Untersuchungen (iber die Zersetzung des Elastin durch
anaerobe Mikrooganismen.

Von

Dr. Luigi Zoja,
Assistent an der medicinischen Klinik zu Parma

(Aus der chemischen Abtheilung des physiologischen Instituts in IJerlin.)
(Der Redaction zugegangen am 14. April 1s:*7.)

Lolkm* die bakterielle Zersetzung des Elastin liegt nur
eine Untersuchung aus a&lterer Zeit vor. Walehli -y brachte
Elastin mit Wasser und etwas Pankreas zusammen und Hess
es lo lage bei llrittemperatur stehen: es hatten sich Ammoniak.
V aleriansiiuro neben wenig' Huttersdure, Glykokoll, Leucin und
Biuret-.Heaciion gebende Korper, aber kein Phenol, Skatol und
Indol gebildet. Nachdem inzwischen durch die Arbeiten von
Neneki-i, Nencki und SieberB),*Kerry4), Selitrenny5) festgestejlt
ist, in welcher Weise Eiweiss und Leim unter dem Einfluss
reinciiltivirler anaerober Mikroorganismen zerfallen, schien es
von Interesse, die Untersuchung mit dem Elastin wieder auf-
zimelunen lind in exacterer W’eise, als es friher moglich war.
durchzuliihren. hn Folgenden soll kurz Uber die erhaltenen
Ixesultate berichtet werden.

Di(' Darstellung des Elastin geschah mit geringen
ModiliciUionen nach den wvon Horbaczewski<j und Chittenden
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u. Hart ) benutzten Verfahren. Das Lig. nuchae vom Rind
wurde mdoglichst rein praparirt, fein zerhackt und langere Zeit
mit destillirtem Wasser gekoght. Das Gewebe lasst sich jetzt
*'ht zu ,pln,'n Fasern zerdrlicken. Das Kochen wurde unter
mehrfachem Erneuern des Wassers fortgesetzt, bis im Filtrat
die Eiweissreaetionen ausblieben. Nun behandelte ich die Masse
111 100/0 Essigséaure, &lfrirte nach |g Std. ab, wusch aus bis

auf Eakmuspapier zerdriickte Substanz nur noch ganz
schwache Rothlarbung gab und brachte sie in Vo Salzsaure
Nach ungeldhr 48 St. wurde das Etastio aWiltrirt, gewaschen

in AV asser zertheilt und mit 1/, Natronlauge tropfenweise bis
zur neutralen Reaction zersetzt, wiederum fiitrirt und bis zum
Verschwinden der Ch.orreaction im Filtrat gewaschen. Fi1TiZ

nui  Use ten geschieht am besten mit einem grossen |Wzellnn-
[ CT."M .luu<® (,l,er Sadugpumpe. Das Elastin wurde schliess-

lich im Soxhlet sehen Apparat mit Alkohol und Aether extrahirt
und bei 100 getrocknet. Die zur Analyse fein zerstosse.ie
Masse erwies sich unter dem Mikroskop als noch aus feinsten

cas Ischen fasern bestehend. Bestimmungen des Stickstoffs
mich hjeldald und des Schwefels nach |laminarsten*i und

Ainollsky y sowie Aschenbestininiungen ergaben folgende Re-
‘Ullate:

L“m 7™ 1S VioferlCn <™ ccm- = N- Nfl»,- enthielt™

°i n bokkelkeke L > «r Rlastio lieferten

onii ' ¢V rloSO* = « m as,in. Bcferten

% M mgg Asche 87)6 Uufia, g Klasim’ IBe erten
"JIM:, gr. Asche = O 0410% in, Mittel 0.0:102% Asche.

... AehnMie Zalllen Fir Stickstoff und Schwefel fanden die-
friheren Untersucher: Chittenden und Hart fiir das Elastin

aus dem Lig. nuchae des Ochsen 16,85 S N und 080“VS
SchwarzD llir das Elastin ans der Aorta' de/

o>h/°0N und 0,88«0 S, dagegen war der Aschegehalt in
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meinem Praparat offenbar in Folge einer grindlicheren
Reinigung erheblich geringer, als in den friher dargestellten,

denn Chittenden und Hart fanden 0,81 °/o Asche und Schwarz
sogar 0,72° o.

