 9/,
]
9
100 ccm Serum + 0,2 g NaCl éi%; X 100 == 38,4
226 N
100 ,, n 107 ” 685 X 100 =33
: 170 .
100 " " '*‘ 112 L) 56% X 100 =30
149
5 == =
I(X) " b ) + 17'-) » 713 x I(X) 21
100 2 8 100=14
" »w T " 695 X =
. 57 o
100 ,, " +3 " 590 X100= 9

Diese Versuche zeigen, dal nach einer Steigerung des osmo-
tischen Drucks, welche das Serum zu einer 1,1 prozentiger NaCl-
Losung entsprechenden Fliissigkeit macht, einer Flissigkeit also,
welche nach friiheren Versuchen nach einer halbstiindigen Ein-

: 26 —1 >
wirkung das phagocytire Vermogen um 26 5 68—3x 100 = 29,59,
(vgl. Tab. III) vermindert, diese Herabsetzung nach Zuriick-
bringung der Leukocyten in normales Serum vollstindig wieder
verschwindet.

Einwirkung eines konzentrierteren Serums (isosmotisch mit
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NaCl 1,69, 2,19, 2,4%, 2,99 und 3,99,) fiihrt eine bleibende
Verringerung des phagocytiren Vermogens herbei.

Indessen kommen im normalen oder kranken Leben solche
erhebliche Steigerungen der osmotischen Konzentration des
Serums nicht vor. Eine Steigerung der osmotischen Konzen-
tration des Serums zu NaCl 1,19, welche einer Gefrierpunkts-
erniedrigung von etwa 0,685° entspricht, diirfte wohl zu einer
maximalen gerechnet werden.

Dieses Versuchsergebnis hat eine praktische Bedeutung, ins-
besondere wenn daneben das Ergebnis von Tabelle III in Betracht
gezogen wird. In dieser Tabelle stellt sich heraus, daB bereits
durch Steigerung der osmotischen Konzentration mit einem Wert
von 0,19, NaCl (Gefrierpunktserniedrigung von 0,0056°), eine
Steigerung, welche im normalen Leben téglich vorkommen kann?),
das phagocytire Vermogen in bedeutendem Grade abnimmt.
Aus der Tabelle VIII geht hervor, dal diese Abnahme,
ja selbst eine noch groBere, wieder ausgeglichen wird,
sobald das Serum die normale osmotische Konzentra-
tion wieder erreicht hat.

Es laBt sich hier die weitere Frage anschlieBen, ob die voll-
stindige Wiederherstellung des phagocytidren Vermdgens auch
noch stattfindet, nachdem die Leukocyten mehrere Stunden
mit dem konzentriert gemachten Serum in Beriihrung gewesen
sind. Bei der Beantwortung dieser Frage standen wir aber vor
einer Schwierigkeit. Diese bestand darin, daf auch in vollkommen
normalem Serum das phagocytiire Vermogen allméhlich abnimmt,
am ersten Tage langsam und am zweiten, dritten, vierten Tage
immer schneller.

Unter diesen Umstinden blieb nichts anderes iibrig, als
neben den geplanten Experimenten Parallelversuche anzustellen,
welche bezweckten, die Abnahme der Phagocytose zu ermitteln,
fiir Leukocyten, welche wahrend derselben Zeitperiode im nor-
malen Serum verweilt hatten.

Also wurde folgenderweise experimentiert: Es wurde eine
Suspension von Leukocyten in Serum angefertigt, dem 0,19, NaCl
hinzugefiigt worden war. Dieses Serum besitzt eine Gefrier-

1) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 540ff.: 2,
279 u. 310.
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punkterniedrigung von — 0,62° statt der normalen — 0,56°.
Wie in Tabelle III ausgefiihrt wurde, veranlaBt dieses Serum
26—21,5

— o6 X 100
=179%,. Diese Suspension wurde in drei Teile geteilt. Der erste
Teil wurde zwei Stunden sich selbst iiberlassen, der zweite Teil
17 Stunden und der dritte Teil 41 Stunden. In allen drei Filien
wurden die Leukocyten in normales Serum zuriickgebracht und
dann deren phagocytires Vermogen untersucht. Daneben wurde
dann das phagocytdre Vermogen untersucht von Leukocyten,
welche dieselben Einwirkungen erfahren hatten, jedoch stets mit
normalem Serum. Die folgende Tabelle (IX) wird wohl ohne
weitere Erlduterung deutlich sein.

eine Abnahme des phagocytiren Vermogens von

Tabelle IX.
Zeit, wihrend wel- ' Nach \'ameil;n im nommlenr
cher die Leukocyten ' Nach Zuriickbringen in normales | Serum wiahrend der in der ersten
im Gemisch von Se- | Serum betrigt die Prozentzahl | Spalte angegebenen Zeiten be-
rum + 01 % NaCl- | der kohlehaltigen Leukozyten | trigt die Prozentzahl der kohle-
Lisung verweilten haltigen Leukozyten
226 amo 202 anso
2 Stunden 753 X 100 =307, 662 X 100 = 30,5 %,
164 164
17 » 58—5><100_24 égiXIOO—%
47 43
41 " 5§0X100—8 | 6TO><100—--7

Aus der zweiten Spalte erhellt, daB je linger das hyper-
isotonische Serum auf die Leukocyten eingewirkt hat, desto grofer
die bleibende Abnahme des phagocytiren Vermogens sich zu ge-
stalten scheint. Jedoch lehrt die dritte Spalte, daB im normalen
Serum nach denselben Zeiten ebenfalls eine Abnahme statt-
findet, und zwar ist diese Abnahme von gleicher GroBe.

Hieraus geht hervor, dal auch nach lingerem Verweilen
der Phagocyten in einem hyperisotonischen Serum die Schidigung
oder Lahmung des phagocytiren Vermdgens ebensowenig eine
bleibende ist, mit anderen Worten ebensogut riickgingig gemacht
werden kann wie nach kiirzerem Verweilen (Tabelle VIII).

Der hier erwahnte Versuch bezieht sich auf Leukocyten, die
erst einen Tag, nachdem das Blut entlastet worden war, ver-
arbeitet wurden.

Biochemische Zeitschrift Band VIL 8
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Wir fiihren jetzt noch einen Versuch an, in dem die betreffende.
Zeit viel kiirzer war. Auch sind hier zwei Gemische gepriift
worden, nimlich auBer Serum + 0,19, NaCl auch Serum + 0,29
NaCl. Nur war, wie man ersehen wird, die Leukocytensuspension

hier weniger phagocytenreich wie in Versuch IX.

Tabelle X.
- 1 . .
Zeit, wihrend "Nach Zurfickbringen|NAch vf' wesllen m
welcher die in normales Serum| Formalen Serum
Leukocytenin Phagocytires Ver- ‘betragt das phago-|wabrend der in der
den zu unter-| Flassigkeiten |m0gen nach der 10 cytare Vermédgen, m. ersten Spalte ange-
suchenden Spalte l'angezelgten . W.. die Prozent- gebenen Zeiten, be-
Flussigkeiten Zeitdauer ’ 2ab] der koble- |trigtdieProzentzahi
verweilten haltigen Leukocyten der kohlehaltigen
Leukocyten
Serum + 0. % NaCll 2 %100 =136% | [0 x100=18 % .
708 885 128
18 Stunden % 127 v X 100 = 18,7 %
Serum + 0.2 ~ | &% X 100 = 10 57 X 100 = 16,9
52
Serum +01 ) 2 X 100=95 7%xmo: 9 |
42 Stunden 53 P 618 X100 =128
Serum + 0,2 ” 7E;XIOO= 73 @XIOO= 11

Wie ersichtlich, hat also bei einer 18—42stiindigen Einwirkung
der Zusatz von 0,19, NaCl zum Serum der Phagocytose nicht
geschadet. Die schédliche Wirkung eines groBeren NaCl-Zusatzes
aber, nimlich von 0,29, wird schon bemerkbar.

Man darf also schliefen, daBl bereits ein gering-
fiigiger, innerhalb physiologischer Grenzen tiaglich
vorkommender gesteigerter Zustand der osmotischen
Konzentration des Serums eine nicht unbedeutende
Abnahme des phagocytéiren Vermdgens herbeifiihrt;
dafl aber nach Wiederherstellung des normalen osmoti-
schen Drucks das phagocytdre Vermégen wieder zur
Norm zuriickkehrt, auch wenn der gesteigerte Zustand
einige Stunden angehalten hat.

In der ersten Mitteilung konnten wir Gleiches konstatieren
beziiglich geringfiigiger, innerhalb der physiologischen Grenzen
gich bewegender Abnahmen der osmotischen Konzentration.
Auch diese hatten eine bedeutende Verringerung der Phagocytose
zur Folge, welche sich aber nach Zuriickkehr der Leukocyten in
normales Serum vollstindig wiederherstellte.
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Zusammmentassung.

I. Steigerung der osmotischen Konzentration des
Blutserums macht sich in sehr nachteiliger Weise auf
das phagocytire Vermdgen geltend, und zwar erweist sich
hier die nachteilige Wirkung noch bedeutender, als wenn die
osmotische Konzentration in entsprechendem Grade herabgesetzt
wird.

Bereits Hinzufiigung von 0,19, NaCl zum Serum, eine Zu-
nahme, welche bekanntlich beim normalen Menschen jeden Tag
vorkommen kann, hatte eine Herabsetzung des phagocytiren
Vermogens von 17,39, zur Folge.

Durch Hinzufiigung von 0,49, NaCl wurde eine Verringerung
der Phagocytose von 79,29 herbeigefiihrt, wihrend Zusatz von
0,59, NaCl zum Serum die Phagocytose auf Null reduzierte.
Diese Abnahmen waren jedoch nicht bleibender Natur, denn:

II. Durch Zuriickfithrungderdurch Kochsalzzusatz
innachteiliger Weise beeinfluBten Zelleninihr eigenes
normales Serum kehrte das phagocytére Vermogen
wieder ganz oder teilweise zuriick.

Vollstindig war die Riickkehr, wenn das Serum mit 0,1
bis 0,29, NaCl, teilweise, wenn dasselbe mit mehr NaCl versetzt
worden war. Ja selbst, wenn man 29; NaCl zum Serum hinzu-
gefiigt hatte, ein Zusatz, durch den die Phagocytose ganz auf-
gehoben war, konnte noch eine Wiederherstellung des phago-
cytiren Vermogens zu mehr als der Hilfte des urspriinglichen
wahrgenommen werden (Tab. VIII).

III. Ist also, wie aus den Versuchen iiber den Einflufl der
Steigerung der osmotischen Konzentration (vgl. sub. IT), wie auch
iber den der Herabsetzung (vgl. erste Mitteilung) hervorgeht,
das phagocytire Vermogen in hohem MaBle empfindlich fiir jede
Abénderung der normalen osmotischen Konzentration der Blut-
fliissigkeit, so lehren doch die weiteren Experimente, dal}, sobald
das Blutplasma, insbesondere infolge der Nierentiitigkeit, den
normalen osmotischen Druck zuriickgewonnen hat, auch das
phagocytire Vermogen sich ganz wieder herstellt. Nach diesen
Experimenten zeigt sich die Wiederherstellung selbst noch méglich,
nachdem das anisotonische Serum wihrend 24 Stunden und linger
auf die Leukocyten eingewirkt hat.

B*
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IV. In NaCl-Lésung von 0,99, besitzt das phago-
cytire Vermdgen fast dieselbe GroBe wie im Serum.
Unter dem EinfluB von schwédcheren und stéirkeren
NaCl - Lésungen nimmt dasselbe bedeutend ab, selbst
noch bedeutender als im damit isosmotisch gemachten
Serum.

V. Die sub IV erwiahnten Tatsachen berechtigen
zur SchluBfolgerung, daB die durch Anisotonie des
Serums herbeigefiihrte Abnahme des phagocytiren
Vermdgens griBtenteils dem gednderten Wassergehalt
der Zellen zugeschrieben werden muB.

In der nichsten Mitteilung wird von den andern Faktoren,
welche bei dieser Abnahme eine Rolle spielen, die Rede sein.



Uber Chitin.

Von
Th. R. Offer.

(Aus dem Laboratorium der L. Spiegler-Stiftung, Wien.)

(Eingegangen am 17. Oktober 1907.)

Das Chitin und die Stellung desselben zu seinen Abbaupro-
dukten, dem Chitosan und dem Glucosamin, hilt immer noch das
Interesse der biologischen und physiologisch-chemischen Forschung
wach, denn es ist bisher noch nicht gelungen, einfache Zwischen-
produkte zu erhalten, aus welchen sich ein klares Bild iiber den
Aufbau und die chemische Individualitit des Chitins gewinnen
liefle.

Arakil) gibt fiir das Chitin folgende Formel an:

Cl 8H30N2012

und erklirt den Abbau des Chitins zum Chitosan auf folgende
Weise: Ein Molekiil Chitin geht unter Aufnahme von 2 Mol.
Wasser in Chitosan iiber und verliert hierbei zwei Acetylgruppen.

C,gH;3,N,0,, + 2 H,0=C,H,,N,0,, + 2CH, - COOH .
Durch weitere Abspaltung eines Essigsidureradikals bilden
sich aus dem Chitosan zwei Molekiile Glucosamin:
C,,H,,NOy, + 2H,0 =2 CH;;NO, + CH,- COOH .
Chitosan nannten Arakiund Hoppe - Seyler eine Substanz,
welche beim Behandeln von Chitin mit schmelzendem Kali er-

halten wird als in Essigsiure loslicher, durch Alkalien fillbarer
Korper.

1) Zeitschr. f. physiol. Chem, 20, 498.
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Frinkel und Kelly!) kamen bei ihren Untersuchungen
iiber die Konstitution des Chitins zu der SchluBfolgerung, da8
sowohl das Chitin, als auch das Chitosan keineswegs die von Araki
angenommene einfache Zusammensetzung besitzen, sondern viel-
mehr hoher zusammengesetzte stickstoffhaltige, am Stickstoff
acetylierte Polysaccharide sind, deren Analogie mit den Poly-
sacchariden; Stirke und Glycogen sich auch in der Jodreaktion
kundgibt, welche den tieferen Spaltungsprodukten, den Monosen
und Biosen, fehlt.

Frinkel und Kelly ist es gelungen, durch Einwirkung von
70 prozentiger Schwefelsiure auf reines Chitin folgende Substanzen
darzustellen:

1. Acetyl- Glucosamin — als letztes Spaltungsprodukt —,
eine Verbindung, welche die Acetylgruppe enthielt, was durch
Synthese der Verbindung bewiesen wurde. Daraus ergibt sich,
daB die Grundsubstanz des Chitins ein am Stickstoff acetyliertes
Glucosamin ist;

2. haben die beiden Forscher unter den Spaltungsprodukten
bei der gleichen Hydrolyse ein hoheres Derivat angetroffen,
dessen Analysendurchschnitt mit der Formel:

CldH22N2010
iibereinstimmt, doch gelang eine vollige Reindarstellung damals
nicht. Diese letztere Substanz, welche den Analysenwerten eines
Monoacetyldiglucosamins entspricht und also die elementare Zu-
sammensetzung von Arakis Chitosan hat, zeigte aber im Gegen-
satz zu Arakis Chitosan keine Jodreaktion.

Seit dieser Untersuchung haben sich nur noch von Fiirth
und Russo?) eingehend mit der Chemie des Chitins beschiftigt.

Diesen Forschern ist es gelungen, eine krystallinische Ver-
bindung des amorphen Chitosans, und zwar ,.das chlor- und
bromwasserstoffsaure Chitosan* darzustellen, und es ergibt
sich aus den Analysen dieser Verbindungen, dafl entgegen der
von Araki aufgestellten Chitosanformel:

C,4H,;6N,0,
das Fiirthsche Chitosan je 2 N-Atomen entsprechend etwa
13 C-Atome, 26 H-Atome und 14 O-Atome enthalten diirfte.

1) Monatsh. f. Chem. 23, 123.
2) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 163



Uber Chitin. 119

Das freie Chitosan verindert sich leicht unter Sauerstoffabgabe.
Ferner sprechen von Fiirth und Russo die Ansicht aus, dal}
das Molekiil des Chitosans mindestens zweimal, vielleicht aber
um ein vielfaches gréBer sei, als der GroBenanordnung der Araki-
schen Formel entspricht, was gut mit den frilheren Resultaten
von Frinkel und Kelly, die auf anderem Wege gewonnen
worden waren, iibereinstimmt. Eine weitere Schlulfolgerung
v. Fiirth und Russos geht dahin, daB alle im Chitosanmolekiil
vorhandenen Glucosaminkomplexe acetyliert erscheinen, daB da-
neben noch eine kohlenstoffirmere acetylierte Stickstoffverbindung
im Molekiil vorkomme. Sie erhalten bei ihrer Bestimmung der
Spaltungsprodukte des Chitosanchlorhydrates entsprechend je
1 Stickstoffatom, 1 Molekill Essigsiure (25%,) und 3/, Molekiil
Glucosamin (609;). Bei unserer Untersuchung sind wir durch
Darstellung reiner Substanzen, welche sehr gut stimmende
Elementaranalysen ergaben und von sehr stabilem Charakter
sind, zu einigermaBen anderen Resultaten gelangt, welche einen
weiteren Schritt zur Erklirung des Aufbaues des Chitins durch
Aufklirung der Zwischenstufen des Abbaues bedeuten.

Experimenteller Teil.

Zu unseren Versuchen bedienten wir uns eines auf folgende
Weise gereinigten Chitins: Die Hummernpanzer wurden von den
sichtbar anhaftenden Fleischresten mechanisch gereinigt und
diese gereinigten Stiicke in verdiinnte Salzsiure fiir mehrere Tage
eingelegt. Die Salzsiure wurde immer wieder erneuert, solange
sich noch Aufbrausen zeigte. Hierauf wurden die nun weich
gewordenen Schalen in stromendes Wasser gegeben, um allen
anhaftenden Gips zu entfernen. Dieses Reinigungsverfahren in
flieBendem Wasser dauerte einige Tage, dann wurden die Schalen
mit verdiinnter 10 prozentiger Kalilauge, welche 6fters gewechselt
wurde, ausgekocht. Die Kalilauge wurde durch 6fteres Auswissern
moglichst entfernt und die nun fast farblosen, eiweilfreien
Schalen wurden ausgepreBt und neuerdings in verdiinnte Salz-
siure gelegt. Um den letzten Rest des Farbstoffes zu entfernen,
wurden die ausgepreBten Schalen mit einer verdiinnten Perman-
ganatiosung behandelt und mit einer verdiinnten Losung von
Natriumbisulfit manganfrei gewaschen, dann ausgepre8t und mit
destilliertem Wasser unter hdufigem Wechseln desselben so lange
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gewaschen, bis eine Probe abgedampft keinen Riickstand mehr
zeigte. Die so gereinigten Hummern schalen waren blendend weiB3,
gaben keine EiweiBreaktion mehr. Ihr Aschegehalt war sehr gering.

Fiir die Analysen wurde das so vorbehandelte Rohchitin
noch weiter mit siedendem destillierten Wasser nach dem Zer-
kleinern ausgelaugt, dann mit verdiinntem und absolutem Alkohol
siedend heiB und mit warmem Ather erschépft.

Elementaranalyse des reinen Chitins.
1. 0,3595 g gaben 0,0011 g feuerbestdndige Asche, entsprechend
0,39, Asche,
0,1854¢g ,, 0,3082g CO,, entsprechend 45,349, C,
0,1163 g H,0 ” 6,979, H.
0,1586 g gaben 10,11 ccem N bei t = 20,1°, b =759,
entsprechend 7,279, N.

II. 0,2076 g gaben 0,3461 g CO,, entsprechend 45,479 C,
0,1279 g H,O, ’ 6,869, H.
0,2019 g gaben 12,65 cecm N bei t = 20,7° und b = 758,5,
entsprechend 7,139, N.

Auf aschefrele Substanz berechnet:

L II. Mittel
C 4547 9 45,609, 45,539,
H 69 9 6,869, 6,929

N 7,29 9, 7,16%, 7,22%,

40 g dieses gereinigten Chitins wurden zerkleinert in 200 ccm
einer 70 prozentigen Schwefelsiure in der Kéilte eingetragen und
an einem kiihlen Orte 24 Stunden stehen gelassen. Nach 24 Stun-
den war fast die ganze Menge des Chitins in Losung gegangen
und die Fliissigkeit nur schwach gelb gefirbt. Die schwefelsaure
Losung wurde durch Glaswolle von der ungeldst gebliebenen
Substanz abfiltriert und das Filtrat mit der vierfachen Menge
reinen Methylalkohols unter Kiihlung versetzt.

Es entsteht ein voluminéser weiBler Niederschlag, welcher
sich ziemlich rasch absetzt. Der Niederschlag wurde auf dem
Saugfilter abfiltriert und 6fters mit reinem Methylalkohol durch-
gewaschen. Zum Schlusse wurde mit Ather gewaschen und der
Niederschlag im Vakuum getrocknet.
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Bei dieser Darstellung zeigte es sich, daB der Niederschlag
noch eine betrachtliche Menge Schwefelsiure zuriickhielt, weshalb
er 8o lange mit heiBem Wasser ausgekocht wurde, als noch eine
dekantierte Probe mit Chlorbarium und Salzséure einen Nieder-
schlag gab. Es gelang nach ofterer Wiederholung dieser Prozedur,
die Substanz von der Schwefelsiure zu befreien.

Die so gereinigte Substanz wurde wieder auf einem Saug-
filter gesammelt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im
Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet.

Polymeres Acetyldiglucosamin.

Die Substanz hat folgende Eigenschaften: Sie ist in Wasscr
und verdiinnten Sduren und Alkalien unloslich, ferner unloslich in
Alkohol und Ather, sowohl in der Kilte als auch in der Wiarme; in
konzentrierter Schwefelsidure ist sie 16slich. Sie ist amorph. Mit
Jodkalium farbt sie sich leicht rétlichbraun an, auf Zusatz von
konzentrierter Schwefelsidure tritt eine mehr rotviolette Farbung
ein. Die Substanz reduziert weder Fehlingsche Ldsung, noch
ammoniakalische Silberlosung; mit Phenylhydrazin reagiert sie
nicht.

Die Elementaranalyse der bei 105° C getrockneten Substanz
ergab folgende Zahlen:

0,2068 g gaben 0,3394 g CO,, entsprechend 44,76°;, C,

0,1259 ¢ H,0, v 6,819 H,

0,2121 g gaben 13,53 cem N bei t = 22,7°; b = 759,

entsprechend 7,349 N,
0,1860 g gaben 0,3096 g CO,, entsprechend 44,369, C,
0,1161 H,0, v 6,989 H,
0,1570 g gaben 9,79 ccm N bei t = 20,9°, b = 757,6,
entsprechend 7,259, X.

Berechnet in °; gefunden
fiir n{C, H,,N,0,,) 1. I1.
C 43,98 44,76 14,36
H 6,80 6,81 6.98
N 7,32 7,34 7,25

Wihrend die Wasserstoff- und Stickstoffwerte dieser Sub-
stanzen mit der Theorie sehr gut iibereinstimmen, haben wir
den Kohlenstoffwert im Durchschnitt um 0,59, hoher gefunden;
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wir sprechen diese Substanz deshalb als polymeres Acetyldiglu-
cosamin an, weil wir — wie im folgenden beschrieben — das
Acetyldiglucosamin selbst unter den weiteren Spaltungsprodukten
gefunden und rein zur Analyse gebracht, und weil die eben_be-
schriebene Substanz, wie alle Polysaccharide und das Chitin
selbst, eine charakteristische Jodreaktion gibt, die den Monosen
und Biosen bekanntlich fehlt.

Das Filtrat nach der Fillung mit Methylalkohol wurde hier-
auf in édhnlicher Weise verarbeitet, wie seinerzeit Friankel und
Kelly angegeben (1. c.).

Es wurde zuniichst so lange feingepulvertes Atzabryt zugesetzt,
bis die Losung nur mehr schwach blaue Reaktion auf Kongo-
papier gab. Der Rest der Sdure wurde durch Eintragen von ge-
pulvertem kohlensauren Barium gebunden.

Da sich das schwefelsaure Barium in der methylalkoholischen
Losung nicht abschied und auch nicht abfiltrieren lieB!), wurde
die Fliissigkeit samt Niederschlag in einen Rundkolben gebracht
und der Methylalkohol im Vakuum abdestilliert. Der zuriick-
bleibende Brei wurde mit heilem Wasser versetzt und stehen ge-
lassen, worauf sich das Bariumsulfat absetzte. In das Filtrat wurde
Kohlensidure eingeleitet, und von dem sich bildenden Nieder-
schlage wurde wieder abfiltriert. Eine Probe dieses Filtrates
gab auf Zusatz von Schwefelsiure noch immer einen Nieder-
schlag von Bariumsulfat, weshalb nach dem Einengen der
Fliissigkeit im Vakuum auf ein Drittel des Volumens kohlensaures
Ammon zugesetzt und die Fliissigkeit gerade bis zum Aufkochen
erhitzt wurde (Frinkel und Kelly), wobei sich der noch geloste
Rest des Bariums abschied. Das klare Filtrat hiervon, welches
nun frei von Barium (und auch Calcium?)) war, wurde mit der
vierfachen Menge Methylalkohol versetzt. Es fillt eine Substanz
in sehr geringer Menge, welche zur weiteren Untersuchung nicht
ausreichte. Das Filtrat von dem Niederschlage wurde mit dem
halben Volumen Methylalkohol versetzt, wobei neuerlich eine
Fillung entstand, von welcher wieder abfiltriert wurde.

1) Vgl. C. Neuberg und E. Neimann, Diese Zeitschr. 1, 166, 1906.

2) Es ist sehr schwer, aus Chitin den stets darin enthaltenen Gips
villig zu entfernen, und nur durch wiederholtes Auskochen mit viel desti-
liertem Wasser gelingt dieses.
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Auch dieser Vorgang ergab nur eine geringe Fillung. Nun
wurde so lange Athylalkohol zugesetzt, bis das zugesetzte Quan-
tum die Menge der methylalkoholischen Lésung erreicht hatte, also
insgesamt das Volumen des zugesetzten absoluten Alkohols gleich
der methylalkoholischen Losung war. Es fiel nun eine gréBere
Menge einer Substanz, welche einer weiteren Untersuchung
unterworfen wurde.

Monoacetyldiglucosamin.

Die Substanz l6st sich leicht in kaltem Wasser, wenig in
warmem Weingeist, fast gar nicht in absolutem Methylalkohol,
weder in der Kilte, noch in der Warme. Die frische Fillung,
welche mehrmals mit Alkohol und Ather auf dem Filter gewaschen,
dann im Vakuum getrocknet wurde, reduzierte wenig kriftig
Fehlingsche Losung. Da der Verdacht bestand, daB diese
Reduktion durch eine anhaftende Verunreinigung bewirkt sei,
wurde folgendes Reinigungsverfahren eingeschlagen haben:

Die Substanz wurde in wenig kaltem Wasser gel6st und
hierauf mit so viel absolutem Methylalkohol versetzt, als noch
Fallung auftrat. Die Fiallung wurde nach dem Dekantieren des
iiber ihr befindlichen Alkohols mit neuem absoluten Methyl-
alkohol ausgekocht und hierauf auf einem Filter gesammelt, mit
Methylalkohol und zum Schlusse mit Ather gewaschen. Dann
wurde sie im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet.

Eine neuerlich angestelite Reduktionsprobe fiel vollig negativ
aus. Diese Substanz ist anscheinend identisch mit der von Frin-
kel und Kelly seinerzeit gefundenen, aber nicht nédher be-
schriebenen, welche schon diese Forscher als Monoacetyldiglu-
cosamin angesprochen.

Die so gereinigte, bei 105° getrocknete Substanz ergab bei
der Elementaranalyse folgende Zahlen:

0,1879 g gaben 0,3046 g CO,, entsprechend 44,219, C,
0,1141 g H,0, ” 6,809 H,

0,1580 g gaben 10,2 ccm N bei t = 20,0, b =1756,1,
entsprechend 7,489 N,

0,1881¢g ,, 0,3039 g CO,, entsprechend 44,079, C,
0,1144 g H,0, 6,80% H.
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Berechnet in 9 gefunden

fiir C,,H,N,0,0 = (C,;,H,3N,0,) CH;-0C. I 1I.
C 43,98 44,21 44,07
H 6,80 6,80 6,80

N 7,32 7,48 —

'+ Das Acetyldiglucosamin ist eine schneeweiBe amorphe
Substanz. Die wisserige Losung reduziert nicht und reagiert
nicht mit aromatischen Hydrazinen. Weder die feste Substanz
noch ihre wisserige Losung geben Jodreaktion. In der Capillare
erhitzt, zeigt die Substanz bei 194° C Briaunung und gleichzeitig
Zersetzung. Ein Schmelzen war nicht zu beobachten. Bei der
Bestimmung der optischen Aktivitit mit dem groflen Landolt-
Lippichschen Apparate wurde keine Drehung der Polarisations-
ebene bei Untersuchung einer 0,56 prozentigen Losung im 2 dm-
Rohre beobachtet. Das Vorkommen einer racemischen Ver-
bindung ist um so merkwiirdiger, als bei derselben Reaktion
Acetylmonoglucosamin erhalten wurde, welches, wie Frankel
und Kelly beschreiben, eine Drehung von &, = + 41,86° zeigte.

Als Spaltungsprodukte des Chitins wurde von verschiedenen
Forschern isoliert:

1. Glucosamin (Ledderhose!)). Die Konstitution dieser
Substanz als &-Aminoglucose wurde von E. Fischer und
H. Leuchs?) bewiesen; man hat nach E. Fischer das Glucosamin
zu betrachten als ein Derivat des Traubenzuckers oder der d-Man-
nose, in welcher das in der a-Stellung befindliche Hydroxyl durch
Amid ersetzt ist, sie geben ihm deshalb die Konfigurationsformel

H H OH
! | |

CH,(OH) —C — C—C — CH(NH,) COH .
| | |
OH OH H

»In derselben ist nur die sterische Anordnung der Aminogruppe
an dem «&-Kohlenstoff noch unbestimmt, und fiir die Annahme
der Aldehydgruppe gilt der gleiche Vorbehalt wie bei den Zuckern*
(E. Fischer, 1. ¢.).

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 139.
2) Berl. Ber. 36, 24.
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2. Acetylglucosamin, gefunden von Frankel und
Kelly (l. c.), als Spaltungsprodukt des Chitins und synthetisch
von diesen und von R. Breuer!) aus freiem Glucosamin und
Essigsiureanhydrid in methylalkoholischer Losung dargestellt.

3. Acetyldiglucosamin, unter den Zerfallprodukten des
Chitins unter Einwirkung starker Schwefelsiure in der Kilte
von uns gefunden und in vorliegender Abhandlung beschrieben.

4. Polymeres Acetyldiglucosamin. Ebenfalls in dieser
Abhandlung beschrieben.

5. Chitosan, von Araki (l. ¢.) durch Einwirkung von
schmelzendem Kali auf Chitin gefunden. Araki gibt dem Chitosan
die Formel C,,H,,N,0,,. 3

6. Die krystallisierten Verbindungen des Chitosans
mit Halogenwasserstoffsiuren, welche v. Fiirth und Russo (l. c.)
beschreiben.

Diese letzteren Autoren nehmen, wie oben erwihnt, an, da
im Chitin jedes Molekiil Glucosamin acetyliert ist; ferner nehmen
sie an, daB je zwei Molekiile Glucosamin in der Weise miteinander
verbunden sind, da8 die beiden Aldehydgruppen miteinander
reagiert haben.

! |
CH-NH, CH-NH,
| |

C\—-—*—‘““——/— C
\0/

Gegen diese beiden Annahmen sprechen aber folgende Um-
stinde:

Es ist zu mindest unwahrscheinlich, daB alle Glucosa-
mingruppen im Chitin monoacetyliert sind. Keine von den
bisher dargestellten Substanzen stiitzt diese Annahme; vielmehr
haben wir zwei Substanzen gefunden, das Monoacetyldiglu-
cosamin und dessen Polymeres, welche zeigen, da auf je
zwei Molekiile Glucosamin eine Acetylgruppe kommt.

Somit nehmen wir nach diesen Befundeu als Grundlage des
Chitins das Monoacetyldiglucosamin an, welches, die weiteren
Anschauungen von v. Fiirth und Russo als die richtigen voraus-

1) Berl. Ber. 31, 2193.
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gesetzt, daB namlich die beiden Glucosaminkomponenten durch
die beiden Aldehydgruppen gekuppelt sind, vermége der freien
Aminogruppe alkalisch reagieren miifite. Nun reagieren beide
von uns isolierten Substanzen neutral und sind nur &duBerst
schwache Salzbildner. Es ist daher viel wahrscheinlicher, daB
im Acetyldiglucosamin die eine Aminogruppe durch den Acety!-
rest gedeckt ist, wihrend die zweite Aminogruppe mit
der Aldehydgruppe des nichsten Glucosamins reagiert
hat.

Datfiir spricht auch die schwere Spaltbarkeit des Acetyldiglu-
cosamins, welches sich nur bei Einwirkung konzentrierter Sauren
weiter abbauen liBt, und zwar setzt der Abbau vorerst nicht in
der Abspaltung der Acetylgruppe vom Aminorest, sondern in
der Trennung des Glucosamins vom Acetylglucosamin ein, so
daB ein Glucosamin und ein Acetylglucosamin resultiert, was
durch das Vorkommen eines Monoacetyl-monoglucosamins (Frin-
kel und Kelly) bewiesen erscheint.

DaB das Monoacetyldiglucosamin nicht reduziert, kann er-
klirt werden, indem man annimmt, daB die zweite Aldehyd-
gruppe mit der primir alkoholischen Gruppe der zweiten Glu-
cosaminkomponente reagiert hat, oder dal die Aldehydgruppe
nicht existiert, sondern eine #thylenoxydartige Formel des
Acetyldiglucosamins anzunehmen ist, dhnlich der von Skraup
und Tollens fiir den Traubenzucker supponierten. Auch Erwig
und Koenig haben bei dem Pentaacetat der Glucose diese Er-
scheinung, Verschwinden des Aldehydcharakters, beobachtet, und
der Glucose daher im Pentaacetat eine dthylenoxydartige Formel
gegeben. '

Unsere Elementaranalysen des Chitins sprechen sehr dafiir,
daB das Chitin selbst nichts anderes sei als ein sehr hoch poly-
meres Monoacetyldiglucosamin, ‘denn das Verhiiltnis zwischen C
und N im Chitin laBt nicht die Annahme zu, daf} jedes Glucosamin
acetyliert ist, sondern daB auf je zwei Glucosamine eine Acetyl-
gruppe entfillt. Die Annahme, daB das Chitin eine Acetyl-
acetessigsaure enthilt, erscheint nach unseren analytischen Be-
funden unhaltbar. Es sprechen vielmehr die Verhiltniszahlen
dafiir, daB3 das wirkliche Verhiltnis C : N =17 : 1 resp. 14 : 2 ist,
was dem Verhiltnisse einer monoacetylierten Glutosomin-Biose
entspricht. Der von uns etwas hoher gefundene Wert fiir C ist
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wohl einer geringen Verunreinigung des analysierten Chitins
zuzuschreiben, denn durch die angewendeten Methoden gelingt
es offenbar nicht diese letzten Verunreinigungen zu entfernen,
da das Chitin eine unlésliche Substanz ist.

SchluBfolgerungen.

Auf Grund der von uns dargestellten Substanzen und der
Analysenresultate kommen wir zu folgenden Schliissen:

1. Die Grundlage des Chitins ist das Monoacetyldiglucosamin.
Die Acetylgruppe ist am N gebunden.

II. Das Chitin ist als ein polymeres Monoacetyldiglucosamin
aufzufassen.

II1. Die Bindung der beiden Glucosaminreste beruht einer-
seits auf der Reaktion zwischen Aldehyd und Amin, andererseits
ist der zweite Glucosaminrest in #thylenoxydartiger Bindung
vorhanden.



Uber die Reversibilitiit bakterieller Toxine.!)

Von

Dr. R. Doerr,
k. und k Regimentsarzt.

(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des k. und k. Militar-
sanitdtskomitees Wien.)

(Eingegangen am 18. Oktober 1907.)

In einer vor kurzem erschienenen Mitteilung (5) wurde der
Beweis erbracht, dafl durch die Einwirkung von Siduren auf
Diphtherie- oder Dysenterietoxin ungiftige Modifikationen ent-
stehen, die durch Herstellung der Ausgangsreaktion wieder in
das urspriingliche Gift mit allen seinen biologischen Charakteren
riickverwandelt werden konnen.

Man findet bereits in der dlteren Literatur Angaben iiber diese
Reversibilitit der durch bekannte chemische Agenzien hervor-
gerufenen Verdinderungen bakterieller Toxine. So bewirkten
schon Roux und Yersin (9) durch Ansiuerung von Diphtherie-
giftlosungen mit Milchsdure oder Weinséure fast vollige Ent-
giftung (?) und stellten durch Neutralisierung die Wirksamkeit
zum Teil wieder her. Fermi und Pernossi (10) versuchten
dhnliches beim Tetanospasmin, jedoch ohne Erfolg. Gliicklicher
war Chantemesse (6) mit seinen toxischen Filtraten von Typhus-
bouillonkulturen. Am IX. internationalen KongreB fiir Hygiene
und Demographie fiihrt er gelegentlich der Beschreibung seines
Typhotoxins an: ,,Il suffit d’acidifier avec I’acide tartrique une
dose mortelle pour lui enlever la majeure partie de sa puissance;
celle-ci reparait, si on redonne au milieu par 'addition de soude
sa réaction primitive alcaline.” Ritchie (7) endlich vermengte
Tetanusgiftlosung bei gewohnlicher Zimmertemperatur mit einer

1) Nach einem Vortrag, gehalten am XIV. internat. Kongr. f. Hyg.,
Berlin 1907.
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kleinen Menge Salzsiure. Nach einer bestimmten Zeit injizierte
er die Mischung subcutan einem Meerschweinchen. Das Tier
starb nicht an dem Gifte, wohl aber starb es, wenn die Salzsiiure
vor der Injektion durch Natronlauge neutralisiert wurde. Ritchie
meint, das Tetanusgift wiirde durch die Séure zerstért und durch
den Zusatz der Base wieder hergestellt.

Diese kurzen in verschiedenen Abhandlungen zerstreuten
Angaben hatten von keiner Seite Beachtung gefunden und waren
auch mir unbekannt, als ich die ersten Versuche iiber reversible
Séduremodifikationen (5) anstellte. In den zusammenfassenden
Arbeiten iiber Bakterientoxine war stets die Ansicht vertreten,
daB Siauren, insbesondere solche von hoher Dissoziationskonstante,
das Toxin zerstoren, d. h. derart verindern, daf3 es durch den
Tierversuch nicht mehr nachweisbar erscheint, eine Ansicht, die
mit den gangbaren Anschauungen iiber die groBe Labilitit des
Toxinmolekiils in bestem Einklang stand. Auf die Tatsachen,
welche Roux und Yersin, Chantemesse und Ritchie er-
mittelt, legte man kein Gewicht, ja Behring bezweifelt {iberhaupt
die von Chantemesse mitgeteilten Versuche. Arrhenius (8)
gibt in seiner ,Immunochemie‘ zwar die Richtigkeit der Be-
obachtung von Ritchie zu, meint aber, ,,es sei gar nicht nétig,
einen so wunderbaren Vorgang, wie die Wiederherstellung zer-
storter Toxinmolekiile durch den Zusatz der Base anzunehmen®.
Er gibt vielmehr folgende Erklirung: Die von Ritchie zu-
gesetzten Siuremengen waren nicht geniigend, um das Toxin
in der gegebenen Zeit bei Zimmertemperatur vollig zu zerstoren.
Nach der Injektion wurde jedoch das Toxinsduregemisch rasch
auf die Korpertemperatur (37° C) erhitzt; infolgedessen schritt
der Prozel weiter fort, und zwar nach den Berechnungen von
Arrhenius etwa 200 000 mal rascher als bei 20° C. So wurde
also der noch vorhandene Rest unverinderten Toxins ,,fast augen-
blicklich* zerstort, bevor noch eine todliche Dosis von der Sub-
cutis aus resorbiert werden konnte.

Neutralisiert man jedoch vor der Injektion, so fillt natiirlich
die nachtrigliche Wirkung der Séure auf das Toxin im warmen
Tierk6rper aus und der unzerstorte Giftrest tritt ungehindert
in Aktion.

Diese Erkldrung hat sicher viel Bestechendes an sich und
konnte fiir das Tetanospasmin nach meinen Erfahrungen auch

Biochemische Zeitschrift Band VII. 9
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zutreffen; fiir die Reversionsvorgiange am Diphtherie-, Dysenterie-
und Staphylotoxin reicht sie nicht aus, wie noch spiter gezeigt
werden soll.

Ein Interesse gewann die ganze Frage nach der Reversibilitiit
ungiftiger Derivate, wie sie durch Siaurewirkung aus bakteriellen
Giften erhalten werden konnen, erst wieder in neuerer Zeit durch
die wichtigen Untersuchungen des Kobragiftes, die wir Kyes,
Sachs und Morgenroth (1—4) verdanken. Durch Behandlung
des Kobrahdmolysins mit Salzsiure konnten diese Autoren
einen neuen Korper gewinnen, der thermostabil war, seine Affinitit
zum Antitoxin eingebiiBt hatte, durch tierische Membranen wie
eine krystalloide Substanz diffundierte und die merkwiirdige
Eigenschaft der Reversibilitit besaBl, indem durch Abstumpfen
der Siiure das genuine Hamolysin mit seinen priméren Eigenschaf-
ten restituiert werden konnte. Morgenroth hat auch die Giiltig-
keit des Phdnomens fiir die zweite Komponente des Kobragiftes,
das Neurotoxin, erwiesen und am Crotalusgift durch Salzsiure
das reversible Neurotoxin vom nicht reversiblen Hamorrhagin
abgetrennt. Es ist hier nicht der Ort, auf die prinzipielle Be-
deutung dieser Befunde einzugehen, jedenfalls haben sie, sowie
die Entdeckung der Schlangengiftlecithide dargetan, daB neben
der von Ehrlich ausgearbeiteten Methode der Toxinanalyse
durch Priifung der Giftigkeit und Feststellung der Beziehungen
zum Antitoxin noch ein zweiter Weg Erfolg verspricht: das
Studium der durch verschiedene chemische Eingriffe verinderten
Toxine.

Nachdem nun, wie eingangs erwiihnt, gezeigt werden konnte(5),
daB sich fiir die Reversibilitat des sauren Kobragiftes mehrfache
Analogien bei Toxinen bakteriellen Ursprunges auffinden lassen,
wie Morgenroth und Pane von vornherein richtig vermuteten,
schien es von Interesse, diese Versuche auf andere Bakterien-
gifte auszudehnen und in das Wesen des Prozesses tiefer ein-
zudringen, besonders auch die Beziehungen der sauren und
revertierten Gifte zu ihren Antitoxinen festzustellen.

Diese Untersuchungen hiétten naturgemill eine wesentliche
Vereinfachung erfahren, wenn es gelungen wire, ein reversibles
Bakterienhiimotoxin zu ermitteln und an demselben die Er-
scheinungen in vitro zu studieren nach Art der Experimente von
Kyes, Sachs und Morgenroth mit Kobrahimolysin. Leider
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blieben alle Bemiihungen in dieser Richtung erfolglos. Sowohl
die akuten Hamotoxine gewisser Vibrionen (El-Tor) als auch
das Staphylolysin waren selbst nach kurzer Einwirkung geringer
Konzentrationen von Salzsiure oder Essigsiure nicht mehr
restituierbar, auch nicht nach lingerem Stehen. Es blieb daher
nichts iibrig, als das Tierexperiment heranzuziehen. Auf diesem
Wege konnte nun zunichst die Reversibilitit fiir ein drittes
Toxin demonstriert werden, fiir das

I. Staphylotexin.!)
Eine 10tégige Bouillonkultur von Staphylokokkus ,,wirksam* durch
Reichelkerzen filtriert, totete bei intravendser Injektion von
1,5 ccm Kan. 400, t in 8 Minuten,
1,0 cem Kan. 402, tin 5 Stunden.
1. Versuch.

10,0 Staphylotoxin + 0,1 Acid. hydrochloric. conc., 15 Minuten
bei 20° C:

Kan. 333. 1,5 cem intravends, t nach zwanzig Stunden;

mit konz. Sodalosung neutralisiert, nach weiteren 15 Minuten
injiziert:

Kan. 389. 1,5 cem intravends, t nach fiinf Stunden.

) 2. Versuch.
10,0 Staphylotoxin + 0,1 Acid. hydrochloric., 20 Min. bei 20° C:
Kan. 386. 2,0 ccm intravends, T nach vierzig Stunden;
mit konz. Sodaldsung npeutralisiert, nach zwanzig Stunden
injiziert:

Kan. 153. 2,0 cem, T nach zwanzig Stunden.

Die stirkere Toxizitit der wieder alkalisierten Filtrate ist
unverkennbar; immerhin erfolgte aber der Abbau so rasch (15
bis 20¥), daB die akut toxische Wirkung, wenigstens in den ge-
wahlten Dosen, auch nach Abstumpfung der Sdure ausblieb.
Es wurde deshalb in einer zweiten Versuchsreihe die schwichere
Essigsdure verwendet und trotz 24stiindiger Einwirkungsdauer
ein unzweideutiges Resultat erzielt.

3. Versuch?).
10,0 Staphylotoxin + 0,1 Acid. acetic. conc., 24 Stunden bei Zimmer-
temperatur:

1) R. Kraus und Pribram, Wiener klin. Wochenschr. 1906.

2) Dieser Versuch hat eine gewisse Ahnlichkeit mit den Erfahrungen
Morgenroths am Neurotoxin des Kobragiftes, insofern als hier wie dort
die Siéure das Inkubationsstadium des Giftes verlingert, wihrend Alkali-

9*
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1. Februar. Kan. 375. 2,0 intravenés, tin vier Stunden. Alkalisiert,
10 Minuten spéter injiziert:

Kan. 310. 2,0 ccm intravends, t in 8 Minuten;

Kan. 401. 2,0 ccm intravends, + in 5 Minuten.

Dasselbe ergab eine Wiederholung des Experimentes:

4. Februar. 10,0 Staphylotoxin + 0,1 Acid. acetic. conc. 24 Stunden
bei 20° C:

Kan. 315. 2,0 ccm intravends, T in drei Stunden;

alkalisiert, nach 15 Minuten injiziert:

Kan. 358. 2,0 ccm intravends, ¥ in 4 Minuten.

Lie8 man 19, Essigsiure bei Bruttemperatur einwirken, so
war die saure Losung iiberhaupt unwirksam; nach dem Alkali-
sieren wirkten 2,0 ccm so wie 1 cem des genuinen Giftes.

4. Versuch.

20,0 ccm Staphylotoxin + 0,2 Acid. acetic. conc., 24 Stunden bei 37° C:
4. Februar. Kan. 77. 2,0 ccm intravends. Uberlebt ohne Krankheits-
erscheinungen;

alkalisiert und nach 15 Minuten injiziert:

4. Februar. Kan. 323. 2,0 intravends, tin 3 Stunden; nach 35’ Minuten

injiziert: Kan. 335. 2,0 intravends, t in 4 Stunden.

Wie man sieht, erfolgt die Regeneration des Staphylotoxins
nicht vollstindig, d. h. die Sdure verwandelt nur einen Teil des
Giftes in eine reversible Modifikation, wihrend ein zweiter Anteil
in unbekannte irreversible atoxische Verbindungen iibergefiihrt,
d. h. nach dem iiblichen Ausdrucke ,,zerstort* wird. Wir werden
diesen Verhiltnissen beim Diphtherietoxin wieder begegnen.

II. Versuche mit anderen Toxinen.

Die Experimente mit Tetanusgift, Rauschbrand-,
El-Tor - Toxin milangen simtlich, d. h. es war nicht moglich,
die durch Ansduern verlorene Giftigkeit durch Abstumpfung der
Sdure wieder zum Vorschein zu bringen. Dabei war die an-
gewendete Sdure, sowie ihr Konzentrationsgrad, endlich die
Dauer ihrer Einwirkung und das Intervall zwischen Neutralisation

sieren wieder die frithere kurze Latenzzeit herstellt. Doch ist diese Ahnlich-
keit nur eine éuBerliche, da Morgenroth fand, dafl das saure Kobragift
dieselbe Toxizitit hat wie das primire, was beim essigsauren Staphylotoxin
nicht der Fall ist, da 2 cem so wirken wie 1 cem der nativen Giftlosung
(siche Kaninchen 402).
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und Injektion der neutralisierten Gemische mannigfachen Varia-
tionen unterworfen worden.

Hier scheint also das Toxinmolekiil in der Tat sehr labil
zu sein, indem der Siaurezusatz schon nach kiirzester Zeit den
Abbau zu irreversiblen Produkten, die allerdings noch Toxoid-
charakter besitzen kénnen, zur Folge hat.

III. Nachweis der Reversibilitit.

Bei der Deutung der hier und a. a. O. mitgeteilten Experi-
mente wire zunidchst der Einwand zu beriicksichtigen, den
Arrhenius gegen Ritchie erhoben.

Arrhenius hilt, wie oben erwihnt, die Riickverwandlung
atoxischer Toxinderivate in das primére Gift fiir einen héchst
unwahrscheinlichen Vorgang. .

Diese Ansicht besteht nicht mehr zu Recht; in den Ver-
suchen von Morgenroth am salzsauren Kobrahamolysin und
Neurotoxin handelt es sich sicher um echte Reversionsvorginge, auf
welche die Erklirung von Arrhenius schon deshalb keine An-
wendung finden kann, weil gerade das salzsaure Kobrahimolysin
in hohem Grade thermostabil ist. Ubrigens hat Morgenroth
die Sduretoxingemische vor Anstellung der hamolytischen und
Tierversuche exakt neutralisiert, so daB eine weitere ,,Toxin-
zerstorung® in vitro oder im Organismus a priori ausgeschlossen
war.

In meinen Versuchen wurde dagegen das saure Gift als
solches injiziert. Bei intraventser Applikation kann allerdings
auch in diesem Falle keine nachtrigliche Toxinvernichtung im
Organismus stattfinden, da die iiberschiissige Saure durch das
Blutplasma sofort gebunden wird.

Anders liegen aber die Verhiltnisse bei subcutaner Injektion.
Hier bleibt die Sdure noch lange Zeit in Berithrung mit dem Gift.
Noch nach geraumer Zeit kann man die sauer reagierende Fliissig-
keit aus dem Unterhautzellgewebe auspressen, und es ist zuzu-
geben, daB auf solche Weise die geringere Giftigkeit der sauren
Toxinlésungen vorgetiduscht werden kann. Aus diesem Grunde
wurden auch alle weiteren Experimente mit Diphtherietoxin
nicht mehr subcutan an Meerschweinchen, sondern intravends
an Kaninchen durchgefiihrt.
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Die Siuregemische vor der Injektion zu neutralisieren, ist
nicht ratsam, da die Reversion bei den bakteriellen Giften offenbar
viel rascher eintritt als beim Kobragift, besonders wenn der
geringste UberschuB an Alkali vorhanden ist; bei manchen Toxinen
vollzieht sich die Restitution sogar schon nach wenigen Minuten
(siehe Staphylotoxin).