Die RUhrung ging in der von Hoppe-Seyler -y construirten
Flasche* unter Luftabschluss vor sich. Die Flasche entsprach
vollig seinen Angaben, nur enthielt der verschliessende Gummi-
stopfen noch eine zweite Durchbohrung, durch die ein DIS auf
den Roden der Flasche reichendes Glasrohr eintrat. In dieses
Guhrungsgetass kamen 250 gr. Klastin und so viel Wasser
(2200 ccm.), dass nur ein Kleiner Luftraum Ubrig blieb. Nach
grundlicher Sterilisation wurde mit einer Reinkultur von Rausch-
brand baci lien geimpft, darauf zur vollstdndigen Verdréangung
der atmospharischen Luft durch das bis auf den Roden reichende
Glasrohr reiner, nach der Vorschrift von NenekiD dargestellte!
Stickstoff eingeleitet, das Rohr zugeselmiolzen und die Flasche
in den Riltolcn gestellt. Die Gasentwiekelung begann am
| Tage und dauerte Ins zum 44. Sobald ein mit Quecksilber
gefulltes Absorptionsgelass anndhernd mit Gas erflllt war.
wurde es durch (»in neues ersetzt, so dass von dem Gier
nichts verloren ging. Die GasentWickelung zeigte folgenden
(lang:

vom 4. bis zum 10. Tagt wurden geliefert 64,5 ccm.

10. 5. .1 6076 »

o, 17 | 133,42 "

17. 20. "V 325.85 (auf O° und
20. 25. $( o 303,32 760 mm. Druck
25. H2. Al y 208,62 C: reducirt.
32. JVoan., o 230.71

an. 44 x ol 240,4:m ;

Das Gas enthielt reichlich Kohlensaure, keinen Schweicl-
\vassHstoll. roch ".deutlich nach faulem Kohl (Mercaptan,
aber doch so schwach, dass dje durch Actzkali bedingte

\ oluniyermiiiderung ganz auf Kohlensdure bezogen werden
konnte.
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DfT Kohlenstiuregehalt des Gases nahm nut fortschreitender
(Idhrung zu, wie aus folgender Tabelle hervorgeht:

Fraction ) 00 Gehalt an C.O, Gesammtgasmenge anCO; in gr.
1] 07.7t; 0.2K2
W 00.N; O.1ii0
VI 05.08 0510 ¢
VIII 08.01 0,tt>7
IX 09,10 0,578

Daneben enthélt das Gas noch 11 und CH, wie die

0Q\ ood;
it t.71
CH, 2H7
N 2MV
100.00

Zwei Tage nach dem Aufhoren der GisentWickelung
wurde der Versuch unterl>roclien. Ein grosser Thed des

Elastin war ungelost geblieben. Die Gahrflussigkeit entbleit
'lie Hausehbrandbaeillen in Beinkutlur und reagirte : alkalisch.

wurde mit Wasser verdinnt, mit 26 gr. Oxalsdure versetzt
fed: der Destillation unterworfen. Es entwickelte sieli ein

mstarker Geruch nach iaulcm Kohl, beim Durchleiten de-; Gber-
gellenden Gases durch eine Gyainjueeksilb<'liGsnng verschwand
'Er Geruch und es entstund ein grungrauer Niederschlag, auch
gabdas Destillat die Isatinsehwefelsdurereaetioii *i, es handelte
hHi *also um Mercaptan. Allmahlich aber trat in, der Cyan«
guecksilberlésung eine schwarze Abscheidung auf. Da zu be-
idrehten War, dass unter dein Einfluss. der Oxalsaure in der
W «inné von Elastin Scliweh‘lwasserstotf al»gespulten wurde,
unterbrach ich die Destillation, filtrirte von dem ungel6sten
Elastin ab und destillirte das Filtrat, bis die Gibergehende Flissig«
keit nicht mehr sauer reagirte. In der Thal zeigte sich, dass
mines Elastin, mit Oxalsaure langere Zeit gekocht, Schwefel

> Diese f raetinnen entsprechen nicht "enau den oben aufgefiihrteri.
- Aich. f. itvgiéne. Itd. 10. s. 120;



ais SoliwefelWasserstoff, nicht als Mercaptan abgibt und d«»
Schwefelgehalt nachweisbar horuntergeht (4,0540 gr. mit Oxab
saure gekochten Elastins lieferten O.0H22 gr. Ba SOt, enthielt# ,,
also nur 0,210" o Schwefeli. Hieraus und aus der Thatsacl,,..
dass die Gahrungsgase keinen Schwefelwasserstoff enthielten,
gelit wohl mit Bestimmtheit hervor, dass bei der Gahrung K|
Schwefel lediglich als Mercaptan und nicht als Schwefel-
Wasserstoff abgespalten wird.