Es gibt aber noch einen anderen schlagenden Beweis fiir die
Unrichtigkeit der von Arrhenius gegebenen Erklirung. Man
kann die Toxinsduregemische vor der Reaktivierung durch Soda-
zusatz einen Tag und linger im Thermostaten bei 37° C halten,
ohne an den Erscheinungen der Reversibilitit etwas zu &ndern.
Wiren die Berechnungen von Arrhenius richtig, so miifite bei
dieser Temperatur und in dieser Zeit die endgiiltige Zerstorung
des Toxins lingst erfolgt sein. Das ist aber durchaus nicht der Fall:

5. Versuch.

boia| DI [ Toin-+ 2, 50, Sl i

primar | 24h el 57°C | 900 @ iniziert
0.005 | K. 384 + in 5 Tagen |
0,008 |K. 338+ , 3 Tagen
001 [K.3124 , 54h K. 373. Tberlebt
0,02 |K.3394 , 31h Kan. 355. Uberlebt| K. 309 +in 6 Tagen
003 |K.388+ , 40h . 317, |K.321%,4
0,04 |K.3031 , wenigerals24h
005 |K.398%+, , , 24h|K.308+in6Tagen |K.332+in 36h
0,06 K.341+,6 , |K.361+, 30h
0,1 |K.320% inwenigerals24h|K.3784 ,56h K.336%+ ,, 30h
0.2 K.306+,48h |K.374+ , 30h

Ganz #hnlich verhielt sich das Dysenterietoxin gegeniiber
der Einwirkung der Koérpertemperatur:

6. Versuch.

A. Toxin Nepustil. Kan. 331 intravenods 1,0 ccm am 4. Januar, 1 5. friih.
B. 10,0 cem + 0,1 Acid. hydrochlor. conc., 24 Stunden bei 37° C:

Kan. 31. 3,0 ccm am 13. Januar intravenés. Uberlebt.
C. Die saure Fliissigkeit mit Soda alkalisiert, nach 24 Stunden injiziert:
Kan. 398. 2,0 am 14. Januar, t 16. friih.
Kan. 398. 2,0 am 17. Januar, 1 18. friih.
Ubrigens kann man salzsaure Diphtheriegiftlosungen nach
24stiindigem Stehen bei Bruttemperatur auch subcutan in-
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jizieren, ohne daB sich in der Reversibilitit eine wesentliche
Differenz gegeniiber den bei Zimmertemperatur gehaltenen Siure-
toxingemischen zeigt:

7. Versuch.
A, Testtoxin 10,0 + 0,2 Acid. hydrochloric. (295 konzentrierte Salz-
saure!) 24 Stunden bei 37° C:
Meerschw. 240. 0,05 subcut. 7. Mdrz. 11. kleines Infiltrat; iiberlebt.
Mit Soda alkalisiert nach 24 Stunden injiziert:
Meerschw. 131. 0,05 subcut. 8. Mérz, 1 nach 4 Tagen.
B. Dasselbe Toxin mit 2 proz. HCl bei Zimmertemperatur 24 Stunden:
Meerschw. 182. 0,05 subcut. 24. Januar. 27. Infiltrat; iiberlebt.
Alkalisiert und nach 24 Stunden injiziert:
Meerschw. 31. 0,05 subcut. 25. Januar, 1 nach 3 Tagen.

Damit scheint zur Geniige erwiesen, dafl die Erklirung von
Arrhenius fiir die Reversionsvorginge an bakteriellen Toxinen
keine Giiltigkeit hat.

Dagegen konnte eingewendet werden, daB8 die Injektion der
Siure resp. des Alkalis fiir die Toxinwirkung nicht irrelevant ist
und besonders im Bereiche kleiner Dosen Differenzen bedingt,
um so mehr, als sich in der Literatur Angaben finden, denen
zufolge die Toxizitdt intravenos applizierten Diphtheriegiftes von
der Alkalinitit des Blutes abhingt. Doch trifft auch dieser Ein-
wand nicht zu, wie man sich leicht {iberzeugen kann, wenn man
Sdure und Toxin getrennt injiziert:

8. Versuch.

Kan. 316. 2ccm 2 proz. HCl in die rechte Ohrvene, 5 Minuten spiiter
0,01 Diphtherietoxin links am 24. Januar. t 27. friih.
Kan. 386. 2 cem 2 proz. HCI rechts, nach 10 Minuten links intravends
0,05 Diphtherietoxin am 24. Januar. t 25. vormittags.
Selbst das so empfindliche El - Tor - Toxin wird durch die Sidure in
seiner Wirksamkeit nicht beeintriachtigt.

9. Versuch.
El-Tor - Toxin 1,8 ccm intravends. Kan. 1 1 in einer Minute.
Kan. 2, links 2 ccm 2 proz. HCl, rechts nach 5 Minuten 1,8 El-
Tor - Toxin { in einer Minute;
cbenso bleibt die Siaurewirkung aus, wenn man unmittelbar nach dem
Mischen von Sidure und Toxin injiziert (etwa 2—3 Sekunden):
10,0 ccm El-Tor + 0,1 HCl, gemischt, sofort injiziert:

Kan. 3. 1,8 ccm intravends, 1+ in einer Minute.
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Man muB also in der Tat annehmen, daB die Sdure
das Toxin in eine ungiftige Modifikation verwandelt,
die durch Alkalisieren wieder die Eigenschaften des
priméren Giftes gewinnt.

IV. Technik der Versuche.

Uber die Bedingungen, unter welchen sich der Vorgang
vollzieht, 1aBt sich vorldufig nur aussagen, dall im allgemeinen
alle starken Sduren (Salzsiaure, Salpetersiure, Schwefelsiure,
von den organischen Essigsiuren) geeignet sind, das Phénomen
hervorzurufen, daB dagegen schwache Siuren versagen. Uber die
nétige Konzentration konnen bestimmte Angaben schon deshalb
nicht gemacht werden, weil die Giftlosungen Bouillonkultur-
filtrate darstellen, die neben dem enorm verdiinnten Toxin einen
sehr wechselnden Gehalt an basischen, mit der zugesetzten Séure
reagierenden Salzen enthalten!); sicher scheint nur zu sein, daf3
man den primiren stets alkalischen Giftlosungen so viel Siure
hinzufiigen muB, daB die Fliissigkeit auf Lackmus deutlich
sauer reagiert.

10. Versuch.

Je 5 ccm Diphtherietoxin werden mit HCl versetzt und mit Aqu. dest.
auf gleiches Volumen aufgefiillt. Nach 30 Minuten werden je 0,05 cem
injiziert am 4. April.

Zuoesetlbe Salmmre I Toxizitit
0,001 (alkalisch) ’ K. 368
0.005 " X. 337] = T
0.01 K. 392]”' VL4
0,0125 " K. 393
0.025 (sauer) K.340 4+ 12.VL

Um die Reversion zu bewirken, ist freies Alkali notwendig.
Das zeigt sich wohl am deutlichsten im Tierversuch. Injiziert
man die Toxinsiuregemische intravends, so wird die {iberschiissige
Saure durch das Blut sofort gebunden; da aber kein freies Alkali
vorhanden ist, so tritt die Restitution des genuinen Giftes nicht
ein und die Tiere bleiben am Leben. Injiziert man aber Sodalésung

1) Die Versuche mit dialysierten Toxinen sind noch nicht zum Ab.
schlusse gelangt.
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intravents und etwas spiter eine saure, an sich unwirksame
Toxindosis, so ist die Reversion im Tierkérper méglich, das Tier
verendet. Allerdings vollzieht sich der Prozefl begreiflicherweise
nicht so vollstindig wie im Reagensglase.

11. Versuch.

Kan. 376. 0,05 Diphtherietoxin + 2° HCl (24 Stunden bei 37° ()
intravenés am 4. Juni. Uberlebt.

Kan. 357. 0,05 desselben Toxinsiuregemisches nach Alkalisierung
intravenos am 4. Juni. 1 9. Juni.

Kan. 373. 2 ccm einer aufs Finffache verdiinnten konzentrierten Soda-
l6sung rechts intravends, links nach einer Minute 0,05 ccm des-
selben Toxingduregemisches wie Kan. 376 am 4. Juni. 1 10. Juni.

V. Beziehungen zum Antitoxin.

Betrachtet man die oben wiedergegebene Tabelle (5. Versuch),
so ergibt sich zunichst, daB das Toxin nicht vollstindig in die
reversible Modifikation iibergeht, sondern zum Teil erhalten bleibt.
Auch mit saurem Toxin injizierte Tiere sterben, wenn die Dosis
0,05 betrigt. Ferner sieht man, daBl die Reversibilitat nicht voll-
stindig ist, da das Kaninchen 373 mit 0,01 alkalisierten Toxins
iiberlebt. Die Toxizitdt des genuinen Giftes zum sauren wiirde
sich darnach wie 10 :1, zum alkalisierten wie 10 : 2,6 verhalten;
bei anderen Giftlosungen waren die Zahlen etwas anders, doch
immerhin so wenig abweichend, dall man wohl behaupten kann,
daB hochstens 309, des infolge Saurewirkung im Experiment
nicht mehr nachweisbaren Giftes reversibel sind. Damit stimmen
auch die Ergebnisse mit dem Staphylotoxin (4. Versuch). Es
bilden sich also unter dem EinfluB der Siure auch nicht mehr
reversible Substanzen, die moglicherweise in die Gruppe der
Ehrlichschen Toxoide gehdren, bei denen ja nach dem gegen-
wiirtigen Stand unserer Kenntnisse die toxophore Gruppe ebenfalls
irreversibel oder zerstort ist, und die nur durch das Bestehen
der haptophoren Gruppe biologisch nachweisbar erscheinen. Fiir
diese Annahme bietet nun der eigentiimliche Ausfall der Neu-
tralisationsversuche primirer, saurer und revertierter Diphtherie-
giftlosungen mit Antitoxin eine gewisse Stiitze. Nachdem ein
Vorversuch ergeben hatte, daBl das antitoxische Serum die ein-
stiindige Einwirkung von 12, HCl in verdiinnter Losung ohne
jede EinbuBe seines Bindungswertes in vitro vertrigt, wurden
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zunichst je 100 letale Dosen eines bestimmten Diphtherietoxins
mit abgestuften Serumdosen versetzt und nach halbstiindigem
Verweilen im Thermostaten Kaninchen intravends injiziert:

12. Versuch.

Al
0,5 Toxin + 0,0015 Serum. Kan. 330 { in weniger als 20 Stunden.
0.5 , + 0,002 . » 368 1 in 26 Stunden.
05 , + 00025 ,, » 398 t in 25 Stunden.
0,5 ,, + 0,003 v 5 390 T am 2. Tag friih.
05 , + 00035 ,, »s 391 1 am 2. Tag abends.
0.5 ,, + 0,004 ' » 366 T am 3. Tag friih.
0,5 ., + 0,0045 »» 376 1 am 6. Tag friih.
0.5 + 0,005 - . 406 iiberlebt.
B.

Dasselbe Toxin + 29, HCl, 24 Stunden bei 37° C.

0,5 saures Toxin + 0,0003. Kan. 385 t in weniger als 20 Stunden.
(U TN . 0,0006. » 357 t in 25 Stunden.
0s ,»  + 0,001. s 334 t am 2. Tag friih.
05 »  + 0,002, ,» 356 1 am 4. Tag friih.
05, .  + 0,0025. s 347 1 am 4, Tag friih.
05 » + 0,003 » 321 1 am 4. Tag friih.
+
+

+

05, » 0,0035. »s 363 1 am 10. Tag.
0,5 ' 0,0035. » 307 1 am 9. Tag.
(165 J—— . + 0,004. . 042 tberlebt.

C.

Der Rest der sauren Losung wurde mit konzentrierter Sodalbsung
alkalisiert, und zwar 5 cem mit genau 0.5 Sodaldsung.
In 0,55 cem waren jetzt 0,5 der sauren Stammlisung enthalten.

Davon wurde injiziert:

0,53 0,001. Kan. 360 t in 36 Stunden.
0.55 0,0015. »w 400 1 am 2. Tag friih.
0,55 0,002. 5 387 1 am 2. Tag abends.

0.003. s 320 1 am 3. Tag.
0,0035. w399 1 am 9. Tag.
0,004, s 3250 itberlebt.

0,55
0.5

0,23

+
+
+

0,55 + 0,0025. » 304 1 am 4. Tag.
+
+
+

Das zum Versuche verwendete Toxin war das gleiche wie im
5. Versuch. IEs ergeben sich daraus drei Folgerungen:

1. Das saure Gift war etwa zehnmal weniger toxisch als das
genuine. Die neutralisierende Serumdosis betrug aber fiir das
saure Gift 4 mg, fiir dag primére 5 mg pro 100 letale Dosen. Der
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Die Neutralisation mit Antitoxin ergab:
A. Fiir das primire Gift:
0,5 Toxin + 0,003. Kan. 326 ¥ in 30 Stunden.
05 , -+ 0,0035. » 327 1 in 32 Stunden.
0,5 , + 0,004 » 338 1 am 4. Tag.
05 , +00045. , 301 f am 11. Tag.
05 , + 0,005 » 341 iiberlebt.
B. Fiir das saure Gift:
0,5 Toxin + 0,0015. ¥ am 3. Tag.
05 , + 0,002. ¢t am 15. Tag.
0,5 , + 0,0025. 1 am 30. Tag.
05 , + 0,003. Uberlebt.
C. Fiir das alkalisierte Gift:
0,5 Toxin + 0,00156. 1 am 4. Tag.
05 , + 0,002. 1 am 9. Tag.
05 , + 0,0025. 1 am 10. Tag.
0,5 , + 0,003 Uberlebt.

Es spiegeln sich hier dieselben Verhidltnisse wider, wie bei
dem ersten Toxin. (Es sei nur bemerkt, dafl diese Antitoxin-
versuche an Meerschweinchen undurchfiihrbar erscheinen, weil
sie besonders bei den sauren Toxinen und den sauren Toxin-
Antitoxingemischen stets wechselnde Resultate liefern, offenbar
infolge der Verdnderungen, die Gift und Immunkérper nach-
triglich im subcutanen Zellgewebe erleiden. Damit war auch
eine Kontrolle der wiedergegebenen Experimente am Meerschwein-
chen unmoglich.)

VI. Stabilitit der reversiblen Kérper.

Es hat den Anschein, daB die reversiblen Modifikationen ein
Zwischenprodukt in dem Umwandlungsproze8 des Toxins zu
dauernd irreversiblen Produkten darstellen. Dies geht schon
daraus hervor, daB in derselben angesiuerten Giftlosung un-
zersetztes Toxin, reversible Korper und irreversible, aber bindende
Substanzen nebeneinander vorhanden sind. LaBt man ferner
Diphtherietoxin langere Zeit in Beriihrung mit Salzsiure, so wird
die Fliissigkeit nicht nur atoxisch, sondern bleibt es auch nach
dem Alkalisieren.

14. Versuch.
Diphtherictoxin (Dos. let. = 0,005) wird am 28. November mit 2 proz.

HC versetzt, am 16. Junuar, nach 50 Tagen neutralisiert und nach 24 Stun-
den injiziert:
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17. Januar. Kan. 85 0,2, bleibt glatt.
» 22103, ”»

Nach weiteren 3 Tagen:

20. Januar. Kan. 153 0,5, bleibt glatt.
» 80110, »»

Durch lingere Siurewirkung werden also auch die
reversiblen Toxinderivate irreversibel. Das gilt aber nur
fiir das Diphtherietoxin; beim Dysenterietoxin sind diese neuen
Korper auBerordentlich stabil:

15. Versuch.

Dysenterietoxin, am 28. November mit 2 proz. HCl versetzt, am
16. Januar alkalisiert; am 17. Januar Kan. 348 2,0 intravenos. 18. Paresen,
19. 4 (positiver Darmbefund!).

Selbstverstéindlich kann man mit sauren Giftlosungen auch
immunisieren, einerseits wegen ihres Gehaltes an unzersetztem
Toxin, andererseits wegen ihres Reichtums an ungiftigen Haptinen.
Diese Tatsache haben ja schon Bergell, Mayer u. a. fiir das
Tetanustoxin und Typhotoxin bewiesen.

Ob es sich bei der Bildung reversibler Produkte um eine
Salzbildung (Kyes) oder um eine intramolekulare Umlagerung
handelt, die nach Abstumpfung der Sdure durch Katalysatoren-
wirkung wieder riickgingig wird, muBB wohl vorlaufig dahin-
gestellt bleiben. Vielleicht geben weitere Versuche mit dialysierten
oder Trockentoxinen einen Aufschluf.
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Beeinflussung der Autolyse durch anorganische Kolloide.

II1. Mitteilung.
Wirkung von Giften.

Von
Privatdozent Dr. M. Ascoli und stud. med. G. Izar.

(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie der Kgl. Universitit Pavia
[Prof. L. Devoto).)

( Eingegangen am 21. Oktober 1907.)

In einer friiheren Mitteilung!) wurde gezeigt, daB durch Zu-
satz von kolloidalen Metallen die Leberautolyse energisch an-
gefacht wird. Nun wird bekanntlich nach den Untersuchungen
Bredigs?) die katalytische Wirkung des nach seiner elektrischen
Methode hergestellten kolloidalen Platins auf die Zerlegung des
Wasserstoffsuperoxyds durch duBerst geringe Spuren von ,,Giften*,
wie Blausdure, Schwefelwasserstoff usw. erheblich geschwiicht.
Im Hinblick auf die nihere Erforschung des Wirkungsmechanis-
mus der kolloidalen Metalle auf die Autolyse schien es deshalb
angebracht, zuniichst zu priifen, ob in der Beeinflussung durch
die erwiihnten Substanzen ein weiterer Beriihrungspunkt der Wir-
kungen jener kolloidalen Losungen auf die Katalyse des Wasser-
stoffsuperoxyds einerseits und auf die Autodigestion andererseits
hervortriite.

Beziiglich der technischen Einzelheiten verweisen wir auf die
fritheren Mitteilungen. Aus Bequemlichkeitsriicksichten ver-
wendeten wir statt des Platins kolloidale Silberlosungen; dieselben
wurden zuerst mit wechselnden Mengen Wasser und Gift auf
50 cem aufgefiillt und nach 15 Minuten (Zimmertemperatur) zum
Leberbrei hinzugefiigt. Willkommene Hinweise betreffs der zu-

1) Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 4; vgl. auch dicse Zeitschr. 5,
394, 1907.
2) Zeitschr. f. physikal. Chem. 31, 238, 1899; 37, 1, 1901.
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zusetzenden Giftmengen besaflen wir in den Bredigschen An-
gaben, welche sich auch tatsidchlich im allgemeinen als zuver-
lassige Anhaltspunkte herausstellten; je nach dem Ausfalle der
Resultate wurden dann weitere Proben mit stiirkeren resp. ge-
ringeren Verdiinnungen angestellt.

Jedoch konnte es bei dem im Verhaltnis zu den einfachen und
durchsichtigen Versuchsbedingungen Bredigs in unseren Unter-
suchungen viel komplizierteren Sachverhalte und ihrer noch dazu
viel groBeren Umsténdlichkeit, natiirlich nicht in unserer Absicht
liegen, fiir jede Verbindung die Grenzen der Giftigkeit und den
Verlauf der Autolyse bei wachsendem Zusatze durch entsprechende
Versuchsreihen genau zu erforschen; vielmehr strebten wir allein
die prinzipielle Feststellung der Wirksamkeit der gepriiften Sub-
stanzen an und beschrinkten uns deshalb auf die Bestimmung
grober Anndherungswerte ihrer Aktivitat.

Es muBte ferner die Moglichkeit im Auge behalten werden,
ob nicht die herangezogenen Gifte den autolytischen Vorgang
selbst zu hemmen imstande wéren, wissen wir doch, daBl z. B.
die Reaktionsgeschwindigkeit der Blutkatalase (Senter!)) durch
die meisten jener Agentien ebenfalls verringert wird. Was die
Autolyse betrifft, konnten wir in der Literatur keine diesbeziig-
lichen Angaben auffinden, mit Ausnahme einer Bemerkung von
Salkowski?), da Gautier bei Autodigestionsversuchen zur
Vermeidung von Fiulnis sich der Blauséiure mit Erfolg bedient
hat. Wie wir gleich vorwegnehmen wollen, ergaben die zu diesem
Zwecke unternommenen und den Tabellen beigelegten Nullver-
suche, daB fiir die von uns gepriiften Substanzen eine Schadigung
der Autolyse nicht in Betracht kommt.

Folgende Verbindungen wurden in den Bereich unserer Unter-
suchungen gezogen: Blausiure, Quecksilberchlorid, Quecksilber-
cyanid, Jod, Arsenige Sdure, Kohlenoxyd, Salzsiure, Chlor-
ammonium, Salpetersiure, Kaliumchlorat, phosphorige Siure,
Natriumnitrit, Schwefelkohlenstoff, Oxalsiure. Wir gehen nun-
mehr zur Besprechung der aus den folgenden Versuchsprotokollen
sich ergebenden SchluBfolgerungen iiber.

1) Inaug. - Dissert., Leipzig 1903; Zeitschr. f. physikal. Chem. 51,
673, 1905.

2) ,Uber Autolyse in: Die deutsche Klinik am Eingange des
XX. Jahrhunderts.
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M. Ascoli und G. Izar:

Tabelle

LY

Nummer

Versuchs-
dauer in |
Stunden f

Zugesetzte
kolloidale
Losung

in cem

Giftes

Art des

! Verdiinnung

. desselben in

Litern pro
g-Mol.

In 5 ccm Filtrat
nach Koagula-
tion anwesende
N-Menge
in mg

bt

40

40

40

40

72

Ag 20

Ag 20

Ag 20

Ag 20

Nr. IV |

Nr. IV

Nr. IV

|

Nr. IV .

’ 11000000

11000000

11000000
l

| 11000000

|

Tabelle II.

7,14
7,42

Nummer

Versuchs-
dauer
in Stunden

Zugesetzte
kolloidale
Lésung
in ccm

Art des Giftes.
Verdtinnung des-
selben in Litern
10000000 |
pro g-Mol. '

In 5 ccm Filtrat
nach Koagulation
anwesende
N-Menge

—

24

24

24

') Folgende Priparate kolloidalen Silbers wurden benutzt:

Ag .
Ag-

Ag-

Nr. V=

Nr. VI =

Nr.IV = -

S e )

Ag 20
Nr. IV

a

Iogz a

a

log a_

HCN

in mg
{ 4,90
5,32
{ 12,04
12,46
{ 14,98
14,70
{ 11,62
12,04

= 0,0234, Ag-Gehalt = 0,031,
= 0,0149, Ag-Gehalt = 0,0175 %,

log a——g - = 0.0307, Ag-Gehalt = 0,0289 %,
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Tabelle IV.

5 Vv hs-| & tzte Verdiinnung | In 5cem Filtrat
§ | domor in | lkolloidale | Art des | desselben | nach Koaguls
E Lisung Giftes in Litern o ““;’,‘,’;‘;" ©
%z, | Stunden in ccm pro g-Mol. in mg
. _ _ _ _ 7,00

T8
1,62
2| 60 — - _ X
11.90
s | 6o Ag 20 . _ {14}00
Nr. V ] 14.28
i 60 - Hg(ON), 575000 {1
Ag 20 11.20
5| 60 Nev | HsCN) 575000 e
6| 60 — J 1016000 11.08
1
Ag 20 12.04
7| 60 v J 1016000 { 1232
8| 60 — HgCl, 474200 {};(7)2
Ag 20 11,34
9| 60 oy | Hgol 474200 { 1162
Tabelle V.
b tz Verdii: Inb Fil
g Versucl'ls- zkl:ﬁf:ieda.lt: Art des d;sel:::: nilgl g“ﬁc?“:!‘ﬁ:?
dauer in s tion anwesende
E Lasung Giftes Litern pro N-Menge
7z | Stunden in cem g-Mol. in mg
o _ _ _ 9.52
10,08
1414
2| 96 — — — ,
1470
Ag 20 99,26
3| 96 — — '
Nr. V 29,54
Ag 20 18,0
4| 96 . v | HgCN), | 5750000 183
5| 96 — Hg(CN), | 5750000 1%
b}
Ag 20 10,08
6| 96 2 v | Heom, 130000 1036
7] 9 - Hg(ON,) 130000 T
Ag 20 14,40
8| 96 2 v Ho 948400 1454
o| 96 — HgOl, 948400 13,58
)
Ag 20 14,84

10| 9 v | Heoy 129680 1512

1| 9 — HgCl, 120680 I
Ag 20 " 13.86

" 1414

13 96 — CcO Sittig 14,84
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Tabelle VI.
L Zugesetzte Verdiinnung | In 5 com Filtrat
B Versucl'm- kolloidale Art des desselben nach Koaguls-
g | dauer in Lés Giftes in Litern tion anwesende
. | Stunden osung N-Menge
in cem pro g-Mol. in mg
1| = _ _ _ { 4,90
5,32
_ _ _ 17,78
2| 110 {17’08
Ag 20 24,78
3 1o Nr.V - - { 95,76
s 110 — HCN | 10000000 { if‘l‘gg
. 19.32
51 110 Ag 20 HCN | 10000000 {19‘88
18,06
6! 110 J 5 080 000 { 1764
16,38
11 110 Ag 2 J 5 080 000 { 16,80
18,06
8| 110 — HgCl, 3 140 000 {18‘48
17,50
91 110 Ag 2 HgCl, 3 140900 { 1708
18,06
0] 110 - HCl 3650 {17‘64
16,66
1| 110 Ag 20 HC 3 650 { 16.80
17,92
12 110 - C,0,H, 1200 { 1750
13 110 Ag 20 | CO,H, 1200 | {10
14,14
R - As0s 600 { 14,70
14,28
15| 110 Ag 20 As,0, 600 { 1358
6,30
16| 110 — H,PO, 50 { Py
7,28
17| 110 Ag 2 H,PO, 50 { 612
4,62
18] 110 - NNaO, 2% { 504
i 448
19| 110 Ag 20 NN20, 2 { 504
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Den Tabellen entnehmen wir, daf die gepriiften Ver-
bindungen, mit wenigen Ausnahmen, die Fihigkeit
besitzen, die beschleunigende Wirkung elektrisch her-
gestellten kolloidalen Silbers auf die Leberautolyse in
verschiedenem MaBe herabzusetzen, bezw. aufzuheben,
ahnlich wie die Katalyse des Wasserstoffsuperoxyds durch Pla-
tinsol oder Hamase.

Eine weitere Wirkungsanalogie, welche speziell die Blausdure
betrifft, gibt sich in der von Bredig als Erholung von der
Giftwirkung bezeichneten Erscheinung kund. Schon Schén-
heim?!) und Jacobsohn?) hatten bei einer Reihe von Fermenten
beobachtet, daB ihre durch Spuren von Blausidure zum Schwinden
gebrachte katalytische Wirksamkeit auf Wasserstoffsuperoxyd
nach einem gewissen Zeitverlaufe wieder zutage tritt; demselben
Befunde begegnete Bredig beim Studium der Lihmung der
Platinkatalyse.

Die Einsicht in Tabellen I, II, VI lehrt nun, daB auch die
durch Blausiure aufgehobene Beschleunigung der Leberautolyse
bei Zusatz kolloidalen Silbers nach einiger Zeit (iiber 48 Stunden)
wieder einsetzt. Auch hier ist also die Lihmung keine dauernde;
die aktivierende Wirkung des kolloidalen Silbers er-
weist sich als erholungsfihig und ihrer Lihmung folgt tat-
sichlich auch die Erholung. In einem Punkte, nimlich in den
zeitlichen Verhdltnissen weichen jedoch die besprochenen Er-
holungserscheinungen untereinander ab; bei gleicher Blausdure-
konzentration nimmt das Wiederauftreten der Autolysebeschleuni-
gung erheblich lingere Zeit in Anspruch, als jenes der Zersetzung
des Wasserstoffsuperoxyds.

Abgesehen von dem Umstande, da3 unsere Untersuchungen
sich abweichend von Bredig und Senter auf kolloidales Silber
statt Platin erstrecken, wire schon in Anbetracht der aus den
friither auseinandergesetzten Griinden nur annéhernd erfolgten
quantitativen Bestimmung der Giftwirkung eine vergleichende
tabellarische Gegeniiberstellung derselben und der exakten Zahlen
Bredigs fiir die Hemmung der Platinkatalyse des Wasserstoff-
superoxyds sowie der entsprechenden von Senter fiir die Himase
erhobenen unzuldssig. Jedoch kommt schon in unseren grob-

1)2) Zitiert nach Bredig, 1. c.
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giiltigen Werten eine weitgehende Ubereinstimmung der
quantitativen Verhidltnisse deutlich zum Ausdruck. Wollte
man hiernach trotz allem die verschiedenen Substanzen nach ihrer
Hemmungswirkung auf die Autolysebeschleunigung durch kolloi-
dales Silber in Gruppen einteilen, wie es Bredig fiir ihren Einflu3
auf die Platinkatalyse getan hat, so wiirden dieselben ungeféhr
denselben Platz einnehmen wie in der Bredigschen Skala. Eine
Ausnahme wire nur fiir das Chlorammonium zu verzeichnen,
welches die Aktivierung der Autodigestion unbeeinflult lieB,
wihrend es ein mittelstarkes Platingift bei der Katalyse des
Wasserstoffsuperoxyds darstellt.



Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber das
Lecithin und Cholesterin.

Von
0. Porges und E. Neubauer.

(Aus der 1. medizinischen Klinik der Universitit zu Wien
[Prof. C. von Noorden].)

(Etngegangen am 24. Oktober 1907.)

I. Physikalische Zustandsinderungen von Lecithin- und
Cholesterinsuspensionen.

Die lecithin- und cholesterinartigen Substanzen scheinen im
Haushalte des Organismus, wie namentlich aus den Forschungen
der letzten Jahre immer deutlicher hervorgeht, eine wichtige
Rolle zu spielen. Die Vermittlung des Stoffaustausches zwischen
Zelle und umspiillenden Gewebssiften, die Wirksamkeit vieler
Pharmaka, manche Erscheinungen der Immunitét, Aufnahme und
Transport zahlreicher Substanzen im Organismus und noch andere
Funktionen stehen mit ihrer Anwesenheit im Zusammenhang.
Fiir diese mannigfachen Beziehungen zu den Lebensvorgingen
diirften, wie zuerst die bekannten Untersuchungen von Overton,
sowie Meyer gezeigt haben, nicht so sehr ihre chemischen als
vielmehr ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften von Be-
deutung sein. Um so auffallender ist es, daB3 bisher systematische
Untersuchungen iiber das physikalisch-chemische Verhalten dieser
Substanzen noch ausstehen?).

Diese Liicken nach Moglichkeit auszufiillen, ist der Zweck
der nachfolgenden Untersuchungereihe.

Yersuche.

Im Organismus sind Lecithin und Cholesterin mit dem
Gewebswasser und den in demselben gelosten Bestandteilen im

1) Die Untersuchungen von Koch (1), die den ersten Schritt in dieser
Richtung bedeuten, bringen wegen ihrer Unvollstindigkeit, wie noch gezeigt
werden wird, in den wichtigsten Fragen keinen AufschluB.
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Kontakt. Beide Substanzen sind wasserunléslich. Das Lecithin
quillt im Wasser und laBt sich zu einer homogenen filtrierbaren
Suspension verteilen, der, wie zuerst Thudichum (2) gezeigt
hat, die Eigenschaften einer kolloidalen Lésung zukommen.
Das Cholesterin 1aB8t sich an sich nicht ebenso leicht verteilen,
gibt jedoch, wie bekannt, unter Mitwirkung von Lecithin oder
EiweiB ebenfalls eine haltbare Suspension. Durch gewisse MaG-
nahmen gelingt es nun, wie wir weiter unten zeigen werden, auch
das reine Cholesterin in den Suspensionszustand iiberzufiihren.
Die physikalisch-chemischen Reaktionen der Suspensionen, die sich
wie Kolloidlésungen verhalten, ihre Beziehungen zu Elektrolyten,
zu andern Kolloiden werden uns am besten ein Urteil iiber ihre
Zustandsform und ihre Verinderungen im Organismus gestatten.

Uber die Zustandsiinderungen der Lecithinsuspensionen liegen
die schon erwihnten Untersuchungen von W. Koch vor. Die
Ergebnisse seiner Versuche lassen sich folgendermaBen zusammen-
fassen:

Sduren fillen, Alkalien 16sen die Suspensionen. Die Salze
der Alkalimetalle wirken in keiner Konzentration fillend. Die
Salze zweiwertiger Metalle (Ca, Sr; Ba; Ko, Ni, Fey, Cu, Pb,
Zn, Cd) bilden Niederschlige. Salze dreiwertiger Metalle (Feyyy, Al)
lassen die Suspension unverindert. Nichtelektrolyte, wie Zucker,
Harnstoff und Kolloide, wie EiweiB und Albumosen, haben keinen
wahrnehmbaren EinfluB. Salze einwertiger und dreiwertiger
Kationen konnen die durch zweiwertige Metalle erzeugten Fil-
lungen hemmen.

Wie sich aus nachfolgenden Untersuchungen ergeben wird,
sind wir groBtenteils zu andern Ergebnissen und SchluBfolgerungen
gelangt, was darin seinen Grund haben mag, dafl uns bei Anord-
nung unserer Versuche die jiingsten Erfahrungen der Kolloidchemie
zustatten kamen.

Versuchsmethodik. Die bei unseren Versuchen zur Ver-
wendung gelangten Suspensionen waren auf nachstehende Art
hergestellt: Eine Losung von Merckschem Lecithin in reinem
Ather wird in eine bestimmte Menge von destilliertem Wasser
eingetragen, hierauf der Ather mittels Luftdurchleitung voll-
stindig entfernt. Es resultiert eine homogene, haltbare Suspension.
Je nach der Menge verwendeter Lecithinlosung lassen sich Sus-
pensionen verschiedener Konzentration herstellen.
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Die Cholesterinsuspension erhielten wir aus einer Losung von
Merckschem Cholesterin in Aceton, die vorsichtig in kleinen
Portionen in Wasser gegossen wird (trigt man zuviel auf einmal
ein, so bilden sich grobe Flocken).

Sobald sich eine etwas dichtere Triibung gebildet hat, wird
das Aceton aus einem Becherglase auf dem Wasserbade bei ge-
linder Wérme abgedampft, wobei eine zu schnelle Verdunstung
zu vermeiden ist. Hierauf wird eine neue Portion der Cholesterin-
losung eingetragen, das Aceton abermals verjagt und dieser Vor-
gang so lange wiederholt, bis die Suspension die gewiinschte

A. Wirkungsweise der

Tabelle
Je gleiches Volumen 1,4 °/, Lecithin-
| Vem-Nr.| 1 | 2 | 3 4 5 6 | 7
Salz | LiCl | NaFl |Na,80,| Na ac. | NaCl |NaNO,| NaBr
T Mitsasin) [ [ )
s | S| R
2 5f.n + + - - -7
g 3t | ++ 4+ + o+ -
! 1 fn |+4++ ++ |[+++ ++ + +
f n el [ e I o I ol B +
A n/, 4+ +++ |+ |+ _
£ A I I o o M — - —
£ o/, +++
= / — — — — — _
§ :; 20 B B .
° 1100
] n/soo - | - -
) n/iooo - | - -
1) 4 4 4 bedeutet vollstindige, + + partielle, + spurweise Fillung,
") Die Suspension hat sich aufgehelit.
Tabelle
Je gleiches Volumen von 0,2°/, Chole-
Vers-Nr.| 16 | 17 | 18 | 19 20 | 21
Salz | LiCl | NaFl |NaSO,| Naac. | NaCl | NaNO,
8 w| 5fn | +++ +++ | +++ | +++
55 n +++ | ++ ++ | +++ | ++ ++
- n/; + - - - - -
g n’ — — — | — | — —
g ' U N R — —
§ é "‘V:oo ‘ - ! - ' - - -
o : B 2000 | } - [ - | - - -
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Konzentration erreicht hat. SchlieBlich wird, um einzelne Flocken
zu entfernen, durch diinnes Papier filtriert. Man erhilt auf
diese Art mit Leichtigkeit dichtmilchige, gleichwohl aber dauer-
hafte Suspensionen. Die Mengenverhiltnisse unserer Versuche
sind aus den Tabellen zu ersehen. Die Vermerkung des Resultates
erfolgte, wo nichts anderes angegeben ist, nach 24stiindiger
Einwirkung bei Zimmertemperatur. Die Lecithinniederschlage
beginnen sich oft erst nach mehreren Stunden abzuscheiden,
wihrend das Cholesterin gewshnlich nach wenigen Minuten
ausflockt.

Salze der Alkalimetallsalze.

I
suspension und Salzlosung.')

8 | 9 10 m | 12 | 13 | 14 | 15

NaJ |NaCyS|(NH,),SO,| NH,Cl | KCl | KJ | MgSO, | MgCl,
T T o
R - -

—2 | + — ; \‘ — —
J— H J— ‘ _j_ ; _'.‘) + _—
— | = o+ ++
I I B I R R

| +++ L R R
- = At \ | ++ —
i - R -
{ ! a | 4 | A+
‘ ; : — —
I . B
+ bezeichnet Tribung, — keine Verinderung.
II.
steringuspension und Salzlésung.

22 23 24 | 25 26 21 | 28
NaBr | NaJ | NaCyS | KCl |NHSO,| NHCI | MgSO,
+4+ | A+t | | | i !
++ ++ ++ 4+ A |

— — - = ++ — |+t

— — - = - l — 4+t

_ - - v - - | - =

_ _ =

e e e
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Tabelle III.

Je gleiches Volumen 1,4°/, Lecithinsuspension bzw. 0,2 %/, Cholesterin-
suspension und Siureverdiinnung.

7Versnchs- Lecithin Cholesterin
Nummer 29 | 30 31 ] 32
Siure l HCl WeinsﬁureJ HCl1 [ ‘Weinsiure
5f.n - ! a
K= n +++ — +++ +++
S w0 no, — — +++ +++
%5 L - +++ | +++ ++
88 n 1
a8 = 50 - -
g% n c
P> E 1100 — - T I -
=8 ™ 200 +++ - |
® Z
‘g ! n 500 - - - 1 -
177] i 1 2000 | - - - : -

| Konz, Siure — | | |

Aus den in obigen Tabellen angefiihrten Versuchen ergibt
sich, daB sowohl Lecithin- als auch Cholesterinsuspensionen
sdurefillbar sind. Wihrend das Cholesterin von einer bestimmten
Saurekonzentration ab in ununterbrochener Reihe gefdllt wird,
zeigt das Lecithin zwei engbegrenzte Fillungszonen, bei 7/,q,- und
n-Losung (Versuch Nr. 29).

Organische Siuren, wie die Weinsiure, zeigen ein analoges
Verhalten, nur verschieben sich hier die Fillungszonen ent-
sprechend ihrer geringeren elektrolytischen Dissoziationen nach
der Seite der hoheren Konzentration. Konzentrierte Mineral-
siauren wirken auf Cholesterin ebenfalls fillend, soweit sie keine
chemische Verinderungen bewirken. Lecithin wird von Eisessig
klar gelost.

Alkalien wirken auf Lecithin losend, Cholesterin bleibt unter
ihrer Einwirkung unverdndert.

Die Neutralsalze wirken in mittleren Konzentrationen (un-
gefihr n-Losung) teilweise fillend auf Lecithin, in hohen Konzen-
trationen wird die Fiallung geringer oder bleibt giinzlich aus. Die
Rhodanide, Jodide, Bromide und Nitrate, die in keiner Konzen-
tration eine deutliche Fillung erzeugen, bewirken in konzentrierter
Losung eine Aufhellung der Lecithinsuspension. Die Magnesium
salze, die hier noch einbezogen sind, erzeugen zwei durch einen
groBen Zwischenraum getrennte Fiillungszonen.
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Die Cholesterinsuspension wird von allen Salzen gefillt, der
Schwellenwert liegt bei der Normallosung, nur das MgSO, fillt
noch bei 7/,,-Losung.

B. Wirkungsweise der Salze der Erdalkalien.

Tabelle IV.
Je gleiches Volumen von 1,4°/, Lecithinsuspension und Salzlésung.

Versuchs-Nr. 33 3 | 36
Salz MgCl, CaClL | SrClL BaCl,
Mit Salz in Sub- } . 1 ! _
E," stanz gesittigt
5 )
2 n S T B S F U [
a n ‘vg | + + +
g n, — e T U
= By | +4+
= N — — |+t +++
2 Mo | +++
£ 0 +++ +++ | +++ +++
‘é n 200 l -
E n 500 —_ J— i —_ —_
~ n:/moo ! —
,‘veooo - - - -

Tabelle V.
Je gleiches Volumen 0,2°/, Cholesterinsuspension und Salzlésung.
Versuchs-Nr.| 37 | 38 | 39

Salz |  CaCl SrCL, |  BaOl
g ¥ n I 4+ +++ | +++
28 Dy 4+ +++ L +++
‘EE R +4+ +44
2 s | 100 - - { -
5 = K n | — _ ‘ -
Mg _ _ | _

- 2000 1 l

Die Salze der Erdalkalien erzeugen mit Ausnahme von BaCl,
in den Lecithinsuspensionen zwei Fallungsbereiche, die durch
eine schmale Zone fehlender Verinderung getrennt werden.
Uberdies hort die Fallung nach der Seite hichster Salzkonzentra-
tion zu auf, wie die Sattigung mit MgCl,, MgSO, und BaCl,
(Versuch Nr. 14, 15, 33, 36) ergibt. Die Mg-Salze schlieSen sich
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Physikalisch

, Konzentration in Normallgsung
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der Reihe der iibrigen Erdalkalien an. Daraus ergeben sich zwei
Fillungsmaxima, die ungefihr bei B/ ,-Losung und n-Losung
gelegen sind. Die intermediéire Zone fehlender Fillung ist am
breitesten bei den Mg-Salzen und nimmt ab in der Reihenfolge
Ca, Sr, Ba, beim Ba verschwindet sie.

Das Cholesterin zeigt den Salzen der Erdalkalien gegeniiber
dasselbe Verhalten, wie wir es bei den Alkalimetallen kennen
gelernt haben, nur ist die untere Fallungsgrenze niedriger.

Bz;,(OH)2 wirkt auf Lecithinsuspension klarend, auf Cholesterin
fallend.

C. Wirkungsweise der Schwermetallsalze. (s. Tabelle VI u. VII.)

Der Lecithinsuspension gegeniiber zeigen die Schwermetall-
salze eine dhnliche Mannigfaltigkeit wie die Salze der Erdalkalien.
Die meisten fillen in zwei Zonen, die durch einen breiten Bereich
fehlender Verinderung getrennt sind. Ein abweichendes Ver-
halten zeigen die Quecksilbersalze, die iiberhaupt nicht féllen,
weiter das ZnSO, (ZnCl, fillt dagegen in zwei Zonen, und zwar im
Bereich der stirkeren Konzentration unter ZnO-Bildung) und
CdCl,, die mur eine enge Fallungszone bewirken, weiter die Alu-
miniumsalze, die nur Triibungen geben. Das Pb (NO,), erzeugt
eine einzige breite Fillungszone.

Die Cholesterinsuspension ist gegen Schwermetallsalze sehr
empfindlich; die meisten Schwermetallsalze fillen schon von
0/ 00-Konzentration ab. Das Fe,Cl, erzeugt zwei getrennte
Fillungszonen. Fe,Cly und die Aluminiumsalze haben den nie-
drigsten Schwellenwert. Hg-Salze geben hier wie bei Lecithin in
keiner Konzentration Fallung.

D. Einflu der Lipoidkonzentration auf die Ausfdllung
durch Salze.
Tabelle VIII.

Je gleiches Volumen Suspension und Salzlsung.

Suspensioni 1 Salz I Salzkonzentration }v;-':_"
‘ ‘ an 5™ 20l nvmo]n'soo nr’ﬂ(}()? ) ‘ J
Lecithin 29, | CaCl, |[+{— —| + | + ! — 1 69
IRT 7 R R N M G |
:xf-“l'-:innln‘nolnzolnn} 'Iao "moV’

Lecithin 1%, | (NI£,),S0, | + ‘} T+ 1+ = =1 =
n 0110/0 L \‘_{+I+‘—I——-—| |
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Tabelle VIII.

Je gleiches Volumen Suspensirn und Salzldsung.

Suspension Salz Salzkonzentration l ‘ﬁ?-
N T '“'51 2o ®o0) o] ™ sono| Proamo | Psocn |
Chol. 02"/o FeCl, |+ |+ ] +l 4+ + | + —_ 71

» 0,02% n a i B el + —
B - n N fn/ )n/xoo‘ n isoo? "/2000| ®/a000 | ®/10000
Chol. 02% | ALSO), |+ |+ |+ |+ |+ | + | — | — |72
n 0102 o/o n + + l + + + + —_

In zahlreichen Versuchen haben wir auch den EinfluBl der
Konzentration der verwendeten Suspensionen auf die Reaktions-
verhéltnisse untersucht. Tabelle VIII bringt einige diesbeziigliche
Versuche. Sie ergibt, daB beim Lecithin mit zunehmender Ver-
diinnung der Suspension die Fillungszonen sich verschmilern.
Etwas Ahnliches liBt sich auch bei der Cholesterinsuspension be-
obachten. Mit dreiwertigen Kationen haben verdiinntere Lecithin-
und Cholesterinsuspensionen niedrigere untere Fillungsgrenzen.

SchlieBlich konnten wir uns noch iiberzeugen, da8 simtliche
Salzfiillungen des Lecithins reversibel, die des Cholesterins irre-
versibel sind.

E. Kombinterte Fillung von Salzen.

Tabelle IX.

Je glelches Volumen 1,49/, Lecithinsuspension, NaCl- und CaCl- Lbsung

N Vers Nr.| 1 | 0w | 15 | 6

Konzentration der NaCl- Lésung in Norma]lbsunv

L T T
5w n — +++ +++ +++
s5Z| W - +++ ++ ++
£33 M — +++ +++ —
28] ni - +++ +++ +++
'Z—;'S:: n;"soo - +++ - -
Mo n/‘zooo - ! +++ - -

Anhang zu Tabelle IX.

Vers.-Nr. 77. 2 cem Lecithinsuspension +1,5 cem aq dest. +0,5 cem Na,SO,.
n-Losung: Niederschlag-
” 78. 2ccm " +0.,5 ccm aq. dest. +0,5 cem Na,SO,-
n-Liésung +1 ccm NaCyS 5 fach-n-Lisung: Klarung der Suspension.
Vers.-Nr. 79. 2 cem Lecithinsuspension + 1,5 ccm Fe,Clg 3 fach-n-Lisung
+0,5 cem Na,SO,-n-Lésung: Unverdndert.

Biochemische Zeitschrift Band VII 11
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Im allgemeinen summiert sich die Wirkung der Salze, wie
z. B. Versuchsnummer 74 zeigt. Eine Ausnahme von dieser Regel
bildet beziiglich des Lecithins die Anwendung konzentrierter
Salzldsung. Wie schon in den vorhergehenden Versuchen erwiahnt
war, erzeugen hohe Konzentrationen von gewissen Salzen eine
Aufhellung oder vollstindige Kldrung der Lecithinsuspension
oder aber die Suspension bleibt im Gegensatz zur fillenden
Wirkung niedrigerer Salzkonzentrationen unverindert. Eine der-
artige Salzkonzentration verhindert auch die Wirksamkeit an sich
fillender Mengen anderer Salze (Versuche Nr. 73, 77, 78, 79).

F. Wirkungsweise von Nichtelektrolyten und Kolloiden.

Tabelle X.

Je 2 ecm 1,4°%, Lecithinsuspension und Normal-NaCl-Lisung;
1/; cem Traubenzuckerltsung.

Konzentration der Zuckerlgsung in Prozenten.
Versuchs-Nr. 80 . 20% | 10% ' % | Yo% | *oo% t 0%
I e s s I a ey gy

Tabelle XI.

Je gleiches Volumen 1,4°/, Lecithinsuspension bzw. 0,2 %/, Cholesterin-
suspension und SaponinlSsung.

Konzentration der Saponinlésung
Versuchs-Nr. 81| 4% | 08% | 02%, ; 0040/,, oooz°/

Lecithinsusp. [hlarung Klaruna e I — ’ —

Cholesterinsusp. | ++") ++)1 + ., = ! — —

Tabelle XII.

Je ein Teil 1,4°, Lecithinsuspension bzw. 0,2%, Cholesterinsuspension,
ein Teil Saponinlosung und */; Teil n/;-CaCl,-Losung.

Konzentration der S-a.i;oﬂir;iii;nug

Versuchs-Nr 82| 4% | 08 | 0,2% [ 0,049, ]"6 008%,10,002%/,] 0%,
LLcIt,hms{xsp | Ft [ [ F++
Cholesterinsusp. | IR I I o sy prarars

1) Niederschlag in Form eines fadenziehenden Gerinnsels.
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Tabelle XIII.

Je gleiches Volumen 2°/, Lecithinsuspension, B/,,-CaCl;-Lsung und ver-
diinntes natives Pferdeserum.

Verdiinnung des Pferdeserums
1:1000
+++

1:2500,! 1:00
FUFIIS R

Versnchs—Nr 83

Tabelle XIV.

Je gleiches Volumen 0,03 %, Cholesterinsuspension und Normal-NaCl-Lésung,
1/; Volumen verdiinntes natives Pferdeserum.

Konzentration des Pferdeserums.
1:100[1: 1000] 1: 10000
I ++

Vers -N T- 84

1: 100000
+++ | +++

lzoo_

N

i i

Tabelle XV.

Je gleiches Volumen 1,4°/, Lecithinsuspension bzw. 0,2 %, Cholesterin-
suspension und verdiinntes dialysiertes (3 Tage gegen flieBendes Wasser,
3 Tage gegen destilliertes Wasser dialysiert und filtriert) Pferdeserum.

Konzentration des Pferdeserums. L
| | 1:5 | 1:20(1:100/1:500]1:2000
‘ Sinhdvhe

i Vers.-Nr. 85 l Zusatz

Lecithin- 0

suspension }
Lecithin-
suspension
Cholesterin-
suspension }
Cholesterin-
suspension
Cholesterinsus-
pension 0,02 %/,

3 Tropfen n-
NaCl-Lésung

0

}

3 Tropfen n-|
NaCl-Lésung/
3 Tropfen n-
NaCl-Losung

|

|
l |
4+

+4+

+H+ ++

+Ht i+ +

Tabelle XVI.
Wie Tabelle XV, sauer reagierende Lecithinsuspension.

et

Konzentration des Pferdeserums

Vers-Nr| Zusatz 1 | 1:5 [1:20 [1:1001:500 [1:2000
86 0 i R et o B B
87 3 Tropfen n-} _ . N . _ .

NaCl-Losung |

11*
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Tabelle XVII.

Lecithinsuspension 2 9/,, Cholesterinsuspension 0,2 °/,.