Die.abfiltrirte Menge Klastin betrug 171 gr., es sind abu
'O gr. in Losung gegangen. Der ungeloste Theil stellte un-
verandertes Klastin dar (:L0779 gr. dieses Elastins lieferten
0,07*0 gr. BaSO,, enthielten also 0.260°'0 S).

Destillat.

Das saure Destillat, weiches mehrere Liter betrug, war
in zwei Fractionen aufgeféangen, deren Lntersuchung ich g.-
trennt vornahm. Beide Fractionen wurden mit Natronlauge
schwach alkalisch gemacht und zunachst des.tillirt, dann in
Schalen bis auf DIiOO ccm. bezw. 71* ccm. eingedampft, lu
den Destillaten licss sich weder Indol noch Skalol nachweisen.
Kiste Fraction. Kin Theil dieser Flissigkeit wurde mit
Schwefelsdure ungesduert, mit kohlensaurem Natron alkalisch
gemacht und destillirt. Ks war keine* Spur von Phenol mul
Kresol nachzuweisen. Kin anderer Theil wurde zur Priifung
auf flichtige Sauren benutzt. Weder durch den Geruch (nach
dem Ansduerni noch durch Heactionen Hessen sich Ameisen-
saure, Essigsaure und Propionsdaure nachweisen, auch nicht in
den bei der Destillation zuletzt Ubergehenden Antheilen, wohl
aber roc h die ungesauerte Flussigkeit deutlich nach Valeriaii-
saure und noch starker nach Huttersaure. In einer dritten
Tesrti<ou i 1 10 (‘cm, ) wurde'!) nac h Duclaux!) die fliichtigen Séuren
(Juantilaliv bestimmt. Ks ist hier nicht der Ort, auf das Primi}*
dieser -Methode, ihre Ausflihrung und Berechnung einzugehen,
cs muss in dieser Beziehung auf die Arbeit von Duclaux vcT-

I Annales (In I'institut Pasteur t. 1) p. 2Ub.
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M.  i<r snli<'n ,mr li)* analytischen Zahlen und

Jfm (lurch ncrcclimm” gefundenen \V(*rihc "Platz finden.

I Zur Neu- Zur .
S tr% altdgn An.zah "a"ﬁ"i‘é'é) " Verhaltnis*- kar ' Far i Verhwiniss
- Mengwe dei Memo* .. n rui
A '.mN. Na-
tronlauge.
%) 41,50 o T 010 41030 osg
40) coe o oM2 —w@ russ 003
or 7038 — 1038 wr1062 0,08
50 57.05 20.06
, : — 034, r 854 i;ood
C0 "02.30 8725 M. 775
. r 425 124
<0 0J.00 02.20 579
: 4.21, (1,57)
80 f68.50 05.03
90 7025 98-38 - 345 (r -37) 11.44)
' (— 138 (- 112) (1.23
loo  71.40 I»I(».00 ( )
BuUc,'siil,rf  kimiinon also lo Yaleriansikire
T Mn<| (M672 gr. Kultprsaure und 0,1K5-> -r
. . o W Km. lion insgesamml 2,:>8<m %
-htillprsaiire und’ £«93!3 %Ierlansuure ]
Zwpilp Kradion. Sic zeigte dasselbe Verhallen! Dir
sdumnung nach Duelaux ergab folgende Werthe:
Zur Neu- Zur Neu-
trﬁ'iﬁﬁg:{?n Anzahi tralisation o Verhaltnish
Menge der Menge Verhaltni<> Far Fir von
UN. Na- o | 1N Na- Zanlen. Hutters,. | Valerians. | Hutters, zu
tronlauge. tronlauge. .
Valerians.