Konzentration der Salz- (CaCl,- resp BaCl,-) Losung

Mischung n I o/, l D/on

’ n/mo \ n/soo I n/xoogl_virﬁ-ﬁ:

1 Teil Lec.-Susp + 1
Teil aq.dest. + 1
Teil CaCl,-Lisung

1 Teil Chol.-Susp. +1
Teil aq. dest. + 1
Teil CaCl,-Losung

1 Teil Lec.-Susp. + 1
Teil Chol.-Susp. + 1
Teil CaCl,-Losung

1 Teil Lec.-Susp. +1
Teil aq. dest. + 1
Teil BaCl,-Lisung

1 Teil Chol.-Susp.+1
Teil aq. dest. + 1
Teil BaCl;-Losung

1 Teil Lec.-Susp.+1
Teil Chol.-Susp.+1
Teil BaCl,-Losung

+++ +++

+H+{+ 4+

+4+

H
+

+++

e e R R R S B

FH++|+++|+++

F+H|tF |+

Tabelle XVIII.

on
el

89

Mastixsuspension (2*/,°/, alkoholische Mastixlosung auf das 10fache mit destil-
liertem Wasser verdiinnt), Lecithinsuspeusion 1,4°/,.Cholesterinsuspension0,2°%/,.

Versuchs-Nummer 90

Konzentration d;zi"
Salzlosung (NH,C])

1 Teil Lec.-Susp. + 1 Teil Mastixsusp. +1 Teil NH,Cl
1Teil Chol.-Susp.+ 1 Teil Mastixsusp.+1Teil NH, (']
1 Teil Chol.-Susp. + 1 Teil aq. dest. + 1 Teil NH,CL

[3ta] o

++i

++i i
++ l

Traubenzucker verzigert in konzentrierter Losung die Lecithin-
fillung durch Salze, sonst hat er keinen wahrnehmbaren EinfluB.
Ahnlich verhalten sich auch andere Nichtelektrolyte. Harnstoff
inkonzentrierter Losung bewirkt eine Aufhellung der Lecithin-
suspension. Saponin vermag, in hinreichender Konzentration an-
gewendet, die Lecithinsuspension vollstindig zu klaren. Sonst wirkt
es in keiner Konzentration auf Lecithin fillend, gibt dagegen mit
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Cholesterin eigenartige Niederschlige, die wie zihe Gerinnsel am
Boden der Reagensrohrchen haften. Eine hinreichend konzen-
trierte Saponinlésung vermag die Salzfillbarkeit der Lecithin-
und Cholesterinsuspension aufzuheben (Versuche Nr. 81—82).
EiweiB in hohen Konzentrationen hebt die Salzfillbarkeit von
Lecithin und Cholesterin auf. Genau neutralisiertes Serum fallt
in mittleren Konzentrationen Cholesterinsuspension, 148t die Leci-
thinsuspension unverindert. Eine sauer reagierende, dltere Leci-
thinsuspension wurde durch dialysiertes Serum gefiillt. (Versuch
83—87). Eisenoxydhydrat wie andere elektropositive Kolloide
gibt mit Lecithin und Cholesterin eine Fallungszone, Mastix-
suspension wirkt in keiner Konzentration fillend, scheint da-
gegen durch Lecithin vor der Salzfillung geschiitzt zu werden
(Versuch Nr. 90).

Kombinationen von Lecithin- und Cholesterinsuspensionen
werden von Salzlésungen gefillt, deren Konzentration zwischen
den fiir die Fallung des Lecithins resp. Cholesterins allein nétigen
Konzentrationen liegt (Versuche Nr. 88, 89).

Besprechung der Resultate mit Bezugnahme auf die Physikochemie
der Kolloide.

Wie bekannt, ist die Einwirkung der Elektrolyte auf Kolloide
eine additive Eigenschaft der Salze. Wir miissen daher die Wirk-
samkeit von Anionen und Kationen getrennt verfolgen. Zunichst
sollen die Lecithinversuche im Zusammenhang besprochen werden.
Ordnen wir die Salze mit gleichem Kation, z. B. die Natrium-
salze, hinsichtlich ihrer fillenden Wirkung auf Lecithin in eine
Reihe, 80 erhalten wir nach absteigendem Féllungsvermégen die
Reihenfolge:

S0, > C,H,0, > F1> Cl > NO, > Br >J > CNS.

Die Fillungszone ist beim Na,SO, am breitesten, wird bis
zum NaCl eingeengt. NaNO, und NaBr machen in einem schmalen
Bereich Triibungen, NaJ und NaCNS erzeugen iiberhaupt keine
wahrnehmbare Fallung. Dagegen tritt bei NaCNS und NaJ in
einer fiinffach n-Losung Aufhellung der Lecithinsuspension ein.
Bei NaNOQ, erfolgt eine Aufhellung erst bei vollkommen gesittigter
Losung. Dieselbe Reihenfolge ergibt sich bei Verwendung anderer
Kationen, z. B. des NH, .
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Wenn wir nach dhnlichen Erscheinungen Umschau halten,
so finden wir fiir die Reihenfolge der Anionen in den von Hof-
meister (3), sowie Pauli (4) beziiglich der EiweiBfdallung ermit-
telten GesetzmiBigkeiten!) vollstindige Ubereinstimmung. Hier
ist die Reihenfolge der Anionen:

F1 > 80, > C,H,0, > C1 > NO, > Br > J > CyS .

Werden nach demselben Modus wie die Anionen die Kationen
geordnet, so ergibt sich ebenfalls in Ubereinstimmung mit der
EiweiBfiillung fiir die Alkalimetalle die Reihe Li > Na> NH, > K,
doch sind hier die Differenzen der Wirkungsstirke nicht so be-
trachtlich wie bei den Anionen.

Die Erdalkalien lassen sich in der Reihe Ba, Sr, Ca, Mg
anordnen; in dieser Reihe verbreitert sich die Zone fehlender
Fillung, die beim ersten Gliede Ba iiberhaupt nicht nach-
zuweisen ist. Der Abstand zwischen groSter und geringster
fillender Konzentration nimmt in dieser Reihenfolge zu. Die
Rethenfolge der Ionen stimmt auch hier mit der EiweiBreihe
von Pauli iiberein. Ein bemerkenswerter Unterschied im Ver-
gleich zu der EiweiBfillung liegt in der niedrigen unteren Fallungs-
grenze der Erdalkalien, die an die Reaktionen der sogenannten
Suspensionskolloide (s. spiter) erinnert.

Die Schwermetallsalze haben beziiglich ihres Fillungsver-
mogens verschiedenartige Typen. Eine Gruppierung verschiedener
Salze mit gleichem Anion war wegen geringer Loslichkeit vieler
Salze unmoglich. Werden die im periodischen System zusammen-
gehorigen Kationen nach dem Atomgewicht zusammengestellt, so
ergibt sich eine Aufeinanderfolge, die eine Steigerung oder einen
Abfall der fillenden Eigenschaften zeigt, wie denn auch die Reihen
der Alkali- und Erdalkalisalze eine Zunahme bzw. Abnahme des
Atomgewichtes aufweisen. So laBt sich in der Reihe Cu, Ag, Au
eine Einengung der intermediiren Zone fehlender Fillung er-
kennen; Zn, Cd, Hg besitzen nur ein geringes Fillungsvermégen,
das beim Hg ginzlich verschwindet.

Wihrend nun die Reihenfolge der Ionen mit den bei der
EiweiBfillung beobachteten GesetzmiiBigkeiten groBe Ahnlichkeit

1) Dieselbe Reihenfolge ist iibrigens fiir eine Anzahl anderer durch
Salze beeinfluBbarer physikalisch-chemischer Prozesse gefunden worden.
Ausfiihrl. hier in Hébers ,,Physik. Chem.* usw.
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zeigt, ergeben sich in der Erscheinung der Fillungsmaxima- und
-Minima namentlich bei den Salzen der Alkalien und Erdalkalien
Verhiltnisse ganz eigener Art.

Von ganz besonderem Interesse ist namentlich die Fillungs-
hemmung und losende Wirkung konzentrierter Salzlosungen.
Eine teilweise vergleichbare Erscheinung ist vielleicht die von
Pauli(4)studierte Fillungskurve von Siureeiwei durch Alkalisalze.
Eine Erklirungsméglichkeit lieBe sich anuch am ehesten aus gewissen
Beobachtungen ableiten, die Pauli (4) bei der Salz-EiweiBfiallung
gemacht hat. Pauli fand, da8 die durch manche Salze verursachte
EiweilBfillung durch Rhodansalze gehemmt werden kann. Auf
Grund dieser Versuche sieht er die Salzwirkung auf Eiwei8 als Inter-
ferenz fillender Kationen und lsender Anionen an. Dieser Theorie
zufolge miilten wir demnach annehmen, dal in unseren Fillen
von einer bestimmten Konzentration ab der l6sende Effekt des
Anions iiberwiegt.

Ein trennendes Merkmal zwischen Lecithin- und EiweiBfiallung
bildet weiter das Verhalten der Mg-Salze, die sich beim Eiwei8l in
ihrer Wirkung an die Alkalien, bei ‘der Lecithinsuspension an die
Erdalkalien anschlieBen.

Eigenartig ist auch das Verhalten von (NH,),SO, und NaSO,,
die in hochster Konzentration eine zweite Lecithinfallung zu er-
zeugen vermdigen, die in ihrer Erscheinungsform sich von den
sonstigen Fillungen unterscheidet, da sie sofort zur Flockenbildung
fiihrt. Vielleicht ist erst diese Art von Fallung mit der Aussalzung
der EiweiBkorper zu analogisieren.

Hier ist auch der Ort, unsere Resultate mit den Versuchen
von W. Koch (1) zu vergleichen. Koch findet, daB die Salze
der Alkalien Lecithin in keiner Konzentration fillen, dagegen
die fillende Wirkung der zweiwertigen Metalle hemmen. Sein
abweichender Befund diirfte sich vielleicht dahin erkliren, daB
er nur konzentrierte Salzlosungen zur Untersuchung herangezogen
hat, weshalb ihm die verschiedenen Fallungszonen entgangen
sind; moglicherweise liBt auch das von ihm verwendete Lecithin-
priparat die Féllungszonen nicht in Erscheinung treten. Dal es
sich hier iibrigens nicht um einen Antagonismus zwischen ein-
und zweiwertigen Ionen handelt, geht daraus hervor, da 2. B.
konzentrierte MgSO,-Lisung die Fillung mit BaCl, hemmen kann
und umgekehrt.
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Einer besonderen Erorterung bedarf noch das Auftreten
intermedidrer Zonen fehlender Fillung zwischen zwei Fillungs-
bereichen. Ahnliche Erscheinungen sind wohl bej Schwermetall-
salzwirkungen, nirgends aber bei Kolloidreaktionen mit Salzen der
Alkali- und Erdalkalimetalle beobachtet worden. So fiihrt
Pauli (7) als Beispiel fiir einen derartigen Typus die Zinksulfat-
EiweiBfiallung an, wobei er die erste Fillung mit der Wirksamkeit
von kolloidalem Metallhydroxyd in Zusammenhang bringt, die
zweite Fallung nach dem Typus der Alkalimetallsalzwirkung auf-
faBt. In dieser Art ist in unseren Versuchen vielleicht die Wir-
kungsweise einiger Schwermetallsalze zu deuten; wie diesbeziiglich
z. B. die Reaktion der Magnesiumsalze theoretisch auseinander-
zusetzen ist, miissen wir kiinftigen Untersuchungen iiberlassen.

Endlich sei noch mit einigen Worten die Reaktion der Schwer-
metallsalze besprochen. Unsere Versuche ergeben hier vier Typen:

1. zwei durch eine Zone getrennte Féllungen (Cu, Ag, Au,
Fe, Mn, Ko, UO,);

2. eine breite Fillungszone, die durch Zusammentreffen
zweier Zonen von Typus 1 entstanden ist (PbNO,);

3. eine dem unteren Fillungsbereiche von Typus 1 ent-
sprechende Fiallungszone (ZnSO,, CdCl,);

4. nicht fillende Salze (Hg, Al).

Zwischen diesen Typen diirften zweifellos Ubergiinge sich
finden lassen. Ahnliche Fillungsformen hat Pauli (7) beziiglich
der Schwermetallsalz-EiweiBfillung beschrieben. So entspricht
Typus 1 der EiweiBfillung mit ZnSO,, Typus 2 der mit AgNO,,
Typus 3 der mit CuSO,. Ein ganz exzeptionelles Verhalten
zeigen nur die Hg-Salze. Eine analoge Erscheinung ist schon
von Bechhold (5), sowie Neisser und Friedemann (14) be-
ziiglich der Mastixsuspension beschrieben worden. Bechhold
bezieht die Wirkungslosigkeit des HgCl, auf seine geringe elektro-
lytische Dissoziation, eine Anschauung, der sich auch Héber (9)
anschlielt. Indessen ist es doch mit vielen Tatsachen unver-
einbar, die Ionen fiir Schwermetallsalzfillungen verantwortlich
zu machen [vergleiche die Ausfithrungen von Pauli (7)]; es hat
gich immer mehr die Auffassung geltend gemacht [Biltz (6),
Neisser und Friedemann (14)], daB das kolloidale Metall-
hydroxyd des hydrolytisch dissoziierten Salzes das wirksame
Agens darstellt. Zum Beispiel wiire nach der Auffassung Bech-

v
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holds nicht zu verstehen, warum EiweiB durch Quecksilbersalze
gefillt wird. Eine andere Erklirungsmoglichkeit wiire die von
Overton nachgewiesene Lipoidloslichkeit des Sublimats, indessen
verhilt sich das &therunldsliche HgCy, in unseren Versuchen
ebenso wie HgCl,.

Die Cholesterinreaktionen sind viel einférmiger. Was zu-
nichst die Wirkungsweise der Anionen betrifft, lassen sich hier
keine Differenzen feststellen. Na,SO,, CH;COONa, NaCl, NaNO,,
NaBr, NaJ, NaCyS haben alle nahezu denselben Schwellenwert.
Von den Kationen haben die Alkalimetalle einen hohen Schwellen-
wert (n-Losung), NH, scheint etwas kriftiger zu fillen als K und
Na. Die zweiwertigen Erdalkalien fillen von der B/,-Lisung ab.
Von den Schwermetallsalzen haben die dreiwertigen Fe und Al
weitaus das stirkste Fallungsvermogen. Bei der Fe-Fillung ist
auch eine intermedidre Zone ausbleibender Fiallung zu beobachten.
Die iibrigen fillen von der ®/;o—2/,,-Losung an, nur das Queck-
silber ist hier wie beim Lecithin wirkungslos, das AuCl, fillt bei
der hochsten erreichbaren Konzentration nur in Spuren.

Wenn wir in der Kolloidchemie nach Kolloiden Umschau
halten, deren Salzfillung dhnlich verliuft wie beim Cholesterin,
8o konnen wir die Suspensionskolloide von anodischer Konvektion
zum Vergleiche heranzichen. Fiir die Fillung dieser Kolloide
kommen, wie die Untersuchungen von Schultze (10), Freund-
lich (11), Hardy (12), Linder und Picton (13), Neisser
und Friedemann (14), Bechhold (5), Biltz (6) u. a. gezeigt
haben, die Eigenschaften der Kationen in Betracht, vor allem
ihre Valenz, ihre elektrolytische Losungstension, die hydrolytische
Dissoziation ihrer Salze. Wenn wir die einzelnen Salze nach dem
Schwellenwerte ihres Ausflockungsvermdgens aneinanderreihen,
8o erhalten wir eine Folge, die z. B. mit der von Bechhold,
sowie Buxton und Shaffer (15) fiir die Mastixausflockung er-
mittelten gut iibereinstimmt, wie nachstehende Zusammen-
stellung lehrt.

Salz Cholesterinsuspension Mastixemulsion
NaCl 10001) 1000 (500)%)
NaNO, 1000 (500)

1) Die Zahlen beziehen sich auf den Ausflockungsschwellenwert in
Milligrammiquivalenten.
2) Dieeingeklammerten Wertesind von Bu xtonund Shaffer ermittelt.
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Salz  Cholesterinsuspension Mastixem ulsion

Na,S0, 1000 (500)
KCl 1000 (260)
NH,Cl 1000 (250)
(NH‘)st‘ 250 -
MgSO, 50 100 (50)
CaCl, 50 50 (25)
BaCl, 50 50 (33)
AgNO, 50 125 (30)
ZnSO, 50 100 (10)
Ko(NO,), 50 50 (30)
Mn(l, 50 —
CdCl, 10 —
Cdso, — 25
PbNO, 10 5 (2,5)
UO,(NO,), 10 —
CuSO, 2 10 (5)
FeCl, 0,5 1 (0,25)
AlL(S0,), 0,5 0,5 (0,086
"AIK(80,), 0,1 —

HCl 10 10 (2)
Acid. tartar. 50 —
HgCl, ) 00
HgCy, 0o

Uber das exzeptionelle Verhalten des HgCl, wire dasselbe
anzufithren wie in den Versuchen mit Lecithinsuspensionen; das
Goldchlorid endlich wurde in Beriihrung mit Cholesterin reduziert,
so daB fiir seine Wirkungslosigkeit die chemische Verédnderung
verantwortlich zu machen sein diirfte.

Was schlieSlich die Saurefillbarkeit und Alkaliloslichkeit der
Lecithin- und Cholesterinsuspensionen anlangt, so beweist sie
ihre anodische Konvektion; das Cholesterin verhilt sich hier wie
ein anodisches anorganisches Kolloid, das Lecithin wie ein saurer
EiweiBkorper, der vom Uberschu8 der Siure umgeladen wird,
etwa wie Mucin. Die zweite Féllungszone bei n-HCI findet aller-
dings keine Analogie.

Die Verdiinnung der Suspensionen hat, wie aus den Ver-
suchen zu ersehen ist, zum Teil eine Steigerung, zum Teil eine
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Herabsetzung des Schwellenwertes der Salze, allemal aber eine
Einengung der Fallungszonen zur Folge. Diese Tatsachen gehen
mit analogen Erscheinungen bei der Salzfillung von Eiwei-
korpern und anorganischen Kolloiden parallel, speziell die mit der
Verdiinnung steigende Fallungsgrenze der Lecithinsuspensionen
erinnert an die Aussalzung der Proteine, wihrend das Verhalten
der Cholesterin-Eisenchloridfallung die Gesetze der Salz-Kolloid-
fillung vieler anorganischer Kolloide, sowie der Schwermetall-
EiweiBféallung erkennen liBt. Ebenso erinnert die Reversibilitit
der Lecithinfallungen an die Aussalzung der Proteine, die Irre-
versibilitit der Cholesterinflockungen an das Verhalten instabiler
Kolloide und Suspensionen.

Die Salzversuche gestatten als Endergebnis ein Urteil iber
die Zugehorigkeit der Lecithin- und Cholesterinsuspensionen im
System der Kolloide. Hdber gibt in der neuen Auflage seines
Lehrbuches eine Einteilung, die alle Schwierigkeiten zu beseitigen
scheint, welche sich einer systematischen Ordnung der Kolloide
bisher in den Weg stellten. Er scheidet die Kolloide, deren Lisung
die innere Reibung des Losungsmittels erhoht, von solchen, die
dieselbe unbeeinfluft lassen, und benennt die ersteren hydrophile
Kolloide, die letzteren Suspensionskolloide. Die hydrophilen
Kolloide, die schon einen Ubergang zu den echten Losungen bilden,
besitzen nur im geringen Grade die Eigenschaft der Kataphorese
[wie Pauli (16) zuerst nachgewiesen hat, ist sorgfiltig dialysiertes
Eiweil elektrisch neutral], ithre Lsungen werden meist erst von
hohen Salzkonzentrationen gefillt, fiir das Fillungsvermogen der
einzelnen Salze sind beide Ionen von Belang. Die Suspensions-
kolloide besitzen dagegen eine ausgesprochene elektrische Ladung,
sie sind gegen Salze viel empfindlicher als die hydrophilen Kolloide,
die Fallung wird durch dasjenige Ion verursacht, welches die
entgegengesetzte elektrische Ladung trigt, wie das zu fillende
Kolloid. Die Lecithinsuspension ist nun nach den in unsern Ver-
suchen mit Alkalimetallsalzen beleuchteten Eigenschaften den
hydrophilen Kolloiden zuzurechnen, an die schon die Quellbarkeit
und Benetzbarkeit des Lecithins erinnert.!) Das Cholesterin ver-
hélt sich wie ein typisches Suspensionskolloid.

1) Die hohe Empfindlichkeit fiir Salze der Erdalkalien ist allerdings
bereits eine Eigenschaft anodischer Suspensionskolloide.
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Nichtelektrolyte, wie Zucker, Harnstoff u. a., vermdgen in
keiner Konzentration Lecithin- und Cholesterinsuspension zu
fillen, was mit ihrem Verhalten gegen andere Kolloide iiberein-
stimmt. Die gelegentlich beobachtete Aufhellung der Lecithin-
suspension durch konzentrierte Harnstofflosung ist vielleicht
analog einer Losung durch Alkoholzusatz aufzufassen, da Harn-
atoff fiir Lecithin ein besseres Losungsmittel darstellt als Wasser.

Ebenso ist die Reaktion des Lecithins und Cholesterins mit
anderen Kolloiden prinzipiell in keiner Weise von den bei der-
artigen Prozessen beobachteten Erscheinungen unterschieden.
Wie bekannt, reagieren zwei Kolloide miteinander bei einem ge-
wissen optimalen Mengenverhiltnis unter Ausflockung, wobei
es zu einer elektrischen Neutralisierung kommt, da nur ent-
gegengesetzt geladene Kolloide zur Wechselwirkung gelangen
[(Linder und Picton (8), Hardy (12), Biltz (6), Bechhold (5)
u. a.]. Ist dagegen das eine Kolloid im UberschuB vorhanden,
8o iliberwiegt seine Wirksamkeit um so mehr in dem mit dem
anderen Kolloide gebildeten Reaktionsprodukt, je ungleicher das
Mengenverhiltnis ist. Daher erklirt es sich, dal das an Menge
zuriicktretende Kolloid gewissermaBen die Fillungsreaktionen des
tiberwiegenden Kolloides teilt. Auf derartigen Einfliissen beruht
die Erscheinung der sog. Schutzwirkung der Kolloide, wie auch
die Ubertragung erhhter Empfindlichkeit gegen Fillungsmittel.

In unserem Falle zeigt Lecithin- und Cholesterinsuspension mit
kathodischen Kolloiden die typische Reaktion, nimlich Fallung bei
einem optimalen Mengenverhiltnis. Elektronegatives Mastix rea-
giert mit Cholesterin nicht, vermutlich weil beide elektronegativ
geladen sind, durch Lecithin wird es vor der Salzfillung geschiitzt.
Mit Saponin bilden beide Substanzen Kolloidverbindungen. Unsere
Versuche vermégen hier éltere Befunde von Kobert (17) zu vervoll-
stindigen und aufzukliren. Kobert hatte ermittelt, daB die Siure-
fillbarkeit des Lecithins durch eine gewisse Menge von Saponin auf-
gehoben werden kann, wogegen das Cholesterin mit Saponin eine
durch (NH,),SO, fillbare Verbindung gab. Diese Erscheinungen
werden nun durch unsere Versuche gewissermalBen als Ausschnitt
einer Reaktionsreihe zweier Kolloide charakterisiert. = Denn
Saponin im UberschuB wirkt fiir Lecithin als Schutzkolloid, kann
es also vor Fillung im allgemeinen oder im speziellen Falle vor
Fillung durch Siure (in unserem Falle durch CaCl,) schiitzen.
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Dasselbe zeigt sich beziiglich der Wechselwirkung zwischen
Saponin und Cholesterinsuspension. Eine Fillungsreaktion zwi-
schen Saponin und Lecithin war nicht zu beobachten, wohl
wegen der hochgradigen Stabilitdt beider Kolloide. Dagegen war
eine eigenartige Niederschlagsbildung zwischen Saponin und
Cholesterin in bestimmten Mengenverhéltnissen zu erkennen.
DaB bei UberschuB von Cholesterin die Cholesterin-Saponin-
verbindung salzfiallbar wird, beruht wieder auf dem oben erdrterten
allgemeinen Gesetze der Ubertragung erhohter oder herabgesetzter
Empfindlichkeit durch ein iiberschiissiges Kolloid auf das an
Menge zuriicktretende.

Die Aufhellung der Lecithinsuspension durch Saponin ist
ein Vorgang, fiir den wir in der Kolloidchemie keinerlei Analogien
aufgefunden haben. Die Wirkung des Saponins 1t sich hier
hochstens noch mit der solbildenden Eigenschaft mancher Elektro-
lyte, fiir die unsere Versuche in der Reaktion zwischen Lecithin
und konzentrierten Losungen von Jodiden, Bromiden und
Rhodaniden ein Beispiel geben, vergleichen.

Die Wechselwirkung zwischen Eiweil und Lecithin-, sowie
Cholesterinsuspension gleicht ebenfalls typischen Kolloidreak-
tionen. Die Einwirkung von Eiwei auf Lecithin geht aus seiner
Schutzwirkung gegeniiber fillenden Elektrolyten hervor; zu einer
gegenseitigen Ausflockung zwischen Eiwei und Lecithin kommt
es nicht, wohl infolge der hochgradigen Stabilitit beider Kolloide.
Das Suspensionskolloid Cholesterin wird dagegen von Eiweil
wie alle Suspensionskolloide [Friedemann (18)] in bestimmten
Mengenverhiltnissen bei neutraler Reaktion leicht geféllt. Natives
Serum féllt nicht wegen seines Alkaligehaltes, dagegen ist dialy-
siertes Serum mit und ohne Salz wirksam.

Endlich bilden Lecithin und Cholesterin miteinander eine
Kolloidverbindung, wie aus der Schutzwirkung des Lecithins fiir
Cholesterin hervorgeht.

Besprechung der Resultate mit Bezugnahme aut biologische Fragen.

Wie schon erwihnt, spielen die Lipoide in vielen biologischen
Problemen eine wichtige Rolle. Welche Anwendung kdnnen nun
die von uns aufgedeckten Verhiltnisse erfahren?

Zunichst diirften die dargelegten Reaktionen zwischen
Lecithin und Elektrolyten geeignet sein, die Wirkungsweise der
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Salze im Organismus dem Verstéindnis niher zu bringen. Beziiglich
der Einwirkung der Salze auf Zellen und Gewebe liegt ein groBes
Tatsachenmaterial vor, das sich nur teilweise unter einheitliche
Gesichtspunkte zusammenordnen liBt. Haober (9, 19) hat es
unternommen, die Mannigfaltigkeit der Erscheinungen auf ein
einfaches Prinzip zuriickzufithren, indem er den Angriffspunkt
der Salze in die Kolloide der sogenannten Plasmamembran
verlegt. Von den Einzelbeobachtungen, die der H&berschen
Hypothese zur Stiitze dienen, seien hier nur die grundlegenden
Versuche von Overton und von Meyer angefiihrt’), die gezeigt
haben, da die Permeabilitit der Zelle durch die Lipoide be-
herrscht wird, daB lipoidunlosliche Substanzen, zu denen die
meisten Salze gehéren, in das Innere der Zelle nicht einzudringen
vermégen, woraus sich schon die Peripherie der Zelle als Angriffs-
punkt der Salze ergibt. Hober denkt sich nun die Zelle von
einer Membran aus Eiwei und Lipoiden umgeben und bezieht
die mannigfachen Salzwirkungen auf physikalisch-chemische Zu-
standsinderungen dieser Kolloide. In der Tat hatte sich nun
gezeigt, dall die Wirksamkeit der einzelnen Salze in vielen Fillen
mit ihrem Vermogen, EiweiBkdrper auszusalzen, parallel geht,
derart, daB die von Hofmeister und Pauli festgestellte Auf-
einanderfolge der Ionen nach ihrem EiweiBfallungsvermégen
sich in ihrem EinfluB auf Erregbarkeit und Kontraktionsvermégen
von Muskeln, auf die Reizbarkeit von Nerven, auf das Auftreten
und die Richtung des Ruhestromes usw. wiederfindet, wie die
Untersuchungen von Griitzner (20) und seiner Schiiler (21, 22),
von Overton (23), Mathews (25), Hober (19), Schwarz (24)
u. a., lehren. Unter dem Einflusse dieser Tatsachen wiirde man
geneigt sein, die Eiweilkorper als dominierenden Bestandteil der
Plasmamembran anzusprechen, was aber mit ihrer Impermeabilitat
fiir lipoidunlosliche Substanzen im Widerspruch steht. Unsere
Untersuchungen haben nun dieselbe Reihenfolge im Fillungs-
vermogen der Ionen nachgewiesen, wie sie von Hof meister und
Pauli fiir die EiweiBfdllung, von den oben erwidhnten Autoren
fiir eine Anzahl von biologischen Erscheinungen beobachtet wurde,
so dall man als Angriffspunkt der Salzwirkung das Lecithin der
Plasmamembran ansehen kann.

1) Ausfithrliches ist in Hobers ,,Physikal. Chemie der Zelle und Ge-
webet zu finden; hier auch die gesamte Literatur.
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Mit dieser Annahme wiirde es auch iibereinstimmen, dal im
biologischen Verhalten das Magnesiumion sich wie beziiglich der
Lecithinfillung, der Wirkungsweise der andern Erdalkalien an-
schlieBt, wiahrend es mit Riicksicht auf die EiweiBfdllung den
Alkalimetallen zugeordnet sein miiBte.

Hober macht weiter die Annahme, daB8 unter dem Einflusse
von Agenzien, die Zustandsinderungen der Plasmamembran-
kolloide herbeifiihren, die Permeabilitit der Zelle Verinderungen
erfahrt. '

Die von uns charakterisierte physikalisch-chemische Be-
schaffenheit des Lecithins diirfte dieser Theorie als wichtige
Stiitze dienen, denn wiahrend das Lecithin an sich infolge seiner
hydrophilen Beschaffenheit Wasser und darin gelosten Substanzen
den Durchtritt gewidhren mag, scheint es in der Zelle unter
der Einwirkung der Salze in einer verdichteten Zustandsform
zu bestehen, die sich mit Wasser nicht benetzt und fiir lipoid-
unlosliche Substanzen undurchgingig ist. Es erscheint nicht
unwahrscheinlich, da8 diese Zustandsform durch verhiltnisméaBige
geringfiigige Anderungen der Zusammensetzung des umgebenden
Mediums Modifikationen erleidet, die eine verinderte Permeabilitat
nach sich ziehen. Eine derartige Funktion wire von der groBten
Wichtigkeit fiir die Aufnahme von Néhrstoffen, die, wie bekannt,
zum groBen Teil lipoidunl6slich sind. Eine wesentliche Bedingung
tiir die physiologische Bedeutung derartiger Zustandsinderungen
mag die Reversibilitit der Lecithinfillungen sein. Weitere Ver-
suche unter Anwendung von Salz- und Kolloidgemengen miissen
die Berechtigung derartiger Vorstellungen priifen. Soviel it
sich jedenfalls sagen, daB die Salze die fiir das Lecithin wirksame
Konzentration im Organismus tatsichlich erreichen, daB wir
hier also mit mehr Berechtigung physikalisch-chemische Zustands-
‘dnderungen fiir physiologische Erscheinungen verantwortlich
machen, als es unter der Annahme, daB das EiweiBl das betroffene
Kolloid sei, geschah, da die in den Geweben vorhandenen Salz-
konzentrationen weit unterhalb der Féllungsgrenze fiir Eiwei
liegen.

Vielleicht bringen unsere Versuche auch eine Erklarungs-
moglichkeit fiir die bekannten von Lob entdeckten Erscheinungen
des Ionenantagonismus. Direkte Beziehungen lassen sich aller-
dings einstweilen nicht ableiten.
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Das Vermégen konzentrierter Losungen mancher Salze, die
Lecithinsuspension aufzuhellen, diirfte die Ursache ihrer himoly-
sierenden Wirksamkeit in hypertonischer Ldsung sein; denn
hiamolysierende und lecithinlésende Wirkung geht bei den einzelnen
Salzen vollstindig parallel. Die beobachtete Aufhellungswirkung
kann wohl auch eine Handhabe liefern, die Wirkungsweise von
blutlosenden Substanzen dem Verstindnis niher zu bringen.
So hat auch das Blutgift Saponin, weiter auch der Harnstoff in
blutlésenden Konzentrationen eine lecithinklirende Wirkung.
Wir beabsichtigen diesbeziiglich noch andere blutlésende Agenzien
in den Bereich unserer Untersuchung zu ziehen.

Die Reaktion zwischen Lecithin und EiweiB charakterisiert
die Zustandsform, die dem Lecithin in den Gewebssiften zukommt.

Die Fillbarkeit des Cholesterins ist fiir die Entstehung der
Cholesterinkonkremente im Organismus von Interesse. Be-
merkenswert ist namentlich die Bildung der Eiwei-Cholesterin-
niederschlige, deren Entstehung im Organismus nur an die
Neutralisierung des in den Gewebssiften vorhandenen Alkalis
gebunden wire.

Ein weiteres Gebiet, auf das unsere Versuche Bezug haben,
ist die Frage der Zucker-Lecithinverbindungen, die in der Hypo-
these vom kolloidalen Blutzucker eine grofle Rolle spielen. Wie
unsere Versuche ergeben haben, ist der Traubenzucker fir die
Zustandsform des Lecithins ohne EinfluB; die von Bing dar-
gestellten Lecithin-Zuckerverbindungen diirften daher nur Ge-
menge sein.

Die Eigenschaft des Lecithins, an sich atherunldsliche Sub-
stanzen (in diesem Falle Zucker) in #therische LoOsung iiber-
zufithren, diirfte auf seiner Fihigkeit beruhen, als hydrophiles
Kolloid Wasser zu binden und auf diese Art Wasser und wasser-
losliche Substanzen in den Ather mitzuziehen. Wir verfiigen"
bereits iiber zahlreiche Versuche, die die Zustandsinderungen der
alkoholischen und #therischen Lecithin- und Cholesterinlésungen
zum Gegenstande haben und fiir die eben beriihrten Fragen von
Bedeutung sind ; sie sollen der Inhalt einer weiteren Mitteilung sein.

Endlich ergaben sich durchsichtige Beziehungen zwischen
Lecithinfillung bzw. Losung und Einwirkung der Salze auf iiber-
lebende Zellen und Gewebe, wie aus dem Vergleich mit den
Untersuchungen von Deetjen (27), Mayr (28) u. a. hervorgeht.
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Verlockend wire es auch, die biologische Wirksamkeit der
Jodsalze mit unsern Versuchen in Zusammenhang zu bringen,
die Berechtigung solcher Vorstellungen soll noch experimentell
gepriift werden.
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Uber die bei der EiweiBfiiulnis auftretenden
Fettsiiuren sowie iiber die optisch-aktive Valeriansiure
und Capronsiure.

Yon
C. Neuberg und E. Rosenberg.

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

(Eingegangen am 12. September 1907.)

Gelegentlich friiherer Untersuchungen iiber die Entstehung
optisch-aktiver Fettsduren in der Natur haben wir mit-
geteilt!), daB die bei der Faulnis der Proteinstoffe gebildeten Fett~
siuren ein optisches Drehungsvermoégen aufweisen. Dieser Befund
ist nicht nur von erheblicher Wichtigkeit fiir die Frage nach der Ent-
stehung des bekanntlich ebenfalls mit optischer Aktivitit ausgestat-
teten Erdoles, sondern hat ein allgemeineres biologisches Interesse.

Wie wir schon vor 11/, Jahren betont haben, sind namentlich
Valeriansdure und Capronsiure unter den Faulnissiuren die Triger
des optischen Drehungsvermdgens. Bei der Darstellung dieser
Séuren in groBerem MaBe haben wir nun eine Reihe von Beob-
achtungen gemacht, welche die bisherige Kenntnis der bei der
EiweiBfaulnis gebildeten Substanzen sowie des Vorganges selbst
in wesentlichen Punkten erweitern?).

So findet man in den Lehrbiichern vielfach die Behauptung,
daB die bei der EiweiBfiaulnis auftretenden Fettsiuren die nor-
male Struktur besien. Dieser Annahme haben wir schon friiher?!)
widersprochen.

Bei der Fiaulnis von Proteinstoffen treten die fliichtigen Fett-
sduren von der Ameisensidure bis zur Capronsiure auf. Sie sind

1) C. Neuberg, Uber die Entstehung optisch-aktiver Fettsiiuren
in der Natur. Diese Zeitschr. 1, 368, 1906.

2) Eine vorliufige Mitteilung hieriiber befindet sich in dem Sitzungs-
bericht der Kgl. PreuBischen Akademie der Wissenschaften vom 26. Mai 1907
in der Verdffentlichung von C. Ne uberg, Kiinstliche Darstellung von optisch-
aktivem Petroleum.
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jedoch keineswegs stets in reinem Zustande isoliert, und bei der
Schwierigkeit, mit der sie von einander zu trennen sind, bedurften
die wenigen vorhandenen Angaben iiber die Struktur dieser Séuren
dringend der Nachpriifung.

Die Annahme?), daB diesen Séuren zumeist eine unverzweigte
Kohlenstoffkette zukomme, ist schon von vornherein auBer-
ordentlich unwahrscheinlich, wenn man die Bildungsweise dieser
Substanzen in Betracht zieht. Es besteht das Wesen der Faulnis
in einer priméren Hydrolyse der EiweiBkérper und in sekundiéren
Verinderungen der Spaltungsprodukte, die hauptséchlich einmal
auf Desamidierung, das andere Mal auf Kohlensidureabspaltung
beruht. Die letztgenannte Art der Veriénderung erleiden vor-
wiegend die stark basischen EiweiBspaltungsprodukte, die Diamino-
siuren, z. B. das Lysin (Ellinger):
CH,NH,.-CH,-CH,-CH,-CHNH, . COOH

-CO0, + CH,NH,.CH,-CH,.CH,.CH;NH,.

Der Vorgang der Desamidierung dagegen tritt hauptsichlich
bei den Monoaminosiuren, sowohl bei den aliphatischen als aro-
matischen und heterozyklischen, zutage.

So wird Alanin zu Propionsiure

CH, . CHNH, - COOH - CH, - CH, - COOH,
Phenylalanin zu Phenylpropionsiure
CH,CH,-CHNH, - COOH- CH,-CH, - CH; - COOH
und Tryptophan (Indolaminopropionsiure, Indylalanin) zu Indol-
propionsdure (Nencki, E. und H. Salkowski, Hopkins und
Cole)
__ C—CH,-CHNH,-COOH ,. C-—CH,-CH,-COOH.

4y —
NH NH

Ubertriigt man dieses Schema auf die iibrigen im EiweiB ent-
haltenen aliphatischen Monoaminosiduren, so ist ohne weiteres
klar, daB Valeriansiuren und Capronsiuren mit verzweigten
Kohlenstoffketten vorhanden sein miissen, da die ihnen ent-
sprechenden im Eiweil priaformierten Aminosduren, die Amino-
valeriansiure wie die Aminocapronsiure, keine geradlinige Kohlen-
stoffkette aufweisen.

1) Siehe hieriiber Beilstein usw.
12*
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CH, CH, CH, CH,  CH, CH, CH, CH,
N2 N N %
— CH CH — CH
| ] | |
CH - NH, CH, CH, CH,
| ' '
COOH COOH CHNH, CH,
(A.min:)- (Valerianséure) 6OOH (|JOOH
valeriansiure) (Leucin) (Capronsiiure)

Es ist nun eine selbstverstindliche Forderung der Theorie,
daBl die aus bestimmten Formen von aliphatischen Aminoséuren
hervorgehenden Fettsiuren optisch-aktiv sein miissen, wie z. B.
die aus dem durch F. Ehrlichs?) wichtige Entdeckung bekannt
gewordenen Isoleucin (f-8,-Methyl-éthyl-x-amino-propionsiure)
sich bildende Capronsiure (f-8,-Methyl-athyl-propionsiure)

CH, C;H, CH, GH,
N/ = N/
CH —— CH
| |
CHNH, CH,
| |
COOH COOH

Tatsichlich fanden wir eine starke Drehung in der Capron-
siurefraktion, entsprechend der von Ehrlich (l. ¢.) festgestellten
hohen Beteiligung des Isoleucins am Aufbau der meisten Proteine.
Wir fanden jedoch auch die Fraktionen der Valeriansiure erheblich
drehend, was auf einen Gehalt aktiver Methyl-iathyl-essigsiure
zuriickzufiihren ist2).

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 2320, 1904.
2) Uber den optisch-inaktiven Anteil der Valeriansiure sollen weitere
Untersuchungen angestellt werden. Neben der Isopropylessigsiiure

CH,\
CH;/CH -CH, COOH

findet sich vielleicht auch die n-Valeriansdure, die sowohl aus dem Arginin
(I) bzw. der diesem zugrunde liegenden «-d-Diaminovaleriansiure (1I)
als auch aus der Pyrrolidinsiure (IIT) bzw. dem Oxyprolin (E. Fischer),
ev. auch aus einer Oxyaminovaleriansiure (S6rensen)hervorgehen kionnte:
I. NH.CH, - CH,: CH, - CINH, - COOH

!
CNH \

t
NH, \
1I. CH,NH, - CH,-CH, - CTINH, . COOH — CH,-CH,.CII,.CH,-COOH
I1I. CH, —- CH, — CH, — CH — COOH —
—————NH—
Als Zwischenprodukt tritt hier viclleicht die é-Aminovaleriansiiure
von E. und H. Salkowski auf. Als Muttersubstanz dieser Aminosiure
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Allerdings ist die direkte amidierte Muttersubstanz, die §-8,-
Methyl-athyl-x-aminoessigsdure!)

CH, C,H, CH, C,H,
N/ N/
CNH, —— OCH
| |
COOH COOH ,

bisher nicht mit Sicherheit als Eiweilspaltungsprodukt beob-
achtet, und wir miissen es daher dahingestellt sein lassen, ob die
aktive Valeriansiure aus der entsprechend gebauten Amino-
valeriansiure gebildet worden ist oder — eine Moglichkeit, auf die
vor kurzem?) auch F. Ehrlich hingewiesen hat — durch Abbau aus
hoheren Siauren. Dieser letztere Vorgang einer Kohlenstoff-
kettenverkiirzung steht durchaus nicht ohne Analogie da.
Die Entstehung der Phenylessigsiure, die ebenso wie die
folgenden Verbindungen E. und H. Salkowski u. a. bei der
EiweiBféulnis gefunden haben, aus der Phenylaminopropionsiure:
C:H, - CH, - CHNH, - COOH - C,H, - CH, - CH, - COOH
- G;H; - CH, - COOH ,
die Bildung der Oxyphenylessigsiure aus dem Tyrosin:
OH OH
C,H,”- CH, -CHNH, - COOH - C,H,”— CH, - CH, - COOH
OH
- C;H,~- CH, - COOH ,
die der Indolessigsiure aus der Indolaminopropionsiure:
(CsHgN) CH, - CHNH, - COOH - (CyH(N) CH, - CH, - COOH
= (CsHgN) CH, - COOH ,
die fast stets neben den entsprechenden substituierten Propion-
sduren auftreten, wire durchaus mit der Bildung von optisch-

gilt heute das Arginin; mit ebensoviel Recht kénnte sie vorldufig aus
den Prolinkorpern hergeleitet werden. Die Entscheidung diirfte wahr-
scheinlich durch Faulnisversuche mit den isolierten Aminoprodukten (ev.
mittels Reinkulturen) herbeigefiihrt werden. — Die Anstellung solcher Ver-
suche mit den aliphatischen Aminosiuren méchten wir uns vorbehalten,
soweit sie die verschiedenen hier angeregten Punkte, auch die Frage der
Kohlenstoffkettenverkiirzung (siehe S. 181 u. 183) durch Fiulnis, betreffen.

1) D. Slimmer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 406, 1902. —
F. Ehrlich und Wendel, diese Zeitschr. 1, 30, 1906, — Gulewitsch
und Wasmus, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 1181, 1906.

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2538, 1907.
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aktiver Methyl-ithyl-essigsiure neben der Methyl-athyl-propion-
sdure aus der f-f,-Methyl-dthyl-x-aminopropionsiure in Parallele
zu setzen.

gg;)cn — CHNH, - COOH - 8’%5)01{ .CH, - COOH »ggi)cn .COOH

Die Entstehung von Phenol, Kresol, Indol, Skatol, Schwefel-
wasserstoff usw. zeigt ja zur Geniige, dal die Verkleinerung von
Kohlenstoffketten bei der EiweiBfaulnis noch viel weiter gehen kann
und ein ungemein hiufiger und leicht eintretender Vorgang ist.

Eine bisher nicht beachtete Art des Abbaus von Kohlenstoff-
ketten haben wir bei diesen Versuchen noch feststellen konnen.

Bei der Untersuchung der fliichtigen Fettsiuren aus gefaultem
Casein fanden wir, daB bei weitem die gréBte Menge (47 g von
117 g, d. h. mehr als ein Drittel der aus 1 kg Casein erhaltenen
Fettsiuren) auf die Buttersdure entfillt; es ist nun ganz aus-
geschlossen, daBl diese aus Aminobuttersiure durch den ein-
fachen Vorgang der Desamidierung entstanden ist, denn — wenn
iiberhaupt — findet sich die Aminobuttersiure in der Natur
auBerordentlich spirlich!), widhrend sie nach einer analogen
Folgerung aus den Ergebnissen der EiweiBfaulnis den iiberwie-
genden Teil des Caseinmolekiils ausmachen miiflte. Bei den exakten
Untersuchungen, die gerade das Casein erfahren hat, ist es voll-
stindig unmdglich, daB solche Mengen Aminobuttersiure iiber-
sehen worden wiren. Die Muttersubstanz der Buttersiure mufl
demnach eine andere sein, und es muB hierfiir in erster Reihe
die Glutaminsiure in Betracht kommen. Denn sie beteiligt sich
nach den Angaben von E. Jochem?) zu 169, sowie nach neueren
von Emil Fischer?) zu 109, am Aufbau des Caseins, und ihr
Ubergang in Buttersiure ist chemisch leicht verstindlich, indem
in diesem Falle die sonst meist getrennt verlaufenden Prozesse
der Desamidierung und Kohlensiureabspaltung zusammen am
gleichen Molekiil eintreten?):

1) Die alten Angaben von Schiitzenberger (Compt. rend. 82, 263)
iiber die Beteiligung von Aminobuttersiure am Aufbau der Proteine
sind von keinem der spiteren Beobachter bestitigt worden.

2) Zeitachr. f. physiol. Chem. 31, 124, 1900.

3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 151, 1901.

4) Man konnte sich natiirlich auch vorstellen, daB intermediir Glutar-
siure entsteht, die dann durch die Fiulnisvorgénge Kohlensiure verliert
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J00H — CH, — CH, — CH, - NH; — COOH -
COOH — CH,— CH, — CH,.
Tatsichlich konnte festgestellt werden, daB die bei der Faul-
nis des Caseins und anderer Proteinstoffe auftretende Buttersiure
die normale ist, wie sie aus Glutaminsiure hervorgehen kann.
Die Trennung der fliichtigen Fettsiuren!) geschah durch
fraktionierte Destillation der freien Siuren und fraktionierte
Kristallisation oder Fillung der Balze. Die folgende Tabelle
enthilt eine Zusammenstellung der Mengen an freien Fettsiuren:

1. Fraktion bis 101°, . . . ... ... 13¢g
2., 102—129°. . . ....... 4g
3. ., 120—141°. . . ... .... 4g
4., 142-163°. . ... ..... 41g
5. ., 164—174°. . ... ..... 10g
6. ., 174—204°. . .. ... ... 13g
7., 2056—280°.......... bg
8. .,  261—280°. 5¢g

Es ist kaum zweifelhaft, daB die scheinbare Sonderstellung der
Glutaminsidure bei der Fiulnis sich auch bei anderen Vertretern
der Aminodicarbonséuren wiederfinden wird, so ist es nicht ausge-
schlossen, daB ein Teil der bei der Fiulnis sich bildenden Propion-
sdure auller aus Alanin aus der Asparaginsiure hervorgeht:

COOH-CH,-CH - NHZCOOH - COOH-CH, - CH, .

Ob die hierbei freiwerdende Carboxylgruppe die Muttersub-
stanz derin reichlichen Mengen gebildeten Ameisens#ure ist, oder

und sofort zu Buttersiure wird; bemerkenswerterweise ist Glutarsiure
nie mehr als in Spuren bei der Faulnis selbst sehr glutaminsiure-
reicher Proteinstoffe gefunden worden. — Kleine Mengen von Buttersiure
konnten vielleicht, auf dhnlichem Wege (vgl. S.181) wie die Phenylessig-
siure aus dem Phenylalanin, auch aus den Prolinkérpern und dem Arginin
(vgl. die Anm. auf S. 180 u. 181) durch Kohlenstoffkettenverkiirzung
entstehen; doch findet man bei der Fiulnis so viel 3-Aminovalerianséiure
und Pentamethylendiamin, daB wohl kein sehr groBer Anteil zu n-Valerian-
siure oder n-Buttersiure wird.

Ubrigens geht bereits aus ilteren Arbeiten iiber die Fiulnis von EiweiB-
stoffen (vgl. Emmerling, Ber. 29, 2721, 1896, 1896; 30, 1863, 1897) die
Bildung erheblicher Mengen von Buttersiure hervor, ohne daB dieses
jedoch den Autoren aufgefallen oder etwas iiber ihre Herkunft ausgesagt ist.

1) Das Gemisch zeigte im Dezimeterrohre direkt eine Drehung gleich
+ 1,2°,
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ob diese durch komplexe Reaktionen aus Oxyaminosiuren oder
Kohlehydratgruppen der Proteinstoffe hervorgeht, ist zurzeit
unentschieden?).

Ebenso wie die Fettsauren aus Casein verhielten sich die
fliichtigen Séuren aus gefaultem Leim ;;hier war die Drehung
des Gemisches (+1,1° im Dezimeterrohr) unbedeutend geringer.

Die Feststellung, daB die bei der Desamidierung der Amino-
siuren auftretenden Fettsauren vielfach eine verzweigte Kohlen-
stoffkette sowie optische Aktivitit besitzen, ist insofern von all-
gemein biologischem Interesse, als der Eintritt der Desamidierung
unzweifelhaft zu den normalen Vorgéngen im tierischen Organis-
mus, sowohl beim Zellstoffwechsel wie bei den Prozessen im Darm,
gehort. Die hauptsichlich in Betracht kommenden Séuren der
6- und 6-Kohlenstoffreihe, aktive Valeriansaure und Capronsiure,
stehen vielleicht durch einen der Saccharinumlagerung entgegen-
gesetzten Vorgang usw. in Beziehung zu den Hexosen und Pen-
tosen. lhre verzweigte Struktur ist auch fiir die im Augenblick
viel bearbeitete Frage des EiweiBabbaus beim Diabetiker, soweit
er iiber die Fettsauren fiihrt, sowie fiir die Frage der Herkunft
der S-Oxybuttersiure und des Acetons von Bedeutung?). Ubrigens
ist hier die optisch aktive Capronsiure zum erstenmal in der
Natur aufgefunden. Der ihr entsprechende Alkohol, der d-Hexyl-
alkohol, findet sich im Roémisch-Kamillen6l und ist auch kiinst-
lich durch Oxydation in optisch-aktive Capronsiure iibergefiihrt
worden. Die d-Methyl-ithylessigsiure ist schon einmal als
Naturprodukt beobachtet worden, und zwar als Spaltungs-
produkt des seltenen Glucosids Convulvin. Die beschriebene
Entstehung aus gefaultem Casein oder Leim zeigt, daB beide

1) Der Verlauf der erwihnten Reaktion der Kohlenstoffkettenver-
kiirzung unter Abspaltung von Ameiscnsdure erinnert an die Verhiltnixse,
die beim elcktrolytischen Abbau der Kohlehydratsiuren bestehen (C. Neu-
berg, Vortrag in der Sitzung der Deutsch. chem. Ges. vom 26. Nov. 1906),
sowie an den Abbau des Leucins durch Wasserstoffsuperoxyd zu Isovaler-
aldebyd (C. Neuberg und F. Blumenthal, Deutsche med. Wochenschr.
1901, Nr. 1 u. Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 238, 1902).