16



Auf HMI') Buttersdaure kommen also 10 Valeriansdure. in
110ccm. sind ontliallen 0,13i)ti*2 gr. Buttersdure und 0,13H)7 gr.
Valeriansaure.mul in der zweiten Fraction insgesammt tU)3<S0 m
Biiltersdure und 0.M>.)2 gr..Valeriansgure'. lin Ganzen waren
also 3.2200 gr. Biiltersaure und 3,bti30 gr. Valerianséuie
gebildet. Die Mengen beider S&uren verhalten sieh wie lon
zu 113,8; sie sind also im Verhalthiss ithrer Molekulai-
gcwiehle 1 HM) zu 112i gebildet.

Die ungeféhr. 8°,0 Losung der Sauren zeigte keine Ab-

lenkung der Polarisaiionsobeue, es handelte sich also um die
inactive Valeriansaure.

K Ueksl and.

Der nach Ahdestilliren der tliehtigen S&uren hinterbliede*n»
Buckstand wurde bis zur beginnenden Krystallisation eingedamph
und mit Aulher ‘wiederholt, extrahirt.

Aetherauszug. Der Aether hintcrliess beim Verdunsten
einen 0Oligen Biiekstand, welchen ich im WasserdampislioiH
destillirte. Das Destillat wurde mit kohlensaurem Natron imi-
tralisirl. coneeiitrirt. mit Phosphorsaure angesauert und wiedii
mit Aether aiisgesehdiltelt. Per 0lige, in Wasser unloslich*
in Alkohol l6sliche Aetherriiekstand wurde mit Zinkkarbuiidi
gekocht. Beim Frkallen der vom (berschissigen Zink abfiltrirten
Flussigkeit schied sieh (‘in in leinen Nadeln krystallisirend» <
Ziuksalz ab. offenbar phenylproprionsaures Zink. L

Der bei der Destillation im Wasserdamplstrom hintei-
bleibende Biiekstand enthalt keine Skalolessigsaure. sdaimntticle
I»eaetionen versagten. dagegen gal» er ziemlich deutliche Bnt!.-
larbung mit Militai s Bengenz und mit salpolrigsaurcm Kali. |-
waren also a roma tische (>xysauren vorhanden, aber jedenlaii-
nur in sehr geringer Menge. denn es gelang nicht, die S&ure
oder ihre Zinksalze krvslutimisoh zur Abscheidung zu bring* p

i IHiich omen ungliicklichen zutall jrinir the rivsumiiitinende *:
Salzes dieser Saure, welche die llauptmenge des Aetherextractes :>ie;
m,ielite, verloren, doch lasstdas Verhalten der Sdure und die KrysiciV
>ati"'!li des Zinksalzes wohl keinen Zweifel dartber, dass Phenylpr>>;(.”:-
saure vorlag. |
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Andere Sauren enthielt der Aethorauszug nicht.

Der vom Aether nicht gelGste Tlieil wurde mittelst
kohlensaurem Kalk von Oxalsiure befreit und nun des!iHirt, das
Destillat in Normalschwefelsdaure gdeitet. Es gingen 4,077 gr.
Ammoniak dber. Der Destillationsriickstand krystallisirte
h. im Eindampfen zu einer krystallinischon Masse, die aus Drusen
Kugeln und Nadeln bestand.

Diese Dntersuebting bedarf in mehrfacher Heziehung der
Vervollstandigung, an der mich dussere Umstlinde leider" ver-

[linderten, welche aber in kurzer Zeit nachfolgen soll. Specie]!
ist noch der Heweis zu erbringen, dass es sich in der Thal
11,111 *ien>lprapionsdvire handelt, ausserdem muss noch festgestejlt
werden, welche Ifeslandtheilc der zuletzt erwéahnte Desiillalions-
liickstand enthalt. Es soll dann auch auseinindefgesetzf werden;
worin sich die Zersetzung -des Elastins durch anaerobe Dak-
hTien von fier entsprechenden des Eiweisses und des Leims
unterscheidet und worin sie miteinander Gbereinstimmin.

Ls ist mir eine angenehme IMlieht, Herrn IVof. Il. thier-
Icldf»r flir das vorgeseltlagene Thema und die stetige Lnter-
*'[litzung meinen verbindlichsien Dank hier auszusprechen.