2) Die reichliche Bildung der Acetonkérper im tierischen Organismus
aus zugefiihrter Buttersiure ist lingst bekannt, unerklirt war nur die
natiirliche Entstehung groBer Mengen Buttersiure. Fiir die Herkunft
dieser Siure ist nunmehr der Schliissel gefunden.
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optisch-aktiven Sduren sich auch aus tierischem Material in
der Natur bilden.

1 kg reines Casein wurde nach der von E. und H. Sal-
kowski!) angegebenen Vorschrift in Fiulnis versetzt, und aus
dem Reaktionsprodukt in tiblicher Weise das Gemisch der fliich-
tigen Fettsiuren abgeschieden.

Die durch Wasserdestillation gewonnenen freien Fettsiauren
wurden mit Ather aufgenommen und in &therischer Losung iiber
geglihtem Glaubersalz getrocknet; die schlieflich nach Ab-
dampfen des Athers durch Destillation erhaltene Menge betrug
117 g, wobei Verluste?), namentlich an den niederen Gliedern
Ameisensiure, Essigsiure und Propionsiure, sicher vorhanden
waren, jedoch kam es auf die letzteren in vorliegendem Falle
weniger an. Die wasserfreien Fettsiuren wurden zunichst einer
fraktionierten Destillation unterworfen und in die ungefihren
Fraktionen der Ameisensiure, Essigsiure, Propionsiure, Butter-
siiure, Valeriansiure und Capronsidure getrennt. Es wurde noch
eine nichst hohere Fraktion vom Siedepunkt etwa der Caprin-
sdure, sowie ein zwischen 261°—280° iibergehender Anteil auf-
gefangen, wihrend eine dicke, zum Teil fest werdende Masse im
Kolben zuriickblieb. Die Mengen der emzelnen Fraktionen sind
aus der Tabelle (S. 183) zu ersehen.

Zur Orientierung wurden die Fraktionen auf ihr Drehungs-
vermégen untersucht. Vonder in der Hauptmenge aus Propion-
sidure bestehenden Fraktion an war ein zundchst geringes
Drehungsvermogen zu beobachten, das iiber die Fraktion der
Buttersiure zur Valeriansiure und zur Capronsidure erheblich
wuchs, um dann in den hoheren Fraktionen wieder zu sinken.

Da nun weder Propionsiure noch Buttersiure ein asym-
metrisches Kohlenstoffatom besitzen, mufl das Drehungsver-
mogen dieser Fraktion auf Beimengungen von héheren Gliedern,
insbesondere von optisch-aktiver Valeriansiure und Capronsiure,
beruhen. Durch erneute Destillation der Buttersiurefraktion

1) Siehe E. Salkowski, Praktikum 1906, 3. Aufl., 227.

2) Die Zahlen der Tabelle geben fiir die niederen Glieder deshalb
nur angeniherte Werte; immerhin ist das starke Vorwiegen der Ameisen-
siiure ersichtlich, und es konnten 6,8 g Calciumformiat in reinem Zu-
stande (iiber das Zinksalz) erhalten werden:
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gelang es, die Reinigung so weit zu treiben, daB ein fast inaktives
Produkt erhalten wurde, dessen Menge ca. 40,0 g betrug. DaB8
tatsichlich Buttersdure vorlag, wurde durch die Analyse
der freien Sdure sowie ihres Silbersalzes erwiesen. Ein Teil der
erhaltenen Buttersiure wurde durch Kochen mit Calciumcarbo-
nat und sehr viel Wasser, in das Calciumsalz verwandelt, und
dieses durch Endampfen in reinem Zustande abgeschieden.
Eine in der Kilte gesittigte Losung des noch einmal um-
krystallisierten Salzes triibte sich stark beim Erhitzen; im luft-
trocknen Zustande hatte die Verbindung 1 Mol. Krystallwasser.
Dadurch ist die vorliegende Séure als die normale charakterisiert.

Die nichst hohere Fraktion bestand der Hauptsache nach
aus Valeriansdure, enthielt aber zweifelsohne kleine Mengen
Capronsiure und Buttersiure. Wieviele von den méglichen Sauren
der 5-Kohlenstoffreihe vorlagen, ist vorldufig nicht untersucht,
aus dem Drehungsvermégen?!) [a]p, = +3,11° ergibt sich fiir
das nochmals destillierte Produkt ein Gehalt von ungeféahr 18,09,
an rechtsdrehender Methylathylessigsaure. Das spe-
zifische Drehungsvermogen der letzteren betrigt in reinem Zu-
stande nach Taverne sowie W. Marckwald +17,30°.

Wie die Valeriansidurefraktion, ist auch die folgende ein
Gemisch von verschiedenen Fettsiuren der 6-Kohlenstoffreihe;
durch erneute Destillation wurden daraus 9,5 g einer Sdure
gewonnen, deren Zusammensetzung auf Capronsiure stimmte.
Diese durch Féulnis entstandene Capronsiure enthélt zum
mindesten zwei isomere Siauren der 6-Kohlenstoffreihe; wahr-
scheinlich die Isobutylessigsiure, die dem gewdhnlichen Leucin,
und die rechtsdrehende Form der f-,-Methyl-&thyl-propion-
siure, die dem Isoleucin entspricht. Eine Trennung der beiden
Isomeren durch die iibliche Methode der Destillation oder Kry-
stallisation einfacher Salze fiihrte nicht zum Ziele, sie lit sich
aber durch eine Fraktionierung mit geeigneten Alkaloidsalzen
erreichen?). Uber den Gehalt des Produktes an optisch-aktiver
Capronsdure kann man sich leicht durch Bestimmung des
Drehungsvermégens orientieren. Fiir die optisch-aktive Capron-
siure, die v. Romburgh?) durch Oxydation des d-Hexylalkohols

) a=+29° c=100; | =1; djg = 0,931.

2) Hieriiber soll spiter berichtet werden.

3) Rev. des trav. chim. des Pays-Bas. 5, 221.



Die Fiaulnisfettsiuren sowie d-Valeriansiure und d-Capronsiure. 187

aus Romisch-Kamillenol gewonnen hat und die gleichfalls die
Konstitution CH, «
' CH;”
besitzt, betrigt [x], = +8,92°. Das spezifische Drehungsvermégen
der Féulniscapronsiure’) betrug +4,02°, so daB ca. 469, der
Capronsiure, wie sie bei der EiweiBfaulnis entsteht, aktiver Form
war. Dies Verhéltnis kann sich natiirlich u. a. mit der Natur des
Ausgangsmaterials, d. h. mit dessen Gehalt an den verschiedenen
Aminosduren, éndern, und in der Tat wurde bei der Capronsiure
aus gefaultem Leim (siehe Seite 190) ein Gehalt von nur ca. 33,09,
an aktiver Form gefunden?).

Die bei 205°—260° siedende Fraktion — ihre Menge betrug
5 'g — hat nach nochmaliger Destillation, aus der Analyse der
freien Siure und ihres Silbersalzes zu schlieen, angenshert die Zu-
sammensetzung der Caprinsiure; jedenfalls ist ihr Kohlenstoff-
gehalt hoher als der einer Hexanséure. Selbstverstindlich besteht
keine Garantie fiir Reinheit und Einheitlichkeit dieser Siure der
10-Kohlenstoffreihe; immerhin bietet ihr Vorkommen bei der
EiweiBfdulnis ein bemerkenswertes Interesse. Eine synthetische
Bildungsweise dieser Siure wéahrend des Faulnisvorganges laBt
sich nicht ausschlieBen, ist aber in Anbetracht der Entstehung
der iibrigen Séuren bei diesem Vorgange nicht besonders wahr-
scheinlich; es ist deshalb nicht ohne weiteres die Moglichkeit von
der Hand zu weisen, daB diese Caprinsiure — wie die Capronsiure
aus Leucin oder die Buttersiure aus Glutaminsiure — aus
priformierten EiweiBbausteinen mit 11 oder 12 Kohlenstoff-
atomen im Molekiil hervorgeht. Allerdings sind entsprechende
einfache Monoaminosiuren bisher nicht gefunden worden, aber
es wiire denkbar, daB sie im Proteinmolekiill in so geringer
Menge vorkommen, daB sie bisher nicht isoliert werden konnten,
oder sich infolge Mischkristallbildung mit anderen Aminosiuren
der Beobachtung entzogen haben, wie dies lange Zeit bei der
Aminovaleriansiure und Pyrrolidincarbonsaure der Fall ge-

CH - CH, - COOH

1) a = +2,95°% c=100; 1 = 1; ds; = 0,920.

2) Da die Synthese der optisch-aktiven Capronsiduren bislang nicht
ausgefithrt war, habe ich mit Herrn cand. phil. B. Rewald die kiinstliche
Darstellung unternommen. Die inaktive (racemische) Methyl-dthyl-propion-
siure lift sich iiber die Alkaloidsalze spalten. Aus dem Brucinsalz er-
hielten wir die 1-, aus der Mutterlauge die d-Siure.
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wesen ist. Vielleicht kommen auch die Diaminotrioxydode-
cansiure C,H,N,O; oder die Caseansidure usw. als Mutter-
substanz der ,,Caprinsiure“ in Betracht. Die Menge der ge-
samten, nicht weiter gereinigten Fraktion, 5 g, machte ja nur
0,59, des Ausgangsmaterials oder 4,29, der Gesamtquantitit
der isolierten Fettsiuren aus. Die isomeren Caprinsiuren sind bis-
her nur héchst unvollstindig bekannt. In der Faulnissiure liegt
keinesfalls die Substanz mit normaler Kohlenstoffkette vor, son-
dern eine oder das Gemisch mehrerer Verbindungen mit ver-
zweigter Kohlenstoffkette, wie man aus der optischen Aktivitit
folgern muB. Ein Gemisch der nochmals destillierten Séure
(3 cem) mit 5 cem Ligroin zeigte eine betrichtliche Rechtsdrehung,
entsprechend einem Gehalt von 0,99, Traubenzucker.

Die n#chst héhere Fraktion mit dem Siedepunkt 261°-—280°
enthielt keine einfachen Fettsiuren mehr. Zwar ist aus ihr im
reinen Zustande keine Substanz isoliert worden, aber die Eigen-
schaften dieses Anteils lieBen auf einen Gehalt an fettaromatischen
Sauren [Phenylessigsiure, Phenylpropionsiure (?) usw.] schlieBen.
Es miissen jedoch auch noch andere Substanzen hier zugegen sein,
da auch diese Fraktion eine wenn auch geringere Rechtsdrehung
aufwies, und zwar drehten 5 ccm des gelbgefirbten Destillats,
verdiinnt mit 15 ccm Ather, die Ebene des polarisierten Lichtes
so stark nach rechts, wie eine 0,2prozentige Traubenzuckerlésung.

Ein dhnliches Ergebnis hatte die Untersuchung der Séuren
aus gefaulter Gelatine. Die Siuren waren vor mehr als 20 Jahren
von E, Salkowski dargestellt worden. Da die Menge des Aus-
gangsmaterials und der isolierten Fettsiuren nicht genau be-
kannt war, so beschrinken wir uns auf die Wiedergabe der
Analyse sowie des Drehungsvermogens der einzelnen Fraktionen.
Wie ersichtlich, ist die Verteilung der optisch-aktiven Fettsiuren
eine ithnliche; nur ist der Gehalt der Valeriansiurefraktion an
aktiver Form, 17,49, sowie der an rechtsdrehender Form bei der
Capronsiure, etwa 339, fiir dieses Material ein etwas anderer.

Analysen der EiweiBliulnissiuren.
A. Fettsduren aus gefaultem Casein.
1. Buttersdurefraktion.
a) Freie Saure: 0,15168 g Substanz ergaben 0,3033 g CO,
und 0,1295 g H,0.
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Gefunden: C = 54,669%,; H =9,5619%,.
Berechnet fiir CHO,: C= 54,64%; H = 9,099,.
b) Silbersalz: 0,0940 g Substanz ergaben 0,0503 g Ag.
Gefurtden: Ag = 63,619,.
Berechnet fiir C;H,0, Ag: Ag=53,309%,.
2. Valeriansdurefraktion.
a) Freie Siaure: 0,1440 g ergaben 0,3115 g CO,
und 0,1297 g H,0.
Gefunden: C = 58,999%,; H =10,019,.
Berechnet fiir C;H,,0,: C = 58,829%,; H= 9,809,.
b) Silbersalz: 0,1062 g Substanz ergaben 0,0551 g Ag.
Gefunden: Ag = 51,869,.
Berechnet fiir C;H,0, Ag: Ag = 51,609%,.
3. Capronsdurefraktion.
a) Freie Siaure: 0,1225 g Substanz ergaben 0,2784 g CO,
und 0,1123 g H,O.
Gefunden: C=62,119,; H =10,199,.
Berechnet fiir C;H,;,0,: C=62,07%; H =10,32%,.
b) Silbersalz: 0,1078 g Substanz ergaben 0,0621 g Ag.
Gefunden: Ag = 48,269,.
Berechnet fiir C;H,,0, Ag: Ag = 48,439%,.
4. Caprinsdurefraktion.
a) Freie Siaure: 0,1325 g Substanz ergaben 0,3411 g CO,
und 0,1443 g H,0.
Gefunden: C=170,22%,; H=12,119%,.
Berechnet fiir C;jH,,0,: C=69,76%; H = 11,629%,.
b) Silbersalz: 0,1399 g Substanz ergaben 0,0549 g Ag.
Gefunden: Ag = 39,009%,.
Berechnet fiir C,(H,,0, Ag: Ag = 38,669,.
5. Drehungsvermdgen.
Siehe Seite 186.

B. Fettsduren aus gefaulter Gelatine.
1. Silbersalz aus der Buttersaurefraktion.
0,1446 g Substanz ergaben 0,0799 g Ag.
Gefunden: Ag = 55,339.
Berechnet fiir C;H,0, Ag: Ag = 55,309%,.
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2. Silbersalz aus der Valeriansiaurefraktion.
0,1045 g Substanz ergaben 0,0542 g Ag,

Gefunden: Ag=51,839%,.
Berechnet fiir C;H,0, Ag: Ag = 51,60%,.

3. Silbersalz aus der Capronsiurefraktion.
0,1280 g Substanz ergaben 0,0616 g Ag.
Gefunden: Ag = 48,109,.
Berechnet fiir C,H,,0, Ag: Ag = 48,439%,.

4. Drehungsvermdgen.
a) Valeriansaurefraktion:
{x]lp =+ 3,01°
(x=+428° ¢=100; 1=1; d,,=0,929).
b) Capronsiurefraktion:
[6]lp =+ 2,92°
(6« =+ 2,7°;,¢=100; 1=1; d,,=0,924).



Verwandlung von optisch-inaktivem Triolein in ein
optisch-aktives Glycerid und eine optisch-aktive Siure.

Von
C. Neuberg und E. Rosenberg.

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

(Esngegangen am 12. September 1907.)

In einer fritheren Mitteilung!) haben wir auf das biologische
Interesse hingewiesen, das in verschiedener Hinsicht die optisch-
aktiven Fettsiuren beanspruchen. Das Problem des Auftretens
dieser Siuren in der Natur ist ein zweifaches, indem es sich einmal
um die Entstehung dieser Substanzen durch Umbildung aus
priformiertem optisch-aktivem Material handelt?), dann um eine
Neubildung aus inaktiver Materie.

Den Mechanismus der letztgenannten Entstehungsweise haben
wir schon friiher beleuchtet und gezeigt, wie man, von der ge-
wohnlichen Olsaure ausgehend, zu optisch-aktiven Abkémmlingen
gelangt. Das Prinzip ist folgendes:

Die natiirlichen Fette (Glyceride) sind, abgesehen von den
Lipoiden des Lecithintypus3)

CH, - O-Fettsiiureradikal
C'H - O-Fettsiureradikal
(’IJH2 - O-PO;H;-Cholin

und den vereinzelten Fetten mit optisch-aktivem S#ure- oder
Alkoholradikal4), optisch-inaktiv und strukturell ohne asym-

1) Diese Zeitschr. 1, 374, 1907.

2) Siehe die voraufgehende Mitteilung.

3) Zuihm gehéren auch die gemischten Glyceride, iiber deren Drehungs-
vermégen noch nichts sicheres bekannt ist.

4) Eine Zusammenstellung der wichtigsten siehe in unsere friiheren
Mitteil. (cf. sub1).
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metrisches Kohlenstoffatem. Wie ein solches resp. mehrere ent-
stehen konnen, zeigt die Betrachtung am Triolein

CH, - 0-Olsiéure
|
CH - 0-Olsdure
|
CHi . 0-0].85.[11‘0,

das bekanntlich einen erheblichen Teil in den Fetten der Flora
und Fauna ausmacht und bei vielen fliissigen in nahezu reiner
Form vorliegt.

Das Trocknen oOlsiurehaltiger Fette, ebenso die Verdnde-
rungen der freien Olsiure («) an der Luft!), ferner die interessanten
Umwandlungen der ungesittigten Fettsiuren bei der Autolyse?)
beruhen auf Sauerstoffaufnahme oder Wasseranlagerung an der
Stelle der doppelten Bindung, wobei Dioxystearinsiaure (£), Mono-
oxystearinsiure bzw. Stearolacton (y) oder andere Polyoxy-
siauren [Oxyketostearinsiure (§) usw.] entstehen, kurz, lauter Ver-
bindungen mit einem oder zwei asymmetrischen Kohlenstoff-
atomen, wie die folgenden Formeln zeigen:

&) CH,(CH,), CH ———— CH(CH,), COOH

$) CH,(CH,), CH - OH - — CH - OH (CH,), COOH
y) CH,(CH,), CHOH —— CH,(CH,), COOH

8) CH,(CH,), CO— CHOH(CH,), COOH

(oder Isomere).

Diese Systeme sind an sich zwar asymmetrisch, jedoch noch
inaktiv resp. racemisch, aber sie kénnen unter Voraussetzungen, die
in der Natur durchaus vorhanden sind, optisch-aktiv werden. Diese
Bedingungen, die im Experiment verwirklicht worden sind und
drehende Fettsiuren ergaben, sind folgende:

Von einem Triolein, das durch Wasseraufnahme oder lang-
same Oxydation in das System

1) Vgl. E. Salkowski, Festschr. fir Rud. Virchow, 1891, 19. —
M. v. Senkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 434, 1898. — Scala,
zit. nach Ulzer-Klimont, Chem. d. Fette, 1906, 93. — D. Holde
und J. Marcusson, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 2657, 1903.

2} Sigval Schmidt - Nielsen, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol.
3. 274, 1903.
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CH,0 — CO(CH,), CHX - CHX(CH,), CH,

CHO — CO(CH,), CHX - CHX(CH,), CH,

CH,0 — CO(CH,), CHX - CHX(CH,), CH,

CH,0 — CO(CH,), CH, - CHY(CH,), CH,

CHO — CO(CH,), CH, - GHY(CH,), CH,

CH,0 — CO(CH,), CH, - CHY(CH,), CH,
iibergegangen ist, liBt sich voraussehen, daB es durch fettspaltende
Fermente bei deren asymmetrischer Wirkungsweise zur Hilfte
verseift werden wird, indem Glycerin und freie aktive Séure
entstehen, wihrend deren Antipode mit der anderen Hilfte des
Glycerins zum aktiven Glycerid vereinigt bleibt.

Zur praktischen Ausfilhrung des Versuches!) geht man zweck-
miBig von dem vollstindig (durch 6 Atome Br) bromierten,
synthetischen Triolein (Dibromstearinsdure-triglycerid) aus und
laB8t darauf pflanzliche Lipase wirken. Dabei entsteht rechts-
drehende freie Dibromstearinsiure und ein gleichfalls rechts-
drehendes Dibromstearinsiureglycerid.

Das verwendete Material ist formal vollkommen den Produk-
ten der langsamen Oleinoxydation analog. Es ist selbstverstand-
lich, daB auch bei gemischten ungesittigten Glyceriden oder bei ent-
sprechender Umwandlung nur eines Olsiurerestes ganz analoge
durch Lipase zerlegbare Systeme mit asymmetrischen Stearin-
siurederivaten entstehen konnen.

Fettspaltende Fermente sind in der Natur auBerordentlich
verbreitet ; sie finden sich im tierischen und pflanzlichen Organis-
mus, in den Sekreten wie intracellulir. Die Bakterien und
ihre Ausscheidungen wirken gleichfalls stark fettspaltend, und
jingst ist festgestellt?), dal auch zahlreiche Toxine, wie die

oder

1) Benutzt wurde das ganz analoge Hexabromtriolein, das leichter
und reiner als die entsprechenden Sauerstoffderivate erhiltlich ist. Um
jede Verunreinigung auszuschliefen, wurde synthetisches Triolein an-

gewendet: CH,0 — CO . (CH,), - CHBr . CHBr - (CH;), - CHy,
éH-O —CO . (CHg),; - CHBr - CHBr « (CH,), - CHy,
éH,O — CO - (CHg), - CHBr - CHBr - (CHy), - CH,.

3) C. Neuberg und E. Rosenberg, Berl. klin. Wochenschr. 1907,

Nr. 2, sowie C. Neuberg und K. Reicher, diese Zeitachr. 4, 281, 1907
Miinch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 35.
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Schlangengifte, ferner das Crotin, Ricin sowie Bienengift usw.
lipolytisch sind. Die halbseitige Verseifung durch Lipasen ist
bereits mehrfach beobachtet, so von H. Dakin!), von Paul
Mayer?) (vgl. auch O. Warburg)?3), sie ist ein ziemlich hiufiger
Vorgang?).

Es ist also gezeigt worden, daf aus inaktiven Fetten durch
Vorgiinge wie langsame Oxydation usw. und asymmetrische
Spaltung mittels belebter oder lebloser Fermente optisch-aktive
Fettsiiuren entstehen kénnen.

Es ist iibrigens denkbar, daB die vereinzelt beobachteten
hoheren Fettsiuren mit Drehungsvermogen in der Pflanze bzw.
im Tierkorper in &hnlicher Weise gebildet werden. Man kann
sich vorstellen, da8 z. B. die Glyceride der Ricinusélsdure (II)
aus Glyceriden der Linolsdurereihe (I) auf analoge Art z.B. iiber
ein Glycerid einer inaktiven Monohydroxyélsaure und durch dessen
asymmetrische Verseifung hervorgehen:

1. CH,—(CH,), — CH ——- CH—CH,—CH =CH —(CH,), —COOH
. CH,—(CH,),—CH,—CH-0OH—CH,—CH=CH —(CH,), —COOH.

Auch die Entstehung der eigentiimlich gebauten Siauren der
Chaulumgrasiurereihe wird durch dhnliche Uberlegungen dem Ver-
stindnis néher geriickt. Denn bedenkt man weiter, wie leicht die
mehrfachen Doppelbindungen ihren Platz im Molekiil wechseln
und welche Reaktionsfahigkeit sie hervorrufen, so kénnte man
unschwer, ausgehend von den schénen Untersuchungen von
Marmaduke Barrowcliff und Frederic Bilding Power?),
eine dhnliche Bildungsweise fiir die Chaulumgrasiure annehmen.

1) H. Dakin, Journ. of Physiol. 32, 199, 1905.

2) P. Mayer, Berl. klin. Wochenschr. 1905, Nr. 35; diese Zeitschr.
1, 39, 1906.

3) 0. Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 205, 1906.

¢) In der asymmetrischen Verseifung durch Lipase hat man vielleicht
auch ein Mittel, um die 6fter recht unsichere Existenz der gemischten
Glyceride zu erweisen. Soweit sie asymmetrische Struktur besitzen, aber
racemisch sind, konnten sie durch Lipase halbseitig verseift werden und
miiBten ein durch das Enzym nicht angreifbares drehendes Glycerid ergeben.
Auf die Moglichkeit der Existenz solcher aktiver Glyceride hat iibrigens
zuerst Felix Hahn, Diss. Leipzig 1904, S. 31 u. 32, hingewicsen.

5) Journ. Chem. Soc. 91, 557. 1907.
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Diese (V) konnte nimlich hervorgehen durch Wasserabspaltung
und gleichzeitigen RingschluB aus einer Oxyblsédure (IV) [mit
anderer Stellung der Doppelbindung als bei II], die selbst der
Hydration und' asymmetrischen Verseifung des Glycerides einer

Linolsiure (III) ihre Entstehung verdanken wiirde: '
III. CH;—CH;,—CH=CH—CH —=— —(CH,),; —COOH.
1Vv. CH,—CH,—CH =CH —CH.OH — CH,;—(CH,),, —COOH.

V. CH,—CH,—CH = CH—CH — CH,— (CH,),, —COOH.
| ’ | .

20 g reinstes synthetisches Triolein (Kahlbaum) wurde in
200 ccm wasserfreiem Chloroform gelost und unter Kiihlung in
einer Kiltemischung mit einer 6 Atome Halogen entsprechenden
Menge Brom (3,6 ccm) versetzt. Diese waren gleichfalls in 100 cem
Chloroform gelost und wurden durch einen Tropftrichter langsam
hinzugefiigt.

Nach 48-stiindigem Stehen wurde die Chloroformlésung des
vollstindig bromierten Olsiureglycerides in einem groBen Scheide-
trichter nacheinander mit verdiinnter Sodalésung und dann mit
Wasser gewaschen, schlieflich iiber Chlorcalcium getrocknet.
Nach dem Abdunsten des Chloroforms verblieb ein schwach gelb
gefirbtes Ol, das im wesentlichen aus dem Additionsprodukt von
6 Atomen Brom an Triolein, also aus Dibromstearinsiuretri-
glycerid, bestand. Ohne die Reinigung dieses Produktes weiter
zu treiben, diente es zu folgenden Versuchen, die simtlich eine
asymmetrische Verseifung jenes Fettes durch Lipase zum Ziel
hatten.

Die fermentative Fettspaltung wurde unter den von Conn-
stein, Hoyer und Wartenberg?!) als am giinstigsten erkannten
Bedingungen vorgenommen.

- Es wurden 4 ccm des erwihnten bromhaltigen Oles mit 1,6 g
Ferment?) und 2 cem Mangansulfatlosung in verschlossenem

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 37, 1436, 1904.

- 2) Zu diesen Versuchen diente das fettspaltende Ferment des Ricinus-
samens, das wir in ausgezeichneter Qualitit von den Vereinigten Chemischen
Werken Charlottenburg erhieiten. Wir erlauben uns, auch an dieser Stelle
der Fabrik fiir ihre Liberalitit ergebensten Dank zu sagen.

13*
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Erlenmeyerkolben etwa eine Woche!) im Brutschrank aufbewahrt
und wihrend dieser Zeit 6fters geschiittelt.

Das Reaktionsprodukt, das stark sauer war, wurde mit un-
gefihr 50 ccm Aceton versebzt, von den ungelosten Flocken des
angewandten Enzyms abfiltriert und nun unter Zusatz von
Phenolphthalein mit alkoholischer Natronlauge neutralisiert. Das
sich hierbei bez. auf Atherzusatz ausscheidende Salz wurde ab-
filtriert und mit Aceton ausgewaschen, die Mutterlauge aber ver-
dunstet. Das hinterbliebene 01 wurde sodann in Ather geldst
und im Scheidetrichter mehrfach mit Wasser und etwas Soda-
16sung ausgeschiittelt, da es stets wieder eine geringe Aciditat
annahm. Der iiber Chlorcalcium getrocknete Atherauszug hinter-
lieB endlich beim Verdunsten ein schwach gelb gefirbtes Ol, das
sich in #therischer Losung als rechtsdrehend erwies.

Desgleichen zeigte sich die wisserige Losung des oben er-
wihnten Salzes Rechtsdrehung.

Dieser Versuch lehrt also, da man mit Hilfe von Lipase
das inaktive Dibromstearinsiauretriglycerid asymmetrisch ver-
seifen kann, derart, daB rechtsdrehende Dibromstearinsiure
(Oleinsduredibromid) und ein gleichfalls dextrogyres Glycerid
entstehen.

Das Material zur Bestimmung der Drehung und der Analysen
wurde durch mehrere analog ausgefiihrte Versuche gewonnen.
Es wurde bis zu 30 g synthetisches Triolein in Arbeit genommen
und die Dauer der Fermenteinwirkung bis auf zwei Wochen be-
messen. Das optisch-aktive Dibromstearinsiureglycerid ist der
erste bekannt gewordene Vertreter drehender eigentlicher Neutral-
fette. Durch diese Versuche ist also bewiesen, daB aus optisch-
inaktiven, an sich nicht einmal racemischen Fetten, durch einen
ProzeB, welcher der natiirlichen Umwandlung der ungesiittigten
Glyceride durch Oxydation, Trocknen derOle usw. analog ist, und
durch nachherige fermentative Spaltung — einen im Tier- und
Pflanzenreich weit verbreiteten Vorgang — die Bildung optisch-
aktiver Fettsduren stattfinden kann.

1) Die fermentative Spaltung des substituierten Trioleins vollzieht °
sich sehr viel langsamer als die der gewiohnlichen Fette, die schon nach
24—48 Stunden vollstindig ist; dhnliche Beobachtungen iiber eine Er-
schwerung der Fermentwirkung hat man auch sonst bei kiinstlich ver-
anderten Naturprodukten gemacht.
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Analyse des rechtsdrehenden Oleinhexabromids (Dibrom-
stearinsiureglycerids).

0,1712 g Substanz ergaben 0,3194 g CO, und 0,1093 g H,0,
0,1061 g Substanz ergaben 0,0858 g AgBr (= 0,0365 g Br).
Gefunden: C = 50,97%; H =17,109,; Br = 34,419%,.
Berechnet fiir C,H,(C,3 Hy30,Br,), = C; H,(,0, Br, = 1364:

C = 50,149,
H= 7,629%
Br = 35,10%.

Der etwas zu niedrig gefundene Bromwert diirfte auf die
Neigung der Verbindung zuriickzufiihren sein, leicht Bromwasser-
stoff abzuspalten; tatsichlich reagiert die mit Sodalosung ge-
waschene Verbindung beim Aufbewahren nach einiger Zeit wieder
sauer, namentlich bei Zutritt von Luftfeuchtigkeit. Demgema
fallen die Zahlen fiir Kohlenstoff etwas zu hoch und fiir das
Drehungsvermégen etwas schwankend aus, und das Glycerid ist
zweifelsohne nicht ganz rein.

Die Verbindung krystallisiert auch bei Eiskiihlung nicht,
in Kiltegemisch aus fester Kohlensaure und Ather erstarrt sie zu
einem glasigen Firnis.

Bestimmung der Drehung

(am reinsten Priparat):

0,5048 g Substanz wurden in 14,0388 g Chloroform gelost.
a=+30; 1=1;d=1540; ¢ = 3,6; [«]p,, +9,09°.

RechtsdrehendeDibromstearinsiure(Qlsiuredibromid).

Die aus dem Natronsalz in Freiheit gesetzte Saure ist ein Ol.
Zur Analyse diente das Silbersalz, das aus dem rohen Natronsalz
in folgender Weise bereitet wurde: Die wiisserige alkoholische
Losung wurde mit konzentrierter AgNO,-Losung versetzt, die
erster: Anteile des entstandenen Niederschlages wurden verworfen,
und dann wurde erst vollig ausgefillt. Das entstehende Silbersalz
wurde mit Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen und im
Vakuum getrocknet.

0,0942 g Substanz (aus salpetersaurer, verdiinnt-alkoholischer
Losung mit NaBr gefillt) ergaben: 0,0331 g AgBr.
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0,1370 g Substanz ergaben (nach Carius) 0,0916 g AgBr.
Berechnet fiir C,; HysBr,0,Ag: Ag = 19,65%,; Br = 29,109,
gefunden: Ag = 20,039%,; Br = 28,629, .

Die Bestimmung der Drehungsrichtung

wurde am Natriumsalz ausgefiihrt. Mit den Produkten aus ver-
schiedenen Darstellungen wurden keine iibereinstimmenden Daten
erhalten; eine 10prozentige Losung in 80prozentigem Alkohol drehte
nach rechts, und zwar gleich einer 0,3—0,55prozentigen Trauben-
zuckerlésung. Ob diese Differenzen auf zum Teil symmetrischen
Verlauf der Fermentspaltung oder nachtrigliche Racemisierung
bei der Darstellung des Natronsalzes zuriickzufiihren sind, ist nicht
leicht festzustellen. AuBerdem wird, wie vorher angegeben ist,
das Hexabromtriolein in Berithrung mit Wasser unter Abgabe
von Bromwasserstoffsiure leicht sauer, so daB auch, eine rein
chemische Verseifung, die natiirlich inaktive Sédure ergibt, mit
im Spiele sein kann.



Die Entstehung des Erddls.!)
(Bildung von optisch-aktiver Naphtha aus drehenden Fettsiuren.)

Von
Carl Ncuberg.

(Lingegangen am 12. September 1907.)

Steinkohle und Petroleum wetteifern miteinander in der
Bedeutung als ehrwiirdige Zeugen lange vergangener Perioden
einstigen Lebens auf Erden. An der organischen Herkunft der
Steinkohle hat der bloBc Augenschein und die mikroskopische
Betrachtung nie Zweifel gelassen, dagegen ist bei dem struktur-
losen Erdél die Erkenntnis der Abkunft aus belebter Materie
erst ein Ergebnis der jiingsten Zeit.

Das gewaltige Interesse, das Forschung und Industrie an
dem Petroleumproblem nehmen, ist schon frithzeitig die Ver-
anlassung gewesen, sich mit der Frage nach dem Ursprunge des
Erdols zu beschiiftigen. Bereits in einer Zeit, die weit vor der
Epoche der industriellen Petroleumverwertung liegt, haben sich
Geologen und Chemiker mit dieser Aufgabe beschiftigt, und es ist
bemerkenswert, daB eine Reihe dieser friilhen Autoren, wie Lemery
im Jahre 1875 sowie Spielmann 1774, schon Anschauungen ent-
wickelt haben, die unserer heutigen Auffassung recht nahe standen.

Eine eingehende Bearbeitung der Petroleumfrage war natiir-
lich erst viel spiater auf Grund der modernen chemischen Forschung
moglich.

Zwei prinzipiell verschiedene Anschauungen sind es, die iiber
die Entstehung des Erd6ls von verschiedenen Autoren verfochten
worden sind: die Petroleumbildung aus anorganischer
und die aus belebter Materie. Die erstere geht auf Ver-
mutungen Alexander von Humboldts (1804) zuriick, der éine
vulkanische Herkunft des Erdols im Hinblick auf das Vorkommen

1) Vorgetragen auf der Versammlung Deutsch. Naturf. u. Arzte
Dresden 1907. Vgl. Chem.-Ztg. 1907, Nr. 77.
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von Kohlenwasserstoffen in den Eruptionsgasen mancher Vulkane
annashm. Sechzig Jahre spiiter stellte Berthelot eine Theorie
anorganischer Erdélbildung auf; er nahm an, daB durch Wechsel-
wirkung der Kohlensiure und Alkalimetalle intermediiir Carbide
und durch deren Zersetzung Acetylen entstinden. Er folgerte
weiter, daB analog der von ihm entdeckten Polymerisation des
Acetylens auch in der Natur Kondensation zu hohen Kohien-
wasserstoffen stattgefunden habe.

Eine experimentelle Stiitze erfuhr jedoch die anorganische
Theorie der Erdolbildung erst durch Mendelejew, der bei der
Zersctzung von Eisen- und anderen Metallcarbiden durch Wasser-
dampf gasformige sowie fliissige Kohlenwasserstoffe nachwies.
Wesentlich unvollkommener ist eine von Roche aufgestellt:
Hypothese, nach der durch Wechselwirkung von kohlensaurem
Kalk oder &hnlichen Carbonaten mit Schwefelwasserstoff sowie
Schwefelsiure bei vulkanischen Prozessen Kohlenwasserstoffbil-
dung erfolgt. Im Jahre 1897 griff Moissan auf die Mende-
lejewsche Carbidtheorie, die auch unter dem Namen der Emana-
tionshypothese bekannt ist, zuriick und es gelang ihm, die bei
Behandlung von Metallcarbiden mit Wasser entstehenden Kohlen-
wasserstoffe durch Kondensation in eine dem Petroleum gleichende
Fliissigkeit zu verwandeln.

Neue Nahrung erhielt die anorganische Theorie der Erddl-
bildung endlich durch die iiberraschenden Ergebnisse von Saba-
tier und Senderens bei der Hydrierung und Kondensation
zahlreicher aromatischr Verbindungen mittels Wasserstoffs und
katalytisch wirkender Metalle (Nickel usw.) bei®erhohter Tem-
peratur.

Diesen Anschauungen gegeniiber siehen die Theorien iiber
die Naphthabildung aus organisierter Materie. Schon die erwahnten
alten Autoren, wie Lemery, Spielmann u. a., nal:men eine der-
artige Entstehung aus Bitumen, Bernstein, Harzen usw. an; aber
erst Engler und Hé6fer begriindeten experimentell die Theorie
der Erdélbildung aus Fettiiberresten einer einstmaligen
marinen Fauna.

Nach Engler und Héfer ist das Petroleum aus dem Fett
von Fischen, Muscheltieren und anderen Meerbewohnern her-
vorgegangen und zwar derart, daB durch Verwesung die Kohlen-
hydrate sowie eiweiBartige Leibessubstanzen verschwanden, aber
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aus dem resistenten Fett, besonders den sehr widerstandsfihigen
Fettsiuren Palmitin-, Stearin- und Oleinséure das Erdol sich
gebildet hat. .

Durch Abspaltung von Kohlenséure bzw. von Wasser, sowie
durch Zertrimmerung der Kohlenstoffkette unter hohem Druck
und vielleicht auch gesteigerte Temperatur sollen zunéichst leicht-
fliissige, relativ niedrig siedende Kohlenwasserstoffe entstanden
sein, die durch Selbstpolymerisation im Laufe geologischer Epochen
das heutige Erdol geliefert haben.

In der Tat konnte Engler aus Fischtran sowie isolierten
Fettsiuren durch Erhitzen in geschlossenen GefiBen (Druck-
destillation) ein Kohlenwasserstoffgemenge darstellen, das mit
dem Petroleum weitgehende Ahnlichkeit zeigte und von dem be-
stimmte Fraktionen im Laufe der Zeit auch das Phinomen der
Selbstpolymerisation erkennen lieBen.

Eine andere Hypothese ist von Kraemer und Spilker auf-
gestellt. Nach dieser sind im wesentlichen Organismen der
Pflanzenwelt als Muttersubstanzen des Petroleums zu betrachten
und zwar hauptsichlich die auf dem Grund unserer Torfmoore
massenhaft vorkommenden Algen, Diatomeen (Seeschlick) usw.
Am Aufbau aller hier in Betracht kommenden Organismen sind
Wachsarten beteiligt. Diese letzteren geben bei der ,,Druck-
destillation** ein Petroleum.

Die Geologen haben vielfach im Prinzip die Engler-Hofer-
sche Theorie angenommen, insoweit wenigstens, als man im ,,Fett*
von einstmaligen Lebewesen — sei es von Tier, sei es von Pflanze
— das Urmaterial fiir die Hauptmenge des heutigen Erdols er-
blickte. Daneben konnte und sollte auch niemals eine anorga-
nische Bildungsweise in beschrinktem Umfange und unter dafiir
giinstigen lokalen Bedingungen ausgeschlossen werden.

In eine ganz neue Phase ist nun jiingst das Problem der
Erdolbildung getreten, als P. Walden!) Biots in Vergessenheit
geratene Beobachtung der optischen Aktivitit von Petroleum
wieder ans Licht zog und nachdriicklich auf die Bedeutung dieses
Befundes fiir die Naphthafrage hinwies. Biots Angaben iiber das
Drehungsvermégen des Erdols fanden eine Bestidtigung durch
Soltsien, Tschugajew und Rakusin. Allerdings hat Biot

1) P. Walden, Naturw. Rundschau 15, Nr. 12—16, 1900.
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eine sehr starke Linksdrehung beobachtet, wihrend die spéteren
Autoren eine dem absoluten Betrage nach sehr viel schwichere
Rechtsdrehung angeben; wahrscheinlich handelt es sich hier um
Naphthasorten verschiedener Herkunft.

Die natiirlich vorkommenden optisch-aktiven Verbindungen
haben sich bisher ausnahmslos als Produkte der Lebewesen der
Fauna oder Flora erwiesen, und aus diesem Grunde darf man
mit Recht im Drehungsvermogen des Petroleums die Hauptstiitze
fiir die Theorie einer Erdélbildung aus organisierter Materie er-
blicken. '

Nach dieser Theorie sind, wie erwdhnt, animalische oder
vegetabilische Fette, resp. die aus ihnen entstehenden Fettsiuren
die Muttersubstanz der Naphtha, zum mindesten bestimmter
Erdélsorten. Die Entdeckung, daB vielfach dem natiirlichen
Petroleum optische Aktivitit eigen ist, erheischte eine Revision der
Englerschen Theorie; denn mit verschwindenden Ausnahmen?)
sind Fett und Fettsduren der heutigen Lebewesen optisch-inaktiv
und koénnten an sich nur ein Erddl ohne Drehungsvermisgen
liefern.

Die optische Aktivitit des Petroleums war noch nicht er-
klart. XKurz nacheinander wurde von zwei Seiten im Jahre 1905
der Versuch dazu gemacht. J. Marcusson?) stellte die Hypo-
these auf, daB in dem tierische und vegetabilische Fette in
kleinen Quantititen begleitenden Cholesterin bzw. Isocholesterin
die Muttersubstanz der drehenden Bestandteile des Erdéls zu er-
blicken sei. Eine anderec Anschauung entwickelte ich selbst3),
nach der die EiweiBkorper der petroleumbildenden Lebewescn
eine reiche Quelle der optischen Aktivitit des Naphtha dar-
stellen. Denn das Proteinmolekiil fiigt sich aus fast lauter
optisch-aktiven Bausteinen zusammen, aus denen, wie friiher
auseinander gesetzt ist4), eine Fiille von optisch-aktiven, zur Erd-
6lbildung besonders befihigten Substanzen hervorgehen kénnen.

Rein chemische Kondensationen, namentlich aber die natiir-

1) Siehe hieriiber weiter unten.

2) J. Marcusson, Chem. Rev. der Fett- u. Harzindustrie 12, 1, 1905.

3) C. Neuberg, Sitzungsber. der Versammlung Deutsch, Naturf. u.
Artzte zu Meran vom 26. Sept. 1905; Chem.-Ztg. 1905, 1045; Zeitschr. f.
angew. Chem. 1905, 1606.

4) C. Neuberg, diese Zeitschr, 1, 368, 1908.
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lichen Vorgiinge der Faulnis und Autolyse!) sind es, die zur Bil-
dung von optisch-aktiven Fettsduren aus EiweiB fiihren.
Isolieren konnte ich in Gemeinschaft mit E. Rosenberg aus
den EiweiBfiulnisprodukten zum Teil in betréchtlichen Mengen die
frither iibersehene rechtsdrehende Valeriansiure (d-Methyl-dthyl-
esgigsiure), die dextrogyre Capronsiure (d-Methyl-athyl-propion-
sdure) und eine rechtsdrehende vielleicht mit Caprinséure?) iden-
tische héhere Fettsiure.

Die Entstehungsmoglichkeiten optisch-aktiver Naphthakohlen-
wasserstoffe konnte ich sodann erweitern durch den von mir zu-
sammen mit Rosenberg3) gefiihrten Nachweis, dal aus in-
aktiven Fetten durch enzymatische Vorginge unter Um-
stinden drehende Fettsduren entstehen konnen.

Nachdem gezeigt war, wie durch Fiulnisvorginge resp.
fermentative Prozesse aus vorhandenem aktiven Material (Eiwei8-
korpern) oder inaktiver Substanz (Fetten) optisch-aktive Fett-
siuren entstehen konnen, bestand der letzte Teil der Beweis-
filhrung fiir die frither aufgestellte Theorie der Bildung optisch-
aktiver Naphtha in der Umwandlung drehender Fettsiuren in
optisch-aktives Erdol.

Zu den Versuchen*) dienten jene optisch-aktiven Séauren, wie
sie bei der Eiweif3fiulnis auftreten. Es findet sich hauptsichlich
die rechtsdrehende Capronsiure neben gleichfalls dextrogyrer
Valeriansiure; wir wihlten zunichst die sehr viel leichter zu-
gingliche und billigere rechtsdrehende Form der Valeriansiure.
Um den natiirlichen Bedingungen moglichst nahe zu kommen,
benutzten wir nicht die optisch-aktive Methylithylessigsiure?)
an sich, sondern ein Gemisch dieser mit reiner Oleinsiure (Kahl-
baum); denn man muB sich vorstellen, daB die bei der Fiulnis ent-

1) A, Magnus-Levy, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2,
261, 1902.

2) Siehe diese Zeitschr. 1, 368, 1906; 7, 178, 1907.

3) Diese Zeitschr. 1, 374, 1906; 7, 191, 1907.

4) Eine kurze Mitteilung findet sich im Sitzungsber. d. Kgl. Preu8.
Akad. d. Wiss. vom 16. Mai 1907.

8) Zweckmi Big benutzt man die gewdhnliche Valeriansdure, die durch
Oxydation aus Girungsamylalkohol gewonnen wird und ein Gemisch von
nichtdrehenden f-g,-Dimethylpropionsiuren und der aktiven Methyl-ithyl-
esgigsiiure ist. Benutzt wurde eine Valeriansiure mit einem Gehalt von
17,49, an aktiver Form.
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stehenden Fettsiuren sich auch unter natiirlichen Bedingungen
mehr oder minder vollstindig in den priformierten Fetten resp.
deren Siduren losen. Die Umwandlung des EiweiBes resp. der
Aminosiuren durch Fiulnis in Fettsiuren vollzieht sich in wenigen
Tagen, in denen von einer weitgehenden Umbildung des Fettes zu
Petroleum noch keine Rede sein kann, so daB reichlich Zeit und
Gelegenheit dazu vorhanden ist, da8 die Fiulnisfettsiuren mit den
priformierten Fettsubstanzen in innige Beriihrung kommen.

Bei den fliichtigen Fettsiuren nimmt die Léslichkeit in
Wasser von der Essigsidure aufsteigend rasch ab, und gerade die
vorwiegend in Betracht kommenden verzweigten Valerian- und
Capronsiuren sind bereits mit Wasser nicht mehr mischbar und
schwer loslich, wihrend sie leicht von den stets vorhandenen
Lipoidsubstanzen der urspriinglich vorhandenen Lebewesen auf-
genommen werden.!) Die Verhiltnisse nun, unter denen sich die
natiirliche Petroleumbildung, d. h. die Abspaltung von Kohlen-
siure bzw. Wasser sowie Kondensation, vollzieht, sind unbekannt,
und die von Engler gewihlten Versuchsbedingungen destruktiver
Erhitzung héherer Fettsiuren auf 360—420° sind selbstverstind-
lich willkiirlich. Wir haben zum Teil die gleichen gewihlt, teils
unter etwas anderen gearbeitet.

In einigen Fillen wurde z. B. synthetisches Triolein oder Ol-
sdure, gemischt mit d-Valeriansiure, im zugeschmolzenen Schie8-
rohr 20 Stunden auf 350° erhitzt. Das von unangegriffenem Aus-
gangsmaterial befreite und gercinigte Reaktionsprodukt erwies sich
als ein optisch-aktives rechtsdrehendes Kohlenwasserstoffgemisch,
das groSe Ahnlichkeit mit natiirlichem Erdél aufwies.

In anderen Fillen wurde die Kohlensiureabspaltung durch
Zusatz von Kalk zu dem Gemisch von Ol- und optisch-aktiver
Valeriansiure erleichtert und das Gemenge einer schnellen
trockenen Destillation aus einem Kupferkolben bei moglichst

1) Die groBe Bestiandigkeit der Fettsauren selbst wihrend Jahrtausenden
hat Berthelot (Compt. rend. de I’Acad. 124, 1125, 1897; 140, 177, 1905)
festgestellt. Jiingst hat sich nun auch bei interessanten Untersuchungen
von W. A. Schmidt (Zeitschr. f. allgem. Physiol. 7, 369) an Mumien
aus der 21. Dynastie gezeigt, daB fliichtige Fettsiuren (Butter- und Valerian-
siure!) — den Mumien in den Mund gelegter Butter entstammend — im
Gemisch mit den hoheren sikulare Bestindigkeit besitzen, d. h. selbst im
feuchten Erdreich innerhalb 3000 Jahre nicht aus dem Lipoidgemisch
ausgewaschen worden sind.
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niederer Temperatur unterworfen. Das von siure- und keton-
artigen Produkten befreite Destillat enthielt auch hier optisch-
aktive und zwar rechtedrehende Kohlenwasserstoffe von voll-
kommenem Petroleumcharakter., Wie im experimentellen Teil ge-
zeigt werden wird, beschriinkt sich das Drehungsvermdgen dieses
Petroleums keineswegs auf die niederen Fraktionen, wie sie durch
Kondensation der in der angewandten Valeriansiure enthaltenen
Butylradikale hitten entstehen konnen, sondern steigt vielmehr
mit dem Siedepunkt, d. h. es findet sich auch in den Fraktionen,
fiir die man gerade aus ihrer optischen Aktivitit die synthetische
komplizierte Bildungsweise folgern muf.

Rakusin hat nun festgestellt, daB das optische Drehungs-
vermogen des natiirlichen Erd6ls mit dem spezifischen Gewicht
der Fraktionen steigt; da nun bei den Grenzkohlenwasserstoffen
Dichte und Siedepunkt annihernd parallel gehen, gleicht be-
merkenswerterweise auch in diesem Punkte das kiinstliche Petro-
leum dem Naturprodukt.

Damit wird aber auch der Cholesterintheorie eine Stiitze
entzogen. Denn gerade zur Erklirung des mit der Dichte steigen-
den Drehungsvermigens hielt Marcusson die Cholesterinkérper
allein geeignet, da die kiinstliche Autoklavenspaltung usw. der-
selben ihm zwar kein Petroleum, sondern ein drehendes schmier-
olartiges Produkt von hohem Siedepunkt ergeben hatte. Es zeigt
sich nun, daB man denselben Effekt bei volliger Abwesenheit von
Substanzen der Cholesteringruppe allein mit Oleinsiure und einer
optisch-aktiven Fettsiure erzielt.

Die von uns verwendeten Ausgangsmaterialien Oleinsiure I
von Kahlbaum, sowie Valeriansiure sind ihrer Darstellung
nach frei von Cholesterin und waren iiberdies auf ei